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DESCRIPCION
Procedimiento para la purificacién de mogrésidos de alta pureza
Campo de la invencion

La invencién se refiere a un procedimiento para la purificacion de mogrésidos de alta pureza a partir del extracto de
la fruta Siraitia grosvenorii, especialmente de mezclas de mogroésidos de alta pureza mogrésidos con alto contenido
en mogroésido V.

Descripcion de la técnica relacionada

Luo han guo generalmente hace referencia a una fruta de Siraitia grosvenorii, un miembro de la familia de las
cucurbitaceas, es una planta originaria de algunas regiones del sur de Asia y China. El sabor dulce de luo han guo
proviene principalmente de glucésidos de triterpenos conocidos generalmente como mogrésidos o glucosidos de
mogrol. Los mogrésidos comprenden solo aproximadamente 1% de la fruta luo han guo. Existen numerosos
mogrosidos identificados en luo han guo, pero en general el mogrésido V (CAS n° 88901-36-4) presenta la
concentracion mas alta en comparacion con los demas (Tabla 1). Los glucosidos de mogrol tienen la misma
molécula principal - mogrol u oxo-mogrol y se diferencian entre si por el nimero y tipo de restos glucosidicos unidos
a moléculas de mogrol u oxo-mogrol.

TABLA 1. Mogrosidos presentes en frutas Luo han guo

Sustancia Férmula mol. Peso mol.
Mogrésido IIE Cs2H72014 801,01
Mogrésido IlI CasHg2019 963,15
Mogroésido IV Cs4H92024 1125,29
Mogroésido V CeoH102029 1287,43
Mogroésido VI CesH112034 1449,58
11-oxo-Mogrosido V CsoH100029 1285,42
Siamendsido | Cs4H92024 1125,29
Grosmomoésido | Cs4H92024 1125,29

Para aislar los mogroésidos de la frutas luo han guo se utilizan diversas técnicas de extraccion. Como resultado se
estan preparando extractos en polvo de luo han guo que normalmente contienen 30-65% p/p de mogrésidos totales,
y el contenido en mogrosido V de esos materiales puede oscilar tanto como entre 18 y 55%. Dichos extractos
generalmente no se pueden utilizar como edulcorantes en alimentos y bebidas, ya que contienen cantidad sustancial
de impurezas; algunas de las impurezas poseen propiedades organolépticas indeseables, afectando por lo tanto las
caracteristicas de color, aroma, olor y sabor del extracto de luo han guo.

El documento WO-A-2007/062087 da a conocer un procedimiento de preparacion de extracto de frutas integral de
los frutos de la familia de las cucurbitaceas. El documento WO-A-2008/030121 se refiere a composiciones
edulcorantes del fruto Luo Han Guo. El documento WO-A-2009/023975 da a conocer el edulcorante y potenciador
de dulzor iso-migrosido V. El documento CN-A-101 407 535 da a conocer el preparado de mogrosido V de alta
pureza Momordica grosvenorii. El documento CN-A-101 029 071 da a conocer un procedimiento de preparaciéon de
un mogrésido V de alta pureza. El documento CN-A-101 050 230 da a conocer un procedimiento para la preparacion
de un extracto de Siraitia grosvenorii.

Los ejemplos no limitativos de dichas impurezas comprenden proteinas, pigmentos, polisacaridos, aldehidos,
aldehidos insaturados, cetonas de metilo, crotonato de butilo y compuestos fendlicos.

Por lo tanto existe una necesidad de un proceso comercialmente viable para mejorar el contenido de mogrésidos,
particularmente el contenido de mogrésido V de los preparados de luo han guo de baja pureza y eliminar las
impurezas no deseadas a fin de mejorar significativamente las caracteristicas organolépticas de los preparados de
luo han guo y asi permitir su utilizacion en los alimentos.

