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DESCRIPCION
Isdmeros de glicosidos de esteviol
Campo de lainvencién

Esta invencion se refiere a ciertos isémeros nuevos de glicésidos de esteviol que son adecuados para ser usados
como edulcorantes, por ejemplo, mediante la incorporacion en productos alimenticios y de bebidas.

La técnica anterior incluye la publicacion de M. Kobayashi et at., "Dulcosides A y B, new diterpene glycosides from
Stevia rebaudiana", Phytochemistry, vol. 16, 1977 péaginas 1405-1408 y de J.R. Hanson, B.H. de Oliveira: "The
microbiological transformation of steviol derivatives by rhizopus stolinfer and gibberella fujikuroi". Phytochemistry, vol.
29, 1990 paginas 3805-3807. El documento US 4404367 describe analogos glucosustituidos de esteviol como
edulcorantes.

Antecedentes

Debido a la atencién creciente a los efectos negativos para la salud de la obesidad en los Estados Unidos y en todo
el mundo, ha aumentado también la demanda del mercado por productos alimenticios y de bebidas que tengan
caracteristicas nutricionales alternativas que incluyan, por ejemplo, un contenido de calorias reducido o nulo. Hay
una demanda del mercado para sustituir edulcorantes con elevado contenido de calorias, normalmente usados en
productos alimenticios y de bebidas como sacarosa y jarabe de maiz con elevado contenido de fructosa (HFS), con
edulcorantes no nutritivos. Por ejemplo, las bebidas de cola dietéticas se ha sugerido que sean edulcoradas con
edulcorantes potentes no nutritivos como glicésidos de esteviol (estevidsido, rebaudidsido A, etc).

Los glicésidos de esteviol son compuestos de sabor dulce extraidos de la planta estevia (Stevia rebaudiana Bertoni).
Normalmente, estos compuestos se encuentra que incluyen estevidsido (4-13% en peso seco), esteviolbidsido
(restos), los rebaudiésidos que incluyen rebaudiésido A (1-6%), rebaudiosido B (restos), rebaudidésido C (1-2%),
rebaudidésido D (restos) y rebaudiésido E (restos) y dulcésido A (0,4-0,7%). Muchos glicdsidos de esteviol son
potentes edulcorantes no nutritivos. Los glicésidos de esteviol comprenden un nucleo de diterpeno (formula 1)
sustituida en R’ y R? con diversas combinaciones de hidrégeno, glucosa, ramnosa y xilosa.

HaC

CHy
R'—0O 0

Férmula |

Por ejemplo, R’ puede ser 1-B-D-glucopiranosilo o 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-f-D-glucopiranosilo y R? puede ser
hidrogeno, 1-B-D-glucopiranosilo, 2-(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-p-D-
glucopiranosilo, 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo, 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-
B-D-glucopiranosilo o 2-(1-p-D-xilopiranosil)-3-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo. El rebaudidsido A (en el
que R' = 1-B-D-glucopiranosilo y R? = 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo) tiene un dulzor de
aproximadamente 200 a 300 veces el dulzor de la sacarosa. La industria alimenticia se ha mostrado interesada en
glicésidos de esteviol en la busqueda de edulcorantes alternativos. Sin embargo, la simple sustitucion de
edulcorantes nutritivos con potentes edulcorantes no nutritivos conocidos encuentra problemas de gustos extrafios,
por ejemplo, una aparicion lenta o un gusto posterior amargo, de regaliz o persistente. Estos gustos extrafios surgen
también cuando se usan glicésidos de esteviol como edulcorantes no nutritivos en productos alimenticios y de
bebidas. Por tanto, hay una necesidad de edulcorantes no nutritivos alternativos adicionales.

Por lo tanto, es un objeto de al menos ciertas realizaciones de la presente invencidén proporcionar compuestos que
sean Utiles como edulcorantes. Es un objeto de al menos ciertas realizaciones de la invencién proporcionar
productos de bebidas o producto alimenticios que tengan caracteristicas nutricionales alternativas y propiedades de
gusto. Estos y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencion o de ciertas realizaciones de la invencion
seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la siguiente descripcion y la exposicién de ejemplos de
realizaciones.

Breve sumario de lainvencién

Se ha descubierto ahora un grupo de nuevos isémeros de glicésidos de esteviol. En estos isémeros, el enlace doble
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exo-ciclico de féormula | ha sido desplazado a una posicidon endo-ciclica en el anillo de cinco miembros (véase la
férmula 1l). Estos compuestos son utiles como edulcorantes y pueden ser incluidos como tales en productos
alimenticios y de bebidas. De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto que
tiene la formula Il

HaC

R'—0 B °

o—R?

Férmula Il

En la que R’ puede ser 1-B-D-glucopiranosilo o 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1--D-glucopiranosilo y R? puede ser
hidrégeno, 1-B-D-glucopiranosilo, 2-(1-pB-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2,3-bis(1--D-glucopiranosil)-1-p-D-
glucopiranosilo, 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-
B-D-glucopiranosilo o 2-(1-p-D-xilopiranosil-3-(1--D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo. En ciertos ejemplos de
realizaciones, el compuesto de formula Il puede ser aislado y purificado. Como se usa en la presente memoria
descriptiva, “aislado y purificado” significa que la pureza del isémero de glucdsido de esteviol es de al menos 90%.

De acuerdo con otros aspectos, se proporciona un producto de bebida que comprende un liquido acuoso y un
compuesto de formula Il.

De acuerdo con otros aspectos, se proporciona un producto alimenticio que comprende un componente alimenticio y
un compuesto de féormula 1.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un edulcorante que comprende un compuesto de
férmula Il.

De acuerdo con otro aspecto, se proporciona un método para preparar compuestos de féormula 1, que comprende las
etapas de proporcionar una solucién acuosa acida que comprende un compuesto de férmula | y calentar la solucién
acuosa acida a una temperatura en el intervalo de 30°C a 90°C durante un periodo de tiempo de mas de dos dias.
En ciertos ejemplos de realizaciones, una solucidén acuosa acida que comprende rebaudiésido A es calentada a una
temperatura en el intervalo de 40°C a 50°C a un pH en el intervalo de pH 1,0-4,0 durante un periodo de mas de dos
dias.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un espectro RMN proténico de rebaudiésido A.

La Figura 2 es un espectro RMN protoénico de iso-rebaudidsido A.

La Figura 3 es una superposicion de los espectros de las Figuras 1y 2.
La Figura 4 es un espectro de masas ESI de rebaudioésido A.

La Figura 5 es un espectro de masas ESI de iso-rebaudioésido A.

La Figura 6 es un cromatograma HPS de una mezcla de reaccién de 10 semanas que contiene rebaudidsido A e iso-
rebaudiodsido A.

La Figura 7 es un espectro de masas del pico de iso-rebaudiésido A de la Figura 6.

La Figura 8 es un cromatograma HPLC de rebaudiosido A.

La Figura 9 es un cromatograma HPLC de iso-rebaudiosido A.

La Figura 10 es un espectro de masas ESI del pico de rebaudioésido A de la Figura 8.

La Figura 11 es un espectro de masas ESI del pico de iso-rebaudidsido A de la Figura 9.

La Figura 12 es un cromatograma HPLC de una mezcla de reacciéon de 10 semanas enriquecida con iso-
rebaudiosido A aislado.



10

15

20

25

30

35

ES 2375645 T3

La Figura 13 es un espectro de masas del pico de iso-rebaudiésido A de la Figura 12.

La Figura 14 es una estructura cristalina de rayos X de iso-rebaudiésido A.

La Figura 15 es una estructura cristalina de rayos X de rebaudioésido A.

La Figura 16 es una comparacion de las estructuras de rebaudiésido A e iso-rebaudidsido A.

Las Figuras 17 y 18 muestran la dependencia del pH de la velocidad de sintesis de iso-rebaudiésido A (comp X) a
partir de rebaudiosido A (Reb A).

La Figura 19 muestra la dependencia de la temperatura de la velocidad de sintesis de iso-rebaudiésido A (comp X) a
partir de rebaudiésido A (Reb A).

La Figura 20 es un espectro RMN protoénico de rebaudidsido B.
La Figura 21 es un espectro RMN protoénico de iso-rebaudidsido B.
La Figura 22 es una superposicion de los espectros de las Figuras 20 y 21.

La Figura 23 es una superposicion de los cromatogramas HPLC de rebaudidsido B, iso-rebaudiésido B y una mezcla
1:1 de los dos compuestos.

