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DESCRIPCION
Edulcorantes no caldricos y métodos de sintesis.
Antecedentes de la divulgacion.

La presente divulgacion se refiere en general a edulcorantes naturales. Mas particularmente, la presente invencién se
refiere a métodos de sintesis de los edulcorantes no caléricos rebaudidsido KA y rebaudiésido E.

Los glicésidos de esteviol son productos naturales aislados de las hojas de Stevia rebaudiana. Los glicosidos de esteviol
son ampliamente usados como edulcorantes de alta intensidad y bajos en calorias y son significativamente mas dulces
que la sacarosa. Como edulcorantes naturales, los diferentes glucosidos de esteviol tienen diferentes grados de dulzor y
regusto. El dulzor de los glicésidos de esteviol es significativamente mas alta que la de la sacarosa. Por ejemplo, el
esteviosido es 100-150 veces mas dulce que la sacarosa con regusto amargo. El rebaudiésido C es entre 40 y 60 veces
mas dulce que la sacarosa. El dulcésido A es aproximadamente 30 veces mas dulce que la sacarosa.

Los glicosidos de esteviol de origen natural comparten la misma estructura basica de esteviol, pero difieren en el
contenido de residuos de carbohidratos (por ejemplo, residuos de glucosa, ramnosa y xilosa) en las posiciones C13 y
C19. Los glicdsidos de esteviol con estructuras conocidas incluyen esteviol, estevidsido, rebaudiésido A, rebaudidsido B,
rebaudidsido C, rebaudiésido D, rebaudiosido E, rebaudiosido F y dulcésido A (véase, por ejemplo, la tabla 1). Otros
glicésidos de esteviol son rebaudidsido M, rebaudiésido N y rebaudiésido O.

Tabla 1. Glicésidos de esteviol.

Nombre Estructura Férmula Peso
molecular molecular
Esteviol C20H3003 318

C.H.O 804

Estevidsido 38' 160~ 18
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Rebaudiésido A C44H70023 966

Rebaudiosido-B C38H60O18 804
HO
HO
HO
Rebaudiésido C C44H70022 950
HO
HO
HO
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Rebaudiésido D C50H80028 1128
Rebaudiésido E C44H70023 966
HO

HO
HO Q
Rebaudidésido F C43H68022 936

HO
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Rebaudiésido G

HO

HO
HO

cH,

38H60018

804

Rebaudiésido D2 (Nota: la
designacion Rebaudiésido D2se
ha usado en algunos documentos

de la técnica anterior, por ejemplo,

W02014/193888 para una

estructura de rebaudiésido

diferente)

Cc

50H80028

1128

Rebaudiésido KA

.
.'::l. T

oy e i
Azucar 1 Sy

38H60018

804




10

15

20

25

30

35

ES 2693371 T3

Dulcésido A C38H60O17 788

HO

HOyo

En peso seco, el esteviosido, el rebaudiosido A, el rebaudiosido C y el dulcésido A representan el 9.1, 3.8, 0.6 y 0.3%
del peso total de los glicdsidos de esteviol en las hojas, respectivamente, mientras que los otros glicésidos de esteviol
estan presentes en cantidades mucho mas bajas. Los extractos de la planta de Stevia rebaudiana estan disponibles
comercialmente, que por lo general contienen esteviosido y rebaudiésido A como compuestos primarios. Los otros
glicosidos de esteviol por lo general estan presentes en el extracto de stevia como componentes menores. Por ejemplo,
la cantidad de rebaudiésido A en preparaciones comerciales puede variar desde aproximadamente 20% a mas del 90%
del contenido total de glicésido de esteviol, mientras que la cantidad de rebaudidsido B puede ser desde
aproximadamente 1-2%, la cantidad de rebaudiésido C puede ser aproximadamente 7-15%, y la cantidad de
rebaudidsido D puede ser aproximadamente 2% del total de glicésidos de esteviol.

La mayoria de los glucésidos de esteviol estan formados por varias reacciones de glicosilacion de esteviol, que por lo
general son catalizadas por las UDP-glicosiltransferasas (UGTs) usando uridina 5'-difosfoglucosa (UDP-glucosa) como
un donante de la unidad estructural de azucar. Las UGT en las plantas constituyen un grupo muy diverso de enzimas
que transfieren un residuo de glucosa de UDP-glucosa a esteviol. Por ejemplo, la glicosilacion del C-3' de la C-13-O-
glucosa del estevidsido produce rebaudiosido A; y la glicosilacion del C-2’ de la 19-O-glucosa del esteviésido produce el
rebaudidsido E. Ademas, la glicosilacion del rebaudiésido A (en C-2' -19-O-glucosa) o el rebaudiésido E (en C-3'- 13-O-
glucosa) produce rebaudiosido D. (Figura 1).

Los edulcorantes alternativos estan recibiendo una atencion creciente debido al conocimiento de muchas enfermedades
en proporcion con el consumo de alimentos y bebidas con alto contenido de azucar. Aunque hay edulcorantes
artificiales disponibles, muchos edulcorantes artificiales tales como la dulzor, el ciclamato de sodio y la sacarina han sido
prohibidos o restringidos por algunos paises debido a preocupaciones sobre su seguridad. Por lo tanto, los edulcorantes
no caldricos de origen natural son cada vez mas populares. Uno de los principales obstaculos para el uso generalizado
de edulcorantes de stevia son sus atributos de sabor indeseables. De acuerdo con lo anterior, existe la necesidad de
desarrollar edulcorantes alternativos y métodos para su produccion para proporcionar la mejor combinacion de potencia
de dulzor y perfil de sabor.

Resumen de la invencién

La presente invencion proporciona ahora un método de produccion de rebaudidsido KA y/o rebaudiosido E a partir de
rubusésido, comprendiendo el método:

proporcionar una mezcla de reaccién que comprende:

(A)

(i) rubusésido,

(ii) uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa) como sustrato; y

(iii) la glicosiltransferasa HVI que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ. ID. NO 5; o
(B)

(i) rubusésido,

(i) sacarosa, UDP y UDP-glucosa as sustratos y
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(ii) la glicosiltransferasa HVI que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ. ID. NO: 5 con una sacarosa sintasa;

incubar la mezcla de reaccion para producir el rebaudidsido KA, en el que una glucosa se acopla covalentemente al C2'
de la glucosa 19-0 de rubusésido para producir el rebaudiésido KA y/o rebaudiosido E, en el que la glucosa se acopla
covalentemente ademas por dicha glicosiltransferasa al C2' de la 13-O-glucosa del rebaudiésido KA; y obtener el
rebaudiosido KA de la mezcla de reaccién para usar como edulcorante.

Un método de la invencién puede comprender ademas incorporar el rebaudiésido KA como edulcorante en un producto
de consumo por via oral, que es una bebida u otro producto de consumo por via oral.

También se describen en este documento y se mencionan a continuacién, pero no reivindicados en las presentes
reivindicaciones, son edulcorantes designados rebaudiosido V y rebaudiosido W que consisten en las estructuras
quimicas mostradas a continuacion:

Ha

e
(]

Azicar Il 08

Azicar ||
{8

Hi
HCk

Azibcar ||| bw

Ho Axicar IV

Heb W

En ciertas realizaciones, el rebaudidsido KA se puede obtener para uso como un Unico edulcorante, y el producto tiene
una intensidad de dulzor equivalente a aproximadamente 1% a aproximadamente 4% (% p/v) de solucion de sacarosa.
En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el producto de
consumo por via oral puede incluir ademas un edulcorante adicional, donde el producto tiene una intensidad de dulzor
equivalente a aproximadamente 1% a aproximadamente 10% (% p/v) de solucién de sacarosa. En ciertas realizaciones
que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, cada ingrediente edulcorante en el producto
puede ser un edulcorante de alta intensidad. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las
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realizaciones precedentes, cada ingrediente edulcorante en el producto puede ser un edulcorante natural de alta
intensidad. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el
edulcorante adicional puede ser uno o mas edulcorantes seleccionados de un extracto de stevia, un glicésido de
esteviol, esteviosido, rebaudiosido A, rebaudidsido B, rebaudiésido C, rebaudiosido D, rebaudiésido D2, rebaudiésido E,
rebaudidsido F, rebaudiésido G, rebaudiésido M, dulcosido A, rubusésido, esteviolbidsido, sacarosa, jarabe de maiz con
alto contenido de fructosa, glucosa, xilosa, arabinosa, ramnosa, eritritol, xilitol, manitol, sorbitol, inositol, AcekK,
aspartame, neotame, sucralosa, sacarina, naringina dihidrocalcona (NarDHC), neohesperidina dihidrocalcona (NDHC),
rubusosido, mogroésido 1V, siamendésido |, mogrésido V, monatina, taumatina, monelina, brazzeina, L-alanina, glicina, Lo
Han Guo, hernandulcina, filodulcina, trilobtain y combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones que se pueden
combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el producto de bebida y el producto de consumo pueden
incluir ademas uno o mas aditivos seleccionados de un carbohidrato, un poliol, un aminoacido o sal del mismo, un
poliaminoacido o sal del mismo, un acido de azucar o sal del mismo, un nucledtido, un acido organico, un acido
inorganico, una sal organica, una sal de acido organico, una sal de base organica, una sal inorganica, un compuesto
amargo, un saborizante, un ingrediente saborizante, un compuesto astringente, una proteina, un hidrolizado de
proteinas, un surfactante, un emulsionante, un flavonoide, un alcohol, un polimero y combinaciones de los mismos. En
ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudidsido V tiene
una pureza desde aproximadamente 50% a aproximadamente 100% en peso antes de afadirse al producto. En ciertas
realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el W tiene una pureza desde
aproximadamente 50% a aproximadamente 100% en peso antes de afadirse al producto. En ciertas realizaciones que
se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudiésido V en el producto es un
rebaudioésido V polimorfo o rebaudiésido amorfo V. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de
las realizaciones precedentes, el rebaudiésido V en el producto es un esterecisémero de rebaudiosido V. En ciertas
realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudiésido W en el
producto es un rebaudiésido W polimorfo o rebaudiésido W amorfo. En ciertas realizaciones que se pueden combinar
con cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudiésido W en el producto es un estereoisémero de
rebaudidsido W.

Otros aspectos de la presente divulgacion se dirigen a un método de preparacion de un producto de bebida y un
producto de consumo mediante la inclusion de rebaudiésido KA sintetizado en el producto o en los ingredientes para
preparar el producto de bebida y el producto de consumo, donde el rebaudidsido KA esta presente en el producto a una
concentracion desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm. Otros aspectos de la presente divulgacion
se dirigen a un método para mejorar el dulzor de un producto de bebida y un producto de consumo mediante la adicién
desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm de rebaudiésido KA sintetizado, donde el rebaudiésido KA
sintetizado agregado mejora el dulzor del producto de bebida y el producto de consumo en comparaciéon con un
producto de bebida o producto de consumo correspondiente que carece del rebaudiésido KA sintetizado.

Otros aspectos de la presente divulgacion se dirigen a un método de preparacion de un producto de bebida edulcorado
o un producto de consumo edulcorado mediante: a) proporcionar un producto de bebida o un producto de consumo que
contiene uno o mas edulcorantes; y b) afiadir desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm de uno o
mas rebaudiosidos sintetizados, incluyendo el rebaudiésido KA, y seleccionado entre el rebaudidsido V, el rebaudiésido
W, el rebaudiésido KA, el rebaudiésido M y el rebaudiésido G, y combinaciones de los mismos en el producto de bebida
o el producto de consumo.

En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el método incluye
ademas la adiciéon de uno o mas aditivos al producto de bebida o al producto de consumo. En ciertas realizaciones que
se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el producto de consumo por via oral contiene
ademas uno o mas aditivos. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones
precedentes, el uno o mas aditivos se seleccionan de un carbohidrato, un poliol, un aminoacido o sal del mismo, un poli-
aminoacido o sal del mismo, un acido de azucar o sal del mismo, un nucleétido, un acido organico, un acido inorganico,
una sal organica, una sal de acido organico, una sal de base organica, una sal inorganica, un compuesto amargo, un
saborizante, un ingrediente saborizante, un compuesto astringente, una proteina, una hidrolizado de proteina, un
surfactante, un emulsionante, un flavonoide, un alcohol, un polimero y combinaciones de los mismos. En ciertas
realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, cada ingrediente edulcorante
en el producto es un edulcorante de alta intensidad. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de
las realizaciones precedentes, cada ingrediente edulcorante en el producto es un edulcorante natural de alta intensidad.
En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el edulcorante se
selecciona de un extracto de estevia, un glicésido de esteviol, estevidsido, rebaudiésido A, rebaudidsido B, rebaudidsido
C, rebaudiosido D, rebaudiosido D2, rebaudidésido E, rebaudiésido F, rebaudidsido G, rebaudiésido M, dulcésido A,
rubusosido, esteviolbiésido, sacarosa, jarabe de maiz con alto en fructosa, fructosa, glucosa, xilosa, arabinosa,
ramnosa, eritritol, xilitol, manitol, sorbitol, inositol, Acek, aspartame, neotame, sucralosa, sacarina, naringina
dihidrocalcona (NarDHC), neohesperidina dihidrocalcona (NDHC), rubusésido, mogroésido 1V, siamendsido |, mogrésido
V, monatina, taumatina, monelina, brazzeina, L-alanina, glicina, Lo Han Guo, hernandulcina, filodulcina, trilobtain y
combinaciones de los mismos. En ciertas

realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudidsido V tiene una
pureza desde aproximadamente 50% a aproximadamente 100% en peso antes de afadirse al producto. En ciertas
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realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudiésido V en el
producto es un rebaudidsido V polimorfo o rebaudiésido V amorfo. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con
cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudiésido W tiene una pureza de aproximadamente 50% a
aproximadamente 100% en peso antes de afadirse al producto. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con
cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudiésido W en el producto es un rebaudiésido W polimorfo o
rebaudiésido W amorfo.

Breve descripcion de los dibujos

La divulgacion se comprendera mejor y otras caracteristicas, aspectos y ventajas distintas de las expuestas
anteriormente se haran evidentes cuando se considere la siguiente descripcion detallada de la misma. Tal descripcion
detallada hace referencia a los siguientes dibujos, en los que:

La figura 1 representa una ruta de biosintesis de glucésidos de esteviol a partir de esteviol.

La figura 2 representa el analisis de SDS-PAGE de proteinas recombinantes purificadas indicadas por las flechas: A:
HV1, B: UGT76G1, C: EUGT11, D: AtSUS1, E: UGT76G1-SUS1 (GS), F: EUGT11-SUS1 (EUS).

La figura 3 representa la reaccion de catalisis HV1 para producir el rebaudiosido KA ("Reb KA") y rebaudiésido E ("Reb
E") a partir de rubusoésido. A-C: muestra los tiempos de retencion de HPLC de patrones de rubusoésido ("Rub"),
esteviosido ("Ste") y rebaudiosido E ("Reb E"). Reb KA producido enzimaticamente por HV1 soloalas 6 h (D), 12h (F) y
24 horas (H); Reb KA y Reb E producidos enzimaticamente por el sistema de acoplamiento UGT-SUS (HV1-AtSUS1) a
las 6 h (E), 12 h (G) y 24 h (I).

La figura 4 representa la conversion de Reb E en rebaudidsido Z por HV1. (A): muestra el tiempo de retencion de HPLC
del rebaudiésido E ("Reb E"). Rebaudioésido Z ("Reb Z") producido enzimaticamente por HV1 en el sistema de
acoplamiento HV1-AtSUS1 alas 3 h (B), 7 h (C), 24 h (D) y 44 h (E).

La figura 5 representa la conversion de Reb KA a Reb E por HV1. (A-B): muestra los tiempos de retencién de HPLC de
rebaudidésido KA ("Reb KA") y rebaudidsido E estandar ("Reb E"). Reb E enzimaticamente producido por HV1 solo a las
12 h (C); Reb E producido enzimaticamente por el sistema de acoplamiento UGT-SUS (HV1-AtSUS1) a las 12 h (D).

La figura 6 representa la reaccion de catalisis EUGT11 para producir Reb KA y estevidsido a partir de rubusdsido. (AF):
muestra los tiempos de retencién de HPLC de patrones de rubusésido ("Rub"), estevidsido ("Ste"), rebaudiésido G ("Reb
G"), rebaudiésido E ("Reb E"), rebaudiésido D ("Reb D") y rebaudiésido D2 ("Reb D2"). Reaccidon enzimatica por
EUGT11 solo a las 12 h (G) y 48 h (J); reaccion enzimatica por el sistema de acoplamiento UGT-SUS (EUGT11-
AtSUS1) alas 12 h (H) y 48 h (K); reaccion enzimatica por la proteina de fusion EUS alas 12 h (I) y 48 h (L).

