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DESCRIPCION
Nuevo glucésido de esteviol, método de produccidén del mismo y composicién edulcorante que lo contiene
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un nuevo glucésido de esteviol, a un método de producciéon del mismo y a una
composicién edulcorante que comprende el mismo. Es més, la presente invencién también se refiere a un alimento o
bebida, a una planta, un extracto de la misma y un agente de control del sabor que comprende el nuevo glucésido de
esteviol.

Antecedentes de la técnica

Una hoja de Stevia rebaudiana contiene un metabolito secundario llamado esteviol, que es un tipo de diterpenoides,
donde los glucdsidos de esteviol proporcionan un dulzor casi 300 veces superior al del azlcar, por lo que se utiliza
como edulcorante sin calorias en la industria alimentaria. La demanda de edulcorantes sin calorias crece dia tras dia
ya que la obesidad se ha convertido en un grave problema social en todo el mundo y también para promover la salud
y reducir los gastos médicos. En la actualidad, el aspartamo y el acesulfamo potésico, es decir, derivados de
aminoécidos sintetizados artificialmente, se utilizan como edulcorantes artificiales, pero se espera que los edulcorantes
naturales sin calorias, como los glucésidos de esteviol, sean més seguros y tengan mas probabilidades de ganarse la
aceptacién del publico.

Los principales glucésidos de esteviol de la estevia se glicosilan en dltima instancia en un glucésido llamado
rebaudiésido A (Reb.A) que tiene cuatro fracciones de azucar (Figura 1). El esteviésido, en concreto, un glucésido de
esteviol triglicosilado que es un precursor del Reb.A, es el glucdsido mas abundante. Estos dos glucésidos son las
principales sustancias responsables del dulzor de la estevia. El estevidsido representa el mayor contenido en una hoja
de estevia y se sabe que proporciona un dulzor aproximadamente 250-300 veces superior al del azlcar. El Reb. A es
un glucésido de esteviol tetraglucosilado que posee un fuerte dulzor (350-450 veces el del azlcar) con una buena
calidad gustativa. Han llamado la atencién como edulcorantes sin calorias. Ademas de ellos, se conoce la existencia
de glucésidos que se consideran productos intermedios de reaccién y anélogos que tienen diferentes tipos de
moléculas de azlcar. Por ejemplo, mientras que las cuatro fracciones de azlcar glicosidico de Reb.A son glucosa, se
sabe que el rebaudiésido C (Reb. C) tiene ramnosa en lugar de glucosa unida al C-2 de la glucosa en C-13, y que el
rebaudiésido F (Reb. F) tiene xilosa unida en la misma posicion.

Hasta la fecha, se ha intentado obtener una planta de estevia con un contenido de Reb.A superior al de las plantas de
estevia de tipo salvaje mediante la mejora de la variedad, ya que la calidad del sabor de Reb.A, en el que las cuatro
fracciones de azucar glucdsido son glucosa, es buena (por ejemplo, bibliografia de patentes 1). Ademés, también se
ha intentado obtener un glucésido de esteviol nuevo descomponiendo un glucésido de esteviol conocido, tal como
rebaudiésido M (Reb. M (también denominado Reb. X)), que tiene una buena calidad gustativa, con un acido (por
ejemplo, bibliografia de patentes 2). La bibliografia de patentes 3 describe un compuesto purificado de moléculas de
glucésido de esteviol para conferir propiedades de sabor, saporiferos y modificadoras del sabor a los productos
consumibles. La bibliografia de patentes 4 describe el aislamiento de un nuevo glucésido de esteviol a partir de una
especie que contiene una gran cantidad de Reb. C capaz de influir sobre la calidad del sabor.
Lista de citas
Bibliografia de patentes

[Bibliografia de patentes 1] Patente japonesa N.° 3436317

[Bibliografia de patentes 2] Publicacién de solicitud de patente internacional W02014/146135

[Bibliografia de patentes 3] Publicacién de solicitud de patente internacional W02018/090020

[Bibliografia de patentes 4] Publicacién de solicitud de patente internacional W02018/181515
Sumario de la invencién
Problema que debe resolver la invencién
Dado que el nivel de dulzor y la calidad gustativa de los glucésidos de esteviol pueden variar enormemente en funcién
de la diferencia en el nimero y el tipo de la fraccién de azlUcar que se une a la estructura diterpénica que sirve de

estructura principal, ha surgido la necesidad de un nuevo glucésido de esteviol.

Medios para resolver los problemas
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La presente invencién proporciona un nuevo glucésido de esteviol que comprende xilosa y una composicién
edulcorante, un alimento o bebida que comprende el mismo como se muestra a continuacion.

En un aspecto, se proporciona un compuesto representado por la Férmula (3):

4

En algunas realizaciones, el compuesto, o una sal o un hidrato del mismo, se representa mediante la Férmula (5) que
figura a continuacién:

En un segundo aspecto, se proporciona un alimento o bebida que comprende el compuesto del primer aspecto.

En algunas realizaciones, el contenido del compuesto del primer aspecto es de 1-600 ppm en masa. En un tercer
aspecto, se proporciona una composicién edulcorante que comprende el compuesto del primer aspecto.

En algunas realizaciones, el contenido del compuesto del primer aspecto es del 1-99 % en peso.

En algunas realizaciones, la composicién edulcorante comprende ademas uno o mas tipos de glucésidos de esteviol
seleccionados entre el grupo que consiste en rebaudiésido A, rebaudiésido B, rebaudidésido C, rebaudiésido D,
rebaudiésido E, rebaudiésido F, rebaudiésido |, rebaudiésido J, rebaudiésido K, rebaudidésido N, rebaudiésido M,
rebaudiésido O, rebaudiésido Q, rebaudiésido R, dulcésido A, dulcésido C, rubusésido, esteviol, mondsido de esteviol,
biésido de esteviol y esteviésido.

En un cuarto aspecto, se proporciona un alimento o bebida que comprende la composicién edulcorante del primer
aspecto.

En algunas realizaciones, el alimento o bebida es una bebida.

En un quinto aspecto, se proporciona el uso del compuesto del primer aspecto como edulcorante.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3024 947 T3

Efectos ventajosos de la invencién

La presente invencién puede proporcionar un nuevo glucésido de esteviol que comprende xilosa, un método para
producir el mismo y una composicién edulcorante, un alimento o bebida, una planta, un extracto de la misma y un
agente de control del sabor que comprende el nuevo glucésido de esteviol. Un glucésido de esteviol en un aspecto
preferente de la presente invencion tiene una excelente calidad gustativa y un alto nivel de dulzor. Una composicién
edulcorante en otro aspecto de la presente invencion tiene una excelente calidad gustativa.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 es un diagrama que muestra las estructuras y los nombres de los glucésidos de esteviol.

La figura 2 es un diagrama que muestra un cromatograma de iones seleccionado de la variedad cultivada A a m/z
de 1097 4.

La figura 3 es un diagrama que muestra un cromatograma de iones seleccionado de la variedad cultivada A a m/z
de 1259,5.

La figura 4 es un diagrama que muestra los espectros de masas MS/MS y fragmentados MS® del nuevo glucésido
de esteviol 1E.

La figura 5 es un diagrama que muestra los espectros de masas MS/MS y fragmentados MS® del nuevo glucésido
de esteviol 2E.

La figura 6 es un diagrama que muestra un espectro de RMN 'H del Compuesto de Referencia 15 (400 MHz, Pyr-
ds).

La figura 7 es un diagrama que muestra un espectro de RMN "3C del Compuesto de Referencia 15 (100 MHz, Pyr-
ds).

La figura 8 es un diagrama que muestra un espectro de RMN 'H del Compuesto de 17 (400 MHz, Pyr-d5).

La figura 9 es un diagrama que muestra un espectro de RMN '3C del Compuesto de 17 (100 MHz, Pyr-d5).

La figura 10 es un diagrama que muestra cromatogramas de iones extraidos del nuevo glucésido de esteviol 1E
(extracto de hoja de estevia) y un producto sintetizado quimicamente (forma P del Compuesto de Referencia 15).
La figura 11 es un diagrama que muestra los espectros de masas MS/MS y fragmentados MS® del nuevo glucésido
de esteviol 1E (extracto de hoja de estevia) y el producto sintetizado quimicamente (forma B del Compuesto de
Referencia 15).

La figura 12 es un diagrama que muestra cromatogramas de iones extraidos del nuevo glucésido de esteviol 2E
(extracto de hoja de estevia) y un producto sintetizado quimicamente (forma  del Compuesto 17).

La figura 13 es un diagrama que muestra los espectros de masas MS/MS y fragmentados MS® del nuevo glucésido
de esteviol 2E (extracto de hoja de estevia) y el producto sintetizado quimicamente (forma B del Compuesto 17).
La figura 14 es un diagrama que muestra los resultados de las evaluaciones sensoriales para comparar el glucésido
de esteviol A nuevo con azlcar, rebaudiésido A, rebaudiésido D y rebaudiésido M.

La figura 15 es un diagrama que muestra los resultados de las evaluaciones sensoriales para comparar el glucdsido
de esteviol B nuevo con azlcar, rebaudiésido A, rebaudiésido D y rebaudiésido M.

La figura 16 es un diagrama que muestra los resultados de un analisis de expresién en relacién con la identificacidén
de las caracteristicas genéticas del ejemplo.

Descripcion de realizaciones

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencidn se describira con detalle. La realizacidén siguiente se
proporciona para ilustrar la presente invencién sin intencién alguna de limitar la presente invencidén Unicamente a esta
realizacién. La presente invencién puede llevarse a cabo de diversos modos sin apartarse del ambito de aplicacién de
la misma. La presente memoria descriptiva incluye el contenido de la memoria descriptiva y los dibujos de la solicitud
de patente japonesa n.° 2019-141627, presentada el 31 de julio de 2019, de las cuales la presente solicitud reivindica
la prioridad.

Los términos "rebaudidsido”, "Reb" y "Reb." como se usan en el presente documento tienen el mismo significado y
todos ellos se refieren a "rebaudiésido". De forma similar, el término "dulcésido” como se usa en el presente documento
se refiere a "dulcésido”.

1. Nuevo glucésido de esteviol

Por primera vez, los presentes inventores identificaron la estructura de un nuevo glucésido de esteviol que contiene
xilosa. El nuevo glucésido de esteviol de la presente invencidén (en el presente documento, también denominado
"glucésido de la presente invencién") es un compuesto representado por la Férmula (3) o una sal o un hidrato del
mismo:
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Como se ha representado anteriormente, el glucésido de la presente invencién comprende un glucésido de esteviol
que tiene una cadena de azUcar que contiene dos fracciones de glucosa y una fraccidén de xilosa en C-13 de esteviol
y una cadena de azlcar que contiene tres fracciones de glucosa en C-19 de esteviol (en el presente documento,
también denominado "glucésido B de la presente invencién").

Es mas, como se usa en el presente documento, Glc representa la glucosa y Xyl representa xilosa. Como se usa en
el presente documento, "Glc" puede ser a- o B-glucosa mientras que Xyl puede ser a- o B-xilosa. Como alternativa,
como se usa en el presente documento, Glc puede ser a- y B-glucosa mientras que Xyl puede ser a- y B-xilosa.
Asimismo, "Gle1-" indica que el &omo de carbono en C-1 de la glucosa estad unido al esteviol mediante un enlace
glucosidico y "Glc(1-3)-Gle1-" indica que el &tomo de carbono en C-3 de la glucosa representado por "Gle1-" esta
unido a un atomo de carbono en C-1 de otra glucosa mediante un enlace glucosidico. Es mas, "Xyl(1-2)-Glc1-" indica
que el &tomo de carbono en C-2 de la glucosa representado por "Glc1-" estd unido al atomo de carbono en C-1 de la
xilosa mediante un enlace glucosidico. Es més, "Xyl(1-2)[Glc(1-3)]Glc1-" indica que el atomo de carbono en C-2 de la
glucosa representado por "Glc1-" estd unido al 4tomo de carbono en C-1 de la xilosa mediante un enlace glucosidico
y el atomo de carbono en C-3 de la glucosa representado por "Glc1-" estd unido al atomo de carbono en C-1 de la
glucosa mediante un enlace glucosidico.

Entre los ejemplos de glucésido B se incluyen los glucésidos que tienen las estructuras representadas por las férmulas
(3)y (5).

En el glucésido B representado por la férmula (3), la glucosa esta unida al grupo hidroxi en C-13 del esteviol mediante
un enlace B-glicosidico, otra glucosa esté unida a dicha glucosa mediante un enlace B1-3 y la xilosa esta unida a dicha
glucosa mediante un enlace p1-2. La férmula (5) representa una estructura con otras conformaciones especificadas
del glucésido B representado por la férmula (3).

El glucésido de la presente invencién también comprende isémeros tales como las formas a- y - como se ha descrito
anteriormente. Por lo tanto, el glucésido de la presente invencién puede comprender sélo la forma a, sélo la forma B
0 una mezcla de las formas a y B. La proporcién de la forma B en el glucdsido de la presente invencién es
preferentemente del 80 % o mas, més preferentemente del 90 % o mas, todavia mas preferentemente del 95 % o mas
y de forma mas particularmente preferente del 99 % o més. Las formas a- y B- pueden aislarse/purificarse mediante
un método conocido, tal como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia liquida de ultra(alto)
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rendimiento (UPLC).

El glucésido de la presente invencién no sélo puede ser el compuesto representado por la Férmula (3), sino que
también puede ser un derivado, una sal o un hidrato del mismo. Eltérmino "derivado”, tal como se utiliza en el presente
documento se refiere a un compuesto resultante de un cambio estructural de una fraccién menor del compuesto, por
ejemplo, un compuesto en el que algunos de los grupos hidroxi estan sustituidos por otros sustituyentes. Por lo tanto,
los derivados del compuesto representado por la Férmula (3) incluyen compuestos en los que algunos de los grupos
hidroxi contenidos en el compuesto han sido sustituidos con un sustituyente seleccionado entre hidrégeno, un
halégeno, un grupo alquilo, un grupo alquenilo, un grupo alquinilo, un grupo arilo, un grupo amino o un grupo ciano.
Como se usa en el presente documento, una "sal del compuesto representado por la Férmula (3)" se refiere a una sal
fisiologicamente aceptable, por ejemplo, una sal de sodio, del compuesto representado por la férmula (3). Es mas, un
"hidrato del compuesto representado por la Férmula (3)", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un
compuesto resultante de la unién de una molécula de agua al compuesto representado por la Férmula (3).

Aunque el glucésido de la presente invencién no esta particularmente limitado, puede ser un producto de origen
vegetal, un producto sintetizado quimicamente o un producto biosintético. Por ejemplo, puede aislarse y purificarse a
partir de una planta rica en el glucdsido de la presente invencién o puede obtenerse mediante una sintesis quimica o
una biosintesis. Los detalles de un método para producir el glucésido de la presente invencién se describiran méas
adelante en el presente documento.

El glucésido de la presente invencidn es mas dulce que el azlicar (sacarosa) y puede afectar al dulzor de un alimento
o bebida en una pequefia cantidad. Por lo tanto, el glucésido de la presente invencién puede utilizarse como un nuevo
edulcorante.

