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2

DESCRIPCIÓN

Método para preparar rebaudiósido A a partir de esteviósido

Campo técnico5

La presente invención se refiere a un método para preparar rebaudiósido A a partir de sacarosa y esteviósido como 
materias primas mediante sacarosa sintasa y glicosiltransferasa.

Técnica anterior10

Estevia es un edulcorante de alta potencia, más de 200 veces más dulce que el azúcar, y se obtiene mediante 
extracción en agua caliente de Stevia rebaudiana Bertoni que pertenece a la familia de las Compositae. 
Rebaudiósido A es conocido por tener menos sabor amargo y la calidad edulcorante más similar al azúcar entre los 
ingredientes edulcorantes de los extractos de estevia y es 400 veces más dulce que el azúcar y alcanza 15
aproximadamente el 20% más o menos en los extractos, en el caso de plantas no modificadas. El ingrediente más 
predominante en los extractos es esteviósido, que es un precursor de rebaudiósido A. Para producir rebaudiósido A 
de alta pureza, es necesario llevar a cabo la mejora de las semillas con un alto contenido de rebaudiósido A, la 
gestión del cultivo, la recogida, gestión de las semillas, y similares, que implica problemas económicos en términos 
de tiempo y costes.20

Para resolver estos problemas, se ha llevado a cabo una investigación para convertir esteviósido en rebaudiósido A. 
Los ejemplos típicos incluyen un método para convertir esteviósido en rebaudiósido A mediante la unión de una 
molécula de glucosa al esteviósido a través de una conversión enzimática utilizando beta-1,3-glucanasa derivada de 
microorganismos del suelo (publicación de patente coreana 2004-0026747A y patente de Estados Unidos n.º 25
6.469.947). Los ejemplos típicos de sustratos donantes de azúcar empleados en la conversión enzimática pueden 
incluir curdlan (beta-1,3-glucano). Curdlan es un material de alto coste con baja solubilidad y tiene el inconveniente 
de que su aplicación industrial es dificil. Además, aunque un informe especifica que curdlan convierte el esteviósido 
en el glucósido rebaudiósido mediante fermentación fúngica, el cultivo de los microorganismos tarda 
aproximadamente 15 días y produce también otros glicósidos de esteviol, tales como rebaudiósido B y similares, que 30
hacen que la tasa de conversión hasta rebaudiósido A final sea solo de alrededor del 40%.

Problema técnico

Un objeto de la presente invención es proporcionar un método para preparar rebaudiósido A con una alta eficacia de 35
producción superando la restricción de una tasa de producción baja de rebaudiósido A en una conversión enzimática 
derivada de microorganismos.

Otro objeto de la presente invención es proporcionar un método para preparar rebaudiósido A con una alta 
aplicabilidad industrial ya que el procedimiento de preparación es simple, menos largo y más económico.40

Solución técnica

De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se proporciona un método para preparar rebaudiósido A, que 
incluye:45

(1) hacer reaccionar sacarosa y nucleótido difosfato en presencia de sacarosa sintasa para preparar nucleótido 
difosfato al que se ha unido la glucosa; y
(2) hacer reaccionar el nucleótido difosfato al cual se ha unido glucosa con esteviósido en presencia de 
glicosiltransferasa para preparar rebaudiósido A.50

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, se proporciona un método in-situ para preparar rebaudiósido 
A a partir de esteviósido, que incluye: hacer reaccionar sacarosa, nucleótido difosfato, esteviósido, sacarosa sintasa 
y glicosiltransferasa para preparar rebaudiósido A. Se describe además rebaudiósido A preparado mediante el 
método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con la presente invención.55

Efectos ventajosos

El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con la presente invención proporciona rebaudiósido A con una 
alta pureza casi sin productos secundarios y con alto rendimiento.60

El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con la presente invención es adecuado para la producción en 
masa ya que es económico debido al uso de materias primas baratas, y el procedimiento es sencillo y menos largo.

65
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Descripción de los dibujos