Descripcion detallada de ciertos ejemplos de realizaciones

En ciertos ejemplos de realizaciones, los isdmeros de glicdsidos de esteviol de la presente invencion pueden ser
definidos mediante la formula general l:

HaC

R'—0 = °

o—R2

Foérmula Il

En la que R’ puede ser 1-B-D-glucopiranosilo o 2-(1-pB-D-glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo y R? puede ser
hidrégeno, 1-B-D-glucopiranosilo, 2-(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-
glucopiranosilo, 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-
B-D-glucopiranosilo o 2-(1-B-D-xilopiranosil-3-(1-pB-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo. Ciertos ejemplos de
realizaciones comprenden compuestos de férmula Il en la que R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis-(1-p-D-
glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo  (iso-rebaudidsido A), R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-p-D-
glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo (iso-esteviosido), R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 1-B-D-glucopiranosilo
(iso-rubusésido), R' es 1-B-D-glucopiranosilo 'y R? 1-B-D-glucopiranosilo  (iso-rubusésido), R' es 1--D-
glucopiranosilo y R? es 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo (iso-dulcésido A), R'es 1-B-D-glucopiranosilo
y R? es 2-(1-a-L-Ramnopiranosil)-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosa (iso-rebaudidsido C), R'es 2-(1-B-D-
glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo (iso-rebaudiésido
D), R' es 2-(1-p-D-glucopiranosil) 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo (iso-
rebaudiosido E), R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-p-D-xilopiranosil)-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-p-D-
glucopiranosilo (iso-rebaudiésido F), o R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es hidrégeno (éster glucosilico de iso-
esteviol II). Un ejemplo de realizacién comprende el compuesto de féormula Il en la que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y
R? es 2,3-bis-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo. Este compuesto tiene la estructura mostrada en la formula
Il siguiente. En lo sucesivo, este compuesto se denomina iso-rebaudidsido A.
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HO

HO
o H
Ho 97/ ou
HO [H
H HO
HO
Formula Il

En ciertos ejemplos de realizaciones, los isdmeros de glicdsidos de esteviol descritos en la presente memoria
descriptiva pueden ser preparados calentando rebaudiésido A en soluciéon acuosa a una temperatura en el intervalo
de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C (por ejemplo, 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo de
aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo condiciones fuertemente acidas (por ejemplo,
aproximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH 2,0-2,5) durante un periodo de tiempo suficiente (por
ejemplo mas de dos dias, como de dos dias a aproximadamente 11 semanas para producir iso-rebaudidsido A
(férmula Il). En ciertos ejemplos de realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo, al menos 5%, al menos
10%, al menos 25%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso) del material de partida
de rebaudiésido A es convertido en iso-rebaudidsido A. Un informe de la bibliografia sugiere que bajo condiciones
acidas (pH 2,4 a 2,6) el estevidsido o rebaudiésido A son bastante estables a 60°C, pero experimentan cambios
drasticos a 100°C, conduciendo a subproductos de hidrélisis como glucosa, esteV|oIb|OS|do (de estevidsido),
rebaudiosido B (de rebaudiésido A) y compuestos desconocidos que tienen valores de R de TLC o o tz de HPLC
muy apartados de estevidsido o rebaudidésido A. Cuando el estevidsido fue sometido a temperaturas elevadas, se
formo también isoesteviol (férmula IV). (S.S. Chang and J. M. Cook, J. Agric. Food Chern., 31, 409-412 (1983)).

HaC

HO

Férmula IV

Otros informes de la bibliografia han indicado que la hidrdlisis catalizada por acidos de estevidsido produce
isoesteviol (M. Bridel and R. Lavieille, Journal de Pharmacie et de Chimie, 14, 321 -328, y 369 -379 (1931), y J.R.
Hanson and RH. Oliverira, Natural Product Reports, 10, 301-309 (1993)). El isoesteviol se ha mostrado también que
es un producto de reagrupaciéon de Wagner-Meerwein que incluye la inversién del anillo D de esteviol (férmula | en la
que R y R? son cada uno hidrégeno). Por tanto, las explicaciones de la bibliografia sugieren que los glicésidos de
esteviol, por ejemplo, rebaudidsido A, experimentarian cada uno una isomerizacion catalizada por acidos, hasta un
producto resultante que tiene analogamente isoesteviol como el resto de aglicon.

Pero sorprendentemente, se ha encontrado ahora que el tratamiento con acido y calor de glicésidos de esteviol, por
ejemplo, rebaudiésido A, segun la presente invencién produce isémeros de glicésidos de esteviol de formula I, por
ejemplo, iso-rebaudiésido A (férmula Ill), que tienen un resto de aglicon que no es esteviol ni isoesteviol, sino un
nuevo resto de aglicon que tiene un enlace doble desplazado en comparacion con esteviol. El resto de agllcon
inesperado del nuevo compuesto se denomina en lo sucesivo, iso-esteviol Il (véase la formula Il). Cuando R y R?en
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la férmula Il son cada uno hidrégeno, el compuesto se denomina iso-esteviol Il (férmula V).

Férmula V

En ciertos ejemplos de realizaciones, los isomeros de glicésidos de esteviol descritos en la presente memoria
descriptiva pueden ser hidrolizados para separar unidades de glucosa, ramnosa y/o unidades de xilosa. Por tanto,
los isomeros de glicosidos de esteviol, por ejemplo, iso-rebaudiésidos A-F, iso-estevidsido, iso-dulcosido, etc,
pueden ser hidrolizados tras un tratamiento adicional con calor y acido en forma de otros diversos isémeros de
glicosidos de esteviol, por ejemplo, iso-estevidsido, iso-rebaudidsido B, iso-esteviolbidsido, iso-rubosésido, iso-
esteviolmonodsido, éster glucosilico de iso-esteviol Il, etc. Por tanto, como un ejemplo no limitativo, el rebaudiésido A
puede ser isomerizado mediante tratamiento con calor y 4cido hasta iso-rebaudiésido A como un intermedio, que
puede ser seguidamente hidrolizado hasta iso-rebaudiésido B.

En ciertos ejemplos de realizaciones, los materiales de partida de glicésidos de esteviol pueden ser hidrolizados en
primer lugar para separar una o mas unidades de glucosa, ramnosa y/o xilosa y seguidamente ser hidrolizados hasta
isémeros de glicosidos de esteviol. Como un ejemplo no limitativo, el rebaudiésido A puede ser hidrolizado mediante
tratamiento con calor y acido hasta rebaudiosido B como un intermedio, que puede ser seguidamente isomerizado
hasta iso-rebaudiésido B. En ciertos ejemplos de realizaciones, una solucion acuosa acida que tiene un pH en el
intervalo de pH de 1,0-4,0 (por ejemplo, en el intervalo de pH 2,0-2,5) y que comprende rebaudidsido A (es decir, el
compuesto de féormula | en la que R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-
glucopiranosilo es calentado a una temperatura en el intervalo de 30°C a aproximadamente 90°C (por ejemplo, 43°C,
65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo de aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) durante un periodo de
tiempo suficiente (por ejemplo, mas de dos dias, como de dos dias a aproximadamente 11 semanas) para producir
iso-rebaudiésido B (es decir, el compuesto de férmula Il en la que R' es hidrégeno y R? es 2,3-bis-(1-p-D-
glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo. En un ejemplo de realizacién, bajo las condiciones anteriores, el rebaudiésido
A es convertido en primer lugar en iso-rebaudiésido A, que es seguidamente convertido en iso-rebaudiésido B. En
otro ejemplo de realizacion, bajo las condiciones anteriores, el rebaudiésido A es convertido en rebaudiésido B, que
es seguidamente convertido en iso-rebaudiésido B. En ciertos ejemplos de realizaciones, al menos un 1,0% en peso
(por ejemplo, al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 75% o al menos
90% en peso) del material de partida de rebaudiésido A es convertido en iso-rebaudiésido B.