Un glucésido de la presente invencién es Glucésido B. El glucésido B es méas dulce que el azlcar y tiene un amargor
méas débil que otros glucésidos de esteviol. En consecuencia, el glucésido de esteviol de la presente invencién puede
utilizarse favorablemente como edulcorante en diversas aplicaciones, como se describira més adelante.

2. Composicién edulcorante que comprende un nuevo glucésido de esteviol

En un aspecto de la presente invencidén, una composicién edulcorante que comprende el compuesto representado por
la Férmula (3) o un derivado, una sal o un hidrato del mismo (en lo sucesivo en el presente documento, también
denominada "composicién edulcorante de la presente invencién"). La composicién edulcorante de la presente
invencién no esta particularmente limitada siempre que contenga el compuesto representado por la Férmula (3) o un
derivado, una sal o un hidrato del mismo y puede ser una composicién que comprenda un extracto que comprende el
compuesto representado por la Férmula (3) o un derivado, una sal o un hidrato del mismo.

La cantidad del glucésido de la presente invencidn contenida en la composicién edulcorante de la presente invencion
no esta particularmente limitada y puede ser, por ejemplo, 1-99 % en peso, 5-95 % en peso, 10-90 % en peso, 15-
85 % en peso, 20-80 % en peso, 25-75 % en peso, 30-70 % en peso, 35-65 % en peso, 40-60 % en peso, 45-55 % en
peso, 1-5 % en peso, 1-10 % en peso, 1-15 % en peso, 1-20 % en peso, 1-25 % en peso, 1-30 % en peso, 1-35 % en
peso, 1-40 % en peso, 1-45% en peso o 1-50 % en peso en relaciéon con la cantidad total de la composicién
edulcorante.

La composicién edulcorante de la presente invencién puede contener ademés otros glucésidos de esteviol. Por
ejemplo, la composicién edulcorante de la presente invencién puede contener, ademas del glucésido de la presente
invencién, uno o varios tipos de glucésidos de esteviol seleccionados entre el grupo que consiste en rebaudiésido A,
rebaudiésido B, rebaudiésido C, rebaudiésido D, rebaudiésido E, rebaudiésido F, rebaudiésido |, rebaudiésido J,
rebaudiésido K, rebaudiésido N, rebaudidésido M, rebaudiésido O, rebaudiésido Q, rebaudiésido R, dulcésido A,
dulcésido C, rubusdsido, esteviol, monésido de esteviol, biésido de esteviol y esteviésido.

En caso de contener otro glucésido de esteviol, la proporcién de composicién del glucésido de la presente invencion
y otro glucésido de esteviol puede ser de 1:99 a 99:1, de 5:95 a 95:5, de 10:90 a 90:10, de 15:85 a 85:15, de 20:80 a
80:20, de 25:75 a 75:25, de 30:70 a 70:30, de 35:65 a 65:35, de 40:60 a 60:40, de 45:65 a 65:45 o de 50:50 en una
proporcién en masa. Asimismo, pueden utilizarse uno o varios tipos de glucésidos de la presente invencién.

La composicidén edulcorante de la presente invencién puede contener ademés un edulcorante distinto de los glucésidos
de esteviol. Ejemplos de este tipo de edulcorantes son los edulcorantes naturales tales como fructosa, azlcar, jarabe
de fructosa-glucosa, glucosa, maltosa, jarabe rico en fructosa, alcohol de azucar, oligosacérido, miel, zumo de cafia
de azUcar prensado (jarabe de azlcar moreno), jarabe de almidén, polvo de Lo Han Kuo (Siraitia grosvenorii), un
extracto de Lo Han Kuo (Siraitia grosvenorii), regaliz en polvo, un extracto de regaliz, polvo de semillas de
Thaumatococcus daniellii, un extracto de semillas de Thaumatococcus daniellii y edulcorantes artificiales tales como
acesulfamo potasico, sucralosa, neotamo, aspartamo y sacarina. Entre ellos, se utiliza preferentemente un edulcorante
natural para conferir un sabor limpio, facil de beber, sabor natural y gusto moderadamente rico, donde se usan
preferentemente fructosa, glucosa, maltosa, sacarosa y azUcar. Pueden utilizarse uno o varios tipos de estos
componentes del dulzor.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3024 947 T3

Un método para producir la composicién edulcorante de la presente invencidén no esta particularmente limitado siempre
que pueda obtenerse una composicién edulcorante que tenga la composicién descrita anteriormente. En un aspecto
de la presente invencién, se proporciona un método para producir una composicién edulcorante de la presente
invencidén, comprendiendo el método las etapas de: obtencién de un glucésido de la presente invencién; y mezclado
del glucésido con otro glucésido de esteviol o un edulcorante distinto de un glucésido de esteviol. La etapa de obtencién
de un glucdsido de la presente invencién puede llevarse a cabo por aislamiento/purificacién a partir de una planta, una
sintesis quimica o una biosintesis, donde el glucésido de la presente invencidén resultante de esta etapa puede
obtenerse como mezcla con otro glucésido de esteviol (por ejemplo, Reb. A o Reb. D).

3. Alimento o bebida, agente saporifero y producto farmacéutico que comprende el nuevo glucédsido de esteviol

En un aspecto de la presente invencién, se proporcionan un alimento o bebida, un agente saporifero y un producto
farmacéutico que comprende el compuesto representado por la Férmula (3) o un derivado, una sal o un hidrato del
mismo o la composicién edulcorante de la presente invencién (en el presente documento, también denominada
"alimento o bebida de la presente invencién", un "agente saporifero de la presente invenciéon" y un "producto
farmacéutico de la presente invencién", respectivamente). El alimento o bebida, el agente saporifero y el producto
farmacéutico de la presente invencién no estan particularmente limitados siempre que contengan el compuesto
representado por la Férmula (3), o un derivado, una sal o un hidrato del mismo, y pueden ser un alimento o una bebida,
un agente saporifero y un producto farmacéutico que comprende un extracto o una composicién edulcorante que
comprende el compuesto representado por la Férmula (3), o un derivado, una sal o un hidrato del mismo. En el
presente documento, un alimento o bebida se refiere a bebidas y alimentos. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la
presente invencién proporciona una nueva bebida o alimento y un método para producir dicha bebida o alimento.

Mientras que la cantidad del glucésido de la presente invencién contenida en el alimento o bebida, el agente saporifero
y el producto farmacéutico de la presente invencién difiere en funcién del alimento o bebida especifico, es,
preferentemente, de aproximadamente 1-600 ppm en masa, por ejemplo, 20-550 ppm en masa, 25-550 ppm en masa,
30-550 ppm en masa, 35-550 ppm en masa, 40-550 ppm en masa, 45-550 ppm en masa, 50-550 ppm en masa, 55-
550 ppm en masa, 20-540 ppm en masa, 25-540 ppm en masa, 30-540 ppm en masa, 35-540 ppm en masa, 40-
540 ppm en masa, 45-540 ppm en masa, 50-540 ppm en masa, 55-540 ppm en masa, 20-530 ppm en masa, 25-
530 ppm en masa, 30-530 ppm en masa, 35-530 ppm en masa, 40-530 ppm en masa, 45-530 ppm en masa, 50-
530 ppm en masa, 55-530 ppm en masa, 20-520 ppm en masa, 25-520 ppm en masa, 30-520 ppm en masa, 35-
520 ppm en masa, 40-520 ppm en masa, 45-520 ppm en masa, 50-520 ppm en masa, 55-520 ppm en masa, 20-
510 ppm en masa, 25-510 ppm en masa, 30-510 ppm en masa, 35-510 ppm en masa, 40-510 ppm en masa, 45-
510 ppm en masa, 50-510 ppm en masa, 55-510 ppm en masa, 20-505 ppm en masa, 25-505 ppm en masa, 30-
505 ppm en masa, 35-505 ppm en masa, 40-505 ppm en masa, 45-505 ppm en masa, 50-505 ppm en masa, 55-
505 ppm en masa, 20-500 ppm en masa, 25-500 ppm en masa, 30-500 ppm en masa, 35-500 ppm en masa, 40-
500 ppm en masa, 45-500 ppm en masa, 50-500 ppm en masa, 55-500 ppm en masa, 20-495 ppm en masa, 25-
495 ppm en masa, 30-495 ppm en masa, 35-495 ppm en masa, 40-495 ppm en masa, 45-495 ppm en masa, 50-
495 ppm en masa, 55-495 ppm en masa, 20-490 ppm en masa, 25-490 ppm en masa, 30-490 ppm en masa, 35-
490 ppm en masa, 40-490 ppm en masa, 45-490 ppm en masa, 50-490 ppm en masa, 55-490 ppm en masa, 100-
400 ppm en masa, 150-400 ppm en masa, 200-400 ppm en masa, 250-400 ppm en masa, 300-400 ppm en masa,
100-150 ppm en masa, 100-200 ppm en masa, 100-250 ppm en masa o 100-300 ppm en masa, en el caso de una
bebida. El contenido dentro de este intervalo es ventajoso para impartir un dulzor moderado. El contenido dentro de
este intervalo es ventajoso para suprimir el regusto persistente. A menos que se especifique otra cosa, "ppm”, tal como
se utiliza en el presente documento, se refiere a "ppm en masa".

El alimento o bebida, el agente saporifero y el producto farmacéutico de la presente invencién pueden contener
ademas otros glucésidos de esteviol. Por ejemplo, la composicién edulcorante de la presente invencién puede
contener, ademas del glucésido de la presente invenciéon, uno o varios tipos de glucdsidos de esteviol seleccionados
entre el grupo que consiste en rebaudiésido A, rebaudiésido B, rebaudidsido C, rebaudiésido D, rebaudiésido E,
rebaudiésido F, rebaudiésido |, rebaudidsido J, rebaudidésido K, rebaudiésido N, rebaudiésido M, rebaudiésido O,
rebaudiésido Q, rebaudiésido R, dulcésido A, dulcdsido C, rubusésido, esteviol, monésido de esteviol, bidésido de
esteviol y esteviésido.

En caso de contener otro glucésido de esteviol, la proporcién de composicién del glucésido de la presente invencion
y otro glucésido de esteviol puede ser de 1:99 a 99:1, de 5:99 a 95:5, de 10:90 a 90:10, de 15:85 a 85:15, de 20:80 a
80:20, de 25:75 a 75:25, de 30:70 a 70:30, de 35:65 a 65:35, de 40:60 a 60:40, de 45:65 a 65:45 o de 50:50 en una
proporcién en masa.

El alimento o bebida, el agente saporifero y el producto farmacéutico de la presente invencién pueden contener
ademas un edulcorante distinto de un glucésido de esteviol. Ejemplos de este tipo de edulcorantes son los
edulcorantes naturales tales como fructosa, azulcar, jarabe de fructosa-glucosa, glucosa, maltosa, sacarosa, jarabe
rico en fructosa, alcohol de azlcar, oligosacérido, miel, zumo de cafia de azlcar prensado (jarabe de azlicar moreno),
jarabe de almidén, polvo de Lo Han Kuo (Siraitia grosvenorii), un extracto de Lo Han Kuo (Siraitia grosvenorii), regaliz
en polvo, un extracto de regaliz, polvo de semillas de Thaumatococcus daniellii y un extracto de semillas de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3024 947 T3

Thhaumatococcus daniellii y edulcorantes artificiales tales como acesulfamo potéasico, sucralosa, neotamo, aspartamo
y sacarina. Entre ellos, se utiliza preferentemente un edulcorante natural para conferir un sabor limpio, facil de beber,
sabor natural y gusto moderadamente rico, donde se usan preferentemente fructosa, glucosa, maltosa, sacarosa y
azucar. Pueden utilizarse uno o varios tipos de estos componentes del dulzor.

Ejemplos del alimento de la presente invencién incluyen, pero sin limitarse particularmente a, un producto de confiteria,
un pan, harina de cereales, fideos, arroz, un alimento agricola/silvicola transformado, un producto ganadero
procesado, un producto de pesca transformado, un producto de leche/lacteo, un producto de aceite y grasa/procesado
de aceite y grasa, condimentos u otros materiales alimentarios.

Ejemplos de la bebida de la presente invencién incluyen, pero sin limitarse particularmente a, una bebida carbonatada,
una bebida no carbonatada, una bebida alcohélica, una bebida sin alcohol, una bebida con sabor a cerveza, tal como
cerveza o cerveza sin alcohol, una bebida de café, una bebida de té, una bebida de cacao, una bebida nutritiva y una
bebida funcional.

La bebida de la presente invencién puede esterilizarse por calor y envasarse para prepararse como bebida envasada.
Los ejemplos de dicho envase incluyen, pero sin limitarse particularmente a, una botella de PET, una lata de aluminio,
una lata de acero, un envase de papel, una taza refrigerada y una botella. Si se va a realizar una esterilizacién por
calor, el tipo de esterilizacién por calor no esta particularmente limitado y puede realizarse esterilizacién por calor, por
ejemplo, empleando una técnica comun tal como esterilizacién UHT o esterilizacién en retorta. Aunque la temperatura
durante el proceso de esterilizacién por calor no estd especialmente limitada, es, por ejemplo, 65-130 °C,
preferentemente 85-120 °C durante 10-40 minutos. La esterilizacién, sin embargo, puede llevarse a cabo a una
temperatura adecuada durante varios segundos, por ejemplo, 5-30 segundos, sin ningdn problema siempre que se
pueda obtener un valor esterilizante comparativo al obtenido en las condiciones descritas anteriormente.

El método de produccién del alimento o bebida, el agente saporifero y el producto farmacéutico de la presente
invencién no estéd particularmente limitado siempre que se trate de un alimento o bebida, un agente saporifero y un
producto farmacéutico con los componentes descritos anteriormente. En un aspecto de la presente invencidn, se
proporciona un método para la produccién de un alimento o bebida, un agente saporifero y un producto farmacéutico
de la presente invencién, comprendiendo el método las etapas de: obtencién del extracto, el glucdsido o la composicién
edulcorante de la presente invencién; y adicion del extracto, el glucésido o la composiciéon edulcorante a un alimento
o bebida, un agente saporifero, un producto farmacéutico o una materia prima del mismo. La etapa de obtencién del
glucosido o de la composicidn edulcorante de la presente invencién y la etapa de obtencidn del extracto de la presente
invencién se describen en "2. Composicién edulcorante que comprende un nuevo glucésido de esteviol" y "4.
Comprendiendo la planta de estevia nuevo glucédsido de esteviol y extracto del mismo", respectivamente. La etapa de
afadir el extracto, el glucésido o la composiciéon edulcorante de la presente invencién a un alimento o bebida, un
agente saporifero, un producto farmacéutico o una materia prima del mismo puede llevarse a cabo durante cualquier
etapa de produccién del alimento o bebida, el agente saporifero y el producto farmacéutico. Por ejemplo, puede
realizarse al mezclar las materias primas del alimento o bebida, el agente saporifero o el producto farmacéutico, o en
los ajustes finales de la calidad gustativa del alimento o bebida, el agente saporifero o el producto farmacéutico.