La figura 7 representa la conversion de Reb KA a Reb E y Reb D2 por las proteinas de fusion EUGT11 y EUS. (A-C):
muestra los tiempos de retencion de HPLC de patrones de rebaudiésido KA ("Reb KA"), rebaudiésido E ("Reb E") y
rebaudidésido D2 ("Reb D2"). Reaccion enzimatica por EUGT11 solo a las 12 h (D) y 48 h (G); reaccion enzimatica por el
sistema de acoplamiento UGT-SUS (EUGT11-AtSUS1) a las 12 h (E) y 48 h (H); reaccidn enzimatica por la proteina de
fusion EUS alas 12 h (F) y 48 h (I).

La figura 8 representa la produccion UGT76G1 de rebaudiodsido G in vitro. (A-B): muestra los tiempos de retencion de
HPLC de patrones de rubusoésido ("Rub") y rebaudiésido G ("Reb G"). Reaccién enzimatica por UGT76G1 solo a las 12
h (C) y 24 h (F); reaccién enzimatica por el sistema de acoplamiento UGT-SUS (EUGT11-AtSUS1) alas 12h (D)y 24 h
(G); reaccion enzimatica por la proteina de fusion GS alas 12 h (E) y 48 h (H).

La figura 9 representa la reaccién de catalisis UGT76G1 para producir los glicosidos de esteviol Reb V y Reb W a partir
del rebaudidsido KA. (A-D): muestra los tiempos de retencion de HPLC de patrones de rubusésido ("Rub"), rebaudiésido
D ("Reb D"), rebaudioésido E ("Reb E") y rebaudiosido KA ("Reb KA"). Reaccion enzimatica por UGT76G1 solo a las 6 h
(E) y 12 h (H); reaccién enzimatica por el sistema de acoplamiento UGT-SUS (UGT76G1-AtSUS1) alas 6 h (F) y 12 h
(I); reaccion enzimatica por la proteina de fusion GS alas 6 h (G) y 12 h (J).

La figura 10 representa la conversion UGT76G1 de Reb V a Reb W in vitro. (A-B): muestra los tiempos de retencién de
HPLC de Reb V y Reb W. (C): reaccién enzimatica por el sistema de acoplamiento UGT76G1-AtSUS1 a las 6 h.

La figura 11 representa la conversion HV1 de Reb G a Reb V. (A-C): muestra los tiempos de retencion de HPLC de
patrones de rebaudiésido G ("Reb G"), rebaudiésido A ("Reb A") y rebaudiésido E ("Reb E"). Reaccién enzimatica por
HV1 solo a las 12 h (D) y 24 h (F); reacciéon enzimatica por el sistema de acoplamiento UGT-SUS (HV1-AtSUS1) a las
12h (E) y las 24 h (G).

La figura 12 representa la conversion EUGT11 de Reb G a Reb V. (A-D): muestra los tiempos de retencion de HPLC de
patrones de rebaudiésido G ("Reb G"), rebaudiésido A ("Reb A"), rebaudiosido E ("Reb E") y rebaudiésido D ("Reb D")
patrones. Reaccion enzimatica por EUGT11 solo a las 12 h (E) y 24 h (H); reaccién enzimatica por el sistema de
acoplamiento UGT-SUS (EUGT11-AtSUSI) a las 12 h (F) y 24 h (1); reaccidon enzimatica por la enzima de fusién EUS a
las 12 h (G) y 24 h (J).
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La figura 13 representa la produccion in vitro de Reb W a partir de rubusoésido catalizada por una combinacion de un
polipéptido HV1 recombinante, una UGT76G1 recombinante, una enzima de fusién GS y un AtSUS1 recombinante. (A-
F): muestra los patrones de rubusoésido ("Rub"), estevidsido ("Ste"), Rebaudiésido G ("Reb G"), rebaudidsido A ("Reb
A"), Rebaudiésido D ("Reb D") y rebaudiosido E ("Reb E"). Reb W producido enzimaticamente por HV1, UGT76G1 y
AtSUS1 a las 6 horas (G), 12 h (1) y 24 h (K); Reb W producido enzimaticamente por HV1 y proteina de fusion GS a las
6 horas (H), 12h (J) y 24 h (L).

La figura 14 representa la produccion in vitro de Reb W a partir de rubusoésido catalizada por una combinacion de un
polipéptido EUGT11 recombinante, una UGT76G1 recombinante, una enzima de fusién GS y un AtSUS1 recombinante.
(A-E): muestra los patrones de rubusdsido ("Rub"), estevidsido ("Ste"), rebaudiésido G ("Reb G"), rebaudiésido E ("Reb
E") y rebaudiésido D ("Reb D"). Reb W producido enzimaticamente por EUGT11, UGT76G1 y AtSUS1 a las 12 horas (F)
y 48 h (H); Reb W producido enzimaticamente por EUGT11 y proteina de fusion GS a las 12 horas (G) y 48 horas ().

La figura 15 representa la produccion in vitro de Reb W a partir de Reb G catalizada por una combinacién de un
polipéptido HV1 recombinante, una UGT76G1 recombinante, una enzima de fusion GS y un AtSUS1 recombinante. A-D
muestra los patrones de rebaudiésido G ("Reb G"), rebaudidsido A ("Reb A"), Rebaudidsido D ("Reb D"), rebaudidsido y
rebaudidsido E ("Reb E"). Reb V y Reb W producidos enzimaticamente por HV1, UGT76G1 y AtSUS1 a las 6 horas (E),
12 h (G) y 36 h (l); Reb V y Reb W producidos enzimaticamente por HV1 y proteinas de fusiéon GS a las 6 horas (F), 12
h (H) y 36 h (J).

La figura 16 representa la produccion in vitro de Reb W a partir de Reb G catalizada por una combinacién de un
polipéptido EUGT11 recombinante, una UGT76G1 recombinante, una enzima de fusién GS y un AtSUS1 recombinante.
(A-D): muestra los patrones de rebaudiésido G ("Reb G"), rebaudioésido A ("Reb A"), rebaudiésido E ("Reb E") y
rebaudiésido D ("Reb D"). Reb W producido enzimaticamente por EUGT11, UGT76G1 y AtSUS1 a las 12 horas (E) y 48
h (G); Reb W producido enzimaticamente por EUGT11 y proteina de fusion GS a las 12 horas (F) y 48 horas (H).

La figura 17 representa las estructuras de Reb V y Reb G.

La figura 18 representa las correlaciones de TOCSY y HMBC clave de Reb V.
La figura 19 representa las estructuras de Reb Wy Reb V.

La figura 20 representa las correlaciones de TOCSY y HMBC clave de Reb W.
La figura 21 representa la ruta de biosintesis de los glucosidos de esteviol.

La figura 22 representa la produccion in vitro de Reb M a partir de Reb D catalizada por UGT76G1 y enzima de fusion
GS. (A-B): muestra los tiempos de retencion de HPLC de patrones de rebaudiosido D ("Reb D") y rebaudiésido M ("Reb
M"). Reaccion enzimatica por UGT76G1 solo a las 3 h (C) y 6 h (F); reaccion enzimatica por el sistema de acoplamiento
UGT-SUS (UGT76G1-AtSUS1) alas 3 h (D) y 6 h (G); reaccidon enzimatica por la enzima de fusion GSalas 3h (E)y 6
h (H).

La figura 23 representa la produccion in vitro de Reb D y Reb M a partir de Reb E catalizada por UGT76G1 y enzima de
fusion GS. (A-C): muestra los tiempos de retencion de HPLC de patrones de rebaudiésido E ("Reb E"), rebaudidsido D
("Reb D") y rebaudiésido M ("Reb M"). Reaccién enzimatica por UGT76G1 solo a las 3 h (D), 12 h (G) y 24 h (J);
reaccion enzimatica por el sistema de acoplamiento UGT-SUS (UGT76G1-AtSUS1) a las 3 h (E), 12 h (H) y 24 h (K);
reaccion enzimatica por la enzima de fusion GS alas 3 h (F), 12 h (1) y 24 h (L).

La figura 24 representa la produccion in vitro de Reb D y Reb M a partir de esteviésido catalizado por una combinacion
de un HV1 recombinante, una UGT76G1 recombinante, una enzima de fusién GS y/o un AtSUS1 recombinante (A-D):
muestra los tiempos de retencion de HPLC de patrones de estevidsido ("Ste"), rebaudidsido A ("Reb A"), rebaudiésido D
("Reb D") y rebaudiésido M ("Reb M). Reaccién enzimatica por HV1 y UGT76G1 en el sistema de acoplamiento UGT-
SUS alas 6 h (E), 12 h (H) y 24 h (K); reaccion enzimatica por HV1 y enzima de fusién GS alas 6 h (F), 12h (I)y 24 h
(L). Reaccién enzimatica por UGT76G1y HV1 alas 6 h (G), 12 h (J) y 24 h (M).

La figura 25 representa la produccion in vitro de Reb D y Reb M a partir del rebaudiésido A catalizada por una
combinacién de HV1 recombinante, una UGT76G1 recombinante, una enzima de fusion GS y/o un AtSUS1
recombinante. (A-C): muestra los tiempos de retencion de HPLC de patrones de rebaudiosido A ("Reb A"), rebaudiésido
D ("Reb D") y rebaudiésido M ("Reb M). Reaccion enzimatica por HV1 y UGT76G1 en el sistema de acoplamiento UGT-
SUS alas 6 h (D), 12 h (G) y 24 h (J); reaccion enzimatica por HV1 y enzima de fusion GSalas6 h (E), 12h (H)y 24 h
(K). Reaccioén enzimatica por UGT76G1y HV1alas6 h (F), 12h (I) y 24 h (J).

La figura 26 representa la estructura de Reb M.
La figura 27 muestra las correlaciones de TOCSY y HMBC clave de Reb M.

Descripcion detallada
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A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
significado que entiende comunmente un experto en el arte a la que pertenece la divulgacion. Aunque cualquier método
y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento se pueden usar en la practica o prueba de la
presente divulgacion, los materiales y métodos preferidos se describen a continuacion.

El término "complementario” se usa segun su significado comun y habitual, tal como lo entiende un experto en el arte, y
se usa sin limitaciéon para describir la proporciéon entre las bases de nucleétidos que son capaces de hibridar entre si.
Por ejemplo, con respecto al ADN, la adenosina es complementaria a la timina y la citosina es complementaria a la
guanina. De acuerdo con lo anterior, la tecnologia en cuestién también incluye fragmentos de acido nucleico aislados
que son complementarios a las secuencias completas como se informa en la lista de secuencias que se acompana, asi
como aquellas secuencias de acido nucleico sustancialmente similares.

Los términos "acido nucleico" y "nucledtido” se usan segun sus respectivos significados comunes y habituales, tal como
los entiende un experto en el arte, y se usan sin limitacion para referirse a desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos y
polimeros de los mismos ya sea en forma de cadena simple o doble. A menos que se limite especificamente, el término
abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de unién
similares a las del acido nucleico de referencia y se metabolizan de manera similar a los nucleétidos de origen natural. A
menos que se indique lo contrario, una secuencia particular de acido nucleico también abarca implicitamente variantes
modificadas de forma conservadora o degeneradas de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados) y
secuencias complementarias, asi como la secuencia explicitamente indicada.

El término "aislado" se usa segun su significado comun y habitual, tal como lo entiende un experto en el arte, y cuando
se usa en el contexto de un acido nucleico aislado o un polipéptido aislado, se usa sin limitacién para referirse a un
acido nucleico o polipéptido que, de la mano del hombre, existe aparte de su entorno nativo y, por lo tanto, no es un
producto de la naturaleza. Un acido nucleico o polipéptido aislado puede existir en una forma purificada o puede existir
en un entorno no nativo tal como, por ejemplo, en una célula huésped transgénica.

Los términos "que incuba" e "incubacion”, como se usan en este documento, se refieren a un proceso de mezcla de dos
0 mas entidades quimicas o bioldgicas (tal como un compuesto quimico y una enzima) y permitirles interactuar en
condiciones favorables para producir una composicion de glicésido de esteviol.

El término "variante degenerada" se refiere a una secuencia de acido nucleico que tiene una secuencia de residuos que
difiere de una secuencia de acido nucleico de referencia en una o mas sustituciones de codones degenerados. Las
sustituciones de codones degenerados se pueden lograr generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o
mas codones seleccionados (o todos) esta sustituida con una base mixta y/o residuos de desoxinosina. Una secuencia
de acido nucleico y todas sus variantes degeneradas expresaran el mismo aminoacido o polipéptido.

Los términos "polipéptido”, "proteina" y "péptido" se usan segun sus respectivos significados comunes y habituales, tal
como los entiende un experto en el arte; los tres términos se usan indistintamente, y se usan sin limitacion para referirse
a un polimero de aminoacidos, o analogos de aminoacidos, independientemente de su tamafio o funciéon. Aunque la
"proteina" se usa a menudo en referencia a polipéptidos relativamente grandes, y el "péptido" se usa a menudo en
referencia a polipéptidos pequefios, el uso de estos términos en la técnica se solapa y varia. El término "polipéptido”,
como se usa en este documento, se refiere a péptidos, polipéptidos y proteinas, a menos que se indique lo contrario.
Los términos "proteina”, "polipéptido" y "péptido" se usan indistintamente en este documento cuando se hace referencia
a un producto polinucledtido. De este modo, los polipéptidos de ejemplo incluyen productos polinucleotidicos, proteinas
de origen natural, homologos, ortélogos, paralogos, fragmentos y otros equivalentes, variantes y analogos de los
anteriores.

Los términos "fragmento de polipéptido" y "fragmento”, cuando se usan en referencia a un polipéptido de referencia, se
usan segun sus significados comunes y habituales para un experto normal en el arte, y se usan sin limitacién para
referirse a un polipéptido en el que los residuos de aminoacidos se eliminan en comparacion con el propio polipéptido de
referencia, pero donde la secuencia de aminoacidos restante suele ser idéntica a las posiciones correspondientes en el
polipéptido de referencia. Tales eliminaciones pueden ocurrir en el término amino o en el término carboxi del polipéptido
de referencia, o alternativamente ambos.

El término "fragmento funcional" de un polipéptido o proteina se refiere a un fragmento peptidico que es una porcién del
polipéptido o proteina de longitud completa, y tiene sustancialmente la misma actividad bioldgica, o realiza
sustancialmente la misma funcién que la longitud completa polipéptido o proteina (por ejemplo, llevando a cabo la
misma reaccién enzimatica).

Los términos "polipéptido variante", "secuencia de aminoacidos modificada" o "polipéptido modificado", que se usan
indistintamente, se refieren a una secuencia de aminoacidos que es diferente del polipéptido de referencia por uno o
mas aminoacidos, por ejemplo, por una o mas sustituciones, deleciones y/o adiciones de aminoacidos. En un aspecto,
una variante es una "variante funcional" que conserva parte o toda la capacidad del polipéptido de referencia.

El término "variante funcional" incluye ademas variantes conservativamente sustituidas. El término "variante sustituida
de manera conservadora" se refiere a un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de un péptido de
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referencia en una o mas sustituciones de aminoacidos conservativas, y mantiene parte o toda la actividad del péptido de
referencia. Una "sustitucion conservadora de aminoacidos" es una sustitucion de un residuo de aminoacido con un
residuo funcionalmente similar. Los ejemplos de sustituciones conservativas incluyen la sustitucién de un residuo no
polar (hidréfobo), tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro; la sustitucién de un residuo cargado o polar
(hidrdfilo) por otro tal como entre la arginina y la lisina, entre la glutamina y la asparagina, entre la treonina y la serina; la
sustitucion de un residuo basico tal como lisina o arginina por otro; o la sustitucion de un residuo acido, tal como el acido
aspartico o el acido glutamico por otro; o la sustituciéon de un residuo aromatico, tal como fenilalanina, tirosina o
triptéfano por otro. Se espera que tales sustituciones tengan poco o ningun efecto sobre el peso molecular aparente o el
punto isoeléctrico de la proteina o polipéptido. La frase "variante sustituida de forma conservadora" también incluye
péptidos en los que un residuo se reemplaza con un residuo derivado quimicamente, siempre que el péptido resultante
mantenga parte o toda la actividad del péptido de referencia como se describe en este documento.

El término "variante", en proporcion con los polipéptidos de la tecnologia en cuestion, incluye ademas un polipéptido
funcionalmente activo que tiene una secuencia de aminoacidos al menos 75%, al menos 76%, al menos 77%, al menos
78%, al menos 79%, al menos 80%, al menos 81%, al menos 82%, al menos 83%, al menos 84%, al menos 85%, al
menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos
93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, e incluso 100%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de referencia.