En otros ejemplos de realizaciones, cada uno de los isémeros de glicdsidos de esteviol descritos en la presente
memoria descriptiva puede ser preparado ftratando un glucésido de esteviol adecuado, por ejemplo, el
correspondiente glucdsido de esteviol, con acido y calor segun el método de la invencion. Especificamente, el
estevidsido puede ser calentado en soluciéon acuosa a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 90°C (por ejemplo, 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo de aproximadamente 40°C a
aproximadamente 50°C) bajo condiciones fuertemente &cidas ( por ejemplo, aproximadamente pH 1,0-4,0; como
aproximadamente pH 2,0-2,5) durante un periodo de tiempo suficiente (por ejemplo, mas de dos dias, como desde
dos dias hasta aproximadamente 11 semanas) para producir un compuesto de formula Il en la que R' es 1-B-D-
glucopiranosilo y R? es 2-(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo (iso-esteviésido). En ciertos ejemplos de
realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo, al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 40%,
al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso) del material de partida de esteviosido es convertido en iso-
estevidsido. Analogamente, el rebaudiésido B puede ser calentado en solucion acuosa a una temperatura en el
intervalo de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C, por ejemplo 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo
de aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo condiciones fuertemente acidas (por ejemplo,
aprximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH 2,0-2,5, durante un periodo de tiempo suficiente (por
ejemplo, mas de dos dias, como desde dos dias hasta aproximadamente 11 semanas) para producir un compuesto
de férmula Il en la que R'es hidrégeno y R? es 2,3-bis-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo (iso-rebaudiosido
B). En ciertos ejemplos de realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo, al menos 5%, al menos 10%, al
menos 25%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso) del material de partida de
rvaudidésido B es convertido en iso-rebaudiésido B. El esteviolbiésido puede ser calentado en solucién acuosa a una
temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C (por ejemplo, 43°C, 65°C, 75°C,
85°C o en el intervalo de aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo condiciones fuertemente acidas
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(por ejemplo, aproximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH 2,0-2,5, durante un periodo de tiempo
suficiente (por ejemplo, mas de dos dias, como desde dos dias hasta aproximadamente 11 semanas) para producir
un compuesto de férmula Il en la que R' es hidrégeno y R? es 2-(1-B-D)-1-B-D-glucopiranosilo (iso-eteviolbidsido ).
En ciertos ejemplos de realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo, al menos 5%, al menos 10%, al
menos 25%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso) del material de partida de
esteviolbiésido es convertido en esteviolbidsido. El rubusdsido puede ser calentado en solucion acuosa a una
temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C (por ejemplo, 43°C, 65°C, 75°C,
85°C o en el intervalo de aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo condiciones fuertemente acidas
(por ejemplo pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH 2,0-2,5), durante un periodo de tiempo suficiente (por ejemplo,
mas de dos dias, como desde dos dias hasta aproximadamente 11 semanas) para producir un compuesto de
férmula Il en la que R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 1-B-D-glucopiranosilo (iso-rubosdsido). En ciertos ejemplos
de realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo, al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos
40%, al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso) del material de partida de rubosdsido es convertido en
iso-rubusosido. El esteviolmondsido puede ser calentado en soluciéon acuosa a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C (por ejemplo, 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo de
aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo condiciones fuertemente acidas (por ejemplo,
aproximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH 2,0-2,5) durante un periodo de tiempo suficiente (por
ejemplo, mas de dos dias, como desde dos dias hasta aproximadamente 11 semanas) para producir un compuesto
de formula Il en la que R'es hidrégeno y R? es 1-B-D-glucopiranosa (iso-esteviolmondsido). En ciertos ejemplos de
realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo, al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 40%,
al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso) del material de partida de esteviolmondsido es convertido
en iso-esteviolmondsido. El éster de glucosa de esteviol (formula en la que R'es 1-B-Dy R? es hidrégeno) puede ser
calentado en solucion acuosa a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C
(por ejemplo, 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo de aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo
condiciones fuertemente acidas (por ejemplo, aproximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente 2,0-2,5)
durante un periodo de tiempo suficiente (por ejemplo, mas de dos dias, como desde dos dias hasta
aproximadamente 11 semanas para producir un compuesto de férmula Il en la que R'es 13Dy R? es hidrégeno (
éster glucosilico de iso-esteviol Il). En ciertos ejemplos de realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo, al
menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso)
del material de partida de éster de glucosa de esteviol es convertido en éster glucosilico de iso-esteviol Il. El
dulcésido A puede ser calentado en solucion acuosa a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 90°C (por ejemplo, 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo de aproximadamente 40°C a
aproximadamente 50°C) bajo condiciones fuertemente acidas (por ejemplo, aproximadamente pH 1,0-4,0; como
aproximadamente pH 2,0-2,5) durante un periodo de tiempo suficiente (por ejemplo, mas de dos dias, como desde
dos dias hasta aproximadamente 11 semanas) para producir un compuesto de formula Il en la que R' es 1-B-D-
glucopiranosilo y R? es 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo (iso-dulcésido A). En ciertos ejemplos de
realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo, al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 40%,
al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso) del material de partida de dulcésido A es convertido en iso-
dulcésido A. El rebaudiésido C puede ser calentado en soluciéon acuosa a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C (por ejemplo, 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo de
aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo condiciones fuertemente acidas (por ejemplo,
aproximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH 2,0-2,5) durante un periodo de tiempo suficiente (por
ejemplo mas de dos dias, como desde dos dias hasta aproximadamente 11 semanas) para producir un compuesto
de formula Il en la que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-o-L-ramnopiranosil)-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-
glucopiranosa (iso-rebaudiésido C). En ciertos ejemplos de realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo al
menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso)
del material de partida de rebaudiésido C es convertido en iso-rebaudiosido C. El rebaudiésido D puede ser
calentado en solucion acuosa a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C
(por ejemplo 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo de aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo
condiciones fuertemente acidas (por ejemplo, aproximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH 2,0-2,5)
durante un periodo de tiempo suficiente (por ejemplo, mas de dos dias, como desde dos dias hasta
aproximadamente 11 semanas para producir un compuesto de férmula Il en la que R'es 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-
B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-B-D-glucopiranosil)-1--D-glucopiranosilo (iso-rebaudiésido D). En ciertos
ejemplos de realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al
menos 40%, al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso) del material de partida de rebaudiésido D es
convertido en iso-rebaudiosido D. El rebaudiésido E puede ser calentado en solucién acuosa a una temperatura en
el intervalo de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C (por ejemplo 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el
intervalo de aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo condiciones fuertemente acidas (por ejemplo,
aproximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH 2,0-2,5) durante un periodo de tiempo suficiente (por
ejemplo, mas de dos dias, como desde dos dias hasta aproximadamente 11 semanas) para producir un compuesto
de formula Il en la que R' es 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-p-D-
glucopiranosilo (iso-rebaudidsido E). En ciertos ejemplos de realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo
al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso)
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del material de partida de rebaudiosido E es convertido en iso-rebaudiésido E. El rebaudiésido F puede ser
calentado en solucion acuosa a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C
(por ejemplo 43°C, 65°C, 75°C, 85°C o en el intervalo de aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C) bajo
condiciones fuertemente acidas (por ejemplo, aproximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH 2,0-2,5)
durante un periodo de tiempo suficiente (por ejemplo, mas de dos dias, como desde dos dias hasta
aproximadamente 11 semanas para producir un compuesto de féormula Il en la que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R?
es 2-(1-pB-D-xilopiranosil)-3-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo (iso-rebaudiosido F). En ciertos ejemplos de
realizaciones, al menos un 1,0% en peso (por ejemplo al menos 5%, al menos 10%, al menos 25%, al menos 40%,
al menos 50%, al menos 75% o al menos 90% en peso) del material de partida de rebaudidsido F es convertido en
iso-rebaudiésido F. Pueden ser empleados otros métodos de sintesis, por ejemplo isomerizacién enzimatica. Los
isdomeros de glicésidos de esteviol pueden ser aislados y purificados, por ejemplo, mediante cromatografia,
recristalizacion, etc.

Ejemplos de acidos adecuados para ser usados en la preparacion de isdmeros de glicédsidos de esteviol bajo
condiciones fuertemente acidas incluyen acidos inorganicos como acido fosférico, acido clorhidrico, acido nitrico,
acido sulfurico, etc. y/o acidos organicos como acido citrico, acido malico, acido tartarico, acido lactico, acido
ascorbico, etc. Se incluyen 1 o mas acidos y, opcionalmente la sal del acido correspondiente (por ejemplo acido
citrico y citrato) en la mezcla de reacciéon en una cantidad suficiente para hacer la mezcla de reaccion fuertemente
acida (por ejemplo, para conseguir un valor del pH en el intervalo de aproximadamente pH 1,0-4,0, como
aproximadamente pH 2,0-2,5). Puede ser empleada también una isomerizacion enzimatica.