4. Planta de estevia con un nuevo glucésido de esteviol y extracto del mismo

En el presente documento se describe una planta de estevia que comprende el compuesto representado por la
Férmula (3), o un derivado, una sal o un hidrato del mismo y un extracto del mismo (en el presente documento, también
denominados "la planta descrita en el presente documento y el extracto de la misma"). También se describe un
alimento o bebida, un agente saporifero y un producto farmacéutico, preferentemente una bebida, que comprende la
planta descrita o el extracto de la misma. Aunque la cantidad del glucésido de la presente invencién contenida en la
planta descrita en el presente documento no esta particularmente limitada, puede ser del 0,001-1,000 % en peso, del
0,005-0,950 % en peso, del 0,008-0,900 % en peso, del 0,010-0,850 % en peso o del 0,015-0,800 % en peso en una
hoja seca.

La planta descrita en el presente documento posee al menos una de las caracteristicas genéticas (1) a (8) que se
indican a continuacién:

(1) ser homocigoto o heterocigoto para el alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 298
de la SEQ ID NO:1, la posicién 11 de la SEQ ID NO: 3, la posicion 21 de la SEQ ID NO:5 o la posicién 26 de la
SEQID NO:7 es T,

(2) ser homocigoto o heterocigoto para el alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 328
de la SEQ ID NO:1, la posicién 11 de la SEQ ID NO: 9, la posicién 21 de la SEQ ID NO:11 o la posicién 26 de la
SEQ ID NO:13 es C;

(3) ser homocigoto o heterocigoto para el alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 360
de la SEQ ID NO:1, la posicién 11 de la SEQ ID NO: 15, la posicién 21 de la SEQ ID NO:17 o la posicién 26 de la
SEQ ID NO:19es T,

(4) ser homocigoto o heterocigoto para el alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 386
de la SEQ ID NO:1, la posicién 11 de la SEQ ID NO: 21, la posicién 21 de la SEQ ID NO:23 o la posicién 26 de la
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SEQ ID NO:25es T,

(5) ser homocigoto o heterocigoto para el alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 393
de la SEQ ID NO:1, la posicién 11 de la SEQ ID NO: 27, la posicidén 18 de la SEQ ID NO:29 o la posicién 23 de la
SEQ ID NO:31es T,

(6) ser homocigoto o heterocigoto para el alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 411
de la SEQ ID NO:1, la posicién 11 de la SEQ ID NO: 33, la posicidén 18 de la SEQ ID NO:35 o la posicién 23 de la
SEQ ID NO:37 es T,

(7) ser homocigoto o heterocigoto para el alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 427
de la SEQ ID NO:1, la posicién 11 de la SEQ ID NO: 39, la posicidén 18 de la SEQ ID NO:41 o la posicién 23 de la
SEQIDNO43esC;y

(8) ser homocigoto o heterocigoto para el alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 453
de la SEQ ID NO:1, la posicién 11 de la SEQ ID NO: 45, la posicidén 18 de la SEQ ID NO:47 o la posicién 23 de la
SEQ ID NO:49es T.

La planta descrita en el presente documento tiene al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al
menos seis, al menos siete o las ocho caracteristicas genéticas (1) a (8).

La expresion "posicién (o0 una parte) correspondiente a" se refiere a la posicién o la parte (por ejemplo, la posicién
298, la posicién 328, la posicién 360, la posicién 386, la posicién 393, la posicion 411, la posicién 427 y la posicién
453, etc.) de la secuencia existente en el genoma si dicha secuencia existente en el genoma es idéntica a la secuencia
de referencia (por ejemplo, SEQ ID NO:1, etc.). Si ninguna de las secuencias existentes en el genoma es idéntica a la
secuencia de referencia, la expresidn se refiere a una posiciéon o a una parte de una secuencia existente en el genoma
que se correlaciona con la posicién o la parte de la secuencia de referencia. Se puede determinar si existe o no en el
genoma una secuencia idéntica o correlativa a la secuencia de referencia, por ejemplo, como se indica a continuacién:
el ADN genémico de la planta de estevia prevista se amplifica con cebadores que pueden amplificar la secuencia de
referencia mediante PCR; se secuencia el producto amplificado; y se realiza un anélisis de alineacién entre la
secuencia resultante y la secuencia de referencia. Ejemplos de secuencias correspondientes a la secuencia de
referencia incluyen, aunque no de forma limitativa, secuencias de nucleétidos con una identidad de secuencia del
60 % o mas, del 70 % o mas, del 75 % o mas, del 80 % o mas, del 81 % o mas, del 82 % o mas, del 83 % o mas, del
84 % o mas, del 85 % o mas, del 86 % o mas, del 87 % o mas, del 88 % o mas, del 89 % o mas, del 90 % o mas, del
91 % o mas, del 92 % o mas, del 93 % o mas, del 94 % o mas, del 95 % o mas, del 96 % o mas, del 97 % o mas, del
98 % o mas, del 98,1 % o mas, del 98,4 % o mas, del 98,7 % o mas, del 99 % o mas, del 99,2 % o mas, del 99,5 % o
més o del 99,8 % o mas con la secuencia de referencia. Una posicién o una parte de una secuencia existente en el
genoma que se correlaciona con la posicidn o la parte de la secuencia de referencia puede determinarse considerando
las secuencias de nucleétidos que preceden y siguen a la posicién o la parte de la secuencia de referencia. Por
ejemplo, la secuencia de referencia puede alinearse con una secuencia del genoma correspondiente a la secuencia
de referencia para determinar la posicién o la parte de la secuencia existente en el genoma que se correlaciona con
la posicién o la parte de la secuencia de referencia.

Por ejemplo, en el caso de "la posicidén correspondiente a la posicion 298 de la SEQ ID NO:1" como en la caracteristica
genética (1) de la planta descrita en el presente documento, si el genoma de la planta de estevia tiene una parte
consistente en una secuencia de nucleétidos idéntica a la SEQ ID NO:1, "la posicién correspondiente a la posicion
298 de la SEQ ID NO:1" se refiere a la posicién 298 desde el extremo &' de dicha parte del genoma, que consiste en
una secuencia de nucledtidos idéntica a la SEQ ID NO:1. Mientras tanto, si el genoma de la planta de estevia tiene
una parte consistente en una secuencia de nucledtidos que no es idéntica pero que corresponde a la SEQ ID NO:1,
"la posicidn correspondiente a la posicion 298 de la SEQ ID NO:1" no se refiere necesariamente a la posicion 298 a
partir del extremo &' de la parte correspondiente a la SEQ ID NO:1, ya que el genoma no tiene una parte consistente
en una secuencia de nucledtidos idéntica a la SEQ ID NO:1, pero "la posicién correspondiente a la posicién 298 de la
SEQ ID NO:1" en dicho genoma de la planta de estevia puede especificarse considerando las secuencias de
nucleétidos que preceden o siguen a la posicién 298 de la SEQ ID NO:1. Por ejemplo, "la posicién correspondiente a
la posicién 298 de la SEQ ID NO:1" en el genoma de la planta de estevia puede especificarse mediante un andlisis de
alineamiento entre una secuencia de nucleétidos en el genoma de la planta de estevia, que corresponde a la SEQ ID
NO:1 y la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1.

Mientras que las caracteristicas genéticas mencionadas anteriormente pueden detectarse mediante el método PCR,
método de PCR TagMan, método de secuenciacién, método de micromatrices, ensayo Invader, ensayo TILLING,
método RAD (ADN polimérfico amplificado al azar), método de polimorfismo en la longitud de fragmentos de restricciéon
(RFLP, por sus siglas en inglés), método PCR-SSCP, método AFLP (polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado), método SSLP (polimorfismo de longitud de secuencia simple), método CAPS (secuencia de polimorfismo
amplificado escindido), método dCAPS (secuencia de polimorfismo amplificado escindido derivado), método de
oligonucleétidos especificos de alelo (ASO), método de ARMS, método de electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacién (DGGE), método CCM (escisién quimica del desajuste), método de DOL, método MALDI-TOF/MS,
método de TDI, ensayo de la sonda de bloqueo, ensayo de baliza molecular, método DASH (hibridacién dindmica
especifica de alelos), método de UCAN, método de ECA, método PINPOINT, método PROBE (extensidén de bases de
oligo cebador), método VSET (extensién muy corta), ensayo de supervivencia, ensayo de francotirador, ensayo
Luminex, método de GOOD, método LCx, Método SNaPshot, ensayo ARRAY de masas, método de
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pirosecuenciacién, método SNP-IT o analisis de la curva de fusién, el método de deteccién no se limita a los mismos.

En una descripcidn, la "parte consistente en una secuencia de nucledtidos correspondiente a la SEQ ID NO: 1" puede
incluir, por ejemplo, una parte del genoma de la planta de estevia que pueda amplificarse mediante PCR utilizando un
cebador directo que contenga la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:51 y un cebador inverso
que contenga la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:52.

En una descripcién, un "alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 298 de la SEQ ID NO:1
es T" incluye la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:4, 6 u 8.

En una descripcién, un "alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 328 de la SEQ ID NO:1
es C" incluye la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:10, 12 0 14.

En una descripcién, un "alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 360 de la SEQ ID NO:1
es T" incluye la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:16, 18 u 20.

En una descripcién, un "alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 386 de la SEQ ID NO:1
es T" incluye la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:22, 24 u 26.

En una descripcién, un "alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 393 de la SEQ ID NO:1
es T" incluye la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:28, 30 u 32.

En una descripcién, un "alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 411 de la SEQ ID NO:1
es T" incluye la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:34, 36 u 38.

En una descripcién, un "alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 427 de la SEQ ID NO:1
es C" incluye la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:40, 42 o 44.

En una descripcién, un "alelo en donde la base en la posicién correspondiente a la posicién 453 de la SEQ ID NO:1
es T" incluye la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO:46, 48 u 50.

Aunque un método para producir la planta descrita en el presente documento no esta particularmente limitado, puede
crearse mediante cruces o introduciendo una mutacién descrita en el presente documento en el genoma de la planta
de estevia. La introduccién de la variacién puede realizarse mediante un enfoque de modificacién genética o puede
realizarse mediante un enfoque de modificacién no genética. Los ejemplos descriptivos del "enfoque de modificacion
no genética" incluyen un método de induccién de una variacién en el gen de una célula hospedadora (o una planta
hospedadora) sin transfeccién con un gen extrafio. Los ejemplos descriptivos de tal método incluyen un método para
permitir que un mutégeno actle sobre una célula vegetal. Los ejemplos descriptivos de dicho mutageno incluyen acido
etiimetanosulfénico (EMS) y azida sédica. Por ejemplo, puede utilizarse &cido etiimetanosulfénico (EMS) a una
concentracién tal como del 0,1 %, del 0,2 %, del 0,3 %, del 0,4 %, del 0,5 %, del 0,6 %, del 0,7 %, del 0,8 %, del 0,9 %
o del 1,0 % para tratar una célula vegetal. El tiempo de tratamiento es de 1 a 48 horas, de 2 a 36 horas, de 3 a 30 horas,
de 4 a 28 horas, de 5 a 26 horas, de 6 a 24 horas. Los propios procedimientos del tratamiento son conocidos en la
técnica y se pueden realizar mediante la inmersién de una semilla absorbida en agua obtenida a través de un proceso
de absorcién de agua en una solucién de tratamiento que contiene el mutdgeno en la concentracién descrita
anteriormente durante el tiempo de tratamiento descrito anteriormente.

Un ejemplo descriptivo alternativo del enfoque de modificacién no genética puede ser un método de irradiacién de una
célula vegetal con radiacién o haz de luz, tal como rayos X, rayos y o rayos ultravioleta. En este caso, una célula
irradiada con una dosis adecuada (intensidad de la ldmpara ultravioleta, distancia y tiempo) de rayos ultravioleta se
cultiva en un medio selectivo y, a continuacién, se puede seleccionar una célula, un callo o una planta que posea el
rasgo de interés. En esta operacién, la intensidad de irradiacién es de 0,01 a 100 Gr, de 0,03 a 75 Gr, de 0,05 a 50 Gr,
de 0,07a25Gr,de0,09a20Gr,de 0,1a15Gr,de 0,1a10 Gr, de 0,5 a 10 Gr, de 1a 10 Gr. La distancia de irradiacién
esde1cma200m, de5cma100m,de7cma75m,de9cmas50m, de10cma30m, de 10 cma 20 m, de 10 cm
a 10 m. Eltiempo de irradiacién es de 1 minuto a 2 afios, de 2 minutos a 1 afio, de 3 minutos a 0,5 afios, de 4 minutos
a 1 mes, de 5 minutos a 2 semanas o de 10 minutos a 1 semana. La intensidad de la irradiacién, la distancia y el
tiempo difieren dependiendo del tipo de radiacidén o el estado del sujeto que se va a irradiar (célula, callo o planta) y
puede ser ajustados adecuadamente por parte de aquellos expertos en la materia.

Es més, la expresién "0,050 % en peso o mas con respecto a la cantidad del total de glucésidos de esteviol contenidos
en la hoja" significa que el glucésido de la presente invencién existe en un porcentaje del 0,050 % en peso 0 mas con
respecto a la cantidad del total de glucésidos de esteviol existentes en el extracto liquido derivado de la hoja seca de
la planta de estevia descrita en el presente documento. En este caso, el total de glucésidos de esteviol no contiene
ningln glucésido de esteviol desconocido ni ningln glucésido de esteviol existente en una cantidad inferior al limite
de deteccién. Preferentemente, los glucdsidos de esteviol totales consisten en rebaudiésido A, rebaudiésido B,
rebaudiésido C, rebaudiésido D, rebaudiésido E, rebaudiésido F, rebaudiésido G, rebaudiésido |, rebaudiésido M,
rebaudiésido N, estevibsido, dulcésido A, biésido de esteviol, rubusésido y nuevos glucésidos de esteviol (glucésido
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de esteviol de referencia A y/o glucésido de esteviol B nuevo). El contenido de glucésido de esteviol A de referencia o
de glucésido de esteviol B nuevo en la hoja de la planta de estevia descrita en el presente documento puede ser del
0,055 % en peso o més, 0,060 % en peso o mas, 0,065 % en peso o mas, 0,070 % en peso o mas, 0,075 % en peso
0 més, 0,080 % en peso o mas, 0,085 % en peso o0 més, 0,090 % en peso o més, 0,095 % en peso o mas, 0,10 % en
peso 0 mas, 0,15 % en peso o mas, 0,20 % en peso o més, 0,30 % en peso 0 mas, 0,50 % en peso o mas, 0,60 % en
peso 0 mas, 0,80 % en peso o mas, 1,00 % en peso o més, 2,00 % en peso 0 mas, 4,00 % en peso o mas, 6,00 % en
peso 0 mas, 8,00 % en peso o mas o 10,00 % en peso o mas y 10,00 % en peso o menos, 8,00 % en peso 0 menos,
6,00 % en peso 0 menos, 4,00 % en peso o menos, 2,00 % en peso o menos, 1,00 % en peso o0 menos, 0,80 % en
peso o menos, 0,60 % en peso o menos 0 0,30 % en peso 0 menos, en relacién con el total de glucésidos de esteviol.