La Fig. 1 muestra los resultados del análisis de HPLC, demostrando que la fructosa y la uridina difosfato al que 
se ha unido la glucosa se producen mediante la sacarosa sintasa. En la Fig. 1, (a) muestra la presencia de 
esteviósido (1) solo para el tiempo de reacción de 0 horas, (b) muestra que la uridina difosfato (2) a la cual se ha 5
unido la glucosa se produce mediante la sacarosa sintasa tras el agotamiento del tiempo de reacción de 1 hora.
La Fig. 2 muestra los resultados del análisis de HPLC, demostrando que el esteviósido se convierte en 
rebaudiósido A mediante la glicosiltransferasa. En la Fig. 2, (a) muestra la presencia de esteviósido (1) solo para 
el tiempo de reacción de 0 horas, (b) muestra que esteviósido (1) y rebaudiósido A (2) están presentes después 
de un tiempo de reacción de 0,5 horas, y (c) muestra que todo el esteviósido (1) se convierte en rebaudiósido A 10
(2) después de un tiempo de reacción de 1 hora.
La Fig. 3 muestra los resultados del análisis de HPLC, demostrando que rebaudiósido A (2) se produce a partir 
de esteviósido (1) mediante la sacarosa sintasa y la glicosiltransferasa. En la Fig. 3, (a) muestra la presencia de 
esteviósido (1) solo para el tiempo de reacción de 0 horas, cuando la concentración del sustrato de esteviósido 
es 100 mM, (b) muestra la presencia de rebaudiósido A (2) solo después de un tiempo de reacción de 24 horas, 15
cuando la concentración del sustrato de esteviósido es 100 mM, y (c) muestra la presencia de esteviósido (1) y 
rebaudiósido (2) después de un tiempo de reacción de 24 horas, cuando la concentración del sustrato de 
esteviósido es 250 mM.
La Fig. 4 muestra un gráfico que demuestra los resultados de una evaluación del pH adecuada para la sacarosa 
sintasa y la glicosiltransferasa.20
La Fig. 5 muestra un gráfico que demuestra los resultados de una evaluación de la temperatura adecuada para la 
sacarosa sintasa y la glicosiltransferasa.

Mejor forma de realización
25

Una realización de la presente invención se refiere a un método para preparar rebaudiósido A, que incluye:

(1) hacer reaccionar sacarosa y nucleótido difosfato en presencia de sacarosa sintasa para preparar nucleótido 
difosfato al que se ha unido la glucosa; y
(2) hacer reaccionar el nucleótido difosfato al que se ha unido la glucosa con esteviósido en presencia de 30
glicosiltransferasa para preparar rebaudiósido A. Las etapas (1) y (2) se llevan a cabo in-situ de forma secuencial 
o consecutiva, preferentemente in-situ de forma consecutiva.

Otra realización de la presente invención se refiere a un método para preparar rebaudiósido A a partir de 
esteviósido, que incluye: hacer reaccionar sacarosa, nucleótido difosfato, esteviósido, sacarosa sintasa y 35
glicosiltransferasa para preparar rebaudiósido A. La reacción de sacarosa, nucleótido difosfato, esteviósido, 
sacarosa sintasa y glicosiltransferasa puede llevarse a cabo in-situ.

La expresión "in situ" utilizada en el presente documento significa que una reacción se lleva a cabo 
consecutivamente en un único sistema de reacción.40

La sacarosa sintasa juega un papel en la producción de sacarosa transfiriendo reversiblemente la glucosa, que está 
unida a un nucleótido difosfato, a fructosa en el catabolismo de los azúcares vegetales. En la presente invención, la 
sacarosa sintasa demuestra actividad para separar el nucleótido difosfato al cual se ha unido la glucosa y fructosa 
haciendo reaccionar la sacarosa y el nucleótido difosfato en el intervalo de pH 5 a pH 10.45

Reacción química 1

50
El nucleótido difosfato al que se ha unido la glucosa puede hacerse reaccionar con esteviósido por medio de glicosil 
transferasa para producir rebaudiósido A.
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Reacción química 2

Las Reacciones químicas 1 y 2 de la presente invención pueden llevarse a cabo secuencialmente en reactores 5
separados, pero se llevan a cabo preferentemente de forma consecutiva en el mismo reactor.

En la presente invención, Las Reacciones químicas 1 y 2 pueden combinarse en una sola fórmula de reacción de la 
siguiente forma:

10
Reacción química 3

La presente invención proporciona un sistema de reacción consecutivo, en el que una glucosa se une de forma 15
específica en la posición C-3' del esteviósido 13-O-glucosa para sintetizar rebaudiósido A con alto rendimiento de 
acuerdo con la Reacción química 3 anterior.

En la presente invención, la sacarosa sintasa puede derivarse de arroz, maíz, trigo, bambú, Arabidopsis thaliana, 
césped, cebada, sorgo o patata. Preferentemente, la sacarosa sintasa se deriva de arroz, maíz, trigo, o cebada, de 20
forma particularmente preferente de arroz, especialmente Oryza sativa. La sacarosa sintasa puede producirse a 
partir de Escherichia coli, Bacillus, levaduras, Corynebacterium o Agrobacterium recombinantes transformadas con 
un vector que contiene un gen de la sacarosa sintasa. La sacarosa sintasa puede además purificarse después de
producirse a partir de Escherichia coli y similares. La sacarosa sintasa es bien conocida en la técnica. Aunque no 
está particularmente limitada, la sacarosa sintasa puede incluir una secuencia de bases que se muestra en la SEQ 25
ID NO: 3.

