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DESCRIPCION
Modificacién enzimatica de hojas de zarzamora dulce

La presente invencion se refiere a un método de preparacion de un extracto de hojas de zarzamora dulce (Rubus
suavissimus).

La transglicosilacion por medio de enzimas del grupo de las transglucosidasas es un principio bien conocido para
modificar los glicésidos de esteviol al nivel molecular. Los glicsidos de esteviol son un grupo de moléculas con
propiedades edulcorantes de intensidad alta. Son hasta 250 veces mas dulces que la sacarosa. Los glicésidos de
esteviol pueden encontrarse en concentraciones altas de hasta el 10% en hojas de la planta Stevia rebaudiana.

Los dos glicésidos de esteviol principales encontrados en las hojas de la planta de estevia son esteviésido y
rebaudiésido A. Estan presentes varios otros glicésidos de esteviol minoritarios, tales como rebaudiésido C,
dulcosido, rubusosido, esteviolbidsido, rebaudidsido B, rebaudidsido D, rebaudidsido E y rebaudidésido F. Los
glicosidos de esteviol individuales difieren en la intensidad de dulzor y calidad de gusto. La calidad de gusto se
asocia a menudo con la intensidad de un regusto de regaliz o amargo.

Aislados altamente concentrados de glicésidos de esteviol a partir de extractos de estevia en bruto estan aprobados
para su uso como edulcorantes de intensidad alta dentro de la UE. Se usan también comercialmente en la
preparacion de sabores, modificadores del sabor, potenciadores del sabor y potenciadores del dulzor.

Se han usado extractos enriquecidos en glicdsidos de esteviol de hojas de Stevia rebaudiana en diversos grados de
purificacién como sustratos para transglicosilacion.

La transglicosilaciéon conduce a la adicion de moléculas de glucosa a las diversas moléculas de glicosido de esteviol
y por tanto da como resultado un aumento en su peso molecular. Las unidades de glucosa pueden unirse en dos
posiciones diferentes en la molécula de glicésido de esteviol (C-13 o C-19). La cantidad de unidades de glucosa
unidas es habitualmente de entre una y cinco y algunas veces incluso mas. La cinetica exacta de la formacién de los
glicésidos de esteviol glicosilados individuales durante el procedimiento de transglicosilacion enzimatica no se
entienden completamente aun (Lu et al., 2014: “Transglycosylation specificity of glycosyl donors in transglycosylation
of stevioside catalyzed by cyclodextrin glucanotransferase”, Food Chem., 159, 151-156). Cada uno de los glicésidos
de esteviol glicosilados recién formados puede presentar propiedades diferentes en cuanto a intensidad de dulzor y
calidad de gusto debido a la transglicosilacion. Estas pueden en general o bien mejorarse o bien deteriorarse en
comparacion con la molécula de sustrato original. Como consecuencia, en los ultimos veinte afios ha habido muchos
esfuerzos para identificar sustratos y procedimientos que logren una mejora global en la calidad de glicésidos de
esteviol mediante glicosilacion enzimatica con transglucosidasas (Tanaka, O. et al., 1997: “lmprovement of taste of
natural sweeteners”, Pure & Appl. Chem., 69 (4), 675-683; Li et al., 2013: “Transglycosylation of stevioside to
improve the edulcorant quality by lower sustitution using cornstarch hidrolyzate and CGTase”, Food Chem., 138,
2064-2069).

La reaccion enzimética requiere la presencia de un donador de glucosa como cosustrato. Aunque sélo una cantidad
relativamente pequefia de unidades de glucosa se une en una base molecular a los glicésidos de esteviol durante la
reaccion enzimatica, se requiere un exceso del donador de glucosa para mantener el equilibrio de la reaccion en el
lado de producto. Se usa a menudo maltodextrina como donador de glucosa. Para lograr una conversion eficaz, se
ha usado una razén de concentracion de glicésido de esteviol con respecto a maltodextrina en el intervalo de 0,5:1 a
2:1. Esto significa, por ejemplo, que en el caso de una razén de 1:1, se afiade el 15% en peso de maltodextrina a
una disolucion acuosa del 15% en peso de glicosidos de esteviol, conduciendo a una disolucion de reaccion con el
30% en peso de materia seca (documento US20090324793 A1, Li et al., 2013).