Como alternativa, el contenido de glucésido de esteviol A de referencia o de glucésido de esteviol B nuevo en la hoja
de la planta de estevia descrita en el presente documento puede ser del 0,050 % en peso o mas, 0,055 % en peso o
mas, 0,060 % en peso 0 mas, 0,065 % en peso 0 mas, 0,070 % en peso o més, 0,075 % en peso o0 més, 0,080 % en
peso o mas, 0,085 % en peso o mas, 0,090 % en peso 0 més, 0,095 % en peso o mas, 0,10 % en peso o mas, 0,15 %
en peso 0 més, 0,20 % en peso o mas, 0,30 % en peso o mas, 0,50 % en peso o més, 0,60 % en peso o mas, 0,80 %
en peso 0 més, 1,00 % en peso 0 mas, 2,00 % en peso o mas, 4,00 % en peso o més, 6,00 % en peso 0 mas, 8,00 %
en peso o mas o 10,00 % en peso o mas y 10,00 % en peso o menos, 8,00 % en peso o menos, 6,00 % en peso o
menos, 4,00 % en peso 0 menos, 2,00 % en peso o menos, 1,00 % en peso o menos, 0,80 % en peso 0 menos,
0,60 % en peso o menos 0 0,30 % en peso 0 menos, en relacién con el contenido total de rebaudiésido A, rebaudiésido
B, rebaudiésido C, rebaudiésido D, rebaudiésido F, rebaudiésido N, rebaudiésido M y estevidésido contenidos en la
hoja.

En este caso, la hoja seca de la planta descrita en el presente documento se refiere a las obtenidas secando una hoja
fresca de la planta descrita en el presente documento para reducir su contenido de agua hasta un 10 % en peso o
menos, 7 % en peso 0 menos, 5 % en peso 0 menos, 4 % en peso o0 menos, 3 % en peso o menos, 2 % en peso o
menos o0 1 % en peso o menos. Preferentemente, el contenido de agua de la hoja seca de la planta descrita en el
presente documento es del 3-4 % en peso.

La planta descrita en el presente documento no sélo comprende la planta entera, sino que también puede comprender
organos vegetales (por ejemplo, hoja, pétalo, tallo, raiz, semilla, etc.), tejidos vegetales (por ejemplo, epidermis,
floema, parénquima, xilema, haces vasculares, tejido en empalizada, tejido esponjoso, etc.), diversas formas de
células vegetales (por ejemplo, células cultivadas en suspension), un protoplasto, un trozo de hoja y callo.

Ademas, la planta descrita en el presente documento también puede comprender un cultivo de tejidos o un cultivo de
células vegetales. Esto se debe a que dicho cultivo de tejidos o de células vegetales puede cultivarse para regenerar
una planta. Los ejemplos descriptivos del cultivo de tejidos o del cultivo de células vegetales de la planta descritos en
el presente documento incluyen, aunque no de forma limitativa, un embrién, células meristematicas, polen, una hoja,
una raiz, un apice de la raiz, un pétalo, un protoplasto, un trozo de hoja y callo.

Un extracto de la planta descrita en el presente documento puede obtenerse dejando reaccionar una hoja fresca o
seca de la planta de la presente invencién con un disolvente apropiado (un disolvente acuoso como el agua o un
disolvente organico tal como alcohol, un éter o una acetona). A fin de tener mas informacién sobre las condiciones de
extraccion, véase el método descrito en el documento W0O2016/090460 o el método descrito en el ejemplo siguiente.

Preferentemente, el extracto de la planta descrito en el presente documento contiene el glucésido de la presente
invencién en un 0,050 % en peso 0 mas en relacidén con el total de glucésidos de esteviol. El contenido del glucésido
de la presente invencién puede ser del 0,055 % en peso o més, 0,060 % en peso o mas, 0,065 % en peso 0 mas,
0,070 % en peso o mas, 0,075 % en peso o mas, 0,080 % en peso o mas, 0,085 % en peso o mas, 0,090 % en peso
o0 mas, 0,095 % en peso o mas, 0,10 % en peso o mas, 0,15 % en peso o mas, 0,20 % en peso o0 mas, 0,30 % en peso
o més, 0,50 % en peso o mas, 0,60 % en peso o mas, 0,80 % en peso o mas, 1,00 % en peso 0 mas, 2,00 % en peso
0 més, 4,00 % en peso o0 mas, 6,00 % en peso o mas, 8,00 % en peso o méas 0 10,00 % en peso o mas y 10,00 % en
peso o menos, 8,00 % en peso 0 menos, 6,00 % en peso 0 menos, 4,00 % en peso 0 menos, 2,00 % en peso 0 menos,
1,00 % en peso o menos, 0,80 % en peso o menos, 0,60 % en peso o menos 0 0,30 % en peso 0 menos, en relacioén
con el total de glucésidos de esteviol.

Como alternativa, el contenido de glucésido de esteviol A de referencia o de glucésido de esteviol nuevo en el extracto
de la planta de descrita en el presente documento puede ser del 0,050 % en peso o mas, 0,055 % en peso o mas,
0,080 % en peso o més, 0,065 % en peso o mas, 0,070 % en peso o mas, 0,075 % en peso o mas, 0,080 % en peso
0 més, 0,085 % en peso o0 mas, 0,090 % en peso o més, 0,095 % en peso 0 mas, 0,10 % en peso 0 més, 0,15 % en
peso 0 mas, 0,20 % en peso o mas, 0,30 % en peso o més, 0,50 % en peso o mas, 0,60 % en peso o mas, 0,80 % en
peso 0 mas, 1,00 % en peso o mas, 2,00 % en peso o més, 4,00 % en peso 0 mas, 6,00 % en peso o mas, 8,00 % en
peso o mas 0 10,00 % en peso o mas y 10,00 % en peso o menos, 8,00 % en peso o0 menos, 6,00 % en peso 0 menos,
4,00 % en peso 0 menos, 2,00 % en peso o menos, 1,00 % en peso o menos, 0,80 % en peso o0 menos, 0,60 % en
peso o menos o 0,30 % en peso o menos, en relaciéon con el contenido total de rebaudiésido A, rebaudiésido B,
rebaudiésido C, rebaudiésido D, rebaudiésido F, rebaudiésido N, rebaudiésido M y esteviésido.
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En el presente documento se describe un alimento o bebida que comprende el extracto de la planta descrita en el
presente documento. Tal como se describe en el presente documento, el alimento o bebida es una bebida. Entre los
tipos de alimentos o bebidas se incluyen los mencionados en el apartado "3". Alimento o bebida que comprende un
nuevo glucésido de esteviol".

5. Agente de control del sabor gue comprende un nuevo glucésido de esteviol

En un aspecto de la presente invencién, se proporciona un agente de control del sabor que comprende el compuesto
descrito anteriormente representado por la férmula (3) o un derivado, una sal o un hidrato del mismo. En un aspecto
de la presente invencidén, una composicion compuesta como se describe en "2. La composiciéon edulcorante que
comprende el glucdsido de esteviol nuevo" también puede utilizarse como agente de control del sabor.

En el presente documento, un "agente de control del sabor" se refiere a una sustancia que puede afiadirse a un
alimento o bebida para controlar el sabor del alimento o bebida. Preferentemente, el agente de control del sabor de la
presente invencién puede afiadirse a un alimento o bebida para controlar el sabor del propio alimento o bebida sin que
los consumidores reconozcan el sabor del propio agente de control del sabor. Por ejemplo, ya que el glucésido de
esteviol de la presente invencién tiene un amargor mas débil en comparaciéon con los glucésidos de esteviol
convencionales, puede utilizarse como agente de control del sabor para controlar el amargor del alimento o bebida.

Ademas del compuesto descrito anteriormente representado por la Férmula (3) o un derivado, una sal o un hidrato del
mismo, el agente de control del sabor de la presente invencién comprende preferentemente uno o mas tipos de otros
edulcorantes. Algunos ejemplos de estos edulcorantes incluyen: uno o varios tipos de glucésidos de esteviol
seleccionados entre el grupo que consiste en rebaudiésido A, rebaudiésido B, rebaudidésido C, rebaudiésido D,
rebaudiésido E, rebaudiésido F, rebaudiésido |, rebaudiésido J, rebaudiésido K, rebaudidésido N, rebaudiésido M,
rebaudiésido O, rebaudiésido Q, rebaudiésido R, dulcésido A, dulcdsido C, rubusésido, esteviol, mondsido de esteviol,
biésido de esteviol y estevidsido; edulcorantes naturales tales como fructosa, azucar, jarabe de fructosa-glucosa,
glucosa, maltosa, sacarosa, jarabe rico en fructosa, alcohol de azucar, oligosacarido, miel, zumo de cafia de azlUcar
prensado (jarabe de azlcar moreno), jarabe de almidén, polvo de Lo Han Kuo (Siraitia grosvenorii), un extracto de Lo
Han Kuo (Siraitia grosvenorii), regaliz en polvo, un extracto de regaliz, polvo de semillas de Thaumatococcus daniellii
y un extracto de semillas de Thaumatococcus daniellii; y edulcorantes artificiales tales como acesulfamo potasico,
sucralosa, neotamo, aspartamo y sacarina.

6. Método de produccién de un nuevo glucésido de esteviol

Como se ha descrito anteriormente, el glucésido de esteviol de la presente invencién puede producirse por (A)
aislamiento/purificacién a partir de una planta, (B) una sintesis quimica o (C) una biosintesis. En lo sucesivo en el
presente documento, se describird cada uno de ellos.

(A) Aislamiento/purificacién a partir de plantas

Se obtiene una planta que contiene el nuevo glucésido de esteviol, por ejemplo, obteniendo una planta con las
caracteristicas genéticas mencionadas anteriormente mediante cualquier método de seleccién conocido. Después de
esto, el nuevo glucésido de esteviol puede aislarse/purificarse a partir de la planta. Una hoja fresca o seca de la planta
de la presente invencién se deja reaccionar con un disolvente apropiado (un disolvente acuoso como el agua o un
disolvente orgénico tal como alcohol, éter o acetona) para extraer el nuevo glucésido de esteviol en estado de extracto
liquido. Para las condiciones de extraccién y demas, véase el método descrito en el documento WO2016/090460 o el
método descrito en el ejemplo siguiente.

Es mas, el extracto liquido resultante puede someterse a un método conocido, tal como un gradiente de acetato de
etilo u otro disolvente organico: agua, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia liquida de
ultra (alto) rendimiento (UPLC) para aislar/purificar el nuevo glucésido de esteviol.

El contenido del nuevo glucésido de esteviol en la planta puede determinarse mediante el método descrito en el
documento WO2016/090460 o el método descrito en el ejemplo siguiente. Especificamente, el contenido puede
determinarse tomando una muestra de una hoja fresca de la planta de la presente invencién y sometiendo la hoja a
LC-MS/MS.

(2) Sintesis quimica

El glucésido de esteviol de la presente invencién puede sintetizarse mediante una sintesis quimica conocida, como la
descrita en el documento WO2018/181515. Mas especificamente, el glucésido de esteviol de la presente invencién
puede producirse por el método descrito en el ejemplo siguiente.

(3) Biosintesis

El glucésido de esteviol de la presente invencién también puede generarse introduciendo un polinucleétido que codifica
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una proteina predeterminada, tal como una enzima de glicosilacién, en una célula hospedadora derivada de una
bacteria, una planta, un insecto o un mamifero no humano, y utilizando esteviol, un glucésido de esteviol, UDP-glucosa
y/o UDP-xilosa como sustrato. El esteviol, un glucédsido de esteviol, UDP-glucosa o la UDP-xilosa como sustrato puede
proporcionarse o biosintetizarse en la célula.

Preferentemente, el polinucleétido que codifica la proteina predeterminada se introduce en un hospedador mientras
se inserta en un vector de expresion apropiado. Dichos polinucleétidos pueden insertarse individualmente en vectores
separados.

Un vector de expresién adecuado generalmente se hace que contenga:

(i) un promotor que permite la transcripcién en la célula hospedadora;

(i) un polinucleétido de la presente invencién unido a dicho promotor; y

(iii) un casete de expresion que interviene en la terminacién de la transcripcién y la poliadenilacién de las moléculas
de ARN y que contiene, como componente del mismo, una sefial que funciona en la célula hospedadora.

Los ejemplos de un método para preparar un vector de expresién incluyen, pero sin limitarse particularmente a, un
método que utiliza un plasmido, un fago o un cé6smido y moléculas de ADN con los componentes necesarios.

El tipo especifico del vector no esta particularmente limitado y puede seleccionarse adecuadamente cualquier vector
que permita la expresién en la célula hospedadora. Especificamente, se selecciona adecuadamente una secuencia
promotora segun el tipo de célula hospedadora para asegurar la expresién del polinucleétido de la presente invencion
y se utiliza como vector de expresién un vector obtenido integrando esta secuencia promotora y el polinucleétido de
la presente invencidén en un plasmido.

El vector de expresion incluye regiones de control de la expresién (por ejemplo, un promotor, un terminador y/o un
origen de replicacion) en funcién del tipo de hospedador en el que se introduzca. Un promotor utilizado en un vector
de expresioén bacteriano puede ser un promotor comun (por ejemplo, un promotor trc, un promotor tac, un promotor
lac, etc.), un promotor utilizado para una levadura puede ser, por ejemplo, un promotor de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, un promotor PHO5 o un promotor GAL1/10 y un promotor para hongos filamentosos puede ser, por
ejemplo, amilasa o trpC. Asimismo, entre los ejemplos de un promotor para expresar el gen de interés en una célula
vegetal se incluye un promotor de ARN 35S del virus del mosaico de la coliflor, un promotor del gen rd29A, un promotor
rbcS y un promotor mac-1 en el que la secuencia potenciadora del promotor de ARN 35S del virus del mosaico de la
coliflor se proporciona en el extremo 5' de una secuencia promotora de manopina sintasa derivada de Agrobacterium.
Un promotor para una célula hospedadora animal puede ser un promotor viral (por ejemplo, un promotor temprano de
SV40, un promotor tardio de SV40, etc.). Ejemplos de un promotor que se activa induciblemente en respuesta a
estimulos externos incluyen un promotor del virus del tumor mamario de ratén (MMTV), un promotor sensible a
tetraciclina, un promotor de metalotioneina y un promotor de proteina de choque térmico.

Preferentemente, el vector de expresién contiene al menos un marcador seleccionable. Como tal marcador, se pueden
usar un marcador auxotréfico (LEU2, URA3, HIS3, TRP1, ura5, niaD), marcadores de resistencia a farmacos
(higromicina, zeocina), gen de resistencia a la geneticina (G418r), gen de resistencia al cobre (CUP1) (Marin et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 81, pag. 337, 1984), un gen de resistencia a la cerulenina (fas2m, PDR4) (Junji Inokoshi
et al., Journal of Japanese Biochemical Society, vol. 64, pag. 660, 1992; y Hussain et al., Gene, vol. 101, pag. 149,
1991, respectivamente).

Como método de transformacién de una célula hospedadora, puede emplearse un método generalmente conocido.
Por ejemplo, la transformacion puede llevarse a cabo empleando un método de electroporacién (Mackenxie, D. A. et
al., Appl. Environ. Microbiol., vol. 66, pag. 4655-4661, 2000), un método de administracion de particulas (publicacién
de solicitud de patente japonesa no examinada 2005-287403), un método de esferoplastos (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, vol. 75, pag. 1929, 1978), el método del acetato de litio (J. Bacteriology, vol. 153, pag. 163, 1983), y otros
métodos descritos en Methods in yeast genetics, 2000 Edicién: A Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual,
aunque la presente invencién no se limita a ellos.