En la presente invención, la sacarosa no está particularmente limitada siempre que puede servir como sustrato de la 
sacarosa sintasa para proporcionar glucosa al nucleótido difosfato. Los ejemplos de sacarosa pueden incluir azúcar 
en bruto o azúcar.30

En la presente invención, la purina o pirimidina se pueden usar como el nucleótido difosfato. Preferentemente, se 
usa uridina difosfato como el nucleótido difosfato.

En la presente invención, la temperatura de reacción en la etapa (1) o la Reacción química 1 puede ser de 20°C a 35
60°C y el pH de la reacción puede estar en el intervalo de pH 5 a pH 10. Preferentemente, la temperatura de 
reacción es de 30°C a 55°C y el pH de la reacción está en el intervalo de pH 6 a pH 9, de forma particularmente 
preferida, la temperatura de reacción es de 35°C a 50°C y el pH de la reacción está en el intervalo de pH 7 a pH 8. 
En la presente invención, el tiempo de reacción en la etapa (1) o la Reacción química 1 es de 30 minutos a 48 horas, 
preferentemente de 1 hora a 36 horas, de forma particularmente preferente 1 hora a 24 horas, aunque sin limitarse a 40
lo anterior.

En la presente invención, la glicosiltransferasa puede derivarse de Oryza sativa, Stevia rebaudiana Bertoni, 
Bambusa oldhamii, Brachypodium distachyon, Hordeum vulgare, Sorghum bicolor, Zea mays, o Arabidopsis thaliana.
Preferentemente, la glicosiltransferasa se deriva de Oryza sativa, Stevia rebaudiana Bertoni, o Bambusa oldhamii. 45
De forma particularmente preferente, la glicosiltransferasa se deriva de Stevia rebaudiana Bertoni. La glicosil 
transferasa puede producirse a partir de Escherichia coli, Bacillus, levaduras, Corynebacterium o Agrobacterium
recombinantes transformadas con un vector que contiene un gen de la glicosiltransferasa. La glicosiltransferasa 
puede purificarse además después de producirse a partir de Escherichia coli y similares. La glicosiltransferasa es 
bien conocida en la técnica. Aunque no está particularmente limitada, la glicosiltransferasa puede incluir una 50
secuencia de bases que se muestra en la SEQ ID NO: 4.

En la presente invención, el esteviósido se calienta en agua o es un extracto en solución acuosa etanólica de Stevia 
rebaudiana, o un material purificado de la misma, o un subproducto posterior a la producción de rebaudiósido A 
procedente del extracto. El esteviósido se puede usar en una cantidad de 10% en peso o más, preferentemente 50% 55
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en peso o más, de forma particularmente preferente 70% en peso o más, de forma más particularmente preferente 
80% en peso o más, basado en el peso total del glicósido de esteviol.

En la presente invención, la temperatura de reacción en la etapa (2) o la Reacción química 2 puede ser de 20°C a 
60°C y el pH de la reacción puede estar en el intervalo de pH 5 a pH 10. Preferentemente, la temperatura de 5
reacción es de 30°C a 55°C y el pH de la reacción está en el intervalo de pH 6 a pH 9. De forma particularmente 
preferente, la temperatura de reacción es de 35°C a 50°C y el pH de la reacción está en el intervalo de pH 7 a pH 8. 
En la presente invención, el tiempo de reacción en la etapa (2) o la Reacción química 2 puede ser de 30 minutos a 
48 horas, preferentemente de 1 hora a 36 horas, de forma particularmente preferente 1 hora a 24 horas, aunque sin 
limitarse a lo anterior.10

En la presente invención, la temperatura de reacción para la etapa de preparar rebaudiósido A haciendo reaccionar 
sacarosa, nucleótido difosfato, esteviósido, sacarosa sintasa y glicosiltransferasa in-situ puede ser de 20°C a 60°C y 
el pH de la reacción puede estar en el intervalo de pH 5 a pH 10. Preferentemente, la temperatura de reacción es de 
30°C a 55°C y el pH de la reacción está en el intervalo de pH 6 a pH 9. De forma particularmente preferente, la 15
temperatura de reacción es de 35°C a 50°C y el pH de la reacción está en el intervalo de pH 7 a pH 8.