Otra planta que se sabe que tiene un gusto dulce es la zarzamora dulce, una planta del género Rubus, también
conocida como zarzamora china. Las hojas de zarzamora dulce se usan comunmente en tés de hierbas. Las hojas
de la zarzamora dulce china (Rubus suavissimus, también conocida como R. chingii y R. palmatus) contienen el
glicésido dulce rubusosido (éster B-D-glucosilico de 13-O-B-D-glucosilesteviol) en una cantidad de aproximadamente
el 5 al 9% en peso, asi como otros glicésidos de esteviol minoritarios. El rubusésido es también un glicésido de
esteviol minoritario en Stevia rebaudiana.

Pueden usarse también extractos de hojas de zarzamora dulce como ingrediente para la preparacion de
edulcorantes, sabores, modificadores del sabor, potenciador del sabor, potenciadores del dulzor o agentes
enmascaradores (documento EP-A-2641479).

Se ha mostrado la transglicosilacién enzimatica de rubusoésido aislado de Rubus suavissimus por medio de una
ciclodextrina glucanotransferasa (Darise et al., ‘Enzymic Transglucosylation of Rubusoside and the Structure-
Sweetness Relationship of Steviol-Bisglycosides”, Agric. Biol. Chem., 48 (10), 2483-2488, 1984 y Othani et al.,
“Further Study on the 1,4-o-Transglucosylation of Rubusoside, a Sweet Steviol-Bisglucoside from Rubus
suavissimus”, Agric. Biol. Chem., 55 (2), 449-453, 1991). En estos estudios, se aislé rubusésido de las hojas de
Rubus suavissimus y posteriormente se transglicosilé por medio de ciclodextrina glucanotransferasa y almidén como
cosustrato a una temperatura de 28 a 40°C durante de 18 a 96 horas en condiciones controladas. Se identificaron
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varios glicosidos de esteviol glicosilados recién formados y se caracterizaron segun el dulzor individual y la calidad
de gusto. Se encontr6 que algunos derivados de rubusésido tenian propiedades mejoradas y algunos tenian
propiedades inferiores en cuanto a dulzor y calidad de gusto en comparacion con el rubusosido original,
dependiendo de la estructura molecular recién formada.

En contraste con los glicosidos de esteviol de Stevia rebaudiana, que se usan comunmente en forma de aislados
altamente concentrados extraidos de hojas de estevia secadas, las hojas de zarzamora dulce o los extractos de
hojas de zarzamora dulce se usan habitualmente sin aislamiento y/o enriquecimiento selectivo del rubusésido
contenido.

Los documentos EP-A-2641479 y EP-A-2236043 describen procedimientos de extraccién convencionales de hojas
de zarzamora dulce. En general, las hojas de zarzamora dulce se extraen con agua caliente a una temperatura de
desde 60°C hasta 100°C durante de 1 a 5 horas a una razén en peso de hojas secas con respecto a agua de 1:5 a
1:15. Después de eso, los solidos se retiran mediante decantacion o centrifugacion y el residuo se concentra.
Preferiblemente, el concentrado puede enfriarse hasta de 0 a 5°C y de nuevo decantarse y/o centrifugarse. El
residuo restante puede ademas concentrarse y/o pasteurizarse y/o secarse por pulverizacion hasta un polvo.
Finalmente, el documento EP-A-2954785, publicado el 13-06-2014, da a conocer los edulcorantes rubusésido y/o
alfa-glicosilrubusésido, producidos mediante trans-glicosilacion de hojas de zarzamora dulce previamente extraidas
(ejemplo 1).