En cuanto a otros procesos bioldégicos moleculares generales, véase "Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", Vol. 3, Cold Spring Harbor Laboratory Press 2001, "Methods in Yeast Genetics, A laboratory
manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY)".

El transformante no humano obtenido como se ha descrito anteriormente puede cultivarse para permitir que el
transformante no humano produzca el glucésido de esteviol. Dicho transformante no humano es preferentemente una
levadura. Asimismo, el transformante no humano se cultiva preferentemente en un medio que contiene esteviol. El
glucésido de esteviol acumulado puede extraerse/purificarse para obtener el glucésido de esteviol de la presente
invencion.

Ejemplos
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En lo sucesivo en el presente documento, un ejemplo de la presente invencién se describira con detalle, aunque el
contenido de la presente invenciéon no debe limitarse al mismo.

[Aislamiento de un nuevo glucésido de esteviol]

Se prepararon dos lineas de nuevas plantas de estevia (Variedad de cultivo A (EM3-4) y Variedad de cultivo B (EM2-
27-15)) desarrolladas en el Centro de Innovacién Global de Suntory (SIC). Estos cultivos se obtuvieron de la siguiente
manera. En primer lugar, se sembraron semillas de estevia disponibles en el mercado y se criaron para someter las
semillas resultantes a una modificacién genética mediante un tratamiento con 0,2 % (Variedad de cultivo B) 0 0,3 %
(Variedad de cultivo A) de metanosulfonato de etilo (EMS). Las semillas tratadas con EMS se sembraron en el
invernadero del Centro Mundial de Investigacién Suntory para obtener la plantula original tratada con EMS (generacién
MO). No se observaron diferencias en la tasa de germinacién entre las concentraciones de tratamiento. El cultivo A
procede de un individuo de esta generacion MO. Es més, la primera generacién de semillas tratamiento (generacién
M1) obtenidas mediante autofertilizacién de todos los individuos de la generacién MO se recogieron y se sembraron
en el invernadero del Centro Mundial de Investigacién Suntory para obtener plantulas de la generacién M1. El cultivo
B procedia de un individuo de esta generacion M1.

Los extractos obtenidos de la hoja de las Variedades de cultivo A 'y B se sometieron a cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) separacién-espectrometria de masas (MS) para realizar el analisis de cribado de los glucésidos de
esteviol contenidos en las plantas de estevia en funcién de los pesos moleculares de los glucdsidos de esteviol
formados por cadenas de azucares que incluyen D-glucopiranosil (Glc) y/o xilopiranosil (Xyl). En este sentido, las
variedades cultivadas A y B eran plantas con las caracteristicas genéticas 1-8.

Un procedimiento para preparar un liquido de ensayo fue el siguiente: se pesaron 10,0 mg de cada una de las hojas
secas liofilizadas de estevia en un vial de vidrio, al que se afiadieron 1,0 ml de agua/metanol (1/1 volivol) como
disolvente de extraccion y, a continuacion, el resultante se sometié a irradiacién ultrasdnica en un limpiador ultrasénico
(AS ONE, AS52GTU) a una temperatura fija de 25 °C durante 20 minutos, obteniendo asi extractos liquidos de
glucésidos de esteviol de las hojas de estevia. El resultante se volvié a diluir 10 veces con agua/metanol y se filtré a
través de un filtro con un tamafio de poro de 0,45 pm (Nacalai tesque, filtro Cosmonice S (disolvente)) para someterlo
a HPLC-MS.

Para la parte HPLC de HPLC-MS, se utilizé Nexera LC-30AD (Shimadzu Corporation) como bomba LC de la unidad
de administracién de liquidos, y SM-C18 (4,6 x 250 mm) (de Imtakt) como columna de separacion. La administracién
de liquido de la fase mévil de LC se llevé a cabo utilizando agua Milli-Q con &cido acético al 0,2 % como fase moévil A
y metanol como fase mévil B, donde el gradiente binario es el siguiente: la concentracién de la fase mévil B se mantuvo
constantemente al 10 % durante 0-5 minutos, se dejé pasar del 10 % al 70 % en los 15 minutos siguientes, luego se
dej6 pasar del 70 % al 100 % en los 5 minutos siguientes, y se mantuvo al 100 % durante 5 minutos al final. El caudal
de la fase mévil fue de 0,4 ml/min y se inyectaron 5 ul del extracto liquido de hoja de estevia que se habia diluido y
filtrado con un filtro.

Para la parte de MS, se utilizé un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo LCMS-8030 (Shimadzu Corporation)
equipado con una fuente de iones de ionizacién por electronebulizaciéon (ESI). La medicién por espectrometria de
masas se llevé a cabo en un modo de monitorizacion de iones seleccionados (SIM) seleccionando el modo de medicidn
de iones negativos y los valores m/z. Los valores m/z se seleccionaron mediante un célculo basado en los pesos
moleculares de los glucésidos de esteviol formados por cadenas de azlcares que incluyen D-glucopiranosil (Glc) y/o
xilopiranosil (Xyl). En consecuencia, se seleccionaron m/z = 965,3 (Glc (4)), 1097,4 (Glc (4), Xyl (1)), 1127,4 (Glc (5)),
1259,5 (Gle (5), Xyl (1)) y 1289,5 (Glc (6)). Es més, un reactivo de gran pureza y rebaudiésidos A, D y M que estaban
disponibles también se midieron en las mismas condiciones para confirmar los valores m/z de los iones negativos y el
tiempo de retencién en HPLC. Las éareas de pico (unidad arbitraria) de los glucédsidos de esteviol principalmente
detectados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Areas de pico observadas por medicién SIM en HPLC-MS

valor m/z 965,3 1097,4 1127,4 1259,5 1289,5
Numero de fracciones Gle (4) Gle (5)
de aztcar Gle (4) Xyl (1) Gle (5) Xyl (1) Gle (6)
Tiempo de retencién 29,82 29,05 28,26 29,30 28,90
ombre del compuesto
Reb A Nuevo glu_003|do de Reb D Nuevo glu_003|do de Reb M
esteviol 1E esteviol 2E
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(continuacién)

valor m/z 965,3 1097,4 1127,4 1259,5 1289,5
Variedad de cultivo A | 103.431.572 101.224 2.683.364 77.724 1.035.022
Variedad de cultivo B 41.706.992 82.333 3.975.990 42.787 2.966.927

La figura 2 muestra un cromatograma de iones seleccionado de la variedad cultivada A a m/z de 1097,4. En el
cromatograma de iones seleccionado de un glucésido de esteviol (m/z 1097,4) se observé un pico de un peso
molecular del que nunca se habia informado, en el que la cadena de azicar modificada contenia cuatro fracciones de
glucosa (Glc) y una fraccién de xilosa (Xyl). Especificamente, el pico a Tr 29,05 minutos mostrado en la Figura 2 era
una sustancia desconocida. Esta sustancia se denominé provisionalmente "Nuevo glucdsido de esteviol 1E". También
se detectd un pico similar en la variedad cultivada B.

La figura 3 muestra un cromatograma de iones seleccionado de la variedad cultivada A a m/z de 1259,5. En el
cromatograma de iones seleccionado de un glucésido de esteviol (m/z 1259,5) se observé un pico de un peso
molecular del que nunca se habia informado, en el que la cadena de azlcar modificada contenia cinco fracciones de
glucosa (Glc) y una fraccién de xilosa (Xyl). Especificamente, el pico a Tr 29,30 minutos mostrado en la Figura 3 era
una sustancia desconocida. Esta sustancia se denominé provisionalmente "Nuevo glucdsido de esteviol 2E". También
se detectd un pico similar en la variedad cultivada B.

[Andlisis estructural de nuevos glucésidos de esteviol]

De acuerdo con la presente invencién, los andlisis estructurales de los nuevos glucésidos de esteviol 1E y 2E
detectados en las variedades cultivadas se realizaron mediante el siguiente procedimiento.

(i) Deduccién estructural mediante un anélisis de fragmentaciéon por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC)-espectrometria de masas de alta resolucién (MS), MS/MS, y fragmentacién iénica en tres etapas
(fragmentacion MS3).

(ii) Sintesis quimica de los productos estandar glucésidos de esteviol deducidos mediante reacciéon quimica.

(iif) Determinacién estructural por coincidencia con el tiempo de retencién y el patrén de fragmentacién del producto
estandar sintetizado quimicamente en HPLC-EM de alta resolucién y fragmentacién MSS,

En lo sucesivo en el presente documento, cada una de las etapas (i)-(iii) anteriores se describird con detalle.

(i) Deduccién estructural mediante un anélisis de fragmentaciéon por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC)espectrometria de masas de alta resolucién (MS), MS/MS y fragmentacion ibnica en tres etapas
(fragmentacion MS3)

Los liquidos de ensayo se prepararon del siguiente modo: se pesaron 10,0 mg de cada una de las hojas secas
liofilizadas de estevia en un vial de vidrio, al que se afiadieron 1,0 ml de agua/metanol (1/1 vol/vol) como disolvente
de extraccion y, a continuacién, el resultante se sometié a irradiacién ultrasénica en un limpiador ultrasénico (AS ONE,
AS52GTU) a una temperatura fija de 25 °C durante 20 minutos, obteniendo asi extractos liquidos de glucésidos de
esteviol de las hojas de estevia. El resultante se volvi6é a diluir 10 veces con agua/metanol y se filtré a través de un
filtro con un tamafio de poro de 0,45 pm (Nacalai tesque, filtro Cosmonice S (sistema de disolvente)) para someterlo
a HPLC-MS.

En una configuracién de equipo para cromatografia liquida de alta resolucién-espectrometria de masas de alta
resolucién con ionizacién por electronebulizacién (HPLC-ESI-HRMS), el equipo para HPLC se configuré utilizando
Prominence LC-20AD (Shimadzu Corporation) como unidad de suministro de liquido bomba LC y SM-C18 (4,6 x 250
mm) (de Imtakt) como columna de separacidn. La fase moévil de LC se llevé a cabo utilizando agua Milli-Q con &cido
acético al 0,2 % como fase mévil A y metanol como fase mévil B, donde el gradiente binario fue el siguiente: la
concentracién de la fase mévil B se mantuvo constantemente al 10 % durante 0-5 minutos, a continuacién, se dej6é
pasar del 10 % al 70 % en los 15 minutos siguientes, y se dejé pasar del 70 % al 100 % en los 5 minutos siguientes.
Al final, la concentraciéon de la fase mévil B se mantuvo al 100 % durante 5 minutos. El caudal de la fase mévil fue de
0,4 ml/min y se inyectaron 20 pl del extracto liquido de hoja de estevia que se habia diluido y filtrado después con un
filtro. Para la parte de espectrometria de masas, se utilizé la MS Orbitrap Elite (de Thermo Fisher Scientific) equipada
con una fuente de iones ESI. La medicidén por espectrometria de masas se llevd a cabo en un modo de medicién de
iones negativos a m/z en un intervalo de 150-2000 con una resolucién fijada en 60.000. La medicién MS/MS se llevd
a cabo seleccionando el m/z objetivo de 1095,4 0 1257,5 y en un modo CID en el que la fragmentacién se indujo por
colision con un gas inerte. El ion de mayor intensidad en el espectro MS/MS se seleccioné para MS2. La irradiacion
de la energia necesaria para la fragmentacién se realizé a la energia de colisién estandar exclusiva del aparato, es
decir, 35.

Para estudiar los patrones de fragmentacién de los nuevos glucésidos de esteviol 1E y 2E, muestras patrén, es decir,
rebaudiésidos A, D y M, con estructuras conocidas se sometieron a anélisis de patrones de MS/MS y fragmentacion
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MS3. Como resultado, la MS/MS de los nuevos glucésidos de esteviol arrojé datos que mostraban que la mayor
intensidad i6nica aparecia en el pico en el que se liberaban todas las cadenas de azlcar unidas a C-19 mediante un
enlace éster. Este resultado representa el peso molecular total de las cadenas de azucar unidas al carbono de C-19
mediante un enlace éster.

Los espectros de masas MS/MS y fragmentados MS® del nuevo glucésido de esteviol 1E (correspondiente a m/z
1097,4, Tr: 29,05) se muestran en la figura 4. En el espectro MS/MS del nuevo glucésido de esteviol, el pico principal
se detecté a m/z de 803,37 correspondiente a la liberacién de una fraccién de Glc y una fraccién de Xyl. A partir de
este resultado, el nimero de cadenas de azlcar unidas al carbono de C-19 mediante un enlace éster resultd ser de
una fraccion de Glc y una fraccién de Xyl. Para obtener méas informacion estructural, se adquirié un espectro MS®
fragmentando el pico principal a m/z de 803,4 obtenido por MS/MS. Como resultado, se adquirié un espectro con el
mismo patrén de picos que el espectro MS® del rebaudidsido A (965,4—803,4—). En consecuencia, se supuso que
las cadenas de azlcar unidas a C-13 eran las mismas que las del rebaudiésido A. La estructura deducida se muestra
en la Figura 4.

Los espectros de masas MS/MS y fragmentados MS® del nuevo glucésido de esteviol 2E (correspondiente a m/z
1259,5, Tr: 29,30) se muestran en la figura 5. En el espectro MS/MS del nuevo glucésido de esteviol, el pico principal
se detecté a m/z de 773,36, correspondiente a la liberacién de tres moléculas de Glc. A partir de este resultado, el
namero de cadenas de azlcar unidas al carbono de C-19 mediante un enlace éster resulté ser de tres fracciones de
Glc. Para obtener mas informacién estructural, se adquirié un espectro MS?® fragmentando el pico principal a m/z de
773,4 obtenido por MS/MS. Como resultado, se adquirié un espectro que tiene el mismo patrén de picos que el
espectro MS® del rebaudidsido F (935,4—773,4—). En consecuencia, se supuso que las cadenas de az(licar unidas a
C-13 eran las mismas que las del rebaudiésido F. La estructura deducida se muestra en la Figura 5.

(ii) Sintesis quimica de los productos estandar de glucésidos de esteviol deducidos (nuevos glucésidos de esteviol 1S
y 2S) mediante reaccién quimica

[Sintesis del nuevo glucésido de esteviol 1S]
(1) Esquema de las vias de sintesis

Esquema 1: Estrategia de sintesis del nuevo glucésido de esteviol 1S

Forma hemiacetal del disacéarido (8) O%D Intermedio (3)
N H
=

R
87
A < Odc on
Acgkv\ntmorc's - e oAlilo H
H A H
Donante de xilosa {8}  Aceptor de glucosa {4)
Ot
HO 0,

®  Sustancia natural {Rebaudidsido A (1))
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Como puede apreciarse a partir del Esquema 1, para la sintesis del nuevo glucésido de esteviol 1S (compuesto de
referencia 15), el intermediario (3) y la forma hemiacetal del disacérido (8) se condensaron mediante una reaccién de
Mitsunobu para obtener la columna vertebral del nuevo glucésido de esteviol 1S (compuesto de referencia 15). Para
la sintesis del intermediario (3), el enlace éster en C-19 del esteviol de la sustancia natural conocida, es decir,
rebaudiosido A (1), se someti6 a hidrélisis alcalina y, a continuacién, los grupos hidroxi de la cadena de azUcares se
protegieron con grupos acetilo (Ac) para obtener el intermedio (3). Para la sintesis de la forma hemiacetal del
disacérido (8), se produjo una estructura principal del disacarido mediante una reaccién de condensacién entre un
aceptor de glucosa (4) adecuadamente protegido y un donante de xilosa (5), y se desprotegié el grupo protector en el
carbono anomérico del extremo reductor para dar la forma hemiacetal del disacarido (8). El intermedio resultante (3)
y la forma hemiacetal del disacérido (8) se sometieron a condensacién mediante una reaccién de Mitsunobu, donde
la reaccion se produjo con un rendimiento de hasta el 79 % (sélo B) con una selectividad B completa. Se desprotegieron
los grupos protectores del compuesto resultante, obteniendo asi el nuevo glucésido de esteviol 1S (compuesto de
referencia 15).