En la presente invención, la purina o pirimidina se pueden usar como el nucleótido difosfato. Preferentemente, se 
usa uridina difosfato como el nucleótido difosfato. Se divulga además rebaudiósido A preparado mediante un método 
descrito en el presente documento.20

Rebaudiósido A de acuerdo con la presente invención se caracteriza por que se produce utilizando la cantidad 
completa de esteviósido que reside en el glicósido esteviol. Dichas características pueden permitir que el contenido 
de esteviósido en el glicósido sea de un 5% en peso o menos, preferentemente de 3% en peso o menos, de forma 
particularmente preferente 1% en peso o menos, por lo tanto se puede omitir el paso de separar esteviósido de 25
rebaudiósido A en un proceso de purificación, lo que conduce a un ahorro de costes. Además, en el caso de que 
solo una pequeña cantidad de rebaudiósido A esté presente como glicósido además de esteviósido en las materias 
primas como en la presente invención, el método de preparación tiene el mérito de que el producto tiene una alta 
pureza en la que el contenido de rebaudiósido A en glicósido de esteviol mediante conversión enzimática es del 99% 
o más. Además, la sacarosa que se usa como donante de azúcar en la presente invención puede adquirirse a un 30
coste 50 veces menor que el curdlan utilizado como materia prima en las anteriores invenciones. Como resultado, la 
presente invención puede producir rebaudiósido A con alta pureza a bajo coste/alta eficacia en comparación con la 
técnica anterior.

A partir de ahora en el presente documento, la presente invención se describirá en mayor detalle con referencia a los 35
siguientes ejemplos. Debe entenderse que estos ejemplos se proporcionan a fines ilustrativos únicamente y no 
deben interpretarse de ninguna manera como limitantes de la presente invención.

Ejemplo 1: Recogida de genes y producción de proteínas recombinantes
40

1) Preparación del gen de la sacarosa sintasa a partir de Escherichia coli recombinante

Los cebadores utilizados en la PCR (Reacción en cadena de la polimerasa) tenían secuencias de reconocimiento de 
enzimas de restricción para NdeI e HindIII que reaccionan respectivamente con una secuencia de bases parcial de 
ambos extremos de la sacarosa sintasa.45

(DIRECTO) 5-CATATGGCTGCCAAGCTAGCTCG-3'
(INVERSO) 5'-AAGCTTTTACTTGGATGTGCTCTCTC-3'

Para la amplificación génica, el procedimiento de amplificación isotérmica repetido 30 ciclos consiste en 50
desnaturalizar a 94°C durante 30 segundos, hibridar a 60°C durante 30 segundos, y extensión a 72°C durante 2 
minutos, obteniendo por tanto aproximadamente 2,5 kb de producto de la PCR.

El fragmento de ADNc obtenido se insertó en un vector pET-28a(+) y se transformó en Escherichia coli BL21(DE3). 
Las Escherichia coli transformadas se inocularon sobre medio de placas que contenía kanamicina para seleccionar 55
inicialmente cepas resistentes a kanamicina. Las cepas seleccionadas se sometieron a cultivo en medio líquido, 
seguido por purificación de los ADN. Finalmente, cuando los ADN se escindieron doblemente con NdeI e HindIII, se 
seleccionó una cepa confirmada por tener aproximadamente 2,5 kb de un fragmento de ADN. Como resultado de un 
análisis de secuencias de bases utilizando un secuenciador de ADN automatizado, la secuencia de bases (SEQ ID 
NO: 1) del gen de la sacarosa sintasa obtenida en la presente invención fue idéntica a la del gen de la sacarosa 60
sintasa notificado a continuación:
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2) Preparación del gen de la glicosiltransferasa a partir de Escherichia coli recombinante

Los cebadores utilizados en la PCR tenían secuencias de reconocimiento de la enzima de restricción para NdeI y 5
HindIII que reaccionan respectivamente con una secuencia de bases parcial de ambos extremos del gen de la 
glicosiltransferasa derivado de Stevia rebaudiana.

(DIRECTO) 5'-CATATGGAAAATAAAACGGA-3'
(INVERSO) 5'-AAGCTTTTACAACGATGAAATGT-3'10

Para la amplificación génica, se repitió el procedimiento de amplificación isotérmica durante 30 ciclos consistente en 
desnaturalizar a 94°C durante 30 segundos, hibridar a 60°C durante 30 segundos, y extensión a 72°C durante 2 
minutos, obteniendo por tanto aproximadamente 1,4 kb de producto de la PCR. El fragmento de ADNc obtenido se 
insertó en un vector pET-28a(+) y se transformó en Escherichia coli BL21(DE3). Las Escherichia coli transformadas 15
se inocularon sobre medio de placas que contenía kanamicina para seleccionar inicialmente cepas resistentes a 
kanamicina. Las cepas inicialmente seleccionadas se sometieron a cultivo en medio líquido, seguido por purificación 
de los ADN. Finalmente, cuando los ADN se escindieron doblemente con NdeI e HindIII, se seleccionó una cepa 
confirmada por tener aproximadamente 1,4 kb de un fragmento de ADN. Como resultado de un análisis de 
secuencias de bases utilizando un secuenciador de ADN automatizado, la secuencia de bases (SEQ ID NO: 2) del 20
gen de la glicosiltransferasa obtenida en la presente invención fue idéntica a la del gen de la glicosil transferasa 
notificado a continuación:

25
3) Producción de proteína recombinante

Un tubo de ensayo que contenía 5 ml de medio LB se inoculó con Escherichia coli BL21(DE3) recombinante 
liofilizada, seguido por un cultivo de siembra en una estufa incubadora a 37°C hasta que la absorbancia a 600 nm 
llegó a ser 2,0. La solución de siembra cultivada se añadió a un matraz de 2000 ml que contenía 500 ml de medio LB 30
y a continuación se cultivó. Además, se añadió IPTG (isopropil β-D-1-tiogalactiopiranósido) 0,1 mM hasta que la 
absorbancia a 600 nm llegó a ser 0,4, induciendo por tanto la expresión másica de la sacarosa sintasa y la 
glicosiltransferasa, respectivamente. Las condiciones de cultivo se ajustaron de tal manera que la velocidad de 
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agitación fue de 180 rpm y la temperatura del cultivo fue de 37°C durante el procedimiento, mientras que la velocidad 
de agitación era de 120 rpm y la temperatura del cultivo era de 16°C tras la adición de IPTG. La solución de cultivo 
de la cepa transformada se centrifugó a 6.000 g a 4°C durante 20 minutos, seguido por lavado dos veces con 
tampón Tris/ácido clorhídrico 50 mM, añadiendo a continuación tampón Tris-ácido clorhídrico 50 mM, pH 7,5 para 
lisar la solución de células con un sonicador. El lisado celular se centrifugó de nuevo a 13.000 g a 4°C durante 20 5
minutos para separar el sobrenadante celular como una solución de enzimas. Para identificar exactamente las 
propiedades de las enzimas, la solución de enzimas se purificó utilizando una columna de superflujo Ni-NTA. Se 
midió el peso molecular de la enzima purificada mediante SDS-PAGE. Como resultado, se confirmó que la sacarosa 
sintasa derivada de arroz (Oryza sativa) tenía una longitud de 92 kDa (SEQ ID NO: 3) y la glicosiltransferasa (UDP-
glicosiltransferasa) derivada de estevia (Stevia rebaudiana) tenía una longitud de 57 kDa (SEQ ID NO: 4).10

Ejemplo 2: Medición de la actividad enzimática utilizando HPLC

1) Medición de la actividad de la sacarosa sintasa
15

Se midió la actividad de la sacarosa sintasa derivada de arroz (Oryza sativa) por medio de HPLC. Las condiciones 
de análisis por HPLC para medir la actividad de la sacarosa sintasa derivada de arroz (Oryza sativa) eran las 
siguientes:

Condiciones para el análisis por HPLC20

- Longitud de onda del detector: 260 nm
- Caudal: 1 ml/min
- Volumen de inyección de la muestra: 10 µl
- Columna: C18 4,6 x 250 mM (5 µm de tamaño de poro)25
- Disolvente:

A: Persulfato de tetrabutilamonio 8 mM en fosfato de potasio 100 mM [pH 5,3]
B: 70% de disolvente A + 30% de metanol

30
El tiempo de análisis total se ajustó a 30 minutos, donde el análisis comenzó con el gradiente 100% de disolvente A, 
para un tiempo de análisis de 15 minutos el gradiente del disolvente B aumentó a 20%, y a continuación, para un 
tiempo de análisis de 17 minutos, el gradiente volvió a 100% de disolvente A.

La actividad de la sacarosa sintasa derivada de arroz (Oryza sativa) se confirmó mediante reacción enzimática para 35
ver si el azúcar bruto o el azúcar (sacarosa) y la uridina difosfato reaccionaban para producir de uridina difosfato a la 
cual se unió la glucosa. Las condiciones de las reacciones enzimáticas fueron las siguientes:

sacarosa 100 mM, uridina difosfato 10 mM y 0,1 mg/ml de sacarosa sintasa (preparada en el Ejemplo 1-3) en 
tampón fosfato 50 mM (pH 6,5) se sometieron a reacción enzimática a 37°C durante 1 hora. Tras calentar a 100°C 40
durante 5 minutos para detener la reacción, se llevó a cabo el análisis de HPLC para medir la cantidad producida de 
uridina difosfato al que se ha unido la glucosa. Como resultado, se confirmó que la uridina difosfato se convirtió en 
uridina difosfato a la que se ha unido glucosa, indicando una conversión del 90% en comparación con la 
concentración molar inicial (Fig. 1). En la Fig. 1, (a) muestra que solo uridina difosfato (1) está presente en el tiempo 
de reacción de 0 horas, (b) muestra que la uridina difosfato a la que se ha unido glucosa (2) se produce mediante la 45
sacarosa sintasa para tras el agotamiento para el tiempo de reacción de 1 hora.