No se dispone actualmente de técnicas para la purificacion del extracto de luo han guo de baja pureza en
mogrosidos de alta pureza. Por lo tanto, existe una necesidad de un proceso para la purificacion de mogrésidos de
alta pureza a partir de extracto del fruto de Siraitia grosvenorii.
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Sumario de la invencion

La invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de mezclas de alta pureza de mogrosidos de extracto
de la fruta Siraitia grosvenorii.

En una forma de realizacién, el procedimiento para la preparacion de la mezcla de mogrésidos muy purificada a
partir de una mezcla de mogroésidos de baja pureza comprende:

a. proporcionar una mezcla de mogrésidos de baja pureza;

b. disolver la mezcla de mogroésidos de baja pureza en agua o en una solucion acuosa de alcohol para formar
una solucion inicial de mogrésidos;

c. pasar la solucion inicial a través de un sistema de columna, en el que el sistema de la columna comprende un
gran nimero de columnas, y cada columna esta rellena de un adsorbente que tiene diferentes afinidades a las
impurezas y mogrdésidos de manera que una o mas columnas retienen mas mogrésidos que otras columnas;

d. lavar las columnas para eliminar las impurezas con una solucién acuosa acida, una solucién acuosa basica y
una solucioén acuosa alcohdlica sucesivamente;

e. eluir las columnas con una solucién acuosa alcohdlica que contiene mayor contenido de alcohol que la
solucién acuosa alcohdlica utilizada en la etapa de lavado, en la que se combinan los eluidos de las columnas
con alto contenido de mogrosidos; y

f. secar el eluido combinado para obtener mogrosidos de alta pureza siendo el contenido de los mogrésidos
totales mas del 70% (p/p).

En otra forma de realizacion del procedimiento, en la etapa de lavado (d), la proporcion de agua a alcohol (vol/vol)
en la solucién acuosa alcohdlica es 99,9:0,1 a 60:40, y en la que en la etapa de elucién (e), la proporciéon de agua a
alcohol (vol/vol) de la solucién acuosa alcohdlica es de 60:40 a 0,1:99,9.

En otra forma de realizacién del procedimiento, en la etapa de lavado (d), la solucién acuosa acida comprende HCl y
la solucion acuosa basica comprende NaOH.

En otra forma de realizacion del procedimiento, la soluciéon acuosa alcohélica comprende alcohol que se selecciona
de entre el grupo que consiste en metanol, etanol, n-propanol, 2-propanol, 1-butanol y 2-butanol.

En otra forma de realizaciéon del procedimiento, el adsorbente es una resina de adsorcion polimérica macroporosa
capaz de adsorber mogroésidos.

En otra forma de realizacion del procedimiento, la pluralidad de columnas estan conectadas consecutivamente.
En otra forma de realizacion del procedimiento, la pluralidad de columnas estan conectadas en paralelo.
En otra forma de realizacion del procedimiento, éste comprende ademas:

g. disolver los mogrosidos de alta pureza en agua o en una solucién acuosa alcohdlica para producir una
solucién de mogrosidos;

h. pasar las soluciones de mogrésidos a través de una secuencia de membranas de ultrafiltracion y/o
nanofiltracién con un tamafio de MWCO de 1.000 a 2.500 para aumentar la pureza de la mezcla de mogrdésidos
(contenido de mogrésidos totales, % en seco); e

i. secar la solucion de la mezcla de mogrésidos obtenida para obtener la mezcla mogrésidos muy purificada.

Un objetivo de la invencion es para desarrollar un procedimiento eficiente de preparacion de mezcla de mogrosidos
muy purificados.

Descripcion detallada de la invencion

Las ventajas de la presente invencion resultaran mas evidentes a partir de la descripcion detallada proporcionada a
continuacion. Sin embargo, debe apreciarse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, aunque indican
formas de realizacion preferidas de la invencién, son proporcionados Unicamente a titulo ilustrativo, ya que diversos
cambios y modificaciones comprendidos en el espiritu y el alcance de la invencién resultaran evidentes para los
expertos en la materia a partir de esta descripcion detallada.
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La presente invencién proporciona un procedimiento para la purificacion de mogrosidos de alta pureza con alto
contenido en mogrosido V a partir del extracto de la fruta Siraitia grosvenorii.