El término "homdlogo" en todas sus formas gramaticales y variaciones ortograficas se refiere a la proporcion entre
polinucledtidos o polipéptidos que poseen un "origen evolutivo comun”, incluidos polinucledtidos o polipéptidos de
superfamilias y polinucleétidos o proteinas homdlogas de diferentes especies (Reeck et al., Cell 50:667, 1987). Tales
polinucleétidos o polipéptidos tienen homologia de secuencia, como se refleja por su similitud de secuencia, ya sea en
términos de porcentaje de identidad o la presencia de aminoacidos especificos 0 motivos en posiciones conservadas.
Por ejemplo, dos polipéptidos homdlogos pueden tener secuencias de aminoacidos que son al menos 75%, al menos
76%, al menos 77%, al menos 78%, al menos 79%, al menos 80%, al menos 81%, al menos 82%, al menos 83%, al
menos 84%, al menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos
91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al
menos 99%, e incluso 100% idénticas.

El "porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos (%)” con respecto a las secuencias polipeptidicas variantes de
la tecnologia en cuestion se refiere al porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que son
idénticos a los residuos de aminoacidos de un polipéptido de referencia después de la alineacién de las secuencias y la
introduccion de brechas, si es necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y no considerar
ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia.

La alineacion con el propésito de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos se puede lograr de
diversas maneras que estan dentro de la habilidad de la técnica, por ejemplo, usando un software informatico disponible
publicamente tal como software BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o Megalign (DNASTAR). Los expertos en el arte
pueden determinar los parametros apropiados para medir la alineacion, incluidos los algoritmos necesarios para lograr
la alineacion maxima en toda la longitud de las secuencias que se comparan. Por ejemplo, el % de identidad de
secuencia de aminoacidos se puede determinar usando el programa de comparacion de secuencias NCBI-BLAST2. El
programa de comparacion de secuencias NCBI-BLAST2 se puede descargar de ncbi.nlm.nih.gov. NCBI-BLAST2 usa
varios parametros de busqueda, en el que todos esos parametros de busqueda se configuran en valores
predeterminados que incluyen, por ejemplo, desenmascarar si, hebra = todos, ocurrencias esperadas 10, longitud
minima de complejidad baja = 15/5, evaluacion de multiples etapas = 0.01, constante para paso multiple = 25, reduccion
para alineacion final con brechas = 25 y matriz de puntuacion = BLOSUMG62. En situaciones en las que se emplea NCBI-
BLAST2 para comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de identidad de la secuencia de aminoacidos de una
secuencia de aminoacidos dada A, con o contra una secuencia de aminoacidos B dada (que alternativamente se puede
expresar como una secuencia de aminoacidos A dada que tiene o comprende un cierto% de identidad de secuencia de
aminoacidos con, con o contra una secuencia de aminoacidos B dada) se calcula de la siguiente manera: 100 veces la
fraccion X/Y donde X es el nimero de residuos de aminoacidos marcados como coincidencias idénticas por el programa
de alineacién de secuencias NCBI-BLAST2 en la alineacion de Ay B de ese programa, y donde Y es el niumero total de
residuos de aminoacidos en B. Se apreciara que donde la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de la secuencia de aminoacidos de A a B no sera igual al
% de identidad de la secuencia de aminoacidos de B a A

En este sentido, las técnicas para determinar la "similitud" de la secuencia de aminoacidos son bien conocidas en la
técnica. En general, "similitud" se refiere a la comparacion exacta de aminoacido a aminoacido de dos o mas
polipéptidos en el lugar apropiado, donde los aminoacidos son idénticos o poseen propiedades quimicas y/o fisicas
similares, tal como la carga o la hidrofobicidad. Un denominado "porcentaje de similitud" puede entonces determinarse
entre las secuencias polipeptidicas comparadas. Las técnicas para determinar la identidad de la secuencia de
aminoacidos y acidos nucleicos también son bien conocidas en la técnica e incluyen la determinacion de la secuencia
de nucledtidos del ARNm para ese gen (generalmente a través de un intermedio de ADNc) y la determinacion de la
secuencia de aminoacidos codificada en este, y la comparacion de esta con una segunda secuencia de aminoacidos.
En general, "identidad" se refiere a una correspondencia exacta de nucledtido a nucleétido o de aminoacido a
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aminoacido de dos polinucledtidos o secuencias polipeptidicas, respectivamente. Se pueden comparar dos o mas
secuencias de polinucledtidos determinando su "porcentaje de identidad", al igual que dos o mas secuencias de
aminoacidos. Los programas disponibles en el Paquete de Andlisis de Secuencias de Wisconsin, Version 8 (disponible
de Genetics Computer Group, Madison, Wis.), por ejemplo, el programa GAP, son capaces de calcular tanto la identidad
entre dos polinucleétidos como la identidad y similitud entre dos secuencias de polipéptidos, respectivamente. Los
expertos en el arte conocen otros programas para calcular la identidad o similitud entre secuencias.

Una posicién de aminoacido "correspondiente a" una posicion de referencia se refiere a una posicién que se alinea con
una secuencia de referencia, como se identifica al alinear las secuencias de aminoacidos. Tales alineaciones se pueden
hacer a mano o usando programas de alineacion de secuencias bien conocidos como ClustalW2, Blast 2, etc.

A menos que se especifique lo contrario, el porcentaje de identidad de dos secuencias polipeptidicas o polinucleotidicas
se refiere al porcentaje de residuos de aminoacidos o nucleétidos idénticos a lo largo de toda la longitud de la mas corta
de las dos secuencias.

La "secuencia codificante" se usa segun su significado comun y habitual, tal como la entiende un experto en el arte, y se
usa sin limitacion para referirse a una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoacidos especifica.

"Secuencias reguladoras apropiadas" se usa segun su significado comun y habitual, como lo entiende un experto en el
arte, y se usa sin limitacion para referirse a secuencias de nucledtidos ubicadas aguas arriba (secuencias no
codificantes 5’), dentro o aguas abajo (secuencias no codificantes 3') de una secuencia codificante, y que influyen en la
transcripcion, el procesamiento o la estabilidad del ARN, o la traduccién de la secuencia codificante asociada. Las
secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lider de traduccién, intrones y secuencias de
reconocimiento de poliadenilacion.

El "promotor" se usa de acuerdo con su significado normal y habitual, tal como lo entiende un experto en la técnica, y se
usa sin limitacién para referirse a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresién de una secuencia de
codificaciéon o ARN funcional. En general, una secuencia codificante se ubica 3' a una secuencia promotora. Los
promotores se pueden derivar en su totalidad de un gen nativo, o estar compuestos de diferentes elementos derivados
de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN sintético. Los
expertos en el arte entenderan que diferentes promotores pueden dirigir la expresion de un gen en diferentes tipos de
células, o en diferentes etapas de desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales. Los promotores, que
hacen que un gen se exprese en la mayoria de los tipos de células en la mayoria de los casos, se conocen comunmente
como "promotores constitutivos". Ademas, se reconoce que dado que en la mayoria de los casos los limites exactos de
las secuencias reguladoras no se han definido completamente, los fragmentos de ADN de diferentes longitudes pueden
tener una actividad promotora idéntica.

El término "unido operativamente" se refiere a la asociacion de secuencias de acido nucleico en un Unico fragmento de
acido nucleico de modo que la funciéon de uno se ve afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor esta unido
operativamente con una secuencia codificante cuando es capaz de afectar a la expresion de esa secuencia codificante
(esto es, que la secuencia codificante esta bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias codificantes se
pueden unir operativamente a secuencias reguladoras en orientacion de sentido o antisentido.

El término "expresion", como se usa en este documento, se usa segun su significado comun y habitual, tal como lo
entiende un experto en el arte, y se usa sin limitacion para referirse a la transcripcion y la acumulacion estable de
sentido (ARNm) o ARN antisentido derivado del fragmento de acido nucleico de la tecnologia en cuestién. La
"sobreexpresion" se refiere a la produccion de un producto génico en organismos transgénicos o recombinantes que
excede los niveles de produccién en organismos normales o no transformados.

La "transformacion” se usa segun su significado comun y habitual, tal como lo entiende un experto en el arte, y se usa
sin limitacion para referirse a la transferencia de un polinucleétido a una célula diana. El polinucleétido transferido se
puede incorporar en el genoma o el ADN cromosémico de una célula diana, lo que resulta en una herencia
genéticamente estable, o puede replicarse independientemente del cromosoma del huésped. Los organismos huésped
que contienen los fragmentos de &acido nucleico transformados se denominan organismos "transgénicos" o
"recombinantes" o "transformados".

Los términos "transformado”, "transgénico" y "recombinante”, cuando se usan en este documento en proporcién con las
células huésped, se usan segun sus significados comunes y habituales segun entiende por un experto en el arte, y se
usan sin limitacion para referirse a una célula de un organismo huésped, tal como una planta o célula microbiana, en la
que se ha introducido una molécula de acido nucleico heterdloga. La molécula de acido nucleico se puede integrar de
manera estable en el genoma de la célula huésped, o la molécula de acido nucleico puede estar presente como una
molécula extracromosémica. Dicha molécula extracromosémica puede ser autoreplicante. Se entiende que las células,
tejidos o sujetos transformados abarcan no solo el producto final de un proceso de transformacioén, sino también su
progenie transgénica.

Los términos "recombinante", "heterdlogo" y "exdégeno", cuando se usan en este documento en proporcion con
polinucledtidos, se usan segun sus significados comunes y habituales segun entiende un experto normal en el arte, y se
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usan sin limitacion para referirse a un polinucleétido (por ejemplo, una secuencia de ADN o un gen) que se origina en
una fuente extrafa a la célula huésped particular o, si es de la misma fuente, se modifica de su forma original. De este
modo , un gen heterélogo en una célula huésped incluye un gen que es endodgeno a la célula huésped particular pero
que se ha modificado mediante, por ejemplo, el uso de mutagénesis dirigida al sitio u otras técnicas recombinantes. Los
términos también incluyen copias multiples de origen no natural de una secuencia de ADN de origen natural. De este
modo, los términos se refieren a un segmento de ADN que es extrafio o heterélogo a la célula, u homdélogo a la célula
pero en una posicién o forma dentro de la célula huésped en la que el elemento no se encuentra normalmente.

De manera similar, los términos "recombinante”, "heterdlogo” y "exdgeno"”, cuando se usan en este documento en
proporcién con una secuencia de polipéptido o aminoacido, significan una secuencia de polipéptido o aminoacidos que
se origina en una fuente extrafia a la célula huésped particular o, si es de la misma fuente, se modifica de su forma
original. De este modo, los segmentos de ADN recombinante se pueden expresar en una célula huésped para producir
un polipéptido recombinante.

Los términos "plasmido”, "vector" y "casete" se usan segun sus significados comunes y habituales, tal como los entiende
un experto en el arte, y se usan sin limitacion para referirse a un elemento cromosémico adicional. a menudo portan
genes que no forman parte del metabolismo central de la célula, y generalmente en forma de moléculas de ADN de
doble cadena circular. Tales elementos pueden ser secuencias de replicacion auténoma, secuencias de integracion del
genoma, secuencias de fagos o nucleotidos, lineales o circulares, de un ADN o ARN de cadena simple o doble,
derivados de cualquier fuente, en la que se hayan unido o recombinado un nimero de secuencias de nucleétidos en una
construccion Unica que es capaz de introducir un fragmento promotor y una secuencia de ADN para un producto génico
seleccionado junto con la secuencia no traducida 3' apropiada en una célula. El "casete de transformacion” se refiere a
un vector especifico que contiene un gen extrafio y que tiene elementos ademas del gen extrafio que facilita la
transformacion de una célula huésped en particular. El "casete de expresion" se refiere a un vector especifico que
contiene un gen extrano y tiene elementos ademas del gen extrafio que permite una expresion mejorada de ese gen en
un huésped extrafio.

El ADN recombinante estandar y las técnicas de clonaciéon molecular usadas en este documento son bien conocidas en
la técnica y estan descritas, por ejemplo, por Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd ed.; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, N.Y., 1989 (en lo que sigue "Maniatis");
y por Silhavy, T. J., Bennan, M. L. and Enquist, L. W. Experiments with Gene Fusions; Cold Spring Harbor Laboratory:
Cold Spring Harbor, N.Y., 1984; y por Ausubel, F. M. et al., in 'Current Protocols in Molecular Biology’, publicado por
Greene Publishing and Wiley-Interscience, 1987.

Como se usa en este documento, "sintético" o "sintetizado organicamente” o "sintetizado quimicamente" o "sintetizando
organicamente" o "sintetizando quimicamente" o "sintesis organica" o "sintesis quimica" se usan para referirse a la
preparacion de los compuestos a través de una serie de reacciones quimicas; esto no incluye la extraccion del
compuesto, por ejemplo, de una fuente natural.

El término "producto de consumo por via oral", como se usa en este documento, se refiere a cualquier bebida, producto
alimenticio, suplemento dietético, nutracéutico, composicion farmacéutica, composicion higiénica dental y producto
cosmético que se ponen en contacto con la boca del hombre o animal, incluidas las sustancias que son ingeridos y
posteriormente expulsados de la boca y sustancias que se beben, se comen, se tragan o se ingieren de otra manera; y
que son seguros para el consumo humano o animal cuando se usan en un intervalo de concentraciones generalmente
aceptable.

El término "producto alimenticio” como se usa en este documento se refiere a frutas, verduras, jugos, productos carnicos
tales como jamon, tocino y salchichas; productos de huevo, concentrados de frutas, gelatinas y productos similares a la
gelatina, tales como mermeladas, jaleas, conservas y similares; productos lacteos tales como helado, crema agria,
yogur y sorbete; glaseados, siropes incluyendo melaza; productos de maiz, trigo, centeno, soja, avena, arroz y cebada,
productos de cereales, carnes de nuez y productos de nueces, pasteles, galletas, confiteria tales como caramelos,
gomas, gotas con sabor a frutas y chocolates, chicles, mentas, cremas, glaseado, helados, tartas y panes. "Producto
alimenticio" también se refiere a condimentos tales como hierbas, especias y condimentos, potenciadores del sabor,
tales como el glutamato monosaddico. "Producto alimenticio" también se refiere a los productos envasados preparados,
tales como edulcorantes dietéticos, edulcorantes liquidos, aromatizantes de mesa, mezclas de sabores granulados que,
al reconstituirse con agua, brindan bebidas no carbonatadas, mezclas de pudin instantaneo, café y té instantaneos,
blanqueadores de café, mezclas de leche malteada, alimentos para mascotas, piensos para ganado, tabaco y
materiales para aplicaciones de horneado, tales como mezclas para hornear en polvo para la preparacién de panes,
galletas, pasteles, tortitas, rosquillas y similares. "Producto alimenticio" también se refiere a alimentos y bebidas
dietéticos o bajos en calorias que contienen poca o nada de sacarosa.

Como se usa en este documento, el término "estereoisémero” es un término general para todos los isémeros de
moléculas individuales que difieren solo en la orientacién de sus atomos en el espacio. "Estereoisomero” incluye
enantiomeros e isémeros de compuestos con mas de un centro quiral que no son imagenes especulares entre si
(diastereoisomeros).
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Como se usa en este documento, el término "rebaudiésido V amorfo" se refiere a una forma soélida no cristalina de
rebaudiosido V. Como se usa en este documento, el término "rebaudidsido W amorfo" se refiere a una forma sélida no
cristalina de rebaudiésido W.

Como se usa en este documento, el término "intensidad de dulzor" se refiere a la fuerza relativa de la sensacion dulce
observada o experimentada por un individuo, por ejemplo, un ser humano, o un grado o cantidad de dulzor detectado
por un catador, por ejemplo en una escala de brix.

Como se usa en este documento, el término "potenciar el dulzor" se refiere al efecto del rebaudiésido V y/o el
rebaudidsido W para incrementar, aumentar, intensificar, acentuar, magnificar y/o potenciar la percepcion sensorial de
una o mas caracteristicas de dulzor de un producto de bebida o un producto de consumo de la presente divulgacion sin
cambiar su naturaleza o calidad, en comparaciéon con un producto de consumo por via oral correspondiente que no
contiene rebaudidsido V y/o rebaudiésido W.

Como se usa en este documento, el término "sabor(es) desagradable(s)" se refiere a una cantidad o grado de sabor que
no se encuentra caracteristica o generalmente en un producto de bebida o un producto de consumo de la presente
divulgaciéon. Por ejemplo, un sabor desagradable es un sabor indeseable de un consumible edulcorado para los
consumidores, tal como, un sabor amargo, un sabor a regaliz, un sabor metalico, un sabor aversivo, un sabor
astringente, un inicio tardio de dulzor, un efecto persistente de regusto dulce, y similares, etc.