A continuacién, se describird cada una de las etapas de la sintesis.

(2) Sintesis del intermedio (3)

El intermedio (3) se sintetiz6 segln el método descrito en el documento WO2018/181515.
(3) Sintesis de la forma hemiacetal del disacarido

Esquema 2: Sintesis de la forma hemiacetal del disacarido (8)

2 )
“,3‘36’5\?‘ olrcmz
A 4

Donante da xilosa (5)

1,1 eq.

| 4 e PdCl one
) Oé\c oAl Eﬁi Py DAlite NaOAc l::c%ﬂ“ o
S e e -

CH,CH, e AsOHIHLO T e
Aceptor de glucosa (4} MS4A TA

7 N Forma hemiacetal de disacérido (8)
~20°C 8%
88%

Como puede apreciarse a partir del Esquema 2, para la sintesis de la forma hemiacetal del disacérido (8), se
disolvieron un aceptor de glucosa (4) (40,0 g, 115 mmol), un donante de xilosa (5) (53,4 g, 127 mmol) y tamices
moleculares de 4A (60 g) en diclorometano (1.2 L), al que se afiadié un complejo de trifluoruro de boro y éter dietilico
(1,46 ml, 11,5 mmol) a -20 °C, y el resultante se agit6é a -20 °C durante una hora. Tras confirmar la finalizacién de la
reaccion mediante TLC (acetato de etilo/hexano = 1/1, valor Rf = 0,2), el resultante se neutralizé con trietilamina (2,0
ml) (pH 8), y los tamices moleculares de 4A se eliminaron por filtracion. El resultante se concentré a presién reducida
para obtener jarabe, que se sometié a cromatografia en columna de gel de silice para dar el Compuesto 7 (61,2 g, 88
%) en el eluido (acetato de etilo/hexano = 1/1).

Los espectros de RMN se determinaron para RMN "H y RMN '3C utilizando el "espectrometro AVANCE Il HD 400"
fabricado por Bruker. El disolvente y las frecuencias utilizados para las determinaciones fueron los siguientes. Se
utilizé el mismo aparato para determinar los espectros de RMN de otros compuestos descritos a continuacion.

[Compuesto 7]

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 2,01-2,10 (complejo, 18H, OAc), 3,35 (dd, 1H), 3,68 (m, 1H), 3,73 (t, 1H), 4,13-4,27
(complejo, 4H), 4,38 (m, 1H), 4,48 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,74 (d, J = 6,4 Hz, 1H), 4,86 (t, 1H), 4,90-4,99 (complejo, 2H),
5,00 (t, 1H), 5,35 (d, 1H), 5,91 (m, 1H); RMN'3C ( CDCls, 100 MHz) & 20,6x 2, 20,7x 2, 20,8x 2, 61,9, 62,0, 68,7, 68,9,
70,5, 70,7, 71,2, 71,5, 74,5, 98,9, 100,3, 117,8, 133,4, 169,4, 169,7, 170,0, 170,7.

El compuesto 7 (2,3 g, 3,8 mmol) se disolvié en acido acético (100 ml) y agua (10 ml), a lo que se afiadié cloruro de
paladio (1,2 g, 6,8 mmol) a temperatura ambiente, y el resultante se agité en atmésfera de argén a temperatura
ambiente durante 18 horas. Tras confirmar la finalizacién de la reaccién mediante TLC (cloroformo de/ acetato de etilo
=2/1, valor Rf = 0,2), el cloruro de paladio se eliminé por filtracién. El resultante se concentrd a presién reducida para
obtener jarabe, que se sometié a cromatografia en columna de gel de silice para dar la forma hemiacetal del disacarido
(8) (1,6 g, 75 %) en el eluido (cloroformo/acetato de etilo = 2/1).

[Forma hemiacetal del disacarido (8)]
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RMN "H (CDCls, 400 MHz) & 2,00-2,15 (complejo, 27H, OAc), 3,31-3,39 (complejo, 2H), 3,53-3,79 (complejo, 3H), 3,86
(d, J =2,8 Hz, 1H), 4,06-4,33 (complejo, 6H), 4,58 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 4,83-5,06 (complejo, 5H), 5,09-5,22 (complejo,
2H), 5,35 (m, 1H), 5,45 (t, 1H); RMN'3C (CDCls, 100 MHz) & 20,4, 20,5, 20,6x 2, 20,7 2, 61,9, 62,2, 67,2, 68,3x2,
68,5, 68,7, 70,7, 71,4, 71,5, 76,7, 92,0, 101,86, 169,5, 169,7, 169,8x2, 170,1, 170,7.

(4) Sintesis del compuesto de referencia 15

Esquema 3: Sintesis del nuevo glucésido de esteviol 1S
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Como puede apreciarse a partir del Esquema 3, para la sintesis del compuesto 14, la forma hemiacetal del disacarido
(8) (9,4 g, 16,7 mmol) y el intermedio (3) (18,6 g, 15,1 mmol) se disolvieron en 1,4-dioxano (150 ml), al que se afiadieron
tributilfosfina (14,9 ml, 60,6 mmol) y 1,1 -azobis(N,N'-dimetilformamida) (TMAD) (10,4 g, 60,6 mmol) a temperatura
ambiente y el resultante se agité a 60 °C durante una hora. Tras confirmar la finalizacién de la reaccién mediante TLC
(tolueno/acetato de etilo = 3/2, valor Rf = 0,2), el resultante se diluyb con acetato de etilo. La capa organica se lavd
con agua, una solucién acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y solucién salina saturada, y se seca con
sulfato de magnesio. El sulfato de magnesio se elimind por filtracién. El resultante se concentrd a presién reducida
para obtener jarabe, que se sometié a cromatografia en columna de gel de silice para dar el Compuesto 14 (21,1 g,
79 %) en el eluido (tolueno/acetato de etilo = 3/2).

[Compuesto 14]

RMN "H (CDCls, 400 MHz) & 0,75-1,32 (complejo, 13H), 1,37-2,32 (complejo, 77H), 3,36 (t, 1H), 3,50-3,72 (complejo,
4H), 3,75-4,29 (complejo, 14H), 4,41 (m, 1H), 4,52-4,65 (complejo, 2H), 4,77-5,27 (complejo, 20H), 5,62 (d, J = 7,6 Hz,
1H); RMN-™3C (CDCls, 100 MHz) & 16,3, 19,3, 20,3, 20,4, 20,5x2, 20,6x3, 20,7x3, 20,9, 21,2, 21,3, 28,9, 36,5, 36,8,
39,3, 40,3, 41,1, 42,6, 43,3, 43,8, 45,1, 47,2, 53,5, 57,3, 60,3, 61,1, 61,7, 62,0, 62,6, 67,9, 68,0, 68,1, 68,3, 68,7, 70,6,
71,4,71,6, 71,7, 71,8, 72,1, 72,9, 73,0, 74,7, 80,1, 85,8, 85,9, 91,2, 96,2, 98,9, 99,2, 100,9, 104,5, 1252, 128,1, 128,7,
152,7, 168,9, 169,2, 169,3x2, 169,6, 169,7, 169,9, 170,02, 170,3x2, 170,5, 170,7, 174,5.

El compuesto (14) (20,0 g, 11,3 mmol) se disolvié en metanol (100 ml) y THF (100 ml), a los que se afiadié metéxido
sédico (0,5M en metanol) (25 ml) a 4 °C y el resultante se agité a temperatura ambiente durante una hora. Tras
confirmar la finalizacién de la reaccién mediante TLC (cloroformo/metanol/agua = 5/ 4/0,1, valor Rf = 0,1), el resultante
se neutralizé afiadiendo Amberlite 120B (H). El resultante se concentré a presién reducida para obtener jarabe, que
se sometié a columna de filtracién en gel (GE Healthcare, Sephadex LH-20, etanol) para dar el Compuesto de
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Referencia 15 (10,2 g, 69 %).

[Compuesto de referencia 15]

RMN 'H (piridina-d5, 400 MHz) & 0,70 (m, 1H), 0,88 (m, 1H), 0,91-1,40 (complejo, 10H), 1,51-2,21 (complejo, 14H),
2,43-2,55 (complejo, 2H), 3,59-3,70 (complejo, 2H), 3,77-4,51 (complejo, 36H), 4,91 (s, 1H), 5,03 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
520 (d,J=7,6Hz 1H), 5,35 (d, J =7,6 Hz, 1H), 5,52 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 5,61 (m, 1H), 6,16 (d, J = 7,6 Hz, 1H); RMN
13C (piridina-d5, 100 MHz) 5 17,1, 20,4, 21,0, 22,9, 29,4, 38,1, 38,8, 40,2, 41,1, 42,3, 42,6, 44,4, 44,8, 459, 48,2, 54,5,
57,9, 62,6, 62,8x2, 63,8, 67,9, 70,4, 71,3, 71,6, 72,1, 72,8, 75,9, 76,3, 76,9, 77,9, 78,5, 78,7, 78,8, 79,0, 79,1, 79,5,
81,5, 82,3, 87,3, 88,6, 94,1, 98,2, 105,0, 105,1, 105,3, 107,1, 154,4, 176,4.

[Sintesis del nuevo glucésido de esteviol 2S]

(1) Esquema de las vias de sintesis

Esquema 4: Estrategia de sintesis del nuevo glucésido de esteviol 25
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Como puede apreciarse a partir del Esquema 4, para la sintesis del nuevo glucésido de esteviol 28 (17), el intermedio
(9) y la forma hemiacetal del trisacarido (13) se condensaron mediante una reacciéon de Mitsunobu para obtener la
estructura principal del nuevo glucdsido de esteviol 2S (17). Para la sintesis del intermediario (9), el enlace éster en
C-19 del esteviol de la sustancia natural conocida, es decir, rebaudiésido F (2), se sometié a hidrélisis alcalina y, a
continuacién, los grupos hidroxi de la cadena de azlcares se protegieron con grupos acetilo (Ac) para obtener el
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intermedio (9). El intermedio resultante (9) y la forma hemiacetal del trisacérido (13) se sometieron a condensacién
mediante una reaccién de Mitsunobu, donde la reaccién se produjo con un rendimiento de hasta el 53 % (sélo ) con
una selectividad B completa. Se desprotegieron los grupos protectores del compuesto resultante, obteniendo asi el
nuevo glucésido de esteviol 2S (17).

A continuacién, se describird cada una de las etapas de la sintesis.

(2) Sintesis del intermedio (9)

Esquema 5: Sintesis del intermedio (9)

1 H,0
reflujo

{2 etapas)
Sustancia natural [Rebaudidsido F (2}] B intermedio {9}

Como puede apreciarse a partir del Esquema 5, para la sintesis del intermedio (9), el rebaudiésido F (2) (1,8 g, 1,9
mmol) se disolvié en metanol (20 ml) y agua (10 ml), a lo que se afiadi hidréxido sédico 2 mol/l (10 ml) a temperatura
ambiente, y el resultante se someti6é a reflujo a 100 °C durante 3 horas. Tras confirmar la finalizacién de la reaccién
mediante TLC (cloroformo/metanol = 4/1, valor Rf = 0,2), la solucién de reaccién se neutralizé con Amberlite 120B (H)
(pH 7). Una vez eliminada la resina por filtracién, el resultante se concentrd a presién reducida para dar el Compuesto
6(2,19)

El compuesto 6 (2,1 g) se disolvidé en piridina (20 ml), a la que se afiadié anhidrido acético (3,6 ml) a temperatura
ambiente, y el resultante se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. Tras confirmar la finalizacién de la reaccién
mediante TLC (cloroformo/metanol = 50/1, valor Rf = 0,2), se afiadid una solucién acuosa saturada de
hidrogenocarbonato sédico (40 ml) a 0 °C y se repitié la extraccidn tres veces con acetato de etilo. La capa orgénica
se concentrd a presién reducida para obtener jarabe, que se sometié a cromatografia en columna de gel de silice para
dar el intermedio 9 (2,0 g, 90 % (2 etapas)) en el eluido (cloroformo/metanol = 50/1).

[Intermedio 9]

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 0,81 (s, 1H), 0,89-1,12 (complejo, 8H), 1,22 (s, 3H), 1,41-2,22 (complejo, 50H), 3,49 (dd,
1H), 3,58 (m, 1H), 3,65 (m, 1H), 3,85 (t, 1H), 3,96-4,15 (complejo, 4H), 4,42 (m, 2H), 4,56 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 4,81-
4,94 (complejo, 6H), 5,00 (t, 1H), 5,04-5,14 (complejo, 3H), 5,25 (t, 1H); RMN '3C (CDCls, 100 MHz) & 16,0, 17,3, 19,1,
20,5, 20,6, 20,7, 20,8x2, 20,9, 21,8, 29,1, 29,8, 37,9, 38,0, 39,5, 40,7, 41,5, 42,2, 43,8, 44,0, 48,4, 53,8, 56,8, 61,7,
63,1, 66,8, 68,0, 68,7, 68,8, 69,7, 71,0, 71,6, 71,9, 72,4, 72,8, 81,3, 87,3, 96,6, 96,8, 99,2, 105,6, 151,9, 169,0, 169,5,
169,6, 170,1x2, 170,3, 170,6, 170,9, 171,0, 182,5.

(3) Sintesis de la forma hemiacetal del trisacérido

La forma hemiacetal del trisacarido se sintetiz6é segun el método descrito en el documento W02018/181515.

(4) Sintesis del compuesto 17

Esquema 6: Sintesis del nuevo glucésido de esteviol 2S (compuesto 17)
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Como puede apreciarse a partir del Esquema 6, para la sintesis del compuesto 16, la forma hemiacetal del trisacarido
(13) (2,4 g, 2,6 mmol) y el intermedio (9) (2,0 g, 1,7 mmol) se disolvieron en 1,4-dioxano (20 ml), al que se afiadieron
tributilfosfina (4,3 ml, 17,3 mmol) y 1,1 -azobis(N,N'-dimetilformamida) (TMAD) (3,0 g, 17,3 mmol) a temperatura
ambiente y el resultante se agité a 60 °C durante 2 horas. Tras confirmar la finalizacién de la reaccién mediante TLC
(acetato de etilo/ heptano = 2/1, valor Rf = 0,1), el resultante se diluyé con acetato de etilo. La capa organica se lavd
con agua, una solucién acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y solucién salina saturada, y se seca con
sulfato de magnesio. El sulfato de magnesio se elimind por filtracién. El resultante se concentrd a presién reducida
para obtener jarabe, que se sometié a cromatografia en columna de gel de silice para dar el Compuesto 16 (1,9 g,
53 %, s6lo B) en el eluido (acetato de etilo/ heptano = 2/1).