En general, la mejora de la calidad del dulzor de hojas de zarzamora dulce por medio de transglicosilacion
enzimatica se ha descrito hasta ahora sé6lo mediante:

1) enriquecimiento selectivo y/o eliminacién del rubusoésido del extracto de hojas de zarzamora dulce,

2) dlicosilacion de rubusésido aislado en condiciones de procedimiento normalizadas para obtener una mezcla de
derivados de rubusoésido con propiedades mejoradas. Esto implica la preparacion de una disolucion acuosa de
rubusdsido aislado y la adicion de una cantidad apropiada de cosustrato.

Sin embargo, la aplicacién principal de las hojas de zarzamora dulce de Rubus suavissimus esta en forma de un
extracto en bruto sin enriquecimiento selectivo de rubusdsido dado que dentro de la UE se usan comunmente hojas
de zarzamora dulce como extracto vegetal y no como edulcorante de intensidad alta a base de rubusdsido.

Ademas, el uso de un extracto en bruto en lugar de rubusésido altamente purificado es mucho menos costoso.

Por tanto, hay una demanda alta de una transglicosilacién enzimatica de rubusoésido a partir de hojas de zarzamora
dulce sin aislamiento costoso del rubusdsido antes del tratamiento enzimatico.

El objeto de la presente invencién es proporcionar un edulcorante basandose en rubusésido que tiene propiedades
excelentes de dulzor y calidad de gusto.

Dicho objeto se soluciona mediante un método de produccién de un extracto de hojas de zarzamora dulce (Rubus
suavissimus) que contiene menos del 95% en peso de rubusoésido basandose en la materia seca, en el que al
menos una parte del rubusésido se glicosila, comprendiendo dicho método una extraccién de hojas de zarzamora
dulce y una glicosilacion enzimatica llevada a cabo simultdneamente durante la extraccidbn con una enzima
transglucosidasa con adicidon de un cosustrato como donador de glucosa.

La presente memoria descriptiva da a conocer adicionalmente el uso del extracto preparado segun la presente
invencion para la preparacion de un edulcorante, un modificador del sabor, un potenciador del sabor, un potenciador
del dulzor o un agente enmascarador, asi como un producto alimenticio que contiene el extracto preparado segun la
presente invencion como ingrediente.

En una realizacion preferida, el extracto preparado segun la presente invencién contiene del 3 al 50% en peso de
rubusosido, basandose en la materia seca. En combinacién con las realizaciones anteriores o posteriores, el
contenido en rubusésido del extracto es preferiblemente del 5 al 40% en peso, mas preferiblemente del 10 al 30% en
peso y lo mas preferiblemente del 3 al 20% en peso, basandose en la materia seca.

En una realizaciéon adicional preferida, al menos el 20% del rubusésido en el extracto preparado segun la presente
invencion esta glicosilado. En combinacién con las realizaciones anteriores o posteriores, el porcentaje de
rubusésido glicosilado en el extracto es preferiblemente de al menos el 30%, mas preferiblemente al menos el 40% y
lo mas preferiblemente al menos el 50% (por ejemplo entre el 50 y el 70%).

En otra realizacién preferida, el rubusésido en el extracto preparado segun la presente invencion se glicosila con de
1 a 5 unidades de D-glucopiranosilo.

En una realizacion adicional preferida, el extracto preparado segun la presente invencion es un extracto acuoso.

En otra realizacion preferida, en combinaciéon con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, el extracto
preparado segun la presente invencion tiene un Brix de 45 a 80°, preferiblemente de 50 a 70°, mas preferiblemente
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de 55 a 65°.

El término “grados Brix” (°Bx) se refiere a una unidad que representa el contenido sdlido soluble en una disolucion.
Un grado Brix corresponde a 1 g de sacarosa en 100 g de disolucion de sacarosa/agua y por tanto representa la
concentracion de la disolucion como porcentaje en peso (% p/p). Una disolucion tiene 1°Bx si la densidad de dicha
disolucion es la misma que una disolucién de 1 gramo de sacarosa en 100 gramos de disolucion de sacarosa/agua.
El °Bx se mide habitualmente por medio de un refractémetro.

En una realizacion preferida del método segun la presente invencion, se usa ciclomaltodextrina glucanotransferasa
(EC 2.4.1.19) como enzima transglucosidasa.