Como se usa en este documento, el término "% p/v" se refiere al peso de un compuesto, tal como un azucar, (en
gramos) por cada 100 ml de un producto liquido consumible por via oral de la presente divulgacién que contiene tal
compuesto. Como se usa en este documento, el término "% p/p" se refiere al peso de un compuesto, tal como un
azucar, (en gramos) por cada gramo de un producto de consumo por via oral de la presente divulgacion que contiene tal
compuesto.

Como se usa en este documento, el término "ppm" se refiere a parte (s) por millén en peso, por ejemplo, el peso de un
compuesto, tal como el rebaudidsido V y/o el rebaudiésido W (en miligramos) por kilogramo de un producto de consumo
por via oral de la presente divulgacion que contiene tal compuesto (esto es, mg/kg) o el peso de un compuesto, tal como
el rebaudiosido V y/o el rebaudiésido W (en miligramos) por litro de un producto de consumo por via oral de la presente
divulgacion que contiene tal compuesto (esto es, mg/L); o por volumen, por ejemplo, el volumen de un compuesto, tal
como el rebaudiésido V y/o el rebaudiosido W (en mililitros) por litro de un producto de consumo por via oral de la
presente divulgacion que contiene tal compuesto (esto es, ml/L).

La siguiente divulgacion se refiere a diversos edulcorantes no caldricos y a métodos de sintesis de edulcorantes no
caldricos. Sin embargo, la invencion reivindicada debe entenderse por referencia a las presentes reivindicaciones.

Edulcorantes sintéticos no caldricos: Rebaudidsido V sintético

En un aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un edulcorante sintético no calérico. El edulcorante sintético no
caldrico es un glicésido de esteviol de tipo rebaudidsido sintético y se le ha dado el nombre de "Rebaudidsido V". El
rebaudidsido V ("Reb V") es un glicdsido de esteviol que tiene cuatro unidades de B-D-glucosilo en su estructura
conectada a la aglicona esteviol, una unidad estructural de esteviol aglicona con una unidad Glc 31-3-Glc 1 en C-13 en
la forma del enlace éter y otra unidad Glc $1-2-Glc 31 en la posicién C-19 en forma de un enlace éster.

El rebaudiésido V tiene la formula molecular CasH70O23 y el nombre IUPAC, éster (2-O-B-D-glucopiranosil--D-
glucopiranosilo) del acido 13-[(3-O-B-D-glucopiranosil-3-D-glucopiranosil)oxi] ent-kaur-16-en-19-oico sobre la base de
RMN 1D y 2D extensa, asi como datos de espectros de masas de alta resolucion y estudios de hidrdlisis.

Edulcorantes sintéticos no caldricos: Rebaudiésido sintético W

En un aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un edulcorante sintético no calérico. El edulcorante sintético no
caldrico es un glicosido de esteviol de tipo rebaudidsido sintético y se le ha dado el nombre de "Rebaudiésido W". El
rebaudiésido W ("Reb W") es un glicésido de esteviol que tiene cinco unidades de B-D-glucosilo en su estructura
conectada al aglicona esteviol, una unidad estructural de esteviol aglicona con una unidad Glc $1-3-Glc 1 en C-13 en la
forma del enlace éter y una unidad Glc $1-2 (Glc $1-3) -Glc 1 en la posicion C-19 en forma de un enlace éster.

El rebaudiésido W tiene la formula molecular CsoHgoO2s y el nombre IUPAC, éster [(2-O-B-D-glucopiranosil-3-O-3-D-
glucopiranosil-p-D-glucopiranosilo) del acido 13-[(3-O-f-D-glucopiranosil--D-glucopiranosil)oxilent-kaur-16-en-19-oico.

Edulcorantes sintéticos no caldricos: Rebaudidsido sintético KA

En un aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un edulcorante sintético no calérico. El edulcorante sintético no
caldrico es un glicésido de esteviol de tipo rebaudiosido sintético y se le ha dado el nombre de "Rebaudiésido KA". El
rebaudidsido KA ("Reb KA") es un glicésido de esteviol que tiene tres unidades p-D-glucosilo en su estructura conectada
al aglicona esteviol, una unidad estructural de esteviol aglicona con una unidad Glc 1 en C-13 en forma de enlace éter
y una unidad Glc B1-2-Glc 1 en C-19 en forma de enlace éter. El rebaudiosido KA tiene la formula molecular C3gHgoO1s
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y el nombre IUPAC, éster (2-O-p-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosilo) del acido 13-p-D-glucopiranosiloxi] ent-kaur-16-
en-19-oico sobre la base de la RMN 1D y 2D extensa, asi como los datos de espectros de masas de alta resolucion y
los estudios de hidrdlisis.

Edulcorantes sintéticos no caldricos: Rebaudidsido sintético G

En un aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un edulcorante sintético no calérico. El edulcorante sintético no
caldrico es un glicosido de esteviol de tipo rebaudidsido sintético y se le ha dado el nombre de "Rebaudiésido G".
Rebaudiosido G ("Reb G") es un glicésido de esteviol que tiene tres unidades de B-D-glucosilo en su estructura
conectada a la aglicona esteviol, una unidad estructural de esteviol aglicona con una unidad Glc 31-3-Glc 1 en C-13 en
forma de enlace éter y una unidad Glc 31 en C-19 en forma de enlace éter.

El rebaudiésido G tiene la férmula molecular CzsHeoO1s y el nombre IUPAC, éster -B-D-glucopiranosilo del acido 13-[(3-
O-B-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosil)oxi] ent-kaur-16-en-19-oico sobre la base de RMN 1D y 2D extensa, asi como
los datos de espectros de masas de alta resolucion y estudios de hidrolisis.

Edulcorantes sintéticos no caldricos: Rebaudidsido sintético M

En un aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un edulcorante sintético no caldrico. El edulcorante sintético no
caldrico es un glicosido de esteviol de tipo rebaudidsido sintético y se le ha dado el nombre de "Rebaudiésido M". El
rebaudidsido M ("Reb M") es un glicésido de esteviol que tiene seis unidades de B-D-glucosilo en su estructura
conectada al aglicona esteviol, una unidad estructural de esteviol aglicona con una unidad Glc 1-2 (Glc $1-3) -Glc 1
en la posicion C-13 en forma de un enlace éter y una unidad Glc p1-2 (Glc p1-3) -Glc1 en la posicion C-19 en forma de
un enlace éster.

El rebaudiésido M tiene la formula molecular CssHgoO33 y el nombre IUPAC, éster [(2-O-p-D-glucopiranosil-3-O-B-D-
glucopiranosil-p-D-glucopiranosilo) del acido 13-[(2-O-p-D-glucopiranosil-3-O-f-D-glucopiranosil-p-D-glucopiranosil Joxi]
ent-kaur-16-en-19-oico sobre la base de RMN 1D y 2D extensa también como datos de espectros de masas de alta
resolucion y estudios de hidrolisis.

Métodos para sintetizar glicésidos de esteviol

Método de produccion de rebaudiésido V a partir de rebaudidsido G. En otro aspecto, la presente divulgacion se dirige a
un método de sintesis de rebaudidsido V a partir de rebaudiésido G. El método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rebaudiésido G; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); y una HV1 UDP-glicosiltransferasa; con o sin sacarosa sintasa (SUS)
e incubar la mezcla de reaccién durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiosido V, en el que una glucosa se
acopla covalentemente al rebaudiésido G para producir el rebaudiésido V.

Método de produccion de rebaudiosido V a partir de rebaudiésido G. En otro aspecto, la presente divulgacion se dirige a
un método de sintesis de rebaudidsido V a partir de rebaudiésido G. El método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rebaudiésido G; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); una uridina difosfato glicosiltransferasa (UDP-glicosiltransferasa)
seleccionada del grupo que consiste en una EUGT11, una enzima de fusion UDP-glicosiliransferasa-sacarosa sintasa
(SUS); con o sin sacarosa sintasa (SUS) e incubar la mezcla de reaccién durante un tiempo suficiente para producir el
rebaudidsido V, en el que una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido G para producir el rebaudiésido V.

Método de producciéon de rebaudiosido V a partir de rebaudidsido KA. En otro aspecto, la presente divulgacion esta
dirigida a un método de sintesis de rebaudiésido V a partir de rebaudiosido KA. El método comprende preparar una
mezcla de reaccion que comprende rebaudidsido KA; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa,
uridina difosfato (UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); una uridina difosfo glicosiltransferasas (UDP-
glicosiltransferasa) seleccionada del grupo que consiste en una UDP-glicosiltransferasa (UGT76G1) y una enzima de
fusion UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa (SUS) e incubar la mezcla de reaccion
durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido V, en el que una glucosa se acopla covalentemente al
rebaudiosido KA para producir el rebaudiésido V.

Método de produccién de rebaudidsido V a partir de rubusdésido. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a
un método de sintesis de rebaudiésido V a partir de rubusésido. EI método comprende preparar una mezcla de reaccion
que comprende rubusoésido; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato (UDP) y
uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); uridina difosfato glicosiltransferasa (s) (UDP-glicosiltransferasa) seleccionada
del grupo que consiste en una UDP-glicosiltransferasa (UGT76G1), HV1 y una enzima de fusion UDP-
glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa (SUS) e incubar la mezcla de reaccion durante un
tiempo suficiente para producir el rebaudiésido V, en el que una glucosa se acopla covalentemente al rubusésido para
producir el rebaudiésido KA. Continuamente, una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido KA para producir el
rebaudidsido V.
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Método de produccidon de rebaudiosido V de rubusésido. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un
método de sintesis de una mezcla de rebaudidésido A y rebaudiésido V a partir de rubusésido. El método comprende
preparar una mezcla de reaccién que comprende rubusosido; sustratos seleccionados del grupo que consiste en
sacarosa, uridina difosfato (UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); uridina difosfato glicosiltransferasa (s)
(UDP-glicosiltransferasa) seleccionada del grupo que consiste en una UDP-glicosiltransferasa (UGT76G1), EUGT11 y
una enzima de fusién UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa; e incubar la mezcla de
reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido V, en el que una glucosa se acopla covalentemente
al rubusosido para producir el rebaudiésido KA y una glucosa se acopla covalentemente al rebaudidsido KA para
producir el rebaudiosido V. Una glucosa se acopla covalentemente al rebaudidsido para producir el rebaudiésido G.
Continuamente, una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiosido G para producir el rebaudiésido V.

Método de produccion de rebaudiésido W a partir de rebaudidsido V. En otro aspecto, la presente divulgacion se dirige a
un método de sintesis de rebaudiésido W a partir de rebaudiésido V. El método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rebaudidsido V; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); una uridina difosfato glicosiltransferasa (UDP-glicosiltransferasa)
seleccionada del grupo que consiste en una UDP-glicosiltransferasa (UGT76G1) y una enzima de fusion UDP-
glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa e incubar la mezcla de reaccion durante un tiempo
suficiente para producir el rebaudidsido W, en el que una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiosido V para
producir el rebaudiosido W.

Método de produccién de rebaudiésido W a partir de rebaudidsido G. En otro aspecto, la presente divulgacion se dirige
a un método de sintesis de rebaudiésido W a partir de rebaudiésido G. El método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rebaudidsido G; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); una uridina difosfo glicosiltransferasa (UDP-glicosiltransferasa)
seleccionada entre el grupo que consiste en una uridina difosfo glicosiltransferasa (UGT76G1), una enzima de fusion
UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa y un HV1; con o sin sacarosa sintasa; e incubar la mezcla de reaccion durante
un tiempo suficiente para producir el rebaudidsido W, en el que una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido
G para producir el rebaudiésido V por HV1. Continuamente, una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido V
para producir el rebaudiésido W por UGT76G1.

Método de produccién de rebaudiésido W a partir de rebaudiosido G. En otro aspecto, la presente divulgacion se dirige
a un método de sintesis de rebaudiésido W a partir de rebaudiésido G. EI método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rebaudiésido G; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); una uridina difosfo glicosiltransferasa (UDP-glicosiltransferasa)
seleccionada del grupo que consiste en una enzima de fusion UGT76G1, una EUGT11 y una UDP-glicosiltransferasa-
sacarosa sintasa; e incubar la mezcla de reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido W, en el
que una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido G para producir el rebaudiésido V por EUGT11.
Continuamente, una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido V para producir el rebaudiésido W por
UGT76G1.

Método de produccion de rebaudiésido W a partir de rebaudiésido KA. En otro aspecto, la presente divulgacion esta
dirigida a un método de sintesis de rebaudiésido W a partir de rebaudioésido KA. El método comprende preparar una
mezcla de reaccion que comprende rebaudidsido KA; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa,
uridina difosfato (UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); una uridina difosfo glicosiltransferasa (UDP-
glicosiltransferasa) seleccionada del grupo que consiste en una uridina difosfo glicosiltransferasa (UGT76G1), y una
enzima de fusion UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa; e incubar la mezcla de reaccioén
durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido W, en el que una glucosa se acopla covalentemente al
rebaudidsido KA para producir el rebaudiosido V. Continuamente, una glucosa se acopla covalentemente al
rebaudiosido V para producir el rebaudiésido W.

Método de produccion de rebaudiosido W a partir de rubusoésido. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a
un método de sintesis de rebaudiésido W a partir de rubusésido. EI método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rubusoésido; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); uridina difosfo glicosiltransferasas seleccionadas del grupo que
consiste en una enzima de fusion UGT76G1, HV1 y UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa
sintasa e incubar la mezcla de reaccion durante un tiempo suficiente para producir una mezcla de rebaudiésido W.

Método de produccion de rebaudiosido W a partir de rubusoésido. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a
un método de sintesis de rebaudiésido W a partir de rubusésido. EI método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rubusosido; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); uridina difosfo glicosiltransferasas seleccionadas del grupo que
consiste en una enzima de fusion UGT76G1, EUGT11 y una UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin
sacarosa sintasa e incubar la mezcla de reaccién durante un tiempo suficiente para producir el rebaudioésido W.

Método de producciéon de una mezcla de estaviosido y rebaudidsido KA a partir de rubusésido. En otro aspecto, la
presente divulgacion esta dirigida a un método de sintesis de una mezcla de estevidsido y rebaudiésido KA a partir de
rubusésido. EI método comprende preparar una mezcla de reaccién que comprende rubusésido; sustratos

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2693371 T3

seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato (UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa);
una UDP-glicosiltransferasa seleccionada del grupo que consiste en una enzima de fusion EUGT11 y UDP-
glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa; e incubar la mezcla de reaccion durante un tiempo
suficiente para producir una mezcla de esteviésido y rebaudiésido KA, en el que una glucosa se acopla covalentemente
a C2'-19-O-glucosa de rubusosido para producir el rebaudidsido KA; una glucosa se acopla de manera covalente a C2'-
13-0-glucosa de rubusosido para producir el estevidsido.

Método de produccion de rebaudiosido KA a partir de rubusoésido. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida
a un método de sintesis de un rebaudiosido KA a partir de rubusésido. El método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rubusosido; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); y HV1 UDP-glicosiltransferasa; con o sin sacarosa sintasa; e incubar
la mezcla de reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudidsido KA, en el que una glucosa se acopla
covalentemente a la C2'-19-O-glucosa de rubusésido para producir un rebaudiosido KA.

Método de produccion de rebaudidsido G a partir de rubusésido. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a
un método de sintesis de un rebaudidsido G a partir de rubusésido. EI método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rubusosido; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); una UDP-glicosiltransferasa seleccionada del grupo que consiste en
UGT76G1 y una enzima de fusion UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa; e incubar la
mezcla de reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido G, en el que una glucosa se acopla
covalentemente a la C3'-13-O-glucosa de rubusésido para producir un rebaudiosido G.

Método de producciéon de rebaudiosido E a partir de rebaudidsido KA. En otro aspecto, la presente divulgacion esta
dirigida a un método de sintesis de rebaudiésido E a partir de rebaudiosido KA. El método comprende preparar una
mezcla de reaccion que comprende rebaudidsido KA; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa,
uridina difosfato (UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); y HV1 UDP-glicosiltransferasa; con o sin sacarosa
sintasa; e incubar la mezcla de reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido E, en el que una
glucosa se acopla covalentemente a las C2'13-O-glucosa del rebaudiésido KA para producir el rebaudiésido E.