Los glicosidos de esteviol de formula |, aisladamente o como una mezcla pueden tener un ndmero adicional de
unidades de B-D-glucopiranosilo covalentemente unidas 4—1 a unidades existentes de B-D-glucopiranosilo en R’ y
R? a través de reacciones de transglucosilacion enzimatica con almidén, produciendo una mezcla compleja de
productos. (Véase Kazuhiro Ohtani and Kazuo Yamasaki, Capitulo 7, "Method to improve the taste of the sweet
principles of Stevia rebaudiana”, pag. 145 en el libro titulado "Stevia, The genus Stevia", editado por A. Douglas
Kinghorn, Taylor & Francis, 2002). Estos extractos de estevia modificados con enzimas estan disponibles en el
comercio para ser usados como edulcorantes en productos alimenticios y de bebidas. Los isémeros de glicsidos de
esteviol de férmula Il pueden ser sometidos al mismo tipo de reacciones de transglucosilacion enzimatica,
produciendo una mezcla compleja de productos que son utiles como edulcorantes para productos alimenticios y de
bebidas. Esta también contemplado que el producto de una transglucosilacion enzimatica de glucésido de esteviol
de formula | pueda ser calentado en solucion acuosa a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 90°C (por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 40°C a aproximadamente 50°C, como
43°C) bajo condiciones fuertemente acidas (por ejemplo, aproximadamente pH 1,0-4,0; como aproximadamente pH
2,0-2,5) durante un periodo de tiempo suficiente (por ejemplo, mas de dos dias, como desde dos dias hasta
aproximadamente 11 semanas) para producir una mezcla compleja de productos que tiene el resto aglicon de
férmula Il. Estos productos de isomerizacion pueden ser utiles también como edulcorantes en productos alimenticios
y de bebidas.

En ciertos ejemplos de realizaciones, pueden ser usados isémeros de glicésidos de esteviol que comprenden al
menos un compuesto de formula Il como un potente edulcorante no nutritivo. Los edulcorantes son productos
consumibles comestibles adecuados para el consumo y para ser usados en alimentos y bebidas. Como se usa en la
presente memoria descriptiva “productos consumibles comestibles” significa un alimento o bebida o un ingrediente
para un alimento o bebida para un consumo humano o de animales. Como se usa en la presente memoria
descriptiva, un “edulcorante no nutritivo” es uno que no proporciona un contenido calérico significativo en cantidades
de uso normales, por ejemplo, uno que confiera menos de 5 calorias por 226,8 gramos que sirva para que la bebida
consiga un dulzor equivalente a 10 Brix de azticar. Como se usa en la presente memoria descriptiva, un “edulcorante
potente” significa un edulcorante que es al menos el doble de dulce que el azucar (sacarosa), es decir, un
edulcorante que sobre una base en peso no necesite mas de la mitad del peso de azucar para conseguir un dulzor
equivalente. Por ejemplo, un edulcorante potente puede requerir menos de la mitad del peso de azucar para
conseguir un dulzor equivalente en una bebida edulcorada hasta un nivel de 10° Brix con azucar.

En ciertos ejemplos de realizaciones, un edulcorante puede comprender al menos un compuesto de férmula Il y,
opcionalmente, un material de carga, un agente de relleno como dextrosa, maltodextrina, eritritol, tagatosa, o una
combinacion de eritritol y tagatosa, polidextrosa y/o un agente antiapelmazante.

En ciertos ejemplos de realizaciones, uno o mas de los isomeros de glicésidos de esteviol descritos en la presente
memoria descriptiva pueden estar presentes como un edulcorante no nutritivo en un producto de bebida. En ciertos
ejemplos de realizaciones, el producto de bebida incluye una cantidad edulcorante de iso-rebaudiésido A (es decir,
el compuesto de férmula Il en la que R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-3-D-
glucopiranosilo). En ciertos ejemplos de realizaciones, el producto de bebida incluye al menos 0,005% en peso (por
ejemplo, al menos 0,01%, al menos 0,02%, al menos 0,03% en peso) de iso-rebaudidésido A. En ciertos ejemplos de
realizaciones, el producto de bebida incluye una cantidad edulcorante de iso-rebaudiésido B (es decir, el compuesto
de formula 1l en la que R' es hidrégeno y R? es 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo). En ciertos
ejemplos de realizaciones, el producto de bebida incluye al menos 0,005% en peso (por ejemplo, al menos 0,01%, al
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menos 0,02%, al menos 0,03% en peso) de iso-rebaudidsido B.

Ejemplos de productos de bebidas incluyen un liquido acuoso y un compuesto de féormula Il e incluye bebidas como,
por ejemplo, formulaciones liquidas listas para beber, concentrados de bebidas y similares. Las bebidas incluyen,
por ejemplo, bebidas no alcohdlicas carbonatadas y no carbonatadas, bebidas refrescantes, bebidas congeladas
listas para beber, bebidas congeladas carbonatadas, concentrados liquidos, concentrados en polvo, bebidas de
café, bebidas de té, bebidas de productos lacteos, bebidas aromatizadas, aguas minerales, zumos de frutas,
bebidas aromaticas con zumos de frutas, bebidas con sabores de frutas, bebidas para deportistas, bebidas de soja,
bebidas de verduras, bebidas basadas en cereales (por ejemplo, bebidas de malta), bebidas fermentadas (por
ejemplo, yogurt y kéfir), bebidas alcohdlicas y mezclas de cualesquiera de ellas. Ejemplos de fuentes de zumos de
frutas incluyen frutas citricas, por ejemplo, naranja, uvas, limén y lima, bayas, por ejemplo, arandano encarnado,
frambuesa, arandano americano y fresa, manzana, uvas, pifia, ciruela, pera, melocotén, cereza, mango y granada.
Los productos de bebidas incluyen productos en botella, bote y cartdn y aplicaciones de jarabes para refrescos.

Los términos “concentrado para bebidas” y “jarabe” se usan de forma intercambiable en toda esta descripcion. Al
menos ciertos ejemplos de realizaciones de los concentrados de bebidas contemplados se preparan con un volumen
inicial de agua al que se afiaden los ingredientes adicionales. Se pueden formar composiciones para bebidas de
concentracion completa a partir del concentrado de bebida afiadiendo volumenes adicionales de agua al
concentrado. Normalmente, por ejemplo, se pueden preparar bebidas de concentraciéon completa a partir de los
concentrados combinando aproximadamente 1 parte de concentrado con entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 7 partes de agua. En ciertos ejemplos de realizaciones, la bebida de concentracion completa se
prepara combinando 1 parte de concentrado con 5 partes de agua. En ciertos ejemplos de realizaciones, el agua
adicional usada para formar las bebidas de concentracidon completa es agua carbonatada. En otras ciertas
realizaciones, se prepara directamente una bebida de concentraciéon completa sin la formacién de un concentrado y
posterior elucion.

En ciertos ejemplos de realizaciones, uno o mas de los isomeros de glicésidos de esteviol descritos en la presente
memoria descriptiva puede estar presente como un edulcorante no nutritivo en un producto alimenticio. Los
productos alimenticios comprenden al menos un componente alimenticio, es decir, cualquier material comestible
adecuado para consumo humano o de animales, tanto si es como si no es completa o parcialmente digestibles.
Ejemplos no limitativos de componentes alimenticios incluyen proteinas, hidratos de carbono, grasas, vitaminas,
minerales, etc. Los productos alimenticios que comprenden un compuesto de férmula Il descrita en la presente
memoria descriptiva incluyen, por ejemplo harina de avena, cereal, articulos cocidos (por ejemplo, bizcochos,
galletas, tartas, chocolatinas, panes, etc.), productos de aperitivos (por ejemplo, patatas fritas, tortilla de patatas,
palomitas de maiz, barritas de aperitivos, tartas de arroz, etc.) y otros productos alimenticios basados en cereales.
Todas las variaciones, alternativas, opciones, etc., expuestas en cualquier otro lugar en esta descripcion son
aplicables a las realizaciones alimenticias de la invencion.

Debe entenderse que los productos alimenticios o de bebidas de acuerdo con esta descripcion pueden tener
cualquiera de las numerosas formulaciones o constituciones especificas diferentes. La formulacién del producto
alimenticio o de bebida de acuerdo con esta descripcién puede variar en cierta medida, dependiendo de factores
como el segmento del mercado previsto para el producto, sus caracteristicas nutricionales deseadas, perfil de gusto
y similares. Por ejemplo, generalmente sera una opcién afadir ingredientes adicionales a la formulaciéon de una
realizacién particular de alimento o bebida, que incluyen cualesquiera de las formulaciones de alimentos o bebidas
descritos en la presente memoria descriptiva. Pueden ser afnadidos edulcorantes adicionales (es decir, mas y/o
otros). Los acidulantes, aromas, colorantes, electrolitos, minerales, complementos nutricionales no minerales,
zumos de frutas y otros productos de frutas, agentes para dar sabor, agentes para enmascarar sabores y similares,
potenciadores del sabor, agentes tamponantes, espesantes, emulsionantes, productos en forma de particulas
comestibles, agentes antiespumantes, conservantes, agentes de carbonatacién y sus mezclas pueden ser afiadidos
normalmente a cualesquiera formulaciones para variar el gusto, textura para el paladar, caracteristicas nutricionales,
funcionalidad, etc. del producto alimenticio o de bebida. Los ejemplos de ingredientes complementarios nutricionales
no minerales son conocidos por un experto en la técnica e incluyen, por ejemplo antioxidantes y vitaminas que
incluyen las vitaminas A, D, E (tocoferol), C (acido ascdrbico) B (tiamina), B> (riboflavina), Bs, B12 y K, niacina, acido
félico, biotina y sus combinaciones. Los complementos nutricionales no minerales opcionales estan presentes
normalmente en cantidades generalmente aceptadas bajo las practicas de fabricacidon de articulos. Ejemplos de
cantidades son entre aproximadamente 1% y aproximadamente 100% RDV (valor diario recomendado), cuando este
RDV esté establecido. En ciertos ejemplos de realizaciones, el (o los) ingrediente(s) complementario(s)
nutricional(es) no mineral(es) esta(n) presente(s) en una cantidad de aproximadamente 5% a aproximadamente 20%
de RDV, cuando esté establecido. Los ingredientes adecuados adicionales y alternativos seran reconocidos por los
expertos en la técnica considerando el aprovechamiento de esta descripcion.