En otra realizacion preferida del método segun la presente invencion, se usa maltodextrina como cosustrato. En una
realizacién preferida en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, la maltodextrina se
obtiene a partir de almidén hidrolizando parcialmente el almidén. En una realizacién preferida en combinacion con
cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, la fuente del almidon son patatas, trigo, maiz, arroz o
mandioca.

En una realizacion adicional preferida, el método de la presente invencion comprende ademas la etapa de
concentrar el extracto que contiene el rubusésido glicosilado.

La figura 1 muestra la cantidad de rubusésido no glicosilado residual durante la incubacion de un extracto de hojas
de zarzamora a 80°C tal como se describe en el ejemplo 1.

El término “extracto” se usa representativamente para todos los productos que se obtienen a partir de una planta por
medio de una extraccion con un disolvente, tal como con maceracion o percolacion. El extracto puede estar en una
forma liquida, semisdlida o sdlida.

Con respecto a la extraccion, las partes de la planta se someten o bien en el estado sin procesar o bien secadas a
maceracion o percolacion. En una realizacion preferida, en combinacion con cualquiera de las realizaciones
anteriores o posteriores, se usa material vegetal secado.

Las partes de la planta pueden romperse en trozos pequefios de una manera adecuada antes de la extraccién. Esto
puede hacerse, por ejemplo, frotandolas o cortandolas. Alternativamente, las partes de la planta pueden prensarse
en el estado sin procesar, por ejemplo directamente después de la cosecha, con el fin de producir un jugo a partir del
prensado antes de la extraccion.

En general, una extraccion de las partes de la planta incluyendo hojas, ramas pequefas y flores se lleva a cabo con
un disolvente adecuado. En una realizacion preferida, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores
0 posteriores, el disolvente para la extraccion se selecciona de agua, alcoholes tales como metanol, etanol o alcohol
isopropilico, o disolventes clorados tales como diclorometano, asi como acetona, acetilacetona, acetato de etilo,
amoniaco o acido acético glacial. En una realizacién preferida adicional, en combinacién con cualquiera de las
realizaciones anteriores o posteriores, se usa didoxido de carbono supercritico como disolvente. En otra realizacion
preferida, en combinaciéon con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, se usan mezclas de dos o
mas de los disolventes mencionados anteriormente para la extraccién. En una realizacion preferida, en combinacién
con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, se usa agua como el disolvente para la extraccion. En
una realizacion preferida adicional, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, se
usan grasas tales como manteca de cerdo, ceras tales como cera de abejas, 0 aceites tales como aceite de oliva y
aceite de almendra para la extraccion.

Con el fin de lograr el rendimiento mas alto posible, puede extraerse el material vegetal varias veces. En una
realizacién preferida, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, se repite la
extraccién de 2 a 6 veces, mas preferiblemente 3 veces. En este caso, también es posible usar disolventes
diferentes en las diversas etapas de extraccion o una extraccidon con un disolvente puede ir seguida por una
extraccién con grasa, cera o aceite, 0 viceversa.

En una realizacion preferida, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, el
procedimiento de maceracion se lleva a cabo durante de 5 a 9 dias, preferiblemente durante 7 dias, a temperatura
ambiente con una mezcla de agua y etanol. La mezcla de disolventes se vierte sobre los elementos vegetales y se
deja durante el periodo de tiempo anterior.

El producto de extraccién en bruto puede también concentrarse, secarse y/o procesarse adicionalmente antes de
usarse. Para producir un extracto seco, el disolvente puede evaporarse a partir del extracto liquido sin procesar, el
extracto concentrado o el extracto limpiado mediante, por ejemplo, secado por pulverizaciéon, secado por
congelacion o secado a vacio. El procesamiento adicional puede incluir etapas de limpieza conocidas por el experto
en la técnica, tales como centrifugacion, filtracién y decantacién, con el fin de retirar materiales suspendidos del
extracto. En una realizacion preferida, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores,
el producto en bruto se usa sin etapas de purificacion adicionales.
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Para mejorar la calidad de dulzor del extracto en bruto no enriquecido en rubusdésido de hoja de zarzamora dulce, la
glicosilacion del rubusésido se lleva a cabo preferiblemente durante o directamente después del procedimiento de
extracciéon. El motivo es que los extractos de hojas de zarzamora dulce pueden usarse principalmente como
extractos en bruto y no en forma de concentrados de rubusésido aislados.