Método de produccion de rebaudiosido E a partir de rebaudidsido KA. En otro aspecto, la presente divulgacion esta
dirigida a un método de sintesis de rebaudiésido E a partir de rebaudiosido KA. El método comprende preparar una
mezcla de reaccion que comprende rebaudidsido KA; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa,
uridina difosfato (UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); una UDP-glicosiltransferasa de un grupo de EUGT11
y una enzima de fusion UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa; e incubar la mezcla de
reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido E, en el que una glucosa se acopla covalentemente
al C2’ 13-O-glucosa del rebaudiésido KA para producir el rebaudiésido E.

Método de produccién de rebaudidsido E a partir de rubusésido. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a
un método de sintesis de rebaudiésido E a partir de rubusésido. El método comprende preparar una mezcla de reaccion
que comprende rubusosido; un sustrato seleccionado del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato (UDP) y
uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); y una UDP-glicosiltransferasa del grupo de EUGT11 y una enzima de fusion de
UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa; incubar la mezcla de reaccion durante un tiempo
suficiente para producir el rebaudidsido E, en el que una glucosa se acopla covalentemente a rubusoésido para producir
una mezcla de rebaudiosido KA y esteviosido. Continuamente, una glucosa se acopla covalentemente al rebaudidsido
KAy al esteviosido para producir el rebaudiésido E.

Método de produccién de rebaudidsido E a partir de rubusdsido. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a
un método de sintesis de rebaudiésido E a partir de rubusésido. El método comprende preparar una mezcla de reaccion
que comprende rubusoésido; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato (UDP) y
uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); y HV1 UDP-glicosiltransferasa; con o sin sacarosa sintasa; incubar la mezcla
de reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido E, en el que una glucosa se acopla
covalentemente al rubusésido para producir el rebaudiésido KA; e incubar adicionalmente el rebaudiésido KA con HV1
para producir el rebaudiésido E.

Método de produccién de rebaudioésido D2 a partir de rubusoésido. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida
a un método de sintesis de rebaudidsido D2 a partir de rubusésido. EI método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rubusosido; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); una UDP-glicosiltransferasa del grupo de EUGT11 y una enzima de
fusion de UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa; con o sin sacarosa sintasa; incubar la mezcla de reaccién durante
un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido D2, en el que una glucosa se acopla covalentemente al rubusésido
para producir una mezcla de esteviésido y rebaudidsido KA; incubar adicionalmente la mezcla de esteviésido y
rebaudidsido KA con EUGT11 para producir el rebaudidsido E, en el que una glucosa esta acoplada covalentemente al
esteviosido y el rebaudiésido KA para producir el rebaudiésido E; e incubar adicionalmente el rebaudidsido E con
EUGT11 para producir el rebaudiésido D2, en el que una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido E para
producir el rebaudiésido D2.
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Método de produccion de rebaudiésido D2 a partir de rebaudiésido KA. En otro aspecto, la presente divulgacion esta
dirigida a un método de sintesis de rebaudidsido D2 a partir de rebaudiosido KA. El método incluye la preparacion de
una mezcla de reaccion que comprende rebaudiésido KA, sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa,
uridina difosfato (UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa), una UDP-glicosiltransferasa seleccionada del grupo
que consiste en un EUGT11 y una enzima de fusion UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa, con o sin sacarosa
sintasa; incubar la mezcla de reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido D2, en el que una
glucosa se acopla covalentemente al rebaudidsido KA para producir el rebaudiésido E; incubar adicionalmente la mezcla
de rebaudiésido E con EUGT11 para producir el rebaudiosido D2, en el que una glucosa se acopla covalentemente al
rebaudioésido E para producir el rebaudiésido D2.

Método de produccion de rebaudidsido Z a partir de rebaudidsido E. En otro aspecto, la presente divulgacion se dirige a
un método de sintesis de rebaudiésido Z a partir de rebaudiésido E. EI método comprende preparar una mezcla de
reaccion que comprende rebaudidsido E; sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP) y uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa); y HV1 UDP-glicosiltransferasa; y sacarosa sintasa, incubar la mezcla
de reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudidésido Z, en el que una glucosa se acopla
covalentemente al rebaudiésido E para producir el rebaudidsido Z, en el que una glucosa se acopla covalentemente a la
C2'-13-O-glucosa del rebaudiésido E para producir el rebaudiésido Z1. Una glucosa se acopla de manera covalente a
C2'-19-O-glucosa del rebaudiésido E para producir el rebaudidsido Z2.

Método de produccion de rebaudiésido M a partir de rebaudidésido D. En otro aspecto, la presente divulgacion se dirige a
un método de sintesis de rebaudiésido M a partir de rebaudiésido D. El método incluye la preparaciéon de una mezcla de
reaccion que comprende rebaudiosido D, sustratos seleccionados del grupo que consiste en sacarosa, uridina difosfato
(UDP), uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa) y combinaciones de los mismos, y una UDP-glicosiltransferasa
seleccionada del grupo que consiste en UGT76G1, una enzima de fusion UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa, y
combinaciones de los mismos, con o sin sacarosa sintasa; e incubar la mezcla de reaccion durante un tiempo suficiente
para producir el rebaudiésido M, en el que una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido D para producir el
rebaudidsido M.

Método de produccion de rebaudiésido D y rebaudiésido M a partir de esteviésido. En otro aspecto, la presente
divulgacion esta dirigida a un método de sintesis de rebaudidsido D y rebaudiésido M a partir de esteviésido. El método
incluye la preparacion de una mezcla de reaccidon que comprende esteviosido, sustratos seleccionados del grupo que
consiste en sacarosa, uridina difosfato (UDP), uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa) y combinaciones de los mismos,
y una UDP-glicosiltransferasa seleccionada del grupo que consiste en HV1, UGT76G1, una enzima de fusion UDP-
glicosiltransferasa-sacarosa sintasa, y combinaciones de los mismos, con o sin sacarosa sintasa; e incubar la mezcla de
reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiosido D y/o rebaudiésido M. Por ejemplo, en realizaciones,
la mezcla de reaccion se puede incubar durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiésido D, y la mezcla de
reaccion que comprende el rebaudiosido D se incuba adicionalmente ( por ejemplo, con UGT76G1 y/o la enzima de
fusion) para producir el rebaudiésido M. En ciertas realizaciones, la mezcla de reaccion comprendera HV1y UGT76G1.
En otras realizaciones, la mezcla de reacciéon comprendera HV1 y la enzima de fusion.

En ciertas realizaciones, una glucosa se acopla covalentemente al estevidsido para producir el rebaudiésido A y/o
rebaudidsido E. Por ejemplo, una glucosa se puede acoplar covalentemente al esteviésido mediante UGT76G1 o la
enzima de fusion para producir el rebaudiésido A y/o una glucosa se puede acoplar covalentemente al esteviosido por
HV1 para producir el rebaudiésido E. Continuamente, una glucosa se puede acoplar covalentemente al rebaudiésido A
por HV1 para producir el rebaudiésido D y/o una glucosa se puede acoplar covalentemente al rebaudiésido E mediante
UGT76G1 o la enzima de fusion para producir el rebaudidésido D. Una glucosa puede ademas ser acoplada
covalentemente al rebaudidsido D mediante UGT76G1 o la enzima de fusién para producir el rebaudiésido M.

Método de producciéon de rebaudiosido D y rebaudiésido M a partir de rebaudiosido A. En otro aspecto, la presente
divulgacion se dirige a un método de sintesis de rebaudidsido D y rebaudiésido M a partir de rebaudidsido A. El método
incluye la preparacion de una mezcla de reaccion que comprende rebaudidsido A, sustratos seleccionados del grupo
que consiste en sacarosa, uridina difosfato (UDP), uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa) y combinaciones de los
mismos, y una UDP-glicosiltransferasa seleccionada del grupo que consiste en HV1, UGT76G1, una enzima de fusion
UDP-glicosiltransferasa-sacarosa sintasa, y combinaciones de las mismas, con o sin sacarosa sintasa; e incubar la
mezcla de reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiosido D y/o rebaudiésido M. Por ejemplo, en
realizaciones, la mezcla de reaccion (por ejemplo, que comprende HV1) puede incubarse durante un tiempo suficiente
para producir el rebaudiésido D, y la mezcla de reaccion que comprende rebaudiésido D incubado adicionalmente (por
ejemplo, con UGT76G1 y/o la enzima de fusion) para producir el rebaudiésido M. En ciertas realizaciones, la mezcla de
reaccion comprendera HV1 y UGT76G1. En otras realizaciones, la mezcla de reaccion comprendera HV1 y la enzima de
fusion.

Una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido A para producir el rebaudiésido D. Por ejemplo, una glucosa se
puede acoplar covalentemente al rebaudiosido A por HV1 para producir el rebaudiésido D. Continuamente, una glucosa
se puede acoplar covalentemente al rebaudidésido D mediante UGT76G1 o la enzima de fusiéon para producir el
rebaudidsido M.
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Método de producciéon de rebaudiosido D y rebaudiésido M a partir de rebaudiosido E. En otro aspecto, la presente
divulgacion se dirige a un método de sintesis de rebaudiésido D y rebaudiésido M a partir de rebaudiésido E. El método
incluye la preparacion de una mezcla de reaccion que comprende rebaudidésido E, sustratos seleccionados del grupo
que consiste en sacarosa, uridina difosfato (UDP), uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa), y combinaciones de los
mismos, y una UDP-glicosiltransferasa seleccionada del grupo que consiste en una UGT76G1, una fusion UDP-
glicosiltransferasa-sacarosa sintasa enzima, y combinaciones de los mismos, con o sin sacarosa sintasa; e incubar la
mezcla de reaccion durante un tiempo suficiente para producir el rebaudiosido D y/o rebaudiésido M. Por ejemplo, en
realizaciones, la mezcla de reaccion (por ejemplo, que comprende UGT76G1 y/o la enzima de fusién) puede incubarse
durante un tiempo suficiente para producir el rebaudidsido D, y la mezcla de reaccién que comprende rebaudidésido D se
incuba mas para producir el rebaudiésido M.

Una glucosa se acopla covalentemente al rebaudiésido E para producir el rebaudiésido D. Por ejemplo, una glucosa se
puede acoplar covalentemente al rebaudiésido E mediante UGT76G1 o la enzima de fusién para producir el
rebaudidsido D. Continuamente, una glucosa se puede acoplar covalentemente el rebaudiésido D por UGT76G1 o la
enzima de fusion para producir el rebaudiésido M.

La mayoria de los glicésidos de esteviol estan formados por varias reacciones de glicosilacion de esteviol, que por lo
general son catalizadas por las UDP-glicosiltransferasas (UGT) usando uridina 5'-difosfoglucosa (UDP-glucosa) como
un donante de la unidad estructural de azucar. En las plantas, las UGT son un grupo de enzimas muy divergentes que
transfieren un residuo de glucosa de UDP-glucosa a esteviol.

La uridina difosfo glicosiltransferasa (UGT76G1) es una UGT con una actividad de glicosilacion de 1,3-13-O-glucosa
para producir un glicésido relacionado (rebaudiésido A y D). Sorprendente e inesperadamente, se descubrié que
UGT76G1 también tiene actividad de glicosilacion de 1,3-19-O-glucosa para producir el rebaudidsido G a partir de
rubusosido, y para producir el rebaudiésido M a partir de rebaudidsido D. UGT76G1 puede convertir el rebaudiésido KA
a Reb V y continuar para formar Reb W. Una UGT76G1 particularmente apropiado tiene una secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:1.

La EUGT11 (descrita en el documento WO 2013022989) es una UGT que tiene actividad de glicosilacion de 1,2-19-0-
glucosa y 1,2-13-O-glucosa. Se sabe que EUGT11 cataliza la produccion de estevidsido para rebaudiésido E y
rebaudiosido A para rebaudioésido D. Sorprendente e inesperadamente, se descubrié que EUGT11 se puede usar in
vitro para sintetizar rebaudiésido D2 a partir de rebaudiésido E por una nueva actividad enzimatica (actividad de
glicosilacion de p1,6 -13-O-glucosa) (Solicitud de Patente de EE. UU. No. de Serie 14/269,435, asignada a Conagen,
Inc.). EUGT11 tiene actividad de glicosilacion de 1,2-19-O-glucosa para producir el rebaudidsido KA a partir de
rubusésido. Un EUGT11 particularmente apropiado tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3.

HV1 es un UGT con una actividad de glicosilacion de 1,2-19-O-glucosa para producir glicésidos de esteviol relacionados
(rebaudiésido E, D y Z). Sorprendente e inesperadamente, se descubri6 que HV1 también tiene actividad de
glicosilacion de 1,2-19-O-glucosa para producir el rebaudiésido KA a partir de rubusosido. HV1 también puede convertir
Reb G en Reb V y Reb KA en Reb E. Un HV1 particularmente apropiado tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 5.

El método puede incluir ademas afiadir una sacarosa sintasa a la mezcla de reaccién que contiene la uridina difosfo
(UDP) dlicosiltransferasa. La sacarosa sintasa cataliza la reaccion quimica entre NDP-glucosa y D-fructosa para
producir NDP y sacarosa. La sacarosa sintasa es una glicosiltransferasa. El nombre sistematico de esta clase de
enzimas es NDP-glucosa: D-fructosa 2-alfa-D-glucosiltransferasa. Otros nombres de uso comun incluyen la UDP
glucosafructosa glucosiltransferasa, sacarosa sintasa, sacarosa-UDP glucosiltransferasa, la sacarosa-uridina difosfato
glucosiltransferasa, y uridina difosfoglucosa-fructosa glucosiltransferasa. La adicion de la sacarosa sintasa a la mezcla
de reacciéon que incluye una uridina difosfoglicosiltransferasa crea un "sistema de acoplamiento UGT-SUS". En el
sistema de acoplamiento UGT-SUS, la UDP-glucosa se puede regenerar a partir de UDP y sacarosa, lo que permite
omitir la adicion de UDP-glucosa extra a la mezcla de reaccién o usar UDP en la mezcla de reaccion. La sacarosa
sintasa apropiada puede ser, por ejemplo, una sacarosa sintasa 1 de Arabidopsis; una sacarosa sintasa 3 de
Arabidopsis; y una sacarosa sintasa de Vigna radiata. Una sacarosa sintasa particularmente apropiada puede ser, por
ejemplo, sacarosa sintasa 1 de Arabidopsis. Una sacarosa sintasa 1 de Arabidopsis es la sacarosa sintasa 1 de
Arabidopsis thaliana (AtSUS1), que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7.

En otro aspecto, la enzima de fusion uridina difosfo glicosiltransferasa se puede usar en los métodos. Una enzima de
fusion de uridina difosfo glicosiltransferasa particularmente apropiada puede ser una enzima de fusiéon UGT-SUS 1. La
UDP-glicosiltransferasa puede ser una enzima de fusién UDP-glicosiltransferasa que incluye un dominio de uridina
difosfoglicosiltransferasa acoplado a un dominio de sacarosa sintasa. En particular, la enzima de fusion UDP-
glicosiltransferasa incluye un dominio de uridina difosfo glicosiltransferasa acoplado a un dominio de sacarosa sintasa.
Adicionalmente, la enzima de fusion UGT-SUS1 tiene actividad de sacarosa sintasa y, de este modo, puede regenerar
UDP-glucosa a partir de UDP y sacarosa. Una enzima de fusiéon UGT-SUS1 particularmente apropiada puede ser, por
ejemplo, una enzima de fusion UGT76G1-AtSUS1 (denominada como "GS") que tiene la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 9. Otra enzima de fusién UGT-SUS1 particularmente apropiada puede ser, por ejemplo, una EUGT11-
SUS1 (denominada como "EUS") que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:11.
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Los dominios de sacarosa sintasa apropiados pueden ser, por ejemplo, una sacarosa sintasa 1 de Arabidopsis; una
sacarosa sintasa 3 de Arabidopsis; y una sacarosa sintasa de Vigna radiata. Un dominio de sacarosa sintasa
particularmente apropiado puede ser, por ejemplo, sacarosa sintasa 1 de Arabidopsis sacarosa. Una sacarosa sintasa
de Arabidopsis particularmente apropiada es la sacarosa sintasa 1 de Arabidopsis thaliana (AtSUS1), que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7.

La enzima de fusion UGT76G1-AtSUS1 ("GS") puede tener una secuencia de polipéptidos con al menos 70%, al menos
80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% e incluso 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO:9. Adecuadamente, la secuencia de aminoacidos de la enzima de fusiéon de UGT-AtSUS1
tiene al menos 80% de identidad a la SEQ ID NO:9. Mas adecuadamente, la secuencia de aminoacidos de la enzima de
fusion de UGT-AtSUS1 tiene al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos
94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, e incluso 100% de identidad de la
secuencia de aminodacidos a la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO:9.