[Compuesto 16]

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 0,78-1,05 (complejo, 9H), 1,25 (t, 4H), 1,36-2,31 (complejo, 86H), 3,51 (dd, 1H), 3,59 (m,
1H), 3,61-3,78 (complejo, 4H), 3,81 (t, 1H), 3,91-4,21 (complejo, 11H), 4,31 (dd, 1H), 4,40-4,59 (complejo, 4H), 4,73-
5,29 (complejo, 21H), 5,60 (d, J = 7,2 Hz, 1H); RMN-"3C (CDCls, 100 MHz) & 16,8, 17,5, 19,5, 20,5, 20,7x3, 20,8x3,
20,9x3, 21,0, 21,1x2, 21,5, 29,2, 37,4, 37,5, 39,6, 40,5, 41,6, 42,5, 43,8, 44,2, 481, 53,8, 57,4, 61,7, 62,0, 62,1, 62,3,
63,1,66,7, 67,4, 68,0, 68,3, 68,4, 68,6, 68,8, 69,7, 71,1, 71,5, 71,8, 71,9, 72,0, 72,2, 72,3, 72,4, 72,9, 73,1, 75,0, 80,1,
81,5, 86,8, 91,3, 96,4, 97,0, 99,2, 99,3, 99,6, 104,9, 152,8, 169,0, 169,1, 169,3, 169,5x2, 169,6, 170,1x2, 170,2x 3,
170,5, 170,6, 170,9, 174,8.

El compuesto (16) (2,2 g, 1,1 mmol) se disolvié en metanol (10 ml) y THF (10 ml), a los que se afiadié metéxido sédico
(0,5M en MeOH) (2,5 ml) a temperatura ambiente y el resultante se agitd a temperatura ambiente durante 3 horas.
Tras confirmar la finalizaciéon de la reaccién mediante TLC (cloroformo/metanol/agua = 5/ 4/1, valor Rf = 0,4), el
resultante se neutralizé con Amberlite 120B (H) (pH 7). Una vez eliminada la resina por filtracién, el resultante se
concentré a presién reducida, que se disolvié en MeCN/H2O = 1/2 y se liofilizé para dar el Compuesto 17 (1,0 g, 70
%).

[Compuesto 17]

RMN 'H (piridina-d5, 400 MHz) & 0,78 (m, 1H), 0,91 (m, 1H), 1,08 (m, 1H), 1,31-1,48 (complejo, 9H), 1,62-1,80
(complejo, 3H), 1,81-1,89 (complejo, 3H), 2,00-2,06 (complejo, 2H), 2,29 (m, 3H), 2,47 (m, 1H), 2,69 (m, 1H), 2,80 (m,
1H), 3,41 (t, 1H), 3,81 (m, 1H), 3,90-4,41 (complejo, 33H), 4,53-4,61 (complejo, 2H), 4,70 (m, 1H), 4,88-5,22 (complejo,
14H), 5,30 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 5,37 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 5,51-5,57 (complejo, 2H), 5,61 (s, 1H), 5,77 (s, 2H), 5,84 (d, J
=7,6 Hz, 1H), 6,46 (d, J = 8,0 Hz, 1H); RMN "3C (piridina-d5, 100 MHz) & 18,3, 21,2, 21,7, 25,1, 29,8, 39,9, 41,3, 41,7,
425,442, 447, 458, 47,9, 55,9, 58,9, 63,3, 63,5, 63,6, 64,2, 65,6, 68,5, 71,7, 72,2, 72,6, 72,9, 75,2, 76,9, 77,0, 77,2,

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 3024 947 T3

78,4,79,2,79,3, 79,4, 79,5, 79,6, 79,9, 80,0, 80,6, 83,7, 89,2, 89,5, 90,2, 96,5, 97,7, 105,4, 105,7, 105,9, 106,4, 107,3,
154,9, 178,5.

(iii) Determinacién estructural por coincidencia con el tiempo de retencidn y el patron de fragmentacién del producto
estandar sintetizado quimicamente en HPLC-EM de alta resolucién y fragmentacién MS3

El producto sintetizado quimicamente del nuevo glucésido de esteviol 1 (forma B del compuesto de referencia 15) y el
extracto liquido de hoja de estevia se compararon mediante HPLC-alta resolucion MS/MS y fragmentacion MS®
utilizando Orbitrap Elite MS (de Thermo Fisher Scientific) equipado con una fuente de iones HPLC-ESI en las
condiciones descritas en (i). Como resultado, los picos del producto sintetizado quimicamente y del extracto liquido de
hoja de estevia se detectaron en el tiempo de retencién de 29,34 y 29,37 minutos, respectivamente (figura 10). En
este caso, los picos en el tiempo de retencidén de 29,34 y 29,37 minutos en la Figura 10 correspondian al pico en el
tiempo de retencién de 29,05 minutos en la Figura 2, lo que se confirmé determinando el tiempo de retencion del
producto sintetizado quimicamente con el aparato utilizado en la Figura 2 (LCMS-8030). Asimismo, también coincidian
en los respectivos espectros de masas MS/MS y fragmentados MS2 (Figura 11). A partir de este resultado, se confirmé
que el nuevo glucésido de esteviol 1E obtenido del extracto liquido de la planta tenia la misma estructura que la forma
B del compuesto de referencia 15.

Es més, el producto sintetizado quimicamente del nuevo glucésido de esteviol 2 (forma B del compuesto de referencia
17) y el extracto liquido de hoja de estevia se compararon mediante HPLC-alta resolucién MS/MS y fragmentacion
MS3 utilizando Orbitrap Elite MS (de Thermo Fisher Scientific) equipado con una fuente de iones HPLC-ESI en las
condiciones descritas en (i). Como resultado, los picos del producto sintetizado quimicamente y del extracto liquido de
hoja de estevia se detectaron en el tiempo de retencién de 29,67 y 29,68 minutos, respectivamente (figura 12). En
este caso, los picos en el tiempo de retencidén de 29,67 y 29,68 minutos en la Figura 12 correspondian al pico en el
tiempo de retencién de 29,30 minutos en la Figura 3, lo que se confirmé determinando el tiempo de retencion del
producto sintetizado quimicamente con el aparato utilizado en la Figura 3 (LCMS-8030). Asimismo, también coincidian
en los respectivos espectros de masas MS/MS y fragmentados MS2 (Figura 13). A partir de este resultado, se confirmé
que el nuevo glucésido de esteviol 2E obtenido del extracto liquido de la planta tenia la misma estructura que la forma
B del compuesto 17.

Evaluacién del nivel de dulzor de nuevos glucésidos de esteviol

Para evaluar los niveles de dulzor de los nuevos glucésidos de esteviol Ay B, las muestras se prepararon afiadiendo
azucar al agua pura para obtener Brix de 3,0 a 5,0 en incrementos de 0,5. El compuesto de referencia 15 y el
compuesto 17 obtenidos mediante sintesis quimica se utilizaron como glucésido de esteviol de referencia Ay glucésido
de esteviol nuevo B, respectivamente, donde 48 mg de cada muestra se disolvieron en 400 ml de agua pura a ensayar.
Ademas, las muestras también se prepararon para comparar disolviendo 48 mg de cada uno de Reb.A, Reb.D y Reb.M
en 400 ml de agua pura.

(1) Evaluacién del nivel de dulzor del glucésido de esteviol A de referencia

La evaluacidén se llevé a cabo eligiendo una muestra afiadida con azlcar que tuviera una intensidad de dulzor
equivalente a la de la muestra afiadida con el glucésido de esteviol de referencia, donde la evaluacién sensorial corrié
a cargo de panelistas que habian recibido formacidn sobre los atributos sensoriales de los edulcorantes (7 miembros).
Como resultado, se descubri6 que el glucésido de esteviol A de referencia tenia un nivel de dulzor aproximadamente
354 veces superior de media al del azucar.

Tabla 2: Evaluacién del nivel de dulzor del glucésido de esteviol A de referencia
Nivel de dulzor | Glucésido de esteviol A de referencia | Reb A | RebD | Reb M

Mas bajo 319,0 243,0 | 263,5 | 286,0
Mas alto 415,8 398,90 | 398,0 | 352,2
Promedio 354,1 312,0 | 317,9 | 341,1

(2) Evaluacién del nivel de dulzor del glucésido de esteviol B nuevo
El nivel de dulzor se evalué de la misma manera que el glucésido de esteviol A de referencia. Como resultado, se

descubrié que el glucésido de esteviol B nuevo de la presente invencién tenia un nivel de dulzor que era
aproximadamente 250 veces superior de media al del azlcar. Los resultados se muestran en la tabla a continuacién.
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Tabla 3: Evaluacién del nivel de dulzor del glucésido de esteviol B nuevo
Nivel de dulzor | Glucésido de esteviol B nuevo | Reb A | RebD | Reb M

Mas bajo 223,6 239,5 | 2411 | 236,5
Mas alto 209,2 329,2 | 3936 | 3734
Promedio 249,6 288,3 | 310,3 | 323,6

Evaluacién sensorial del glucésido de esteviol A de referencia (Compuesto de referencia 15)

Para evaluar la calidad gustativa de diversos glucésidos de esteviol, Reb. A, Reb. D, Reb. M, azlcar y el glucésido de
esteviol A de referencia (compuesto de referencia 15) se afiadieron al agua pura para preparar muestras de bebida.
Todas las muestras de bebida se ajustaron para tener un nivel final de dulzor (Brix) de 5 en términos de azlcar
(sacarosa), y por tanto los niveles de dulzor de Reb. A, Reb. D, Reb. M y el glucésido de esteviol A de referencia
(Compuesto 15 de referencia) fueron 312, 317, 341 y 354, respectivamente.

Las muestras de bebida resultantes se sometieron a una evaluacién sensorial para calificar los atributos, que eran la
dulzura en el momento, regusto dulce persistente, amargor y regusto amargo persistente. Los panelistas que habian
recibido formacién sobre los atributos sensoriales de los edulcorantes (7 miembros) evaluaron basandose en los
siguientes criterios de evaluacién. Para cada elemento de evaluacién, los glucésidos de esteviol se puntuaron en
incrementos de 0,5 siempre que la puntuacién del azlcar fuera 3. Una puntuacién mas alta representa un dulzor en el
momento mas rapido, regusto dulce persistente méas corto, menos amargor y regusto amargo persistente més breve.
Los resultados se muestran en la Figura 14. Las puntuaciones de evaluacién que figuran en el diagrama son las
puntuaciones promedio de las puntuaciones de los 8 panelistas. Como resultado de las evaluaciones sensoriales, se
observé que el glucésido de esteviol de referencia A tenia menos dulzor y un regusto amargo mas breve que otros
glucésidos, y menos amargor que otros componentes, incluido el azucar.

Evaluacién sensorial del glucésido de esteviol B nuevo (compuesto 17)

Para evaluar la calidad gustativa de diversos glucésidos de esteviol, Reb. A, Reb. D, Reb. M, azlcar y el glucésido de
esteviol B nuevo (compuesto de referencia 17) se afiadieron al agua pura para preparar muestras de bebida. Todas
las muestras de bebida se ajustaron para tener un nivel final de dulzor (Brix) de 5 en términos de azlcar (sacarosa),
y por tanto los niveles de dulzor de Reb. A, Reb. D, Reb. M y el glucésido de esteviol B nuevo (compuesto 17) fueron
288, 310, 324 y 250, respectivamente.

Las muestras de bebida resultantes se sometieron a una evaluacién sensorial para calificar los atributos, que eran la
dulzura en el momento, regusto dulce persistente, amargor y regusto amargo persistente. Los panelistas que habian
recibido formacién sobre los atributos sensoriales de los edulcorantes (7 miembros) evaluaron basandose en los
siguientes criterios de evaluacién. Para cada elemento de evaluacién, los glucdsidos de esteviol se puntuaron en
incrementos de 0,5 siempre que la puntuacién del azlcar fuera 3. Una puntuacién mas alta representa un dulzor en el
momento més rapido, regusto dulce persistente més corto, menos amargor y regusto persistente mas breve. Los
resultados se muestran en la Figura 15. Las puntuaciones de evaluacién que figuran en el diagrama son las
puntuaciones promedio de las puntuaciones de los 6 panelistas. Como resultado de las evaluaciones sensoriales, Se
observé que el glucésido de esteviol B nuevo era menos amargo que otros glucésidos.

Identificacién de las caracteristicas genéticas de la planta que contiene los glucésidos de esteviol de referencia Ay el
glucésido de esteviol B nuevo

Lineas ricas en glucésidos de esteviol de referencia A y en el glucésido de esteviol B nuevo (Mutantes: Variedades de
cultivo lineas A y B) y lineas con contenidos reducidos de glucésidos de esteviol de referencia A y glucésidos de
esteviol de referencia B (tipo silvestre: Variedades de cultivo lineas X e Y) se utilizaron para identificar las
caracteristicas genéticas especificas de las lineas ricas en glucésidos de esteviol de referencia A y el glicésido de
esteviol B nuevo. Cuando se secuenciaron los genomas de las lineas respectivas, las lineas ricas en glucésidos de
esteviol de referencia A y el glucdsido de esteviol B nuevo presentaban sustituciones en las bases 2982, 3282, 3602,
38629, 3932, 4112 4272y 4532 de SEQ ID NO:1, insercién de 15 bases entre las bases 902 y 912 de la SEQ ID NO:57,
y sustituciones en las bases 982 1022 1112 11323 1162 1192 y 1222 de la SEQ ID NO:59 con respecto a los tipos
silvestres (las secuencias de nucleétidos de las lineas mutantes correspondientes a las SEQ ID NOS:1, 57 y 59 se
muestran como SEQ ID NOS:2, 58 y 60, respectivamente). Ademas, se observd que las sustituciones en la SEQ ID
NO:1, la insercién en la SEQ ID NO:57 y las sustituciones en la SEQ ID NO:59 existian en los intrones de los genes
que codifican la proteina que incluye las secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID NOS:53, 61 y 63,
respectivamente, en el presente documento, a veces denominados P1, P2 y P3). Posteriormente, se examind si estas
mutaciones afectaban o no al nivel de expresiéon de cada gen. Después de 100 mg de las hojas expandidas de las
variedades cultivadas A, B, X (SR001) e Y (SS075-49) se trituraron criogénicamente con nitrégeno liquido, el ARN
total se extrajo con el RNAeasy Plant mini kit de QIAGEN siguiendo el protocolo del fabricante. Se utilizaron 500 ng
del ARN total extraido para la transcripcidén inversa. Para la transcripcién inversa, el ADNc se sintetizé utilizando
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SuperScript IV VILO fabricado por Thermo Fisher Scientific de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se realizd una
PCR semicuantitativa utilizando 1 pl de una dilucién 10 veces mayor de la solucién de reaccién de transcripcion
inversa. La PCR semicuantitativa se llevé a cabo con Ampdirect fabricado por Shimadzu Corporation siguiendo el
protocolo del fabricante. La reaccién de PCR se realizd por desnaturalizacion térmica a 95 °C durante 10 minutos,
seguido de 32, 33 y 28 ciclos de reacciones a 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante
25 segundos, para "P3", "P1 y P2" y "actina y ubiquitina como controles”, respectivamente. La reaccién de PCR fue
seguida de electroforesis utilizando LabChip GX Touch fabricado por PerkinElmer segun el protocolo del fabricante.