Actualmente, no se conoce ningun procedimiento para la glicosilacion enzimatica eficaz de rubusésido de Rubus
suavissimus en un extracto de hojas de zarzamora dulce no enriquecido en rubusésido.

Se encontré sorprendentemente que puede lograrse una transglicosilacion eficaz, que da como resultado una
mejora de la calidad de dulzor global de extractos de hojas de zarzamora dulce, tratando un extracto de hojas de
zarzamora dulce con una enzima transglucosidasa tal como ciclodextrina glucanotransferasa (EC 2.4.1.19) y un
donador de glucosa como cosustrato durante la extraccion. La glicosilacién enzimatica de extracto en bruto no
enriquecido en rubusoésido puede llevarse a cabo en condiciones que permiten simultaneamente una extraccion
eficaz tales como una temperatura de 60-100°C durante de 1 a 5 h.

Como donador de glucosa, se usa preferentemente maltodextrina. En una realizacién preferida, en combinacion con
cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, el donador de glucosa es una maltodextrina que tiene un
valor de DE (equivalente de dextrosa) de 3 a 20. En combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o
posteriores, el valor de DE de la maltodextrina usada como cosustrato es preferiblemente de 5 a 20, mas
preferiblemente de 10 a 17 y lo mas preferiblemente de 11 a 16 (tal como 12, 13, 14 6 15).

El extracto de hojas de zarzamora dulce glicosilado no enriquecido en rubusdésido resultante mostré propiedades
mejoradas cuando se uso solo o como ingrediente en un edulcorante, sabor, modificador del sabor, potenciador del
sabor, potenciador del dulzor o0 agente enmascarador.

El extracto puede obtenerse usando procedimientos de extraccion convencionales conocidos por el experto en la
técnica tal como se describio anteriormente. En una realizaciéon preferida, en combinacion con cualquiera de las
realizaciones anteriores o posteriores, se extrajeron hojas de zarzamora dulce con agua con una temperatura de
desde 60 hasta 80°C durante de 1 a 5 h. En una realizaciéon preferida, en combinaciéon con cualquiera de las
realizaciones anteriores o posteriores, la razén en peso de hojas de zarzamora dulce secas con respecto a agua
esta en el intervalo de 1:5 a 1:15. Después de eso, los solidos se eliminan preferiblemente mediante decantacién o
centrifugacion y el residuo se concentra.

El concentrado puede enfriarse preferiblemente a de 0 a 5°C y de nuevo decantarse y/o centrifugarse. En una
realizacion preferida, en combinacidon con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, el residuo
restante se concentra y/o pasteuriza adicionalmente. En otra realizacion preferida, en combinaciéon con una
cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, el extracto se seca por pulverizacion hasta un polvo.

Las cantidades de los reactantes y las condiciones durante la transglicosilacion enzimatica tales como el pH y la
temperatura pueden variarse con el fin de obtener un extracto con un dulzor y gusto deseados.

Los siguientes parametros puede ajustarlos un experto en la técnica para lograr una velocidad de transglicosilacion
maxima y una eficacia global:

. Concentracion de donador de glucosa

. Concentracion de enzima

. pH del medio de reaccion/extraccion

. Temperatura del medio de reaccion/extraccion

. Duracion del procedimiento de reaccion/extraccion

. Materia seca global (Brix) en el medio de reaccion/extracciéon

La tasa de transglicosilacion global puede expresarse por comparacion de la cantidad de rubusdsido en el extracto
en bruto antes y después de la reacciéon enzimatica segun la tasa de conversion.