2) Medición de la actividad de la glicosiltransferasa

Las condiciones del análisis por HPLC para medir la glicosiltransferasa (UDP-glicosiltransferasa) derivada de estevia 50
(Stevia rebaudiana) fueron las siguientes:

Condiciones para el análisis por HPLC

- Longitud de onda del detector: 210 nm55
- Caudal: 1 ml/min
- Volumen de inyección de la muestra: 10 µl
- Columna: C18 4,6 x 250 mM (5 µm de tamaño de poro)
- Disolvente: Acetonitrilo: fosfato de sodio 10 mM [pH 2,6] = 32:68

60
Se confirmó la actividad de la glicosiltransferasa (UDP-glicosiltransferasa) derivada de estevia (Stevia rebaudiana)
mediante conversión enzimática para ver si la unión de una molécula de glucosa a esteviósido conduce a la 
conversión a rebaudiósido A. Las condiciones para la reacción enzimática fueron del siguiente modo: esteviósido 2 
mM (> 96%), uridina difosfato glucosa 10 mM, y 0,1 mg/ml de glicosiltransferasa derivada de estevia, (preparada en 
el Ejemplo 1-3) en tampón fosfato 50 mM (pH 7,0) se sometieron a reacción enzimática a 37°C durante una hora. El 65
esteviósido usado como sustrato de la reacción enzimática era esteviósido puro con una pureza del 96% o más. Se 
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usó un espécimen mixto que contenía aproximadamente 3% de rebaudiósido A como un material estándar y tras 
reacción en el momento del análisis de HPLC. La reacción se detuvo calentando a 100°C durante 5 minutos, seguido 
por llevar a cabo la HPLC para medir la cantidad producida de rebaudiósido A. Como un resultado de análisis, se 
confirmó que el esteviósido se había convertido en rebaudiósido A con un 100% de conversión en comparación con 
la concentración molar (Fig. 2). La Fig. 2 muestra los resultados del análisis de HPLC, demostrando que el 5
esteviósido se convierte en rebaudiósido A mediante la glicosiltransferasa. En la Fig. 2, (a) muestra la presencia de 
esteviósido (1) solo para el tiempo de reacción de 0 horas, (b) muestra que esteviósido (1) y rebaudiósido A (2) 
están presentes después de un tiempo de reacción de 0,5 horas, y (c) muestra que todo el esteviósido (1) se 
convierte en rebaudiósido A (2) después de un tiempo de reacción de 1 hora.

10
Ejemplo 3: Medición de la tasa de conversión de esteviósido a rebaudiósido A mediante reacción in-situ de 
la sacarosa sintasa y glicosiltransferasa

Se confirmó la tasa de conversión de esteviósido a rebaudiósido A mediante reacción in-situ de la sacarosa sintasa y 
la glicosiltransferasa (UDP-glicosiltransferasa). Las condiciones de las reacciones enzimáticas fueron las siguientes:15
Las reacciones enzimáticas se llevaron a cabo usando tampón fosfato 50 mM (pH 6,5) que contenía sacarosa 1 M, 
uridina difosfato 200 mM, esteviósido 100~250 mM y 0,1 mg/ml de sacarosa sintasa (preparados en los ejemplos 1-
3) y 0,1 mg/ml de glicosil transferasa (preparada en los Ejemplos 1-3) a una temperatura de 45°C durante 24 horas. 
El sustrato utilizado en la presente invención era la mezcla de esteviósido especificada en el Ejemplo 2. Tras 
completarse las reacciones, las reacciones se detuvieron calentando a 100°C durante 5 minutos. Después de esto, 20
se llevó a cabo el análisis por HPLC para medir la concentración de rebaudiósido A dependiendo de la concentración 
de esteviósido. La tasa de conversión de esteviósido a rebaudiósido A se calculó a partir de la concentración molar 
de rebaudiósido A producida en comparación con la concentración molar de esteviósido utilizada (Fig. 3 y Tabla 1 
(Tasa de conversión tras la reacción durante 24 horas)).