El acido nucleico aislado puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la enzima de fusiéon
UGT-AtSUS1 que tiene una secuencia de acido nucleico que tiene al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, e incluso 100% de homologia de la secuencia a la secuencia del
acido nucleico establecida en la SEQ ID NO:10. Adecuadamente, el acido nucleico aislado incluye una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido de la enzima de fusion UDP-glicosiltransferasa que tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 80% con la secuencia de aminoacidos establecida en
la SEQ ID NO: 9. Mas adecuadamente, el acido nucleico aislado incluye una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido de la enzima de fusion UDP-glicosiltransferasa que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al
menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, e incluso 100% de identidad de la secuencia con la secuencia de
aminoacidos establecida en SEQ ID NO:9. El acido nucleico aislado incluye, de este modo, aquellas secuencias de
nucleétidos que codifican fragmentos funcionales de la SEQ ID NO:10, variantes funcionales de la SEQ ID NO: 9 u otros
polipéptidos homdlogos que tienen, por ejemplo, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos
92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, e
incluso 100% de identidad de la secuencia con SEQ ID NO:9. Como saben los expertos en el arte, la secuencia de
acido nucleico que codifica la UDP glicosiltransferasa se puede optimizar en codones para la expresién en un organismo
huésped apropiado tal como, por ejemplo, bacterias y levaduras.

La enzima de fusién EUGT11-SUS1 ("EUS") puede tener una secuencia de polipéptidos con al menos 70%, al menos
80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% e incluso 100% idéntica a la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO:11. Adecuadamente, la secuencia de aminoacidos de la enzima de fusion EUGT11-SUS1
tiene al menos 80% de identidad a la SEQ ID NO:11. Mas adecuadamente, la secuencia de aminodacidos de la enzima
de fusion EUGT11-SUS1 tiene al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos
94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, e incluso 100% de identidad de la
secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO:11.

El acido nucleico aislado puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la enzima de fusiéon
EUGT11-SUS1 que tiene una secuencia de acido nucleico que tiene al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, e incluso 100% de homologia de la secuencia a la secuencia del
acido nucleico establecida en SEQ ID NO:12. Adecuadamente, el acido nucleico aislado incluye una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido de la enzima de fusion EUGT11-SUS1 que tiene una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 80% de identidad de la secuencia con la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO:11.
Mas adecuadamente, el acido nucleico aislado incluye una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de la
enzima de fusién EUGT11-SUS1 que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85%, al menos 90%, al
menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos
98%, al menos 99%, e incluso 100% de identidad de la secuencia con la secuencia de aminodacidos establecida en SEQ
ID NO:11. El acido nucleico aislado, de este modo, incluye aquellas secuencias de nucledtidos que codifican fragmentos
funcionales de la SEQ ID NO:11, variantes funcionales de la SEQ ID NO:11 u otros polipéptidos homdlogos que tienen,
por ejemplo, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos
94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99%, e incluso 100% de identidad de la
secuencia con SEQ ID NO:11. Como saben los expertos en el arte, la secuencia de acido nucleico que codifica el
EUGT11-SUS1 se puede optimizar en codones para la expresién en un organismo huésped apropiado tal como, por
ejemplo, bacterias y levaduras.

Productos de consumo por via oral

En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un producto de consumo por via oral que tiene una cantidad
edulcorante de rebaudidésido V, seleccionado del grupo que consiste en un producto de bebida y un producto de
consumo. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un producto de consumo por via oral que tiene una
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cantidad edulcorante de rebaudiésido W, seleccionado del grupo que consiste en un producto de bebida y un producto
de consumo. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un producto de consumo por via oral que tiene una
cantidad edulcorante de rebaudiosido KA, seleccionado del grupo que consiste en un producto de bebida y un producto
de consumo. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un producto de consumo por via oral que tiene una
cantidad edulcorante de rebaudiosido G, seleccionado del grupo que consiste en un producto de bebida y un producto
de consumo. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un producto de consumo por via oral que tiene una
cantidad edulcorante de rebaudiésido M, seleccionado del grupo que consiste en un producto de bebida y un producto
de consumo.

El producto de consumo por via oral puede tener una intensidad de dulzor equivalente a aproximadamente 1% (% p/v) a
aproximadamente 4% (% p/v) de solucién de sacarosa.

El producto de consumo por via oral puede tener desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm
rebaudioésido V. El producto de consumo por via oral puede tener desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente
100 ppm rebaudiésido W. El producto de consumo por via oral puede tener desde aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 100 ppm rebaudiésido KA. El producto de consumo por via oral puede tener desde aproximadamente
5 ppm a aproximadamente 100 ppm rebaudiésido G. El producto de consumo por via oral puede tener desde
aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm rebaudidésido M.

El rebaudiésido V puede ser el Unico edulcorante en el producto de consumo por via oral. El rebaudiésido W puede ser
el unico edulcorante en el producto de consumo por via oral. El rebaudiésido KA puede ser el Unico edulcorante en el
producto de consumo por via oral. El rebaudiésido G puede ser el Unico edulcorante en el producto de consumo por via
oral. El rebaudiésido M puede ser el Unico edulcorante en el producto de consumo por via oral.

El producto de consumo por via oral también puede tener al menos un edulcorante adicional. EI al menos un
edulcorante adicional puede ser un edulcorante natural de alta intensidad, por ejemplo. El edulcorante adicional se
puede seleccionar entre un extracto de stevia, un glicésido de esteviol, estevidsido, rebaudidsido A, rebaudidsido B,
rebaudiésido C, rebaudidésido D, rebaudiésido D2, rebaudiésido E, rebaudiésido F, dulcésido A, rubusoésido,
esteviolbidsido, sacarosa, jarabe de maiz de alta fructosa, fructosa, glucosa, xilosa, arabinosa, ramnosa, eritritol, xilitol,
manitol, sorbitol, inositol, AceK, aspartame, neotame, sucralosa, sacarina, naringina dihidrocalcona (NarDHC),
neohesperidina dihidrocalcona (NDHC), rubusésido, mogrésido 1V, siamendsido |, mogrésido V, monatin, taumatin,
monellin, brazzein, L-alanina, glicina, Lo Han Guo, hernandulcina, filodulcina, trilobtain, y combinaciones de los mismos.

El producto de consumo por via oral también puede tener al menos un aditivo. El aditivo puede ser, por ejemplo, un
carbohidrato, un poliol, un aminoacido o una sal del mismo, un poliaminoacido o sal del mismo, un acido de azlcar o
una sal del mismo, un nucleétido, un acido organico, un acido inorganico, una sal organica, una sal de acido organico,
una sal de base organica, una sal inorganica, un compuesto amargo, un saborizante, un ingrediente aromatizante, un
compuesto astringente, una proteina, un hidrolizado de proteinas, un surfactante, un emulsionante, un flavonoide, un
alcohol, un polimero, y combinaciones de los mismos.

En un aspecto, la presente divulgacion se dirige a un producto de bebida que comprende una cantidad edulcorante de
rebaudidsido V. En un aspecto, la presente divulgacion se dirige a un producto de bebida que comprende una cantidad
edulcorante de rebaudiosido W. En un aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un producto de bebida que
comprende una cantidad edulcorante de rebaudidsido KA. En un aspecto, la presente divulgacion se dirige a un
producto de bebida que comprende una cantidad edulcorante de rebaudiosido G. En un aspecto, la presente divulgacion
se dirige a un producto de bebida que comprende una cantidad edulcorante de rebaudiésido M.

El producto de bebida puede ser, por ejemplo, un producto de bebida carbonatada y un producto de bebida no
carbonatada. El producto de bebida también puede ser, por ejemplo, un refresco, una bebida de fuente, una bebida
congelada y lista para tomar, café, té, una bebida lactea, un refresco en polvo, un concentrado liquido, agua
aromatizada, agua mejorada, jugo de fruta, una bebida con sabor a zumo de frutas, una bebida deportiva y una bebida
energética.

En algunas realizaciones, un producto de bebida de la presente divulgacién puede incluir uno o mas ingredientes de
bebida tales como, por ejemplo, acidulantes, zumos de fruta y/o zumos de verduras, pulpa, etc., saborizantes,
colorantes, conservantes, vitaminas, etc. minerales, electrolitos, eritritol, tagatosa, glicerina y diéxido de carbono. Tales
productos de bebida se pueden proporcionare en cualquier forma apropiada, tal como un concentrado de bebida y una
bebida carbonatada, lista para beber.

En ciertas realizaciones, los productos de bebida de la presente divulgacion pueden tener cualquiera de las numerosas
formulaciones o constituciones especificas diferentes. La formulacion de un producto de bebida de la presente
divulgacion puede variar en cierta medida, dependiendo de factores tales como el segmento de mercado deseado del
producto, sus caracteristicas nutricionales deseadas, el perfil de sabor y similares. Por ejemplo, en ciertas realizaciones,
generalmente puede ser una opcidon afadir ingredientes adicionales a la formulacién de un producto de bebida
particular. Por ejemplo, se pueden afiadir edulcorantes adicionales (esto es, mas y/u otros), aromatizantes, electrolitos,
vitaminas, zumos de frutas u otros productos de frutas, saborizantes, agentes de enmascaramiento y similares,
potenciadores del sabor y/o carbonatacion que por lo general se pueden afadir a cualquiera de tales formulaciones para
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variar el sabor, la sensacién en la boca, las caracteristicas nutricionales, etc. En las realizaciones, el producto de bebida
puede ser una bebida de cola que contiene agua, aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm de
rebaudidsido V, un acidulante y aromatizante. En realizaciones, el producto de bebida puede ser una bebida de cola que
contiene agua, aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm de rebaudiésido W, un acidulante y saborizante.
En realizaciones, el producto de bebida puede ser una bebida de cola que contiene agua, aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 100 ppm de rebaudiosido M, un acidulante y saborizante. Los aromas de ejemplo pueden ser, por
ejemplo, aromatizantes de cola, aromatizantes de citricos y aromatizantes de especias. En algunas realizaciones, la
carbonatacién en forma de diéxido de carbono se puede afiadir para la efervescencia. En otras realizaciones, se pueden
afadir conservantes, dependiendo de los otros ingredientes, técnica de produccion, vida util deseada, etc. En ciertas
realizaciones, se puede afadir cafeina. En algunas realizaciones, el producto de bebida puede ser una bebida
carbonatada con sabor a cola, que contiene caracteristicamente agua carbonatada, edulcorante, extracto de nuez de
cola y/u otro saborizante, colorante de caramelo, uno o mas acidos, y opcionalmente otros ingredientes.

Las cantidades apropiadas de rebaudidsido V, rebaudiésido W, rebaudioésido KA, rebaudiésido M o rebaudiésido G
presentes en el producto de bebida pueden ser, por ejemplo, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100
ppm. En algunas realizaciones, bajas concentraciones de rebaudiésido V, rebaudidsido W, rebaudiésido KA,
rebaudidsido M o rebaudiésido G, por ejemplo, menos de 100 ppm, y tiene un dulzor equivalente a las soluciones de
sacarosa que tienen concentraciones entre 10.000 ppm a 30.000 ppm. La concentracién final que varia desde
aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 95 ppm,
desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 90 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 85
ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 80 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente
75 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 70 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 65 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 60 ppm, desde aproximadamente 5
ppm a aproximadamente 55 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 50 ppm, desde
aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 45 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 40 ppm,
desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 35 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 30
ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 25 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente
20 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 15 ppm, o desde aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 10 ppm. Alternativamente, el rebaudiésido V o el rebaudiésido W pueden estar presentes en
productos de bebidas de la presente divulgacion a una concentracion final que varia desde aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 10 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente
15 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 20 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde
aproximadamente 25 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 30 ppm a aproximadamente 100
ppm, desde aproximadamente 35 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 40 ppm a
aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 45 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente
50 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 55 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde
aproximadamente 60 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 65 ppm a aproximadamente 100
ppm, desde aproximadamente 70 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 75 ppm a
aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 80 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente
85 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 90 ppm a aproximadamente 100 ppm, o desde
aproximadamente 95 ppm a aproximadamente 100 ppm.

En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un consumible que comprende una cantidad edulcorante de
rebaudidsido V. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un consumible que comprende una cantidad
edulcorante de rebaudiésido W. En otro aspecto, la presente divulgacion se dirige a un consumible que comprende una
cantidad edulcorante de rebaudiosido KA. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un consumible que
comprende una cantidad edulcorante de rebaudiésido G. En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un
consumible que comprende una cantidad edulcorante de rebaudiésido M. El consumible puede ser, por ejemplo, un
producto alimenticio, un nutracéutico, un producto farmacéutico, un suplemento dietético, una composiciéon higiénica
dental, una composicién de gel comestible, un producto cosmético y un saborizante de mesa.

Como se usa en este documento, "suplemento (s) dietético (s)" se refiere a compuestos destinados a complementar la
dieta y proporcionar nutrientes, tales como vitaminas, minerales, fibra, acidos grasos, aminoacidos, etc., que pueden
faltar o no se consumen en cantidades suficientes en una dieta. Se puede usar cualquier suplemento dietético apropiado
conocido en la técnica. Ejemplos de suplementos dietéticos apropiados pueden ser, por ejemplo, nutrientes, vitaminas,
minerales, fibra, acidos grasos, hierbas, ingredientes botanicos, aminoacidos y metabolitos.

Como se usa en este documento, "nutracéutico (s)" se refiere a compuestos, que incluyen cualquier alimento o parte de
un alimento que puede proporcionar beneficios medicinales o para la salud, incluida la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedades o trastornos (por ejemplo, fatiga, insomnio, efectos del envejecimiento, pérdida de memoria, trastornos
del estado de animo, enfermedades cardiovasculares y niveles altos de colesterol en la sangre, diabetes, osteoporosis,
inflamacion, trastornos autoinmunes, etc.). Se puede usar cualquier nutracéutico apropiado conocido en la técnica. En
algunas realizaciones, los nutracéuticos se pueden usar como suplementos para alimentos y bebidas y como
formulaciones farmacéuticas para aplicaciones enterales o parenterales que pueden ser formulaciones soélidas, tales
como capsulas o comprimidos, o formulaciones liquidas, tales como soluciones o suspensiones.
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En algunas realizaciones, los suplementos dietéticos y nutracéuticos pueden contener hidrocoloides protectores (tales
como gomas, proteinas, almidones modificados), aglutinantes, agentes formadores de pelicula, agentes/materiales de
encapsulacion, materiales de pared/cubierta, compuestos de matriz, recubrimientos, emulsionantes, agentes con
actividad de superficie, agentes solubilizantes (aceites, grasas, ceras, lecitinas, etc.), adsorbentes, portadores, rellenos,
cocompuestos, agentes dispersantes, agentes humectantes, auxiliares de procesamiento (solventes), agentes de flujo,
agentes enmascaradores del sabor, agentes de ponderacion, agentes gelificantes, agentes formadores de gel,
antioxidantes y antimicrobianos.

Como se usa en este documento, un "gel" se refiere a un sistema coloidal en el que una red de particulas abarca el
volumen de un medio liquido. Aunque los geles se componen principalmente de liquidos y, de este modo, presentan
densidades similares a los liquidos, los geles tienen la coherencia estructural de los sélidos debido a la red de particulas
que abarca el medio liquido. Por esta razon, los geles generalmente parecen ser sélidos, materiales como gelatina. Los
geles se pueden usar un numero de aplicaciones. Por ejemplo, los geles se pueden usar en alimentos, pinturas y
adhesivos. Los geles que se pueden comer se conocen como "composiciones de gel comestibles". Las composiciones
de gel comestibles por lo general se consumen como bocadillos, como postres, como parte de los alimentos basicos, o
junto con los alimentos basicos. Los ejemplos de composiciones de gel comestibles apropiadas pueden ser, por
ejemplo, postres en gel, pudines, mermeladas, jaleas, pastas, bagatelas, aspics, malvaviscos, caramelos de goma y
similares. En algunas realizaciones, las mezclas de gel comestibles generalmente son soélidos en polvo o granulares a
los que se puede afadir un fluido para formar una composicion de gel comestible. Los ejemplos de fluidos apropiados
pueden ser, por ejemplo, agua, fluidos lacteos, fluidos analogos a lacteos, jugos, alcohol, bebidas alcohdlicas y
combinaciones de los mismos. Los ejemplos de fluidos lacteos apropiados pueden ser, por ejemplo, leche, leche
cultivada, nata, suero liquido y mezclas de los mismos. Los ejemplos de fluidos analogos de productos lacteos
apropiados pueden ser, por ejemplo, leche de soja y blanqueador de café no lacteo.