Se utilizaron los siguientes cebadores para la PCR semicuantitativa.
c1

Directo: CCTGTTCATTACAAATTCAACCCG (SEQ ID NO:55)
Inverso: AACCCTAACATGTTCAATGTCCCTA (SEQ ID NO:56)

P2

Directo: ATCAGATTTATCATCTTGCATGCCC (SEQ ID NO:65)
Inverso: TGCCAATTACATTCGTCTTAATCGT (SEQ ID NO:66)

P3

Directo: AAAAGTTGCTGGTTGAAGTTGATCA (SEQ ID NO:67)
Inverso: CACACTAAATATGCTTGGTCTTGC (SEQ ID NO:68)

Actina

Directo: CGCCATCCTCCGTCTTGATCTTGC (SEQ ID NO:69)
Inverso: CCGTTCGGCGGTGGTGGTAA (SEQ ID NO:70)

Ubiquitina

Directo: TCACTCTTGAAGTGGAGAGTTCCGA (SEQ ID NO:71)
Inverso: GCCTCTGTTGGTCCGGTGGG (SEQ ID NO:72)

Los resultados del analisis de expresién se muestran en la Figura 16 y en la Tabla 4. Los valores numéricos mostrados
en la Tabla 4 son las intensidades de banda relativas de los genes P1-P3 con respecto a la intensidad de banda del
gen de la ubiquitina, es decir, 100, en la imagen de electroforesis mostrada en la Figura 16.

Tabla 4: Niveles de expresién de los genes P1-P3 en cada cultivo
Nombre de la muestra | C1 P2 P3

Variedad de cultivo A | 146,27 | 126,23 | 99,01
Variedad de cultivo B | 124,57 | 107,76 | 93,79
Variedad de cultivo X | 0,20 72,14 40,23
Variedad de cultivoY | 0,13 94,66 77,95

A partir de estos resultados, se confirmé que el gen P1 estaba altamente expresado en las dos lineas que incluian los
glucésidos de esteviol de referencia A y el glucésido de esteviol B nuevo. Las mutaciones encontradas en el gen P1
existen en los intrones y la existencia de una o méas de estas mutaciones parecia aumentar el nivel de expresién de
P1, mediante el cual se promovi6 en la planta la sintesis de los_glucésidos de esteviol de referencia A y del glucésido
de esteviol B nuevo.

Identificacién del contenido del glucésido A de referencia en plantas con caracteristicas genéticas 1-8

Se tomaron muestras de cantidades adecuadas de hojas frescas de individuos de las variedades cultivadas A, B, X e
Y que se utilizaron en la "ldentificacién de las caracteristicas genéticas de la planta que contiene glucésidos de esteviol
de referencia A y el glucésido de esteviol B nuevo " descrita anteriormente para cuantificar las concentraciones de los
componentes del dulzor mediante LC/MS-MS (Shimadzu LCMS8050). Especificamente, se liofilizé una cantidad
prescrita de hojas frescas y los trozos secos triturados se introdujeron en agua pura. El resultante se sometié a un
tratamiento ultrasénico durante 20 minutos para su extraccidén, se centrifugd y filtr6 para obtener 5 ml de extracto
liquido. Este extracto liquido se sometié a un analisis LC/MS-MS con LCMS8050 en modo i6énico (Shimadzu
LCMS8050) para cuantificar las concentraciones de Reb. A, Reb. B, Reb. C, Reb. D, Reb. E, Reb. F, Reb. G, Reb. |,

24



ES 3024 947 T3

Reb. M, Reb. N, esteviésido, dulcésido A, biésido de esteviol, rubusésido y el glucésido de esteviol A nuevo. El total
del mismo se consideré la concentracién de los componentes del dulzor (cantidad de glucésidos de esteviol totales
(GET) de este ejemplo). Todo el contenido de agua de las hojas secas era inferior al 3 % aproximadamente. Los
resultados se muestran en la Tabla 5-9. Los valores de los resultados siguientes son los valores medios de dos
mediciones.

Tabla 5: Cantidad de TSG en hojas secas de cada variedad de cultivo

Nombre de la Peso de las hojas de Concentraciéon de TSG Cantidad de TSG | Indice de
muestra estevia (g) (mg/1) (mg) TSG (%)
Variedad de 0,0565 1617,35 8,087 14,3 %
cultivo A

Variedad de 0,0501 905 42 4527 9,0 %
cultivo B

Variedad de 0,0445 1142,40 5,712 12,9 %
cultivo X

Variedad de 0,0576 1267 14 6336 1.1 %
cultivoY

Tabla 6: Proporcién de cada glucésido de esteviol en la TSG contenida en las hojas secas de cada cultivo

Porcentaje de cada glucésido de esteviol en la TSG

Nombre dela o\ A |Reb B [Reb C [Reb D |[Esteviésido |Reb F [Reb M [Reb N |\ ueVo glucosido ir .
muestra de esteviol A
‘c’l?{t'ﬁ,iagde 404 % (02 % [36,6% 10,7% [11.0% 79% 02% 02% 0061 % 100 %
Variedadde 5/ 50,1059, [118% 77% [5.5% 40% 3% [1.3% [0,205% 100 %
cultivo B

Variedadde 1)) 1o 1019 61% 05% 62,4 % 12% 00% 01% (0,017 % 100 %
cultivo X

‘c’j{t'ﬁ,iag de b8 9%|02% B5% [1.9% 47.0% 17% 101% [0.4% (0,045 % 100 %

*: El contenido total incluye Reb A, Reb B, Reb C, Reb D, Reb E, Reb F, Reb G, Reb |, Reb M, Reb N, esteviésido,
dulcésido A, biésido de esteviol, rubusésido y glucésido de esteviol A de referencia.

Tabla 7: Indice del glucésido A de referencia en relacion con ocho tipos de los principales glucésidos de esteviol™

Nombre de la muestra indice de glucésido de esteviol A
Variedad de cultivo A 0,063 %
Variedad de cultivo B 0,210 %
Variedad de cultivo X 0,018 %
Variedad de cultivo Y 0,046 %
" Reb A, Reb B, Reb C, Reb D, Reb F, Reb M, Reb N y estevidsido citados en la Tabla 6

Tabla 8: Porcentaje de cada glucésido de esteviol contenido en las hojas secas de cada cultivo

Contenido de cada glucdsido de esteviol en hojas secas

Nombre dela | o 1) A|Reb B|Reb C|Reb D| Esteviésido |Reb F|Reb M|Reb N| NUevO glucdsido | +oq
muestra de esteviol A

Variedadde | 5 50, 1504 |52%|0,1% 16 % 11%|00%|00% 0,009 % 143 %
cultivo A

Variedadde | 550, 1104 (11%]|0,7% 0,5 % 04%|02%|01% 0,019 % 9.0 %
cultivo B

Variedadde | 5,10, 1000,108%|01%| 80% |01%|00%]|00% 0,002 % 12.9 %
cultivo X

Variedadde | 4 50, | 5504 |07%|0,2% 5,3 % 02%|00%|0,0% 0,005 % 11.1%
cultivoY
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Tabla 9: Porcentaje del glucésido de esteviol de referencia A en relacién con cada glucésido de esteviol contenido
en las hojas secas de cada cultivo

Indice del glucésido de esteviol A de referencia en relacién con cada glucésido de esteviol
contenido en hojas secas
Nombre dela | o\ A | RebB | Reb C |Reb D | Esteviésido | Reb F | RebM | Reb N Reb A+
muestra Estevidsido
Variedad de | 150,130 009%|0,16 % |8,57 % 0,55 % 0,76 % | 30,00 % | 30,00 % 0,12 %
cultivo A
Vi["ﬁ?v“:ge 033%]3500%|178%|273%| 3,82% |525%| 913 % |16.15 % 0,30 %
Variedad de | 55 o | 50 00 % | 0,33 % | 4,00 % 0,03 % 167%| - |20,00% 0,02 %
cultivo X
Viﬂﬁ?fgfe 013%|2500%|077 % |263%| 010% |2.94 %5000 %|12,50 % 0,06 %

Identificacién del contenido del glucésido B nuevo en plantas con caracteristicas genéticas 1-8

Se tomaron muestras de cantidades adecuadas de hojas frescas de los individuos de los cultivares B y X que se
utilizaron en la "ldentificacién de las caracteristicas genéticas de la planta que contiene glucésidos de esteviol de
referencia A y el glucésido de esteviol B nuevo " para cuantificar las concentraciones de los componentes del dulzor
mediante LC/MS-MS (Shimadzu LCMS8050). Especificamente, se liofilizé una cantidad prescrita de hojas frescas y
los trozos secos triturados se introdujeron en agua pura. El resultante se sometié a un tratamiento ultrasénico durante
20 minutos para su extraccién, se centrifugé y filtré6 para obtener 5 ml de extracto liquido. Este extracto liquido se
sometié a un anélisis LC/MS-MS con LCMS8050 en modo i6nico (Shimadzu LCMS8050) para cuantificar las
concentraciones de Reb. A, Reb. B, Reb. C, Reb. D, Reb. E, Reb. F, Reb. G, Reb. I, Reb. M, Reb. N, esteviésido,
dulcésido A, biésido de esteviol, rubusésido y el glucésido de esteviol B nuevo. El total del mismo se consideré la
concentracién de los componentes del dulzor (cantidad de glucésidos de esteviol totales (GTS) de este ejemplo). Todo
el contenido de agua de las hojas secas era inferior al 3 % aproximadamente. Los resultados se muestran en la Tabla
10-14.

Tabla 10: Cantidad de TSG en hojas secas de cada variedad de cultivo

Nombre de la Peso de las hojas de Concentraciéon de TSG Cantidad de TSG | Indice de
muestra estevia (g) (mg!/l) (mg) TSG (%)
Variedad de 0,0524 777 42 3,887 7.4%
cultivo B

Variedad de 0,0553 1672,45 8,362 15,1 %
cultivo X

Tabla 11: Proporcién de cada glucésido de esteviol en la TSG contenida en las hojas secas de cada cultivo

Porcentaje de cada glucésido de esteviol en la TSG
Nombre dela | 1) A |Reb B |[Reb C [Reb D [Esteviésido |Reb F [Reb M [Reb N [G1ucosidode  ip 4 1.
muestra esteviol B nuevo
Variedadde |55 5001079, 72% [10.0% 4.1 % b2 % [4.9% [1.9% |1.328% 100 %
cultivo B
Variedadde |5, 59,1019 60% [08% [58.0% 11% 0% [0.1% [0,000% 100 %
cultivo X

*: El contenido total incluye Reb A, Reb B, Reb C, Reb D, Reb E, Reb F, Reb G, Reb |, Reb M, Reb N, esteviésido,
dulcésido A, biésido de esteviol, rubusésido y el glucésido de esteviol B nuevo.

Tabla 12: Indice del glucésido B nuevo en relacién con ocho tipos de los principales glucésidos de esteviol™

Nombre de la muestra indice de glucésido de esteviol B
Variedad de cultivo B 1,360 %
Variedad de cultivo X 0,000 %

*1: Reb A, Reb B, Reb C, Reb D, Reb F, Reb M, Reb N y estevidsido citados en la Tabla 11
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Tabla 13: Porcentaje de cada glucésido de esteviol contenido en las hojas secas de cada cultivo

Contenido de cada glucdsido de esteviol en hojas secas

Nombre dela | p ) A |Reb B|Reb C|Reb D| Esteviésido |Reb F|Reb M|Reb N| Glucésidode | 1o
muestra esteviol B nuevo

Variedadde | 4 g0, |51 04|05% |07 % 0,3 % 02%|04%|01% 0,099 % 7.4 %
cultivo B

Variedad de | 4 7o/ | 5 504|09%|01% 8.8 % 02%|00% |00 % 0,000 % 15,1 %
cultivo X

Tabla 14: indice del glucésido de esteviol B nuevo en relacién con cada glucésido de esteviol contenido en las hojas
secas de cada cultivo

Indice del glucésido de esteviol B nuevo en relacién con cada glucésido de esteviol
contenido en las hojas secas

Nombre dela | p ) A| RebB | Reb C | Reb D | Esteviésido | Reb F | Reb M | Reb N Reb A+
muestra Estevidsido
Vi:ﬁ?\f:ge 109 %|178.85%|18.32 %[1320%| 3222%  |59,12 %|27,25 %|71.02 % 188 %
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula (3), o una sal o un hidrato del mismo:

M
MO

M

{3

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, o una sal o un hidrato del mismo, en donde el compuesto esta
representado por la férmula (5) a continuacién:

$83

3. Un alimento o una bebida que comprende el compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2.

4. El alimento o la bebida de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde el contenido del compuesto de acuerdo con
las reivindicaciones 1 0 2 es de 1-600 ppm en masa.

5. Una composicién edulcorante que comprende el compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2.

6. La composicidén edulcorante de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde el contenido del compuesto de acuerdo
con las reivindicaciones 1 0 2 es de 1-99 % en peso.

7. La composicién edulcorante de acuerdo con las reivindicaciones 5 o 6, que comprende ademas uno o varios tipos
de glucésidos de esteviol seleccionados entre el grupo que consiste en rebaudiésido A, rebaudiésido B, rebaudiésido
C, rebaudiésido D, rebaudiésido E, rebaudiésido F, rebaudiésido |, rebaudiésido J, rebaudiésido K, rebaudidésido N,
rebaudiésido M, rebaudiésido O, rebaudiésido Q, rebaudiésido R, dulcésido A, dulcdsido C, rubusésido, esteviol,
mondsido de esteviol, biésido de esteviol y esteviésido.

8. Un alimento o una bebida que comprende la composiciéon edulcorante de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 5a 7.
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9. El alimento o la bebida de acuerdo con la reivindicacién 8, que es una bebida.

10. Uso del compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2 como edulcorante.
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Figura 10: Cromatogramas idnicos exiraidos del nuevo glicésido de esteviol 1E {(extracio de hoja
de esievia) y producto sintelizado quimicamente {forma beta del compuesio 15)
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Figura 11; Espectros de masas MS/MS y fragmentados MS3 del nuevo glicosido de esteviol 1E
{exiracto de hoja de estevia) v producto sintetizado quimicamente {(forma beta del compuesto 15)
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hoja de estevia) y producto sintetizado quimicamente {forma beta del compuesto 17)

“Producto sintetizado quimicamente” (Tr 30,67, myz 12885 "Extracio ds hoja de estevia™{Tr 28,68, m/z 1289.5}
PULER I
MSMS
13585 ~»

PR

MEMS
12588 -~

EaT

125858 — 7134 12595 ~ T334

el A O ) e e e T TR N e oo RS e T

Figura 13: Espectros de masas MS/MS v fragmentados MS? def nuevo glicdsido de esteviol 2E
{extracto de hoja de estevia} v producto sintetizado quimicamente (forma beta del compuesto 17)
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Figura 15: Resultados de las evaluaciones sensoriales respecio al glicgsido de estevial B nuesvo
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Figura 16: Resultados del analisis de la expresidn
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