Ciertos ejemplos de realizaciones de bebidas carbonatadas descritas en la presente memoria descriptiva son
bebidas carbonatadas con sabor de cola, que comprenden de forma caracteristica agua carbonatada, un compuesto
de formula 1l, extracto de nuez de cola y/o otros sabores de cola, colorante de caramelo, un acidulante (por ejemplo,
acido fosforico) y opcionalmente otros ingredientes como otros colorantes. Otros ciertos ejemplos de realizaciones
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de bebidas carbonatadas descritas en la presente memoria descriptiva son bebidas carbonatadas con sabores
citricos (por ejemplo limén-lima, uva, limén, lima, etc.), que comprenden de forma caracteristica agua carbonatada,
un compuesto de férmula IlI, aroma citrico, un acidulante (por ejemplo, acido citrico) y opcionalmente otros
ingredientes como agentes colorantes y/o otros edulcorantes. En ciertos ejemplos de realizaciones, se proporciona
un concentrado de bebida que comprende agua, un compuesto de férmula I, sabor de cola, colorante de caramelo,
un acidulante (por ejemplo, &cido fosférico) y opcionalmente otros ingredientes como otros edulcorantes. En ciertos
ejemplos de realizaciones, se proporciona un concentrado de bebida que comprende agua, un compuesto de
férmula 11, sabor citrico, un acidulante (por ejemplo, acido citrico) y opcionalmente otros ingredientes como agentes
colorantes y/o otros edulcorantes.

En al menos ciertos ejemplos de realizacién de los productos alimenticios y de bebidas descritos en la presente
memoria descriptiva, pueden ser incluidos otros edulcorantes adicionales, por ejemplo, edulcorantes nutritivos o
edulcorantes no nutritivos. Ejemplos no limitativos de edulcorantes nutritivos incluyen sacarosa, sacarosa liquida,
fructosa, fructosa liquida, glucosa, glucosa liquida, jarabe de glucosa-fructosa de fuentes naturales como manzana,
achicoria, agave, miel, etc., por ejemplo, jarabe de maiz con elevado contenido de fructosa, jarabe de achicoria,
jarabe de agave, azucar invertido, azucar invertido medio, jarabe de arce, azucar de arce, miel, melazas de azucar
marrén, etc., melazas de cafia de azucar y melazas de azucar de remolacha, jarabe de sorgo y mezclas de
cualesquiera de ellos. Estos edulcorantes estan presentes en al menos ciertos ejemplos de realizaciones en una
cantidad de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 20% en peso del producto alimenticio o de bebida acabado,
como desde aproximadamente 6% hasta aproximadamente 16% en peso, dependiendo del nivel deseado de dulzor
para el producto alimenticio o de bebida acabado. Los edulcorantes nutritivos pueden estar presentes en
realizaciones de concentrados de bebidas hasta aproximadamente 60% en peso del concentrado de bebida.

Ejemplos no limitativos de potentes edulcorantes naturales no nutritivos que pueden ser incluidos en productos
alimenticios y de bebidas incluyen rebaudiésido A, estevidsido, otros glicésidos de esteviol, extractos de Stevia
rebaudiana, Lo Han Guo (LHG), por ejemplo, concentrado de jugo de LHG o polvo de LHG, taumatina, monolina,
brazeina, monatina, y mezclas de cualesquiera de ellos. El LHG, si se usa, puede tener, por ejemplo, un contenido
de mogroésido V de aproximadamente 2 a aproximadamente 99%. En ciertos ejemplos de realizaciones, se
proporciona un producto alimenticio o de bebida que comprende una mezcla de un compuesto de férmula Il y LHG
que tiene un contenido de mogrésido V de al menos 30%. En ciertos ejemplos de realizaciones, el LHG en la mezcla
tiene un contenido de mogrésido V de aproximadamente 45%, mas o menos 5%. En cierto ejemplo de realizacion,
una mezcla que comprende LHG y un compuesto de férmula Il proporciona al menos un 10% del dulzor en un
producto alimenticio o de bebida. En ciertos ejemplos de realizaciones, la mezcla proporciona aproximadamente 1/3
a aproximadamente 2/3 del dulzor. Otros ejemplos de edulcorantes no nutritivos incluyen sorbitol, manitol, xilitol,
glicirricina, maltitol, maldosa, lactosa, xilosa, arabinosa, isomalta, lactitol, trehalulosa, ribosa, fruto-oligosacaridos y
mezclas de cualesquiera de ellos. Opcionalmente, el componente de edulcorante puede incluir eritritol, tagatosa y
una combinacién de eritritol y tagatosa o polidextrosa. En ciertos ejemplos de realizaciones, se proporciona un
producto alimenticio o de bebida que comprende un compuesto de férmula Il en eritritol, tagatosa o una combinacion
de eritritol y tagatosa.

Ejemplos no limitativos de edulcorantes artificiales no nutritivos que pueden ser incluidos en productos alimenticios y
de bebidas incluyen edulcorantes basados en péptidos, por ejemplo, aspartamo, neotamo y alitamo y edulcorantes
basados en productos no péptidos, por ejemplo, sacarina de sodio, sacarina de calcio, acesulfamo (que incluye, pero
sin limitacion acesulfamo de potasio), ciclamato (que incluye, pero sin limitacion ciclamato de sodio y/o ciclamato de
calcio), dihidrocalcona de neohesperidina, sacralosa y mezclas de cualesquiera de ellos. Los edulcorantes no
nutritivos potentes son empleados normalmente a un nivel de miligramos por 28,35 gramos de alimento o bebida
segun su poder edulcorante, cualesquiera previsiones reguladoras aplicables del pais en el que va a ser
comercializado el alimento o bebida, el nivel deseado de dulzor del alimento o bebida, etc. Se incluyen mezclas de
cualesquiera de los edulcorantes nutritivos y no nutritivos anteriores en el alcance de la invencion descrita. Estar
adentro de la capacidad de los expertos en la técnica, aprovechando la ventaja de esta descripcion, seleccionar
edulcorantes adicionales o alternativos adecuados para ser usados en diversas realizaciones de los productos
alimenticios y de bebidas descritos en la presente memoria descriptiva.

Los expertos en la técnica comprenderan que, por motivos de conveniencia, algunos ingredientes se describen en la
presente memoria descriptiva en ciertos casos haciendo referencia a la forma original del ingrediente en el que es
afadida la formulaciéon del producto de bebida. Esta forma original puede diferir de la forma en la que el ingrediente
se encuentra en el producto alimenticio o de bebida acabado. Por tanto, por ejemplo, en ciertos ejemplos de
realizaciones de los productos de bebidas de cola de esta descripcion, la sacarosa y la sacarosa liquida
normalmente se disolveran y dispersaran de forma sustancialmente homogénea en la bebida. Analogamente, otros
ingredientes identificados como un sdlido, concentrado (por ejemplo, concentrado de jugo), etc. normalmente se
dispersaran homogéneamente en todo el producto alimenticio o de bebida, en lugar de permanecer en su forma
original. Por tanto, una referencia a la forma de un ingrediente de una formulaciéon de producto alimenticio o de
bebida no debe ser considerada como una limitacion de la forma del ingrediente en el producto alimenticio o de
bebida, sino como un medio conveniente de describir el ingrediente como un componente aislado de la formulacion
del producto.
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En al menos ciertos ejemplos de realizaciones, los productos alimenticios y de bebidas descritas en la presente
memoria descriptiva pueden ser conservados mediante pasteurizacion. El procedimiento de pasteurizacién puede
incluir, por ejemplo, un tratamiento a temperatura ultra-elevada (UHT) y/o un tratamiento de tiempo corto a
temperatura elevada (HTST). El tratamiento UHT incluye someter el producto alimenticio o de bebida a temperaturas
elevadas, como mediante inyeccion directa de vapor de agua o infusion de vapor de agua o calentamiento indirecto
en un intercambiador de calor. Generalmente, después de que el producto es pasteurizado, el producto puede ser
enfriado lo necesario mediante la composicion/configuracién del producto particular y/o la aplicacion de relleno del
envase. Por ejemplo, en una realizacién, el producto alimenticio o de bebida es sometido a un calentamiento a
aproximadamente 85°C hasta aproximadamente 121°C durante un periodo de tiempo corto, por ejemplo,
aproximadamente 1 a 60 segundos, seguidamente es rapidamente enfriado a aproximadamente 2,2°C +/- 2,8°C
para productos refrigerados, a temperatura ambiente para productos estables o refrigerados en almacenamiento y a
aproximadamente 85°C +/- 5,5°C para aplicaciones de relleno en caliente para productos estables en
almacenamiento. El procedimiento de pasteurizacion se realiza normalmente en un sistema cerrado, con el fin de no
exponer el producto alimenticio o de bebida a la atmésfera u otras posibles fuentes de contaminacién. Pueden ser
utiles también otras técnicas de pasteurizacion o esterilizacion como, por ejemplo, envasado aséptico,
pasteurizacién de tunel o tratamiento en retorta. Generalmente, los métodos de pasteurizacion en tunel usan
normalmente temperaturas inferiores durante un periodo de tiempo mas largo, por ejemplo, aproximadamente 71°C
durante 10-15 minutos y los métodos de retorta normalmente usan, por ejemplo aproximadamente 121°C durante 3-
5 minutos a presion elevada, es decir a una presién por encima de 1 atmoésfera. Ademas, los procedimientos de
pasteurizacion multiples se pueden llevar a cabo en serie 0 en paralelo, como sea necesario para el producto o
ingredientes de alimentos o bebidas.