Tasa de conversion (%) = 100% - (cantidad de rubusésido (p/p) en el extracto después del tratamiento enzimatico
dividida entre la cantidad de rubusésido (p/p) en el extracto antes del tratamiento enzimatico) x 100%

La mejora de la calidad e intensidad de dulzor depende de la tasa de conversiéon (el porcentaje de rubusésido
glicosilado). Sin embargo, no hay un umbral minimo fijado para una tasa de conversion para lograr un efecto de
optimizacion significativo minimo cuando se compara con una muestra no tratada. Por este motivo, un experto en la
técnica tiene que decidir qué tasa de conversion se desea para lograr una calidad e intensidad de dulzor deseadas.

En una realizacion preferida, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, se
glicosila al menos el 50% del rubusdsido en el extracto en bruto.
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Sin embargo, el método de la presente invencién no se limita a los que dan como resultado mas de un 50% de tasa
de conversion dado que tasas de conversion menores pueden lograr también una calidad e intensidad de dulzor
suficientes.

Se encontré sorprendentemente que las condiciones de procedimiento requeridas para una extraccion eficaz
(descrita anteriormente) también permiten una transglicosilacion enzimatica eficaz. Por tanto, en una realizacion
preferida del método segun la presente invencién, en combinacion con cualquiera de las realizaciones anteriores o
posteriores, el extracto de hojas de zarzamora dulce se obtiene in situ durante la transglicosilacion enzimatica.

Por tanto, en una realizacion preferida del método segun la presente invencion, en combinacién con cualquiera de
las realizaciones anteriores o posteriores, la transglicosilacion enziméatica se lleva a cabo a una temperatura de 60 a
100°C, preferiblemente de 65 a 90°C, lo mas preferiblemente a de 70 a 80°C, durante de 1 a 6 h, preferiblemente de
2 a 5 h, con una mezcla de reaccion que comprende una enzima transglucosidasa, un cosustrato y hojas de
zarzamora dulce secas. En una realizacion preferida, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores
0 posteriores, la razén en peso de hojas de zarzamora dulce secas con respecto a agua esta en el intervalo de 1:5 a
1:15, mas preferiblemente de 1:7 a 1:13, lo mas preferiblemente 1:10.

En una realizacién preferida adicional, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores,
la concentracién del cosustrato (donador de glucosa) esta dentro del intervalo del 0,5 al 50% (p/v), mas
preferiblemente del 1 al 40% (p/v), lo mas preferiblemente del 2 al 30% (p/v), basandose en el volumen total de la
mezcla de reaccion.

En una realizacién preferida adicional, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores,
la concentracion de enzima esta dentro del intervalo del 0,05 al 5% (p/v), mas preferiblemente del 0,1 al 4% (p/v), lo
mas preferiblemente del 0,5 al 3% (p/v), basandose en el volumen total de la mezcla de reaccion.

Se ha encontrado sorprendentemente que la adicion de cantidades significativas de materia seca disuelta en forma
de un cosustrato y la concentracién bastante baja de rubusésido en el extracto en bruto no enriquecido en
rubusésido en la disolucion de extraccion acuosa no afecta negativamente a la eficacia de extraccion.

El pH de la disolucion de sustrato no siempre se ha ajustado para desplazar las condiciones de reaccion hacia las
condiciones de reaccion 6ptimas para la enzima, dado que el pH natural del extracto puede variar y la reaccion
avanza en un intervalo de pH amplio. En una realizacién preferida, en combinacién con cualquiera de las
realizaciones anteriores o posteriores, el pH esta dentro del intervalo de 4 a 8, mas preferiblemente de 4,5 a 6, lo
mas preferiblemente de 5 a 5,5. En una realizacion preferida adicional, en combinaciéon con cualquiera de las
realizaciones anteriores o posteriores, el pH de la mezcla de reaccién puede ajustarse mediante la adicion de una
base adecuada tal como NaOH.

En una realizacién preferida, en combinacién con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, el extracto
de hojas de zarzamora dulce en bruto usado en el método de la presente invencién tiene un Brix en el intervalo de 2
a 50°, mas preferiblemente de 5 a 40° y lo mas preferiblemente de 10 a 30° Brix.