Como se usa en este documento, el término "ingrediente gelificante" se refiere a cualquier material que puede formar un
sistema coloidal dentro de un medio liquido. Los ejemplos de ingredientes gelificantes apropiados pueden ser, por
ejemplo, gelatina, alginato, carageenan, goma, pectina, konjac, agar, acido alimentario, cuajo, almidén, derivados de
almidon y combinaciones de los mismos. Es bien conocido para los expertos en el arte que la cantidad de ingrediente
gelificante usado en una mezcla de gel comestible o una composicion de gel comestible puede variar
considerablemente dependiendo de un nimero de factores tales como, por ejemplo, el ingrediente gelificante particular
usado, la base del fluido particular usada, y las propiedades deseadas del gel.

Las mezclas de gel y las composiciones de gel de la presente divulgacion se pueden preparar por cualquier método
apropiado conocido en la técnica. En algunas realizaciones, las mezclas de gel comestibles y las composiciones de gel
comestibles de la presente divulgacion se pueden preparar usando otros ingredientes ademas del agente gelificante.
Los ejemplos de otros ingredientes apropiados pueden ser, por ejemplo, un acido alimentario, una sal de un acido
alimentario, un sistema regulador, un agente de carga, un secuestrante, un agente de reticulaciéon, uno o mas sabores,
uno o mas colores, y combinaciones de los mismos.

Se puede usar cualquier composicion farmacéutica apropiada conocida en la técnica. En ciertas realizaciones, una
composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede contener desde aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 100 ppm de rebaudiésido V, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. En ciertas
realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede contener desde aproximadamente 5 ppm
a aproximadamente 100 ppm de rebaudiésido W, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. En ciertas
realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede contener desde aproximadamente 5 ppm
a aproximadamente 100 ppm de rebaudiésido KA, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. En ciertas
realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede contener desde aproximadamente 5 ppm
a aproximadamente 100 ppm de rebaudidsido G, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. En ciertas
realizaciones, una composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede contener desde aproximadamente 5 ppm
a aproximadamente 100 ppm de rebaudiésido M, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgaciéon se pueden usar para formular farmacos
farmacéuticos que contienen uno o mas agentes activos que ejercen un efecto bioldgico. De acuerdo con lo anterior, en
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden contener uno o mas agentes
activos que ejercen un efecto bioldgico. Los agentes activos apropiados son bien conocidos en la técnica (por ejemplo,
The Physician's Desk Reference). Tales composiciones se pueden preparar segun procedimientos bien conocidos en la
técnica, por ejemplo, como se describe en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa.,
USA.

El rebaudidsido V, el rebaudidsido W, el rebaudidsido KA, el rebaudiésido M o el rebaudiésido G se pueden usar con
cualquier composicion de higiene oral y dental apropiada conocida en la técnica. Los ejemplos de composiciones de
higiene oral y dental apropiadas pueden ser, por ejemplo, pastas dentales, pulimentos dentales, hilo dental, colutorios,
enjuagues bucales, dentifricos, aerosoles bucales, refrescos bucales, enjuagues de placa, analgésicos dentales y
similares.

Las cantidades apropiadas de rebaudidsido V, rebaudiésido W, rebaudiésido KA, rebaudiésido M o rebaudiésido G
presentes en los consumibles pueden ser, por ejemplo, desde aproximadamente 5 partes por millébn (ppm) a
aproximadamente 100 partes por millén (ppm). En algunas realizaciones, bajas concentraciones de rebaudiésido V,
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rebaudiésido W, rebaudiésido KA, rebaudiésido M, o rebaudiésido G, por ejemplo, menos de 100 ppm, tiene un dulzor
equivalente a las soluciones de sacarosa que tienen concentraciones entre 10.000 ppm a 30.000 ppm. La concentracion
final que varia desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 95 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 90 ppm, desde aproximadamente 5
ppm a aproximadamente 85 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 80 ppm, desde
aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 75 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 70 ppm,
desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 65 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 60
ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 55 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente
50 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 45 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 40 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 35 ppm, desde aproximadamente 5
ppm a aproximadamente 30 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 25 ppm, desde
aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 20 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 15 ppm, o
desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 10 ppm. Alternativamente, rebaudiésido V o rebaudiésido W puede
estar presente en productos de consumo de la presente divulgacion a una concentracion final que varia desde
aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 10 ppm a aproximadamente 100 ppm,
desde aproximadamente 15 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 20 ppm a aproximadamente
100 ppm, desde aproximadamente 25 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 30 ppm a
aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 35 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente
40 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 45 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde
aproximadamente 50 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 55 ppm a aproximadamente 100
ppm, desde aproximadamente 60 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 65 ppm a
aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 70 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente
75 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 80 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde
aproximadamente 85 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 90 ppm a aproximadamente 100
ppm, o desde aproximadamente 95 ppm a aproximadamente 100 ppm.

En ciertas realizaciones, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm de rebaudiésido V, rebaudiésido
W, rebaudiésido KA, rebaudiésido M o rebaudiésido G esta presente en las composiciones de productos alimenticios.
Como se usa en este documento, "composicion (es) de producto alimenticio" se refiere a cualquier material ingerible
soélido o liquido que puede, pero no es necesario, tener un valor nutricional y estar destinado al consumo humano y
animal.

Los ejemplos de composiciones de productos alimenticios apropiados pueden ser, por ejemplo, composiciones de
confiteria, tales como caramelos, mentas, gotas con sabor a frutas, productos de cacao, chocolates y similares;
condimentos, tales como el kétchup, la mostaza, la mayonesa y similares; chicles; composiciones de cereales;
productos horneados, tales como panes, pasteles, tartas, galletas y similares; productos lacteos, tales como leche,
queso, crema, helado, crema agria, yogur, sorbete y similares; composiciones edulcorantes de mesa; sopas guisos
comida de conveniencia; carnes, tales como jamon, tocino, salchichas, cecinas y similares; gelatinas y productos
similares a la gelatina, tales como mermeladas, jaleas, conservas y similares; frutas; verduras; productos de huevo;
glaseados; siropes incluyendo melaza; aperitivos; carnes de nueces y productos de nueces; y alimentacion animal.

Las composiciones de productos alimenticios también pueden ser hierbas, especias y condimentos, sabores naturales y
sintéticos, y potenciadores del sabor, tales como glutamato monosddico. En algunas realizaciones, las composiciones
de productos alimenticios pueden ser, por ejemplo, productos envasados preparados, tales como edulcorantes
dietéticos, edulcorantes liquidos, mezclas de sabores granulados, alimentos para mascotas, piensos para ganado,
tabaco y materiales para aplicaciones de horneado, tales como mezclas para hornear en polvo para la preparacion de
panes, galletas, pasteles, tortitas, rosquillas y similares. En otras realizaciones, las composiciones de productos
alimenticios también pueden ser alimentos y bebidas dietéticas y bajas en calorias que contienen poca o ninguna
sacarosa.

En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudidsido V, el
rebaudiésido W, el rebaudidsido KA, el rebaudidsido M o el rebaudiésido G es el unico edulcorante, y el producto tiene
una intensidad de dulzor equivalente a aproximadamente el 1% a aproximadamente 4% (% p/v) de solucién de
sacarosa. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, los
productos de consumo y productos de bebidas pueden incluir ademas un edulcorante adicional, donde el producto tiene
una intensidad de dulzor equivalente a aproximadamente 1% a aproximadamente 10% (% p/v) de solucién de sacarosa.
En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones precedentes, cada ingrediente
edulcorante en el producto es un edulcorante de alta intensidad. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con
cualquiera de las realizaciones precedentes, cada ingrediente edulcorante en el producto puede ser un edulcorante
natural de alta intensidad. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las realizaciones
precedentes, el edulcorante adicional contiene uno o mas edulcorantes seleccionados de un extracto de stevia, un
glicosido de esteviol, estevidsido, rebaudiésido A, rebaudiésido B, rebaudiésido C, rebaudioésido D, rebaudiésido D2,
rebaudidsido F, dulcésido A, rubusésido, esteviolbidsido, sacarosa, jarabe de maiz alto en fructosa, fructosa, glucosa,
xilosa, arabinosa, ramnosa, eritritol, xilitol, manitol, sorbitol, inositol, AceK, aspartame, neotame, sucralosa, sacarina,
naringina dihidrocalcona (NarDHC), neohesperidin dihidrocalcona (NDHC), rubusoésido, mogrosido 1V, siamendsido |,
mogrésido V, monatina, taumatina, monelina, brazzeina, L-alanina, glicina, Lo Han Guo, hernandulcina, filodulcina,
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trilobtain y combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones que se pueden combinar con cualquiera de las
realizaciones precedentes, los productos de consumo y productos de bebidas pueden incluir ademas uno o mas aditivos
seleccionados de un carbohidrato, un poliol, un aminoacido o sal del mismo, un poliaminoacido o sal del mismo, un
acido de azucar o sal del mismo, un nucledtido, un acido organico, un acido inorganico, una sal organica, una sal de
acido organico, una sal de base organica, una sal inorganica, un compuesto amargo, un saborizante, un ingrediente
saborizante, un compuesto astringente, una proteina, un hidrolizado de proteinas, un surfactante, un emulsionante, un
flavonoide, un alcohol, un polimero y combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones que se pueden combinar
con cualquiera de las realizaciones precedentes, el rebaudidésido D2 tiene una pureza de aproximadamente 50% a
aproximadamente 100% en peso antes de afiadirse al producto.

Edulcorante

En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un edulcorante que consiste en una estructura quimica:

we o Azicar 1l
"o 0 E
Jm -
Azicar 1l -
- 13 =
;o : " -
H * e
i ! 11
18 '
: I .'f il
1o P L
no 4
. Azicar |
Hix ™
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Azicar IV ™

Rk Vv

En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un edulcorante que consiste en una estructura quimica:

FER
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HEE

Azicar |1l

FEF
(2
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Azicar V | b Azlcar 1)

vy Azlecar IV

Heb W

En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un edulcorante que consiste en una estructura quimica:
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Azicar |
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En otro aspecto, la presente divulgacion esta dirigida a un edulcorante que consiste en una estructura quimica:

iy
|
[
[
[
|
|
[
[

Reb M

En ciertas realizaciones, el edulcorante puede incluir ademas al menos uno de un relleno, un agente de carga y un
agente antiaglomerante. Rellenos apropiados, agentes de carga y agentes antiaglomerantes son conocidos en la
técnica.

En ciertas realizaciones, el edulcorante rebaudiosido V, el rebaudidésido W, el rebaudiésido KA, el rebaudiésido M o
rebaudiésido G se pueden incluir y/o afiadir a una concentracion final que sea suficiente para endulzar y/o aumentar el
dulzor de los productos de consumo y productos de bebidas. La "concentracion final" de rebaudiosido V, rebaudiésido
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W, rebaudiosido KA, rebaudiosido M, o rebaudiésido G se refiere a la concentracién de rebaudidsido V, rebaudiésido W,
rebaudidsido KA, rebaudiésido M, rebaudiésido G presente en los productos de consumo finales y productos de
bebidas. (esto es, después de que se hayan agregado todos los ingredientes y/o compuestos para producir los
productos de consumo y los productos de bebidas). De acuerdo con lo anterior, en ciertas realizaciones, rebaudiésido V,
rebaudidsido W, rebaudiésido KA, rebaudiésido M, o rebaudiésido G se incluyen y/o se afiaden a un compuesto o
ingrediente usado para preparar los productos de consumo y productos de bebidas. El rebaudiésido V, el rebaudiésido
W, el rebaudiésido KA, el rebaudiosido M o el rebaudidésido G pueden estar presentes en un solo compuesto o
ingrediente, o en multiples compuestos e ingredientes. En otras realizaciones, el rebaudiésido V, rebaudiésido W,
rebaudidésido KA, rebaudidsido M, o rebaudidsido G se incluyen y/o se afiaden a los productos de consumo y productos
de bebidas. En ciertas realizaciones preferidas, el rebaudiésido V, el rebaudiésido W, el rebaudidsido KA, el
rebaudidsido M o el rebaudiésido G se incluyen y/o se afiaden a una concentracion final que varia desde
aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 95 ppm,
desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 90 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 85
ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 80 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente
75 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 70 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 65 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 60 ppm, desde aproximadamente 5
ppm a aproximadamente 55 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 50 ppm, desde
aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 45 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 40 ppm,
desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 35 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 30
ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 25 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente
20 ppm, desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 15 ppm, o desde aproximadamente 5 ppm a
aproximadamente 10 ppm. Alternativamente, el rebaudiésido V o rebaudiésido W se incluye y/o adiciona a una
concentracion final que varia desde aproximadamente 5 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 10
ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 15 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde
aproximadamente 20 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 25 ppm a aproximadamente 100
ppm, desde aproximadamente 30 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 35 ppm a
aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 40 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente
45 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 50 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde
aproximadamente 55 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 60 ppm a aproximadamente 100
ppm, desde aproximadamente 65 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 70 ppm a
aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 75 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente
80 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde aproximadamente 85 ppm a aproximadamente 100 ppm, desde
aproximadamente 90 ppm a aproximadamente 100 ppm, o desde aproximadamente 95 ppm a aproximadamente 100
ppm. Por ejemplo, el rebaudiésido V o el rebaudidsido W se pueden incluir y/o afiadir a una concentracion final de
aproximadamente 5 ppm, aproximadamente 10 ppm, aproximadamente 15 ppm, aproximadamente 20 ppm,
aproximadamente 25 ppm, aproximadamente 30 ppm, aproximadamente 35 ppm, aproximadamente 40 ppm,
aproximadamente 45 ppm, aproximadamente 50 ppm, aproximadamente 55 ppm, aproximadamente 60 ppm,
aproximadamente 65 ppm, aproximadamente 70 ppm, aproximadamente 75 ppm, aproximadamente 80 ppm,
aproximadamente 85 ppm, aproximadamente 90 ppm, aproximadamente 95 ppm, o aproximadamente 100 ppm,
incluyendo cualquier intervalo entre estos valores.

En ciertas realizaciones, el rebaudiésido V, el rebaudiésido W, el rebaudiésido KA, el rebaudiésido M o el rebaudiésido
G es el unico edulcorante incluido y/o afiadido a los productos de consumo y los productos de bebidas. En tales
realizaciones, los productos de consumo y los productos de bebidas tienen una intensidad de dulzor equivalente a
aproximadamente 1% a aproximadamente 4% (% p/v) de solucidon de sacarosa, aproximadamente 1% a
aproximadamente 3% (% p/v) de solucién de sacarosa, o aproximadamente 1% a aproximadamente 2% (% p/v) de
solucién de sacarosa. Alternativamente, los productos de consumo y los productos de bebida tienen una intensidad de
dulzor equivalente a aproximadamente 1% a aproximadamente 4% (% p/v) de solucién de sacarosa, aproximadamente
2% a aproximadamente 4% (% p/v) de solucion de sacarosa, aproximadamente 3% a aproximadamente 4% (% p/v) de
solucion de sacarosa, o aproximadamente 4%. Por ejemplo, los productos de consumo y los productos de bebida
pueden tener una intensidad de dulzor equivalente a aproximadamente 1%, aproximadamente 2%, aproximadamente
3%, o aproximadamente 4% (% p/v) de solucién de sacarosa, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores.

Los productos de consumo y productos de bebidas de la presente divulgacion pueden incluir una mezcla de
rebaudiésido V, rebaudiésido W, rebaudiosido KA, rebaudiésido M o rebaudiosido G y uno o mas edulcorantes de la
presente divulgacion en una proporcion suficiente para lograr una intensidad del dulzor, caracteristicas nutricionales,
perfil de sabor, sensacion en la boca u otro factor organoléptico.

La divulgacion se comprendera mas completamente después de considerar los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos
Ejemplo 1

En este ejemplo, se sintetizaron fragmentos de ADN de longitud completa de todos los genes UGT candidatos.
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Especificamente, los ADNc fueron codones optimizados para la expresion de E. coli (Genscript, Piscataway, NJ). El
ADN sintetizado se clond en un vector de expresion bacteriano pETite N-His SUMO Kan Vector (Lucigen). Para la
secuencia de nucleotidos que codifica las enzimas de fusion UDP-glicosiltransferasa (UGT76G1-AtSUS1 y EUGT11-
AtSUSI), se insertd un enlazante GSG (codificado por la secuencia de nucleétidos: ggttctggt) en un encuadre entre una
secuencia de nucleétidos que codifica el dominio de uridina difosfo glicosiltransferasa y la secuencia de nucleétidos que
codifica la sacarosa sintasa 1 de A. thaliana (AtSUS1). La tabla 2 resume los nimeros de proteina y de identificador de
secuencia.

Tabla 2. Numeros de identificacion de secuencias.