Los siguientes ejemplos son realizaciones especificas de la presente invencion, pero no esta previsto que la limiten.
Ejemplo 1

Sintesis de iso-rebaudiésido A: Se disuelve rebaudidsido A (0,5 g) en una solucién tamponante de citrato acuoso
(aproximadamente pH 2,0) y se calenté durante 10 semanas a aproximadamente 43,3°C. La mezcla de reaccion
seguidamente se liofilizé y seguidamente se sometié a una columna de gel de silice (1 x 20 cm) eluyendo con un
sistema disolvente de 70% de acetona, 15% de trietilamina y 15% de agua. Se aislaron dos fracciones, de las que la
fraccion 2 contenia rebaudidsido A e iso-rebaudiésido A. Después de concentrar, se aislaron aproximadamente 6 mg
de aceite de la fraccion 2. El aceite se disolvio en D,O (0,6 ml) y se dejé a temperatura ambiente durante
aproximadamente tres dias. Se formaron cristales de agujas transparentes incoloras (1-2 mg) y se aislaron para un
analisis.

Ejemplo 2
Analisis de iso-rebaudidsido A:

Una pequefia cantidad del producto cristalino del Ejemplo 1 se analizé mediante RMN proténica y se comparé con el
espectro del rebaudiésido A parental (D,O, 400 MHz, 'H-RMN). Los dos compuestos no eran iguales, lo que mostré
que se habia formado un nuevo isémero. Las figuras 1 y 2 contienen los espectros RMN proténicos de rebaudiosido
A estandar e iso-rebaudiésido A, respectivamente. La Figura 3 muestra una superposicion de los dos espectros.

Las muestras de rebaudidsido A estandar y el producto cristalino del ejemplo 1 fueron sometidas a un analisis
espectral de masas (modo idnico positivo ESI). Ambos compuestos mostraron el peso molecular esperado para
rebaudiosido A de 966,5 amu y modelos similares de fragmentacion. Las figuras 4 y 5 muestran los espectros de
masas de rebaudidsido A e iso-rebaudidsido A, respectivamente.

Los analisis se realizaron en una columna analitica de fase inversa C-18 (Alltima 2.1 x 250 mm) a un caudal de
0,250 ml/min con deteccién a 210 nm y deteccién por dispersidon de luz evaporativa (ELSD). La columna fue
previamente equilibrada con agua que contenia 0,1% de acido trifluoroacético (disolvente A). El disolvente B era
acetonitrilo que contenia 0,1% de acido trifluoroacético. Las condiciones del gradiente fueron:
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Tiempo (min) Disolvente A % Disolvente B %
0 100 0
3 100 0
35 5 95
40 5 95
41 0 00
50 0 100

El producto del ejemplo 1 fue inyectado en agua (5 pl) dando lugar a dos picos en una relacion de 30:70 que no
fueron resueltos en linea de base, eluyendo el pico menor a los 22,523 minutos y eluyendo el pico mayor a los
22,680 minutos. Se realizé un rebaudiésido A estandar en la HPLC bajo las mismas condiciones y se mostré que era
el pico que eluia a 22,523 min. El mismo rebaudiésido A estandar fue enriquecido con una pequefia cantidad del
producto cristalino del ejemplo 1, y entonces el experimento en la HPLC puso de manifiesto un area del pico
proporcionalmente aumentada a 22,680 minutos.

El rebaudiésido A y su isémero fueron resueltos en linea de base inyectando la mezcla de reaccién de 10 semanas
en bruto del ejemplo 1 en la misma columna de fase inversa C-18, eluyendo con una mezcla isocratica que consistia
en acetonitrilo: agua 30:70 con 0,1% de acido férmico, a un caudal de 0,25 ml/min. La resolucion de linea de base se
obtuvo también usando un gradiente de 15 minutos de 95% de agua a acetonitrilo a un caudal de 0,25 mil/min. Bajo
estas condiciones, el rebaudiésido A eluyé a aproximadamente 10,9 minutos y el iso-rebaudiosido A eluyd a
aproximadamente 12,2 minutos (Figura 6). La deteccion mediante LC/MS (ESI-MS) exhibié un ion molecular de 989
(M+23, el aducto de ion Na) para el pico de iso-rebaudiésido A a 12,2 minutos (Figura 7). Un rebaudiésido A
estandar e iso-rebaudiésido A aislado fueron analizados separadamente mediante LC/MS. El rebaudidsido A
estandar eluyé a 11,08 minutos (Figura 8), correspondiente al pico de 10,9 minutos en la Figura 6 y el iso-
rebaudidsido A aislado eluyé a 12,1 minutos (Figura 9), correspondiente al pico de 12,2 minutos en la Figura 6.
Tanto el producto estdndar como el aislado tenian un ion molecular de 989 (Figuras 10 y 11, respectivamente). Una
mezcla de reaccion de 10 semanas en bruto del ejemplo 1 enriquecida con iso-rebaudiésido A aislado fue analizada
mediante LC/MS. El iso-rebaudidésido A anadido eluyd conjuntamente y aumentd el area del pico a 12,2 minutos
(Figura 12, comparese con la Figura 6) y el espectro de masas del pico de 12,2 minutos proporcioné todavia un ion
molecular de 989 (Figura 13).

Los datos espectrales de RMN, HPLC y de masas confirmaron conjuntamente de forma inequivoca que el nuevo
compuesto iso-rebaudiésido A era un derivado quimicamente distinto de rebaudidsido A.

Ejemplo 3

Sintesis de iso-rebaudiodsido A: Se disolvié rebaudidsido A (5 g) en una solucién acuosa de tampdn de citrato (pH 2,
100 mM, 200 ml) y se calent6 a aproximadamente 75°C. El progreso de la reaccion se verificd a través de HPLC y
cuando la relacion de iso-rebaudiésido A a rebaudidsido A era mayor que 75% (72 horas) la mezcla de reaccion se
evapord hasta un sdlido cristalino pegajosos. La mezcla de productos se hizo pasar a través de una columna de
silice (10 x 40 cm) eluyendo con acetona: agua:trietiiamina (70:15:15) para proporcionar un aceite vitreo
(aproximadamente 1,0 g). Un analisis mediante HPLC mostré la presencia de rebaudiésido A e iso-rebaudidsido A
junto con una gran cantidad de material aparentemente hidrolizado correspondiente a la pérdida de uno o mas
restos de azucares (por ejemplo, iso-esteviosido, iso-rebaudidsido B, iso-rubusoésido, iso-esteviolbidsido, iso-
esteviolmondsido, etc.).