Los siguientes ejemplos describen adicionalmente la invencion:

Ejemplos:

Ejemplo 1: Preparacion de extracto de hojas de zarzamora glicosilado a partir de extracto en bruto

El ejemplo 1 no forma parte de la invencion reivindicada y debe considerarse como comparativo con la misma.

Se afiadieron 100 kg de hojas de zarzamora secadas y troceadas a 1000 kg de agua. Se incub6 después la mezcla
a 80°C durante 1 h. Posteriormente, se centrifugd la muestra para eliminar sélidos y luego se concentré la disolucién
restante hasta 60° Brix por medio de un evaporador rotatorio.

Se tomd una muestra del extracto concentrado obtenido y se diluyd con agua hasta 15° Brix. A 1000 g de la
disolucién acuosa asi obtenida se le afadieron 150 g de maltodextrina DE 15 y 4 g de ciclodextrina
glucanotransferasa (Toruzyme 3.0L, Novozymes) y se incubaron sin agitacion durante 1-6 h a 80°C. Se ajusté el pH
a 5,5 con NaOH 0,5 mM. Se tomaron muestras durante el tiempo de incubacion y se determind la cantidad de
rubusésido no glicosilado residual por medio de HPLC (véase la figura 1).

Puede observarse que después de 75 min de incubacion mas del 90% del rubusésido estaba ya glicosilado.
Ejemplo 2: Glicosilacion durante el procedimiento de extraccion de hojas de zarzamora dulce

Se disolvieron diversas cantidades de maltodextrina DE 15 (0,1 g9/0,5 g/1 g/3 g) en 100 g de agua, respectivamente.
Se afadieron posteriormente 10 g de hojas de zarzamora secadas y troceadas y 130 mg de ciclodextrina
glucanotransferasa (Toruzyme; Novozymes) a la disolucién acuosa. Se prepard una muestra adicional sin adicion de
enzima y maltodextrina. Se incubaron las mezclas con agitacion ligera a 70°C durante 2,5 h. Para inactivar la
enzima, se ajusto el pH de las muestras a menos de 3,5 y se incubaron adicionalmente las muestras a 85°C durante
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10 min. Después de eso, se enfriaron las muestras hasta temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron las
muestras (3000 g/5 min) para retirar los solidos. Se us6 el extracto liquido resultante para pruebas adicionales.

Tabla 1: Dependencia del contenido en rubusoésido y °Brix resultantes de la adicion de maltodextrina.

Maltodextrina (g) | °Brix del extracto | Contenido en | Cantidad residual de | Otros glucdsidos de

liquido resultante rubusosido del | rubusodsido (%) esteviol (mg/l) vy

extracto liquido glicésidos de

resultante (mg/l) esteviol glicosilados
0 3,8 3250 - 1700
0,1 4 2840 87,4 2000
0,5 4,4 2240 68,9 3100
1 5 1810 55,7 3500
3 6,9 1070 32,9 4600

A partir de la tabla 1 puede observarse que, en el extracto no tratado, estan presentes aproximadamente 4950 mg/I
de glicosidos de esteviol, de los que el rubusoésido es el glucdsido de esteviol principal (65%).

La tabla muestra adicionalmente que la presencia de maltodextrina como materia seca en el medio de extraccion
sorprendentemente no influye negativamente en la eficacia de extraccion de las hojas secadas, ya que los °Brix
generados por la materia seca disuelta de las hojas de zarzamora es similar para todas las muestras, independiente
de la cantidad de maltodextrina afiadida.

Puede observarse adicionalmente que el grado de glucosilacion es dependiente de la concentracion del cosustrato
(maltodextrina) y se requiere una razon bastante alta de cosustrato con respecto a rubusdsido para lograr una tasa
de conversion alta tal como al menos el 50%.