25
TABLA 1

Concentración de esteviósido 
(nM)

Tasa de conversión 
(%)

100 100

150 63,90

200 56,72

250 39,96

La Fig. 3 muestra los resultados del análisis de HPLC, demostrando que rebaudiósido A (2) se produce a partir de 
esteviósido (1) mediante la sacarosa sintasa y la glicosiltransferasa. En la Fig. 3, (a) muestra la presencia de 
esteviósido (1) solo para el tiempo de reacción de 0 horas, cuando la concentración del sustrato es 100 mM, (b) 30
muestra la presencia de rebaudiósido A (2) solo después de un tiempo de reacción de 24 horas, cuando la 
concentración del sustrato es 100 mM, y (c) muestra la presencia de esteviósido (1) y rebaudiósido (2) después de 
un tiempo de reacción de 24 horas, cuando la concentración del sustrato es 250 mM.

Ejemplo 435

Estabilidad del pH en la reacción in-situ de la sacarosa sintasa y la glicosiltransferasa

Uridina difosfato, a la cual se unió glucosa, producida mediante la sacarosa sintasa derivada de arroz (Oryza sativa)
se convirtió en rebaudiósido A haciéndola reaccionar con esteviósido mediante la glicosiltransferasa, disociando 40
uridina difosfato. Cuando los dos tipos de enzimas estuvieron presentes en un único reactor y se produjo 
rebaudiósido A, se comprobó el pH óptimo. Las condiciones para el análisis de HPLC para medir el pH óptimo son 
del siguiente modo:

Condiciones para el análisis HPLC45

- Longitud de onda del detector: 210 nm
- Caudal: 1 ml/min
- Volumen de inyección de la muestra: 10 µl
- Columna: C18 4,6 x 250 mM (5 µm de tamaño de poro)50
- Disolvente: Acetonitrilo: fosfato de sodio 10 mM [pH 2,6] = 32:68

Se confirmó el pH óptimo a través de la reacción compleja de la sacarosa sintasa y la glicosiltransferasa (UDP-
glicosiltransferasa). Las condiciones de las reacciones enzimáticas fueron las siguientes: Se llevaron a cabo las 
reacciones enzimáticas utilizando tampón fosfato 50 mM (pH 6,5) que contenía sacarosa 1M, uridina difosfato 200 55
mM, esteviósido 40 mM y 0,1 mg/ml de sacarosa sintasa (preparados en los ejemplos 1-3) y 0,1 mg/ml de glicosil 
transferasa (preparada en los Ejemplos 1-3) a una temperatura de 45°C durante 24 horas. Como tampón, de pH 2,5 
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a pH 12,0, se utilizó tampón universal. Las reacciones se detuvieron calentando a 100°C durante 5 minutos. 
Después de esto, se llevó a cabo el análisis de HPLC para medir la tasa de producción de rebaudiósido A. 
Comparando la cantidad producida de rebaudiósido A, se consideró que el pH de la reacción para el sistema de 
reacción que muestra el valor máximo era un pH óptimo para la reacción compleja. Se confirmó que el pH óptimo 
para la reacción compleja de la sacarosa sintasa y la glicosiltransferasa era aproximadamente pH 7,5 en una 5
reacción llevada a cabo a una temperatura de 45°C durante 60 minutos (Fig. 4 y Tabla 2).

TABLA 2

pH
Actividad relativa de la 
enzima (%)

2,5 2,99

3,0 2,85

4,0 2,66

5,0 38,55

5,5 78,66

6,0 84,54

6,5 85,45

7,0 93,24

7,5 100

8,0 93,04

8,5 86,42

9,0 85,12

10,0 84,01

11,0 80,47

12,0 52,34

Ejemplo 410

Estabilidad de la temperatura en una reacción in-situ de la sacarosa sintasa y la glicosiltransferasa

Uridina difosfato, a la cual se unió glucosa, producida mediante la sacarosa sintasa derivada de arroz (Oryza sativa)
se convirtió en rebaudiósido A haciéndola reaccionar con esteviósido mediante la glicosiltransferasa, disociando 15
uridina difosfato. Cuando los dos tipos de enzimas estuvieron presentes en un único reactor y se produjo 
rebaudiósido A, se comprobó la temperatura óptima. Las condiciones del análisis por HPLC para medir el pH óptimo 
fueron las siguientes:

Condiciones para el análisis por HPLC20

- Longitud de onda del detector: 210 nm
- Caudal: 1 ml/min
- Volumen de inyección de la muestra: 10 µl
- Columna: C18 4,6 x 250 mM (5 µm de tamaño de poro)25
- Disolvente: Acetonitrilo: fosfato de sodio 10 mM [pH 2,6] = 32:68