El aceite vitreo se disolvio en agua (3 ml) y se separ6 mediante HPLC semi-preparativa (columna semi-preparativa
Alltech Alltima C-18, 10 x 250 nm, caudal de 5 ml/min, composicion del disolvente de 30% de acetonitrilo en agua
con 0,1% de acido férmico). Se hicieron inyecciones repetidas, 15 en total, y se recogié un pico que eluia a 13,7
minutos, las fracciones se recogieron y se concentraron hasta un polvo blanco (23 mg de iso-rebaudiésido A aislado
y purificado). El polvo blanco se puso en suspension en primer lugar en agua (2 ml) y se centrifugd. El sélido residual
se disolvié en acetonitrilo caliente (200 pl) seguido de la adicién de agua (200 pl) y se dejo sedimentar a temperatura
ambiente durante 5 dias tras lo cual aparecieron lentamente cristales en la forma de grandes agujas. La mezcla se
sometio a una cristalografia de rayos X sin perturbar los cristales. Los cristales se separaron de la parte liquida y las
dos muestras se secaron separadamente bajo alto vacio durante tres dias. Los cristales secos se usaron para
obtener datos de cristalografia de rayos X.

Se obtuvo una estructura de cristal de rayos X de iso-rebaudiésido A y se dilucidé la estructura (véase la Figura 14).
Para fines de comparacion, se obtuvo una estructura de cristal de rayos X para rebaudiésido A estandar y se
dilucido la estructura (Figura 15). Un analisis de cristalografia de rayos X mostré inesperadamente que la estructura
tridimensional de iso-rebaudidsido A tiene un enlace doble endociclico en el anillo de cinco miembros, con un grupo
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metilo externo, como se puso de manifiesto por la longitud del enlace mas corto entre los atomos de carbono 15 y
16. La estructura cristalina de rebaudidésido A mostré el enlace doble exociclico esperado, como se puso de
manifiesto por la longitud del enlace mas corto entre los atomos de carbono 15y 17. Véase la Figura 16 para una
comparacioén de las longitudes de los enlaces. Por tanto, sorprendentemente, la estructura de iso-rebaudidsido A se
mostré que era un producto del desplazamiento de enlaces dobles catalizado por acidos y no un producto de
reagrupacion de Wagner-Meerwein, como estaba previsto basado en informes de la bibliografia en los que, bajo
condiciones de calor y acidos, el esteviol se convertia en iso-esteviol.

Ejemplo 4

Se disolvioé iso-rebaudiosido A de la muestra de cristalografia de rayos X del ejemplo 3 en agua a una concentracion
de 1.000 ppm, y se encontrd, mediante un conjunto de valoracién de cinco personas, que tenia una intensidad del
dulzor similar a una solucién de sacarosa al 7%; por lo tanto, su potencia de dulzor se estimé que era 70 veces la de
la sacarosa.

Ejemplo 5

Se ajustaron seis reacciones bajo condiciones idénticas a las del ejemplo 3 excepto para las temperaturas: las
reacciones a 43°C, 65°C, 75°C, 85°C y 90°C fueron ajustadas y seguidas mediante deteccién de HPLC-MS o UV
(210 nm). Se observo que a temperaturas elevadas se producia una hidrélisis extensiva, siendo hidrolizada la mayor
parte de rebaudiosido A, separandose uno o mas restos de azucares segun se determind mediante analisis de
HPLC-MS a medida que se desarrollaba la reaccion.

Ejemplo 6

Se realizaron dos estudios sobre la dependencia del pH de la sintesis de iso-rebaudiésido A (comp. X) a partir de
rebaudiosido A (Reb. A). El rebaudiosido A se disolvié a la misma concentraciéon en una serie de soluciones de acido
citrico, que tenian cada una un pH diferente. Las soluciones se calentaron a 43°C durante 11 semanas. Se realiz6
un estudio con soluciones a pH 2,0, 4,0 y 7,0. El otro estudio se realizé con soluciones a pH 2,5, 3,0 y 3,5. Los
resultados de los dos estudios se muestran en la Figuras 17 y 18, respectivamente, en las que Reb A representa
rebaudiosido A y Comp. X represente iso-rebaudiésido A. En la Figura 17, la concentracion de iso-rebaudiésido A a
pH 2, alcanza un pico en la semana 9 y posteriormente disminuye. La concentracion de rebaudiésido A a pH 2
continla disminuyendo después de la semana 9. Esto indica que el propio iso-rebaudiosido A esta siendo
degradado/hidrolizado en forma de otros isémeros de glicdsidos de esteviol, por ejemplo, iso-rebaudiésido B, etc.

Ejemplo 7

Se realiz6 un estudio sobre la dependencia de la temperatura de la sintesis de iso-rebaudiésido A (Comp. X) a partir
de rebaudiésido A (Reb. A). El rebaudiésido A se disolvié a la misma concentracion en una serie de soluciones de
acido citrico, todas a pH 2,5. Cada una de las soluciones se mantuvo a una temperatura diferente (21°C, 32°C y
43°C) durante 11 semanas. Los resultados del estudio se muestran en la Figura 19.

Ejemplo 8

Se sintetiz6 iso-rebaudiésido B (formula VI) y se purificé segun el procedimiento expuesto en el ejemplo 3, bajo
condiciones de reaccion mas favorables a la formacion de iso-rebaudiésido B. Estas condiciones de reaccion
incluyen un tiempo de reaccion mas largo y/o una temperatura de reaccion superior a las del ejemplo 3. El iso-
rebaudiosido B se purifico mediante HPLC semi-preparativa y el iso-rebaudiésido B purificado se analizd6 mediante
RMN protonica y se comparé con el espectro RMN de una muestra de referencia de rebaudidsido B (D,O, 400 MHz,
1H-RMN). Las Figuras 20 y 21 muestran los espectros RMN protonicos de rebaudidésido B estandar e iso-
rebaudiosido B, respectivamente, con secciones expandidas para mostrar los detalles. La Figura 22 muestra una
superposicion de los dos espectros RMN. La Figura 22 muestra dos diferencias facilmente discernibles entre los dos
compuestos. El espectro de iso-rebaudiésido B tiene tres singletes de grupos metilo mientras que el espectro de
rebaudiosido B tiene solamente dos. También, en la regiéon de alquenilo de aproximadamente 5,2 ppm, el pico de
alquenilo de dos protones para rebaudiésido B esté ligeramente por debajo de campo del pico de un protén de iso-
rebaudiosido B.

Se realizaron analisis en HPLC analitica de fase inversa segun el procedimiento expuesto en el ejemplo 2. La Figura
23 muestra una superposicion de restos de HPLC para tres muestras: un rebaudiésido B estandar, iso-rebaudiésido
B y una mezcla 1:1 de los dos. La Figura 23 muestra que los picos para rebaudiésido B e iso-rebaudiésido no estan
separados en linea de base bajo estas condiciones sino que pueden ser distinguidas. Los espectros de UV-VIS y de
masas son esencialmente idénticos para los dos compuestos. El iso-rebaudidsido B aislado a partir de la mezcla de
reaccion parece que tiene todavia aproximadamente un 26% de rebaudiésido B después de comparar los restos de
HPLC y espectros de RMN para los dos compuestos.

13



10

15

20

25

30

35

ES 2375645 T3

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula Il

HiC

R'—0 B °

o—R?

Formula 1l
en la que R' es 1-B-D-glucopiranosilo o 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1--D-glucopiranosilo y R? es hidrégeno, 1-B-D-
glucopiranosilo, 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-f-D-glucopiranosilo, 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo,
2-(1-a-L-ramnopiranosil)-1-f-D-glucopiranosilo, 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-p-D-
glucopiranosilo o 2-(1-p-D-xilopiranosil-3-(1-B-D-glucopiranosil)-1-f-D-glucopiranosilo.
2. El compuesto de la reivindicacion 1,
en el que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, o
en el que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-pB-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, o
en el que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 1-B-D-glucopiranosilo, o
en el que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-B-D-xilopiranosil)-3-(1-B-D-glucopiranosil)-1--D-glucopiranosilo, o
en el que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es hidrégeno, o
en el que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, o

en el que R' es 1-p-D-glucopiranosio y R? es 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-3-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-
glucopiranosilo.