En adelante, el término "mogrosidos” se refiere a mogrol y glucésidos de oxo-mogrol , entre ellos mogrésido IIE,
mograésido 11B, mogrosido I, mogrésido IV, mogrésido V, 11-oxo-mogrésido V, mogrésido VI, siamendsido | y
grosmomosido |.

En adelante, la expresion "contenido de TM" se refiere al contenido total de mogrosidos, y se calcula como la suma
de 4 mogrésidos entre ellos mogrésido V, 11-oxo-mogrésido V, Siamendsido | y Grosmomaésido |.

En adelante, la expresién "muy purificado” o "alta pureza" se refiera al contenido de TM de por lo menos 70% (p/p)
en seco.

En adelante, la expresion "contenido alto en mogrésido V" se refiere al contenido en mogrésido V de por lo menos el
60% (p/p) en seco.

En adelante, la expresion "baja pureza" se refiere al contenido de TM inferior al 70% (p/p) en seco.

En adelante, la expresién "bajo contenido de mogrésido V" se refiere al contenido de mogrésido V inferior al 60%
(p/p) en seco.

En adelante las concentraciones de pureza indicadas se determinan por el método de HPLC con los parametros
siguientes. Sistema HPLC - "serie Agilent 1200" (EE.UU.) equipado con desgasificador, bomba cuaternaria,
muestreador automatico, compartimento termostatizado de la columna y detector DAD UV. Columna - "YMC
Polyamine 11" 4,6 x 150 mm 5 pym (Japon) a 30C; fase mavil acetonitrilo/agua 70: 30 (vol/vol) a 1 ml/min, detector -
UV a 204 nm. Los patrones de referencia de mogrésido V, 11-oxo-mogrésido V, siamenésido | y grosmomésido | se
obtuvieron de "Chromadex Inc" (EE.UU.).

En adelante, el término "impureza" se refiere a cualquier compuesto que no sea mogrosidos que estan presentes en
la mezcla a mas de 0,0001% (p/p) en seco. Los ejemplos no restrictivos de impurezas comprenden proteinas,
pigmentos, polisacaridos, aldehidos, aldehidos insaturados, metilcetonas, crotonato de butilo, compuestos fendlicos,
asi como otros compuestos no mogrésidos que pueden afectar a las caracteristicas organolépticas del edulcorante
luo han guo.

El procedimiento de purificacién de mogrésidos de la presente invencidon es aplicable a cualquier mezcla de
mograésidos de baja de pureza con el contenido de TM inferior al 70% p/p en seco.

La presente invencion proporciona asimismo un sistema de columna que puede utilizarse para el procedimiento de
purificacién de mogrosidos de la presente invencion. El sistema de columna es con los siguientes parametros. El
sistema de columna comprende un gran nimero de columnas que estan conectadas, bien de manera consecutiva
(en serie) o en paralelo, donde el gran numero de columnas son del mismo o diferentes volimenes rellenos de un
adsorbente con diferente afinidad a las impurezas y a los glucésidos de esteviol. Cuando se utiliza el sistema de
columnas en el modo de conexion en paralelo, la entrada de cada columna puede conectar a una fuente de
alimentacion independiente mientras que la salida a un receptor separado. La siguiente descripcion pondra de
manifiesto el modo de conexion de la columna especifico para cada etapa en particular. Dentro de la misma etapa,
el sistema puede funcionar como una entidad de varios grupos de columnas conectadas en paralelo y en serie y
columnas separadas. El nimero de columnas es de 3 a 15. La relacion de los volimenes de la primera columna al
volumen de la segunda columna es de 1:1 a 1:10. La relacion de los volimenes de la dltima columna al volumen de
la columna anterior es de 3:1 a 1:10. Las columnas estan rellenas de adsorbente hasta el 75-100% de su volumen
total. Las columnas se mantienen a temperaturas entre 5y 80°C.