El agotamiento de rubusdsido y por tanto la produccién de glicdsidos de esteviol glicosilados puede aumentarse
adicionalmente en general aumentando la cantidad de enzima, ajustando el pH al intervalo 6ptimo (para la enzima)
de entre 5y 5,5 o prolongando el tiempo de incubacion.

Las tasas de reaccion son significativamente mas bajas en comparacion con el ejemplo 1. El motivo es que el
rubusdsido disponible sélo se libera durante el procedimiento de extraccion y la cantidad global de sustrato y
cosustrato disponible es significativamente mas baja. Sin embargo, dado que la extraccién y la glicosilacion
enzimatica pueden llevarse a cabo simultdneamente, se mejoran la eficacia global y la rentabilidad del método.

Ejemplo 3: Preparacién de un extracto de hojas de zarzamora modificado enzimaticamente concentrado

Se disolvieron 30 g de maltodextrina en 1000 g de agua. Posteriormente, se afiadieron 100 g de hojas de zarzamora
secadas y troceadas y 1,3 g de ciclodextrina glucanotransferasa (Toruzyme; Novozymes) a la disolucion acuosa. Se
incubd la mezcla con agitacion ligera a 70°C durante 4 h. El pH de la mezcla era de entre 4,7 y 4,9 durante el
procedimiento completo y no se ajustd. Para inactivar la enzima, se ajustd el pH de la muestra a menos de 3,5y se
incubo la muestra adicionalmente a 85°C durante 10 min. Después de eso, se enfridé la muestra hasta temperatura
ambiente. Posteriormente, se centrifugd la muestra (3000 g/5 min) para retirar los soélidos. Después de la
centrifugacion, la muestra tenia un Brix de 6,9°. Se concentré después por medio de un evaporador rotatorio hasta
que se alcanz6 un Brix final de 58°. El extracto liquido concentrado resultante contenia 10,2 g/kg de rubusdsido y
67 g/kg de otros glucosidos de esteviol (mg/l) incluyendo glicosidos de esteviol glicosilados. Los resultados muestran
que la tasa de conversion de rubusdsido en rubusoésido glicosilado es de mas del 50%, dado que una muestra no
tratada a 58° Brix tiene un contenido de rubusésido esperado de aproximadamente 50 g/kg. La comparacion con el
ejemplo 2 muestra que la prolongacion del tiempo de extraccién no aumenta adicionalmente la cantidad de soélidos
extraidos de las hojas de zarzamora dulce pero puede aumentar aun la tasa de conversion.

Se confirmo6 mediante HPLC que el rubusésido se glicosilo con de 1 a 5 unidades de D-glucopiranosilo.
Ejemplo 4: Impacto de la glucosilacion sobre la calidad de dulzor del extracto de hojas de zarzamora dulce.

Los extractos de hojas de zarzamora dulce glicosilados obtenidos en los ejemplos 1 y 3 se diluyeron cada uno con
agua destilada para lograr una concentracion de extracto de hojas de zarzamora dulce de 1 g/l. Esta dilucion se
comparo sensorialmente con el extracto de hojas de zarzamora dulce no glucosilado respectivo, diluido a la misma
concentracion en agua destilada. Se encontré que en todos los casos aumentaron significativamente tanto la
intensidad de dulzor como la calidad de dulzor para el extracto de hojas de zarzamora dulce glicosilado, en
comparacion con el extracto no glicosilado.
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REIVINDICACIONES

Método de produccion de un extracto de hojas de zarzamora dulce (Rubus suavissimus) que contiene
menos del 95% en peso de rubusésido basandose en la materia seca, en el que al menos una parte del
rubusésido se glicosila, comprendiendo dicho método una extraccion de hojas de zarzamora dulce y una
glicosilacion enzimatica llevada a cabo simultdneamente durante la extraccion con una enzima
transglucosidasa con adicidon de un cosustrato como donador de glucosa.

Método segun la reivindicacion 1, en el que se usa ciclomaltodextrina glucanotransferasa como enzima
transglucosidasa.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que se usa maltodextrina como cosustrato.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas la etapa de concentrar el
extracto que contiene el rubusésido glicosilado.
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