Se confirmó la temperatura óptima a través de la reacción compleja de la sacarosa sintasa y la glicosiltransferasa 
(UDP-glicosiltransferasa). Las condiciones de las reacciones enzimáticas fueron las siguientes: Se llevaron a cabo 
las reacciones enzimáticas utilizando tampón fosfato 50 mM (pH 6,5) que contenía sacarosa 1M, uridina difosfato 30
200 mM, esteviósido 40 mM y 0,1 mg/ml de sacarosa sintasa y 0,1 mg/ml de glicosiltransferasa a temperaturas de 
4°C, 20°C, 30°C, 37°C, 45°C, 60°C, 70°C, y 80°C. Las reacciones se detuvieron calentando a 100°C durante 5 
minutos. Después de esto, se llevó a cabo el análisis de HPLC para medir la tasa de producción de rebaudiósido A. 
Comparando la cantidad producida de rebaudiósido A, se consideró que la temperatura de la reacción para el 
sistema de reacción que muestra el valor máximo era una temperatura óptima para la reacción compleja. Se 35
confirmó que la temperatura óptima para la reacción compleja de la sacarosa sintasa y la glicosiltransferasa era 
aproximadamente de 45°C en una reacción llevada a cabo a pH 6,5 durante 60 minutos. La actividad relativa de la 
enzima se resumió en la Fig. 5 y la Tabla 3.
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TABLA 3

Temperatura (°C)
Actividad relativa de la 
enzima (%)

4 10,19

20 17,20

30 31,21

37 80,48

45 100

60 39,24

70 9,71

80 10,40
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar rebaudiósido A, que comprende:

(1) hacer reaccionar sacarosa y nucleótido difosfato en presencia de sacarosa sintasa para preparar nucleótido 5
difosfato al que se ha unido la glucosa; y
(2) hacer reaccionar el nucleótido difosfato al cual se ha unido glucosa con esteviósido en presencia de 
glicosiltransferasa para preparar rebaudiósido A.

2. El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la sacarosa sintasa se 10
deriva de arroz, maíz, trigo, bambú, Arabidopsis thaliana, césped, cebada, sorgo o patata.

3. El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que la sacarosa sintasa se 
produce a partir de Escherichia coli, Bacillus, levaduras, Corynebacterium o Agrobacterium recombinantes 
transformados con un vector que contiene un gen de la sacarosa sintasa.15

4. El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con la reivindicación 3, en el que la sacarosa sintasa tiene 
una secuencia de bases que se muestra en la SEQ ID NO: 3.

5. El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la 20
glicosiltransferasa se deriva de Oryza sativa, Stevia rebaudiana Bertoni, Bambusa oldhamii, Brachypodium 
distachyon, Hordeum vulgare, Sorghum bicolor, Zea mays, o Arabidopsis thaliana.

6. El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la 
glicosiltransferasa se deriva de Escherichia coli, Bacillus, levaduras, Corynebacterium o Agrobacterium25
recombinantes, transformados con un vector que contiene un gen de la glicosiltransferasa.

7. El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la 
glicosiltransferasa tiene una secuencia de bases que se muestra en la SEQ ID NO: 4.

30
8. El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que las 
etapas (1) y (2) se llevan a cabo consecutivamente in-situ.

9. El método para preparar rebaudiósido A de acuerdo con la reivindicación 8, en el que una temperatura de 
reacción in-situ es de 20°C a 60°C y el pH de la reacción está en el intervalo de pH 5 a pH 10.35

10. Un método para preparar rebaudiósido A a partir de esteviósido, que comprende:
hacer reaccionar sacarosa, nucleótido difosfato, esteviósido, sacarosa sintasa y glicosiltransferasa in-situ para 
preparar rebaudiósido A.

40
11. El método para preparar rebaudiósido A a partir de esteviósido de acuerdo con la reivindicación 10, la 
temperatura de reacción es de 20°C a 60°C y el pH de la reacción está en el intervalo de pH 5 a pH 10.

12. El método para preparar rebaudiósido A a partir de esteviósido de acuerdo con la reivindicación 10 u 11, en el 
que la sacarosa sintasa se deriva de arroz, maíz, trigo, bambú, Arabidopsis thaliana, césped, cebada, sorgo o 45
patata.

13. El método para preparar rebaudiósido A a partir de esteviósido de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 10 a 12, en el que la glicosiltransferasa se deriva de Oryza sativa, Stevia rebaudiana Bertoni, 
Bambusa oldhamii, Brachypodium distachyon, Hordeum vulgare, Sorghum bicolor, Zea mays, o Arabidopsis thaliana.50
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