Nombre SEQ ID NO Descripcion
UGT76G1 SEQ ID NO: 1 |Aminoacido
UGT76G1 SEQ ID NO: 2 |Acido nucleico
EUGT11 SEQ ID NO: 3 |Aminoacido
EUGT11 SEQ ID NO: 4 |Acido nucleico
HV1 SEQ ID NO: 5 |Aminoacido
HV1 SEQ ID NO: 6 |Acido nucleico
AtSUS1 SEQ ID NO: 7 |Aminoacido
AtSUS1 SEQ ID NO: 8 |Acido nucleico
Enzima de fusion GS SEQ ID NO: 9 |Aminoacido
Enzima de fusion GS SEQ ID NO: 10 |Acido nucleico
Enzima de fusion EUS | SEQ ID NO: 11 |Aminoacido
Enzima de fusion EUS | SEQ ID NO: 12 Acido nucleico

Cada construccion de expresion se transformé en E. coli BL21 (DE3), que posteriormente se hizo crecer en medios LB
que contenian 50 pg/mL de kanamicina a 37 °C hasta alcanzar una ODggo de 0.8-1.0. La expresion de la proteina se
indujo mediante la adicion de isopropil p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 1 mM y el cultivo se hizo crecer adicionalmente
a 16 °C, durante 22 h. Las células se recogieron por centrifugacion (3,000 x g; 10 min; 4 °C). Las pellas celulares se
recogieron y se usaron inmediatamente o se almacenaron a -80 °C.

Las pellas celulares se resuspendieron en solucion reguladora de lisis (solucion reguladora de fosfato de potasio 50 mM,
pH 7.2, 25 pg/mL de lisozima, 5 ng/mL de DNasa |, imidazol 20 mM, NaCl 500 mM, glicerol al 10% y 0.4 % de TRITON
X-100). Las células se rompieron por sonicacion a 4 °C, y los residuos celulares se clarificaron por centrifugacion
(18,000 x g; 30 min). El sobrenadante se cargé en una columna de afinidad equilibrada (solucién reguladora de
equilibrio: solucion reguladora de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.2, imidazol 20 mM, NaCl 500 mM, glicerol al 10%) Ni-
NTA (Qiagen). Después de cargar la muestra de proteina, la columna se lavé con solucion reguladora de equilibrio para
eliminar las proteinas contaminantes no unidas. Los polipéptidos UGT recombinantes etiquetados con His se eluyeron
mediante una solucion reguladora de equilibrio que contenia imidazol 250 mM. Las proteinas de fusion HV1 (61.4kD),
UGT76G1 (65.4kD), AtSUS1 (106.3kD), EUGT11 (62kD), UGT76G1-SUS1 (GS) (157.25kD) y EUGT11-AtSUS1 (155kD)
purificadas se mostraron en la figura 2.

Ejemplo 2

En este ejemplo, los polipéptidos recombinantes UGT candidatos se analizaron para determinar la actividad de la
glicosiltransferasa usando glicésidos de esteviol probados como sustrato.

Por lo general, el polipéptido recombinante (10 pg) se probd en un sistema de reaccion in vitro de 200 pl. El sistema de
reaccion contiene solucion reguladora de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.2, MgCl, 3 mM, 1 mg/ml de sustrato de
glicésido de esteviol, UDP-glucosa 1 mM. La reaccion se realizdé a 30 °C y se terminé afiadiendo 200 plL de 1-butanol.
Las muestras se extrajeron tres veces con 200 uL de 1-butanol. La fraccion combinada se secé y se disolvio en 70 uL
de metanol al 80% para un analisis de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Se uso6 rubusésido (99%, Blue
California, CA), Reb G purificado (98.8%), Reb KA (98.4%) y Reb V (80%) como sustrato en reacciones in vitro.
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La reaccion de glicosilacion catalizada por UGT se acoplé a una reaccion generadora de UDP-glucosa catalizada por
una sacarosa sintasa (tal como AtSUS1). En este método, la UDP-glucosa se genero a partir de la sacarosa y UDP, de
manera que se puede omitir la adicion de UDP-glucosa extra. En el ensayo, se afadié AtSUS1 recombinante en el
sistema de reaccion UGT y la UDP-glucosa se puede regenerar a partir de UDP. La secuencia AtSUS1 (Bieniawska et
al.,, Plant J. 2007, 49: 810-828) se sintetiz6 e insertdé en un vector de expresion bacteriano. La proteina AtSUS1
recombinante se expreso y purificé por cromatografia de afinidad.

El analisis de HPLC se realizé usando un sistema Dionex UPLC ultimate 3000 (Sunnyvale, CA), que incluye una bomba
cuaternaria, un compartimento de columna de temperatura controlada, un muestreador automatico y un detector de
absorbancia UV. Se usaron las columnas Phenomenex Luna NH,, Luna C18 o Synergi Hydro-RP con columna
protectora para la caracterizacion de glicosidos de esteviol. Se usé acetonitrilo en agua o en solucion reguladora
Na3zPO4 para la elucién isocratica en el analisis de HPLC. La longitud de onda de deteccion fue de 210 nm.

Ejemplo 3

En este ejemplo, se analizaron los polipéptidos HV1 recombinantes para transferir una unidad estructural de azicar a
rubusosido para producir el rebaudiésido KA ("Minor diterpene glycosides from the leaves of Stevia rebaudiana”. Journal
of Natural Products (2014), 77(5), 1231-1235) en todas las condiciones de reaccion con o sin AtSUS1.

Como se muestra en la figura 3, los polipéptidos HV1 recombinantes transfirieron una unidad estructural de azucar a
rubusésido para producir Reb KA en todas las condiciones de reaccién con o sin AtSUS1. El rubusésido se convirtié
completamente a Reb KA y Reb E por el HV1 recombinante en un sistema de reacciéon de acoplamiento UGT-SUS (G,
). Sin embargo, solo el rubdsido parcial se convirti6 en Reb KA después de 24 horas (H) por el polipéptido HV1
recombinante solo sin estar acoplado a AtSUS1, lo que indica que AtSUS1 mejord la eficiencia de conversién en el
sistema de acoplamiento UGT-SUS. En el sistema de reaccién de acoplamiento HV1-AtSUS1, el Reb KA producido se
puede convertir continuamente a Reb E.

Ejemplo 4
En este ejemplo, la actividad de HV1 se analizé usando Reb E como un sustrato.

El sustrato Reb E (0.5 mg/ml) se incubo con el polipéptido HV1 recombinante (20 pg) y AtSUS1 (20 ug) en un sistema
de reaccion de acoplamiento UGT-SUS (200 plL) en condiciones similares a las usadas en los ejemplos anteriores.
Como se muestra en la figura 4, Reb Z se produjo mediante la combinacion del polipéptido HV1 recombinante y
AtSUS1. Estos resultados indicaron que HV1 puede transferir una unidad estructural de glucosa a Reb E para formar
RZ. La figura 4 muestra que el rebaudiésido Z ("Reb Z") se puede producir a partir del rebaudiésido E ("Reb E")
catalizado por un polipéptido HV1 recombinante y un AtSUS1 recombinante en un sistema de reaccion de acoplamiento
HV1-AtSUS1. HV1 puede transferir una glucosa a Reb E para producir Reb Z, mezcla de Reb Z1 y Reb Z2 en la
proporcion entre 60:40 y 70:30 (solicitud provisional de EE. UU. No. 61/898,571, asignada a Conagen Inc.).

Ejemplo 5

En este ejemplo, para confirmar la conversion de Reb KA en Reb E, se incubd el sustrato Reb KA purificado con HV1
recombinante con o sin AtSUS1. Como se muestra en la figura 5, Reb E fue producido por el polipéptido HV1
recombinante en ambas condiciones de reaccion. Sin embargo, el polipéptido AtSUS1 en un sistema de reaccion de
acoplamiento UGT-SUS puede mejorar la eficiencia de la reaccion. Todo el sustrato Reb KA se puede convertir
completamente a Reb E en el sistema de acoplamiento UGT-SUS (D).

Ejemplo 6
En este ejemplo, se analizo la actividad de EUGT11 usando rubusésido como sustrato.

Como se muestra en la figura 6, EUGT11 puede transferir una unidad estructural de azucar a rubusésido para producir
Reb KA y esteviésido en todas las condiciones de reaccion con o sin AtSUS1. AtSUS1 mejord la eficiencia de
conversion en el sistema de acoplamiento UGT-SUS. En el sistema de reaccion de acoplamiento HV1-AtSUS1, Reb E
puede ser convertido continuamente por EUGT11. La proteina de fusion EUS presenté una mayor actividad en las
mismas condiciones de reaccion. Todos los Reb KA y el esteviésido producidos se convirtieron completamente en Reb
E por EUS a las 48 horas. Reb E se puede convertir continuamente a Reb D2.

Ejemplo 7
En este ejemplo, la actividad de EUGT11 se analizé usando Reb KA como sustrato.

El EUGT11 es un UGT con una actividad de glicosilacion de 1,2-19-O-glucosa para producir el glicésido de esteviol
relacionado (Solicitud publicada PCT W02013/022989, asignada a Evolva SA). Por ejemplo, EUGT11 puede catalizar la
reaccion para producir Reb E a partir de esteviosido. EUGT11 también tiene una actividad de glicosilacion de 1,6-13-O-
glucosa que puede transferir una molécula de glucosa al rebaudiésido E para formar el rebaudiosido D2 (solicitud de
patente de los Estados Unidos No. de serie 14/269,435, asignada a Conagen, Inc.). En los experimentos, encontramos
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que EUGT11 puede transferir un residuo de glucosa a Reb KA para formar Reb E. Como se muestra en la figura 7,
EUGT11 puede transferir una unidad estructural de azucar a Reb KA para producir Reb E en todas las condiciones de
reaccion con (E, H) o sin AtSUS1 (D, G). AtSUS1 mejoro la eficiencia de conversion en el sistema de acoplamiento
UGT-SUS (E, H). En el sistema de reaccion de acoplamiento EUGT11-AtSUS1 (E, H) y el sistema de reaccion de fusion
EUS (F, 1), todo Reb KA se convirti6 completamente y el Reb E producido se puede convertir continuamente a Reb D2.

Ejemplo 8
En este ejemplo, la actividad de UGT76G1 se analizd usando rubusdsido como sustrato.

UGT76G1 tiene actividad de glicosilacion de 1,3-13-O-glucosa que puede transferir una molécula de glucosa a
esteviosido para formar rebaudiésido A y a Reb E para formar rebaudiosido D. En el ejemplo, encontramos que
UGT76G1 puede transferir un residuo de glucosa a rubusoésido para formar rebaudiosido G.

Como se muestra en la figura 8, UGT76G1 puede transferir una unidad estructural de azucar a rubusésido para producir
Reb G en todas las condiciones de reaccion con (D, G) o sin AtSUS1 (C, F). AtSUS1 mejoro la eficiencia de conversion
en el sistema de acoplamiento UGT-SUS. La proteina de fusidon GS mostré6 una mayor actividad en las mismas
condiciones de reaccion (E, H). Todo el rubusésido se convirtid6 completamente a Reb G por GS a las 12 h (E).

Ejemplo 9
En este ejemplo, la actividad de UGT76G1 se analizé usando rebaudiosido KA como sustrato.

Para identificar adicionalmente la actividad enzimatica de UGT76G1, se realizd un ensayo in vitro usando rebaudiosido
KA como sustrato. Sorprendentemente, un novedoso glicésido de esteviol (rebaudiésido V "Reb V") se produjo en un
momento temprano del tiempo. En momentos posteriores, el Reb V producido en la reaccién se convirtié en otro nuevo
glicésido de esteviol (rebaudidsido W "RebW").

Como se muestra en la figura 9, UGT76G1 puede transferir una unidad estructural de azicar a Reb KA para producir
Reb V en todas las condiciones de reaccion con (F, I) o sin AtSUS1 (E, H). AtSUS1 mejoré la eficiencia de conversion
en el sistema de acoplamiento UGT-SUS (F, I). En el sistema de reaccién de acoplamiento UGT76G1-AtSUS1 (1) y el
sistema de reaccion de fusion GS (J), el Reb V producido se convirtié6 completamente en Reb W a las 12 h.

Ejemplo 10
En este ejemplo, la actividad de UGT76G1 se analizé usando Reb V como sustrato.

Se introdujo Reb V purificado como sustrato en el sistema de reaccion. Como se muestra en la figura 10C,
sorprendentemente Reb V se convirtié completamente en Reb W mediante el polipéptido recombinante UGT76G1 en el
sistema de acoplamiento UGT-SUS1 alas 6 h.

Ejemplo 11
En este ejemplo, la actividad de HV1 se analizé usando Reb G como un sustrato.

Como se muestra en la figura 11, los polipéptidos HV1 recombinantes transfirieron una unidad estructural de azucar al
rebaudiésido G para producir Reb V en todas las condiciones de reaccién con o sin AtSUS1. Reb G se convirtié
completamente a Reb V mediante el HV1 recombinante en un sistema de reaccion de acoplamiento UGT-SUS (E, G).
Sin embargo, solo el Reb G parcial se convirtié en Reb V después de 24 horas (F) por el polipéptido HV1 recombinante
solo sin estar acoplado a AtSUS1, lo que indica que AtSUS1 mejoré la eficiencia de conversion en el sistema de
acoplamiento UGT-SUS.

Ejemplo 12
En este ejemplo, la actividad de EUGT11 se analiz6 usando Reb G como sustrato.

Como se muestra en la figura 12, los polipéptidos EUGT11 recombinantes transfirieron una unidad estructural de azucar
al rebaudiosido G para producir Reb V en todas las condiciones de reaccion con (F, 1) o sin AtSUS1 (E, H). Se combind
mas Reb G a Reb V mediante el EUGT11 recombinante en un sistema de reaccion de acoplamiento UGT-SUS (F, I).
Sin embargo, solo el Reb G parcial se convirti6 en Reb V por el polipéptido EUGT11 recombinante solo sin estar
acoplado a AtSUS1 (E, H), lo que indica que AtSUS1 mejor¢ la eficiencia de conversién en el sistema de acoplamiento
UGT-SUS. La proteina de fusion EUS present6 una mayor actividad en las mismas condiciones de reaccion (G, J). Todo
el Reb G en el sistema de reaccion se convirti6 completamente a Reb V por EUS a las 24 horas (J).

Ejemplo 13

En este ejemplo, se analizaron las actividades combinadas de HV1 con UGT76G1, usando rubusésido como sustrato.
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El sustrato rubusoésido se incubd con el polipéptido HV1 recombinante, UGT76G1 y AtSUS1 en un sistema de reaccion
de acoplamiento UGT-SUS en condiciones similares a las usadas en los ejemplos anteriores. Los productos fueron
analizados por HPLC. Como se muestra en la figura 13, Reb V y Reb W se produjeron mediante la combinacion del
polipéptido HV1 recombinante, UGT76G1 y AtSUS1.

De este modo, el polipéptido HV1 recombinante, que mostré una actividad de glicosilacion de 1,2-19-O-glucosa y 1,2-
13-0-glucosa, se puede usar en combinacién con otras enzimas UGT (tal como UGT76G1, que mostrd una actividad de
glicosilacién de 1,3-13-O-glucosa y 1,3-19-O-glucosa) para la biosintesis compleja, de multiples etapas de los glicésidos
de esteviol. Si la proteina recombinante HV1 se combiné con la proteina de fusiéon GS en el sistema de reaccion, Reb V
y Reb W, también se produjeron Reb V y Reb W por estas enzimas UGT, lo que indica que se puede generar una
reaccion de acoplamiento UGT-SUS mediante la proteina de fusién GS.

Ejemplo 14

En este ejemplo, se analizaron las actividades combinadas de EUGT11 con UGT76G1 usando rubusésido como
sustrato.

El sustrato rebusésido se incubd con el polipéptido EUGT11 recombinante, UGT76G1 y AtSUS1 en un sistema de
reaccion de acoplamiento UGT-SUS en condiciones similares a las usadas en los ejemplos anteriores. Los productos
fueron analizados por HPLC. Como se muestra en la figura 14, Reb W se produjo mediante la combinacion del
polipéptido EUGT11 recombinante, UGT76G1 y AtSUS1. De este modo, el polipéptido EUGT11 recombinante, que
mostré una actividad de glicosilacion de 1, 2-19-O-glucosa y 1, 2-13-O-glucosa, se puede usar en combinacidon con
otras enzimas UGT (tal como UGT76G1, que mostré una actividad de glicosilaciéon de 1,3-13-O-glucosa y 1,3-19-O-
glucosa) para la biosintesis compleja, de multiples etapas de los glicdsidos de esteviol. Si la proteina recombinante
EUGT11 se combiné con la proteina de fusién GS en el sistema de reaccion, también se produjo Reb W por estas