El alcohol se selecciona de entre el grupo que consiste en alcanoles, mas particularmente metanol, etanol, n-
propanol, 2-propanol, 1-butanol y 2-butanol.

El adsorbente es cualquier resina de adsorcion polimérica macroporosa capaz de adsorber mogrésidos, tales como
Amberlite® serie XAD (Rohm and Haas), Diaion® serie HP (Mitsubishi Chemical Corp), Sepabeads® serie SP
(Mitsubishi Chemical Corp), Cangzhou Yuanwei serie YWD (Cangzhou Yuanwei Chemical Co. Ltd., China) o
equivalente.

El procedimiento de la presente invencidn comprende varias etapas. En una forma de realizacion, la primera etapa
comprende hacer pasar una solucién acuosa o acuosa alcohdlica de mezcla de mogroésidos de baja pureza a través
de un sistema de columna conectado de manera consecutiva. La relacion de agua a alcohol (vol/vol) en la solucién
acuosa alcohdlica es 99,9:0,1 a 60:40. Como resultado, las impurezas y diferentes mogrdsidos se retienen en
diferentes secciones del sistema de columna. Las impurezas con alta afinidad se retienen en su mayor parte en la
primera columna, y las impurezas de baja afinidad se retienen en su mayoria en la Gltima columna, mientras que los
mogrosidos son retenidos en su mayor parte en las columnas centrales del sistema de columnas. Los mogrosidos de
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menor peso molecular, en particular siamendsido y grosmomasido |, separados parcialmente de los mogrésidos de
mayor peso molecular, son retenidos en mayores cantidades en las pocas columnas primeras de las columnas
centrales del sistema de columnas, mientras que los mogrésidos de mayor peso molecular, especialmente el
mograésido V, se retienen en las pocas columnas ultimas de las columnas centrales del sistema de columnas.

En una forma de realizacion, el sistema de columna se compone de 6 columnas que estan conectadas de manera
consecutiva. En la primera etapa, una solucion acuosa alcohdlica que comprende una mezcla de mogrosidos de
baja pureza con 34,73% (p/p en seco) que comprende 19,47% de mogroésido V, 5,60% de 11-oxo-mogrésido V,
5,20% de Siamendsido | y 4,46 %de Grosmomésido | se paso a través del sistema de columna; a continuacion cada
columna se eluy6 con alcohol puro para la elucién total a fin de comprobar las retenciones de mogrésidos por cada
columna. Los resultados de la elucion total de la primera etapa se resumen en la Tabla 2.

TABLA 2. Distribucién de mogrésidos después de la primera etapa

Mogrosid os, % p/p en seco Inicial Columnas
| Il 1 \% \% Vi
Siamenosido | 5,20 290 | 11,30 | 8,60 4,10 | 2,81 | 1,52
Grosmomosido | 4,46 2,80 9,66 7,50 3,13 2,19 1,48
11-oxo-mogrosido V 5,60 1,50 2,30 3,30 9,37 | 11,30 | 5,80
Mogrosido V 19,47 2,73 2,33 | 17,94 | 40,32 | 44,54 | 8,96
Contenido en TM 34,73 9,93 | 25,59 | 37,34 | 56,92 | 60,84 | 17,76

En otra forma de realizacion de la presente invencion, la segunda etapa del proceso de purificacion comprende lavar
las columnas con mogrosidos retenidos de la primera etapa para eliminar las impurezas residuales restantes aln
después de la primera etapa de separacion con el fin de aumentar alin mas el nivel de pureza de los productos
finales. En una forma de realizacion, las columnas se lavan sucesivamente con una solucién acuosa &cida o acuosa
alcohdlica, una solucién acuosa basica o acuosa alcohdlica, y una solucién acuosa alcohdlica. La relacién de agua a
alcohol (vol/vol) en la solucién alcohdlica acuosa es 99,9:0,1 a 60:40. La eliminacion de impurezas se lleva a cabo ya
sea en cada columna por separado (conexién en paralelo) o en grupos de mas de una columna conectada
consecutivamente (en serie). Similar a la primera etapa, cada columna se eluyd con alcohol puro para la elucién total
a fin de comprobar las retenciones de mogrésidos por cada columna. Los resultados de la elucién total de la
segunda etapa con el uso de la misma mezcla de mogrésidos de baja pureza y el mismo sistema de la columna 6
como en la primera etapa se presentan en la Tabla 2.

TABLA 3. Distribucién de mogrésidos después de la segunda etapa

Mogrésidos, % p/p en seco Inicial Columnas
| Il 1 v \% Vi
Siamenosido | 5,20 5,28 | 20,41 | 14,77 | 6,26 4,03 2,56
Grosmomosido | 4,46 5,09 |17,45 | 12,88 | 4,73 3,16 2,54
11-oxo-mogrdsido V 5,60 2,73 4,15 5,67 | 14,34 | 16,25 | 9,85
Mogrésido V 19,47 4,96 4,21 | 30,81 | 61,52 | 64,05 | 15,22
Contenido en TM 34,73 18,06 | 46,23 | 64,13 | 86,85 | 87,49 | 30,16

En una forma de realizacién de la presente invencion, la tercera etapa del procedimiento de purificacion comprende
eluir las columnas de la seccién central (por ejemplo, columnas IV y V) con una solucién acuosa alcohdlica, en el
que la proporcion de agua a alcohol (vol/vol) de la solucion acuosa alcohdlica estd comprendida entre 60:40 y
0,1:99,9. La elucidn se lleva a cabo ya sea en cada columna por separado (conexién en paralelo) o mas de un grupo
de columnas conectadas consecutivamente (en serie). La elucién da como resultado mogrosidos de alta pureza.

En una forma de realizacion, la cuarta etapa del proceso de purificacion comprende eliminar el alcohol del eluido de
mogrdésidos obtenido después de la tercera etapa y concentrar mas y secar el eluido de mogroésidos para obtener
una mezcla seca de mogrosidos muy purificada. Para la eliminacién de etanol, concentraciéon y secado puede
utilizarse cualquier procedimiento conocido en la técnica.

En una forma de realizacion, las fracciones de baja pureza se combinan y se someten a purificacion repetida desde
la primera etapa a la cuarta etapa descritas anteriormente.
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En una forma de realizacion, las fracciones de alta pureza se combinan y se secan para producir una mezcla muy
purificada de mogrdésidos de alto contenido en Mogrésido V que tienen un contenido de TM de 87,18% (p/p en seco)
gue comprende 62,82% de Mogrosido V , 15,32% de 11-oxo-mogroésido V, 5,11% de Siamendsido y 3,92% de
Grosmomdsido |.

En una forma de realizacion, el proceso de purificacion de la presente invencion comprende ademas la filtracion con
la utilizacion de membranas de ultrafiltracion y/o nandfiltracién. Se utilizan membranas con tamafio limite de peso
molecular (MWCO) de 1000, 1500 y 2000. La mezcla de mogrésidos muy purificada que comprende 62,82% de
Mogrésido V, V 15,32% de 11-oxo-Mogrésido V, 5,11% de Siamendsido | 'y 3,92% de Grosmomasido | se disolvié en
solucion acuosa de alcohol con contenido de alcohol de 0 a 100% (vol/vol) preferentemente de 0 a 50%, para hacer
una solucién con un contenido total de soélidos de 0,1 a 50% (peso/volumen), preferentemente 0,5 a 10%. La
solucién resultante se paso6 consecutivamente a través de membranas de ultrafiltracion y/o nanofiltracion con MWCO
1000, 1500, 2000 y 2500. Se utilizé con esta finalidad un sistema agitado de membranas celulares de Sterlitech
Corp. (EE.UU.). De todos modos con esta finalidad puede utilizarse cualquier sistema de filtracion adecuado
conocido en la técnica. Los ejemplos no limitativas de fabricantes de membranas son Koch Membrane Systems, Inc.
(EE.UU.), GE-Osmonics (EE.UU.), Alfa Laval (Suecia). Pueden utilizarse membranas de lamina plana, de fibra
hueca, en espiral y otras. Se utilizé diafiltracion para aumentar la eficiencia del proceso de filtracion por
membrana. Dependiendo del tamafio de la membrana lo retenido o permeado contenia la cantidad principal de
mogrosidos. Después de cada tratamiento a través de la membrana la fraccién que contiene el mogroésido (retenido
o permeado) se concentrd o se diluyé de nuevo hasta el contenido de sélidos totales de 0,1 a 50% (peso/volumen),
preferentemente de 0,5 a 10% y se pasa a través de la siguiente membrana. La solucion se pas6 a través
aumentando los tamafios de las membranas (desde MWCO 1000 a 2500). De todos modos también es posible otra
orden de membrana. Después se obtuvo el tratamiento en membrana de la mezcla de mogrésidos muy purificada
que comprende 67,13% de mogrésido V, 16,31% de 11-oxo-mogrésido V, 5,51% de Siamendsido |, y 4,10% de
Grosmomasido | (en seco).

Los mogrosidos de alta pureza pueden ser utilizados ya sea solos o en combinacién con otros edulcorantes de alta
intensidad en alimentos, bebidas, composiciones farmacéuticas, tabaco, nutracéuticos, composiciones orales
higiénicas, o cosméticos. Los demas edulcorantes de alta intensidad comprenden glucésidos de esteviol, entre ellos
una mezcla dulce purificada de glucésidos de esteviol, esteviésido, rebaudidésido A, rebaudiosido B, rebaudiésido C,
rebaudiésido D, rebaudiésido E, rebaudiésido F, dulcésido A, dulcésido B, rubusésido y estevia; siamenosido;
mogrosido IV; mogrésido V; edulcorante Luo Han Guo; monatina y sus sales (monatina SS, RR, RS, SR), acido
glicirricico y sus sales; curculina; taumatina; monelina; mabinlina; brazzeina; hernandulcina; filodulcina; glucifilina;
floridzina; trilobatina; baiyunésido; osladin; polipodésido A; pterocaridsido A; pterocariosido B; mukuroziésido;
flomisosido I; periandrina I; abrusésido A; ciclocariésido | y combinaciones de los mismos.

Se proporcionan los siguientes ejemplos para ilustrar el procedimiento y el sistema de columnas de la presente
invencion.

Ejemplo 1
Purificacién de mogrésidos de alta pureza

Se disolvieron 100 g de extracto de luo han guo (p/p en seco) que comprende 19,47% de Mogrésido V, 5,60% de
11-oxo-Mogroésido V, 5,20% de Siamenosido | y 4,46% de Grosmomosido | (34,73% de contenido en TM) en 2,4
litros de agua desionizada. La solucion se pasoé a través de 6 columnas de 200 ml conectadas consecutivamente
rellenas con adsorbente macroporoso Diaion® HP (Mitsubishi Chemical Corp). Se pasaron posteriormente 2,4 | de
agua desionizada a través del sistema. Ademas, las columnas se lavaron por separado con 2 volimenes de HCI al
0,5%, a continuacion con agua hasta pH neutro, a continuacion con NaOH al 0,5%y de nuevo con agua hasta que
se consigue un pH neutro de las aguas de lavado. A continuacion, las columnas se lavaron por separado con etanol
al 10%. A continuacion, las columnas se eluyeron con etanol al 50%. Las columnas 4 y 5 estaban conectados
consecutivamente. El eluido de las columna 4 y 5 se evaporé a vacio para la eliminacion de etanol. La solucién
acuosa obtenida se secO por pulverizacién para producir 31 g de mezcla de mogrésido muy purificado que
comprende 62,82% de Mogroésido V, 15,32% de 11-oxo-Mogrésido V, 5,11% de siamenédsido y 3,92% de
grosmomosido (en seco).

Ejemplo 2
Purificacién a través de membrana

Se disolvieron 100 g de mogrésidos de alta pureza preparadas segun el ejemplo 1 que comprende 62,82% de
Mogroésido V, 15,32% de 11-oxo-mogrésido V, 5,11% de siamendsido | y 3,92% de grosmomosido (en seco) en 2,4
litros de agua desionizada. La solucion obtenida se hizo pasar a través del sistema agitado de membrana celular
(Sterlitech Corp., EE.UU.). La solucién se paso a través de la membrana GE Osmonics 2500 MWCO. El permeado
que contenia los mogrésidos se concentré hasta 5% de sélidos y se pas6 ademas a través de la membrana
1000MWCO. ElI producto retenido que contenia los mogrésidos se concentré y se sec6 para producir 90 g de polvo
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que contiene 67,13% de Mogrésido V, 16,31% de 11-oxo-mogrosido V, 5,51% de Siamendésido | y 4,10% de
Grosmomasido | (en seco).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2440780 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de una mezcla de mogrésidos muy purificados a partir de la mezcla de
mograésidos de baja pureza, comprendiendo dicho procedimiento las etapas siguientes:

a. proporcionar una mezcla de mogrésidos de baja pureza;

b. disolver la mezcla de mogrésidos de baja pureza en agua o en una solucién acuosa de alcohol para formar
una solucion inicial de mogrésidos;

c. pasar la solucion inicial a través de un sistema de columnas, en el que el sistema de columnas comprende una
pluralidad de columnas, y cada columna esta rellena con un adsorbente que presenta diferentes afinidades a las
impurezas y los mogrésidos de manera que una 0 mas columnas retienen mas mogrosidos que las otras
columnas;

d. lavar las columnas para eliminar las impurezas con una solucién acuosa acida, una solucién acuosa basica y
una solucién acuosa alcohdlica sucesivamente;

e. eluir las columnas con una solucidn acuosa alcohdlica que contiene un contenido de alcohol mayor que la
solucién acuosa alcohdlica utilizada en la etapa de lavado, en el que el eluido de las columnas con alto contenido
de mogroésidos se combinan; y

f. secar el eluido combinado para obtener mogrésidos de alta pureza siendo el contenido de los mogrésidos total
superior a 70% (p/p).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de lavado (d), la proporcién de agua a alcohol (vol/vol)
en la solucién acuosa alcohdlica es 99,9:0,1 a 60:40, y en el que en la etapa de elucidn (e), la proporcion de agua a
alcohol (vol/vol) de la solucién acuosa alcohdlica es de 60:40 a 0,1:99,9.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 o 2, en el que en la etapa de lavado (d), la solucién acuosa éacida
comprende HCI, y la solucién acuosa béasica comprende NaOH.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la solucién acuosa alcohdlica
comprende alcohol que se selecciona de entre el grupo que consiste en metanol, etanol, n-propanol, 2-propanol, 1-
butanol y 2-butanol.

5. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el adsorbente es una resina de
adsorcion polimérica macroporosa que puede adsorber mogroésidos.

6. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la pluralidad de columnas estan
conectadas consecutivamente.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la pluralidad de columnas estan
conectadas en paralelo.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas las etapas
siguientes:

g. disolver los mogrésidos de alta pureza en agua o0 en una solucidon acuosa alcohdlica para producir una
solucion de mogrosidos;

h. pasar las soluciones de mogrésidos a través de una secuencia de membranas de ultrafiltracion y/o
nanofiltracién con un tamafio de MWCO de 1.000 a 2.500 para aumentar la pureza de la mezcla de mogrosidos
(contenido de mogrdsidos total, % en seco); e

i. secar la solucion de la mezcla de mogrésidos obtenida para obtener la mezcla de mogrésidos muy purificada.
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