3. El compuesto de la reivindicacion 1,

en el que R' es 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-B-D-glucopiranosil)-1-p-D-
glucopiranosilo, o

en el que R'es 2-(1-p-D-glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo,
o

en el que R'es 2-(1-pB-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo y R? es hidrégeno, o
en el que R'es 2-(1-pB-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo y R es 1-B-D-glucopiranosilo, o

en el que R' es 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosiio y R? es 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-1-p-D-
glucopiranosilo, o

en el que R' es 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo 'y R? es 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-3-(1-p-D-
glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo, o

en el que R' es 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2-(1-B-D-xilopiranosil)-3-(1-B-D-glucopiranosil)-
1-B-D-glucopiranosilo), o

en el que el compuesto es aislado y purificado.
4. Un producto de bebida, que comprende
un liquido acuoso, y

un compuesto de formula Il segun la reivindicacion 1.
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5. El producto de bebida de la reivindicacion 4, en que el producto de bebida se selecciona entre el grupo que
consiste en bebidas carbonatadas, bebidas no carbonatadas, bebidas refrescantes, bebidas carbonatadas
congeladas, concentrados en polvo, concentrados de bebidas, zumos de frutas, bebidas con sabor a zumos de
frutas, bebidas con sabores a frutas, bebidas para deportistas, bebidas energéticas, bebidas de agua
mineral/mejoradas, bebidas de soja, bebidas de verduras, bebidas basadas en cereales, bebidas de malta, bebidas
fermentadas, bebidas de yogur, kefir, bebidas de café, bebidas de té, bebidas lacteas y mezclas de cualesquiera de
ellas,

(o]

el producto de bebida de la reivindicacion 4, que comprende adicionalmente un edulcorante seleccionado entre el
grupo que consiste en glucésido de esteviol, extractos de Stevia rebaudiana, Lo Han Guo, concentrado de jugo de
Lo Han Guo, polvo de Lo Han Guo, mogrésido V, taumatina, monelina, brazeina, monatina, eritritol, tagatosa,
sacarosa, sacarosa liquida, fructosa, fructosa liquida, glucosa, glucosa liquida, jarabe de maiz con elevado
contenido de fructosa, azucar invertido, aztcar invertido medio, jarabe de arce, azdcar de arce, miel, jarabe de
achicoria, jarabe de agave, melazas de azUcar marrén, melazas de cafa de azucar, melazas de remolacha
azucarera, jarabe de sorgo, sorbitol, manitol, maltitol, xilitol, glicirricina, malitol, maltosa, lactosa, xilosa, arabinosa,
isomalta, lactitol, trehalulosa, ribosa, fructo-oligosacaridos, aspartamo, neotamo, alitamo, sacarina de sodio, sacarina
de calcio, acesulfamo potasio, ciclamato de sodio, ciclamato de calcio, neohesperidina, dihidrocalcona, sucralosa,
polidextrosa y mezclas de cualesquiera de ellos.

6. El producto de bebida de la reivindicacion 4, en el que R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-p-D-
glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, en que el producto de bebida es un concentrado de bebida y que comprende
adicionalmente rebaudiésido A, o

en que R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, en que el producto
de bebida es una bebida carbonatada y que comprende adicionalmente rebaudidsido A.

7. El producto de bebida de la reivindicacion 4, que comprende una cantidad edulcorante del compuesto de formula
Il, en la que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, o el producto de
bebida de la reivindicacion 4, que comprende al menos 0,005% en peso del compuesto de féormula Il, en la que R'es
1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-f-D-glucopiranosilo.

8. Un producto alimenticio, que comprende:
un componente alimenticio, y
un compuesto de férmula Il segun la reivindicacion 1.

9. El producto alimenticio de la reivindicacién 8, en que el producto alimenticio se selecciona entre el grupo que
consiste en harina de avena, cereal, articulos cocidos, bizcochos, galletas, tartas, chocolatinas, panes, productos de
aperitivos, patatas fritas, tortilla de patatas, palomitas de maiz, barritas de aperitivos, tartas de arroz y productos
alimenticios basados en cereales, o

el producto alimenticio de la reivindicacion 8, que comprende adicionalmente un edulcorante seleccionado entre el
grupo que consiste en glucésido de esteviol, extractos de Stevia rebaudiana, Lo Han Guo, concentrado de jugo de
Lo Han Guo, polvo de Lo Han Guo, mogrésido V, taumatina, monelina, brazeina, monatina, eritritol, tagatosa,
sacarosa, sacarosa liquida, fructosa, fructosa liquida, glucosa, glucosa liquida, jarabe de maiz con elevado
contenido de fructosa, azucar invertido, azucar invertido medio, jarabe de arce, azlcar de arce, miel, jarabe de
achicoria, jarabe de agave, melazas de azlcar marrén, melazas de cafa de azucar, melazas de remolacha
azucarera, jarabe de sorgo, sorbitol, manitol, maltitol, xilitol, glicirricina, malitol, maltosa, lactosa, xilosa, arabinosa,
isomalta, lactitol, trehalulosa, ribosa, fructo-oligosacaridos, aspartamo, neotamo, alitamo, sacarina de sodio, sacarina
de calcio, acesulfamo potasio, ciclamato de sodio, ciclamato de calcio, neohesperidina, dihidrocalcona, sucralosa,
polidextrosa y mezclas de cualesquiera de ellos.

10. El producto alimenticio de la reivindicacion 9, en que el glucésido de esteviol es rebaudidsido A 'y en el que R'es
1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-f-D-glucopiranosilo.

11. Un edulcorante, que comprende un compuesto de férmula Il segin la reivindicacion 1, que comprende
preferentemente de forma adicional al menos uno de un material de carga, un agente de relleno y un agente anti-
apelmazante.

12. Un método para preparar un compuesto de férmula Il segun la reivindicacién 1, que comprende las etapas de:

proporcionar una solucion acuosa acida que comprende un compuesto de formula I:

15
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HaC

CH»
R'—0 0o

Férmula |

en la que R' es 1-B-D-glucopiranosilo o 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo y R? es hidrégeno, 1-p-D-
glucopiranosilo, 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2,3-bis(1-B-D-glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo,
2-(1-a-L-ramnopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-p-D-
glucopiranosilo o 2-(1-p-D-xilopiranosil)-3-(1-B-D-glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo; y

calentar la solucién a una temperatura en el intervalo de 30°C a 90°C durante un periodo de tiempo de mas de dos
dias.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que R'es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-pB-D-glucopiranosil)-1-p-
D-glucopiranosilo en el compuesto de formula |, o en el que R' es 1-B-D-glucopiranosilo y R? es 2,3-bis(1-p-D-
glucopiranosil)-1-p-D-glucopiranosilo en el compuesto de férmula Il; y

la solucién acuosa acida tiene un valor del pH en el intervalo de pH 1,0-4,0, preferentemente en la que al menos un
1,0% en peso del compuesto de formula | es convertido en el compuesto de férmula Il, o

el método de la reivindicacion 12, en el que la temperatura esté en el intervalo de 40°C a 50°C y la solucién acuosa
acida comprende adicionalmente al menos uno de acido fosférico, acido clorhidrico, acido nitrico, acido sulfurico,
acido citrico, acido malico, acido tartarico, acido lactico y acido ascoérbico, en una cantidad suficiente para conseguir
un valor del pH en el intervalo de pH 1,0-4,0.

14. Un compuesto de formula Il segun la reivindicacion 1:

HaC

R'—0 B °

o—rR?

Foérmula Il

en la que R" es 1-B-D-glucopiranosilo o 2-(1-B-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo y R? es 1-B-D-glucopiranosilo,
2-(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2,3-bis(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2-(1-a-L-
ramnopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo, 2-(1-a-L-ramnopiranosil)-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo o 2-
(1-B-D-xilopiranosil-3-(1-p-D-glucopiranosil)-1-B-D-glucopiranosilo.
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Espectro de masas ESI| de pico de iso-rebaudidsido A a 12,192 minutos

Espectro de masas Apex de pico 12,192 de 10050132.D
*MSD1 SPCtiempo=12,189 deP1005\10050132.D API-ES, Pos, Scan, Frag: 70 (TT)

100 503.1
' Max: 79472
80
I
i
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0 |
40
990.1
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201
991.1;
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1
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FIG. 7
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Espectro de masas ESl de pico de rebaudidsido A estandar

Espectro de masas Apex de pico 11,082 de 01050128.D

*MSD1 SPCliempo=11,082 deP1005\10050128.0 API-ES, Pos, Scan, Frag 70 (TT)

1001 989.1
Max: 236800
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FIG. 10
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Espectro de masas ES| de pico de iso-rebaudioside A aislado

Espectro de masas Apex de pico 12,239 de 10050130.D

*MSD1 SPC tiempo=12,245 deP1005\10050130.D API-ES, Pos, Scan, Frag: 70 (TT) |
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Max: 170240
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FIG. 11
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Espectro de masas ESl de pico de iso-rebaudioside A a 12,238 minutos

Espectro de masas Apex de pico 12,238 de 10050134.D
*MS01 SPC, tiernpo=12,232 deP1005110D050134.D API-ES, Pos, Scan, Frag: 70 (TT)
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FIG. 13
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Superposicion de graficos de HPLC para
rebaudiosido B, iso-rebaudiosido B

y mezcla 1:1 de los dos . FIG. 23
Cromatograma(s) actual(es)
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (P1070\10700010.D)
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (P1070\10700008.D)
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (P1070\10700006.D)

mAU
600+ IsoReb aislado
de conversion
Referencia de Reb B estandar
5004
- Mezcla de ambos
400+
3004
2004
1004
0
15 15.5 16 16.5 17 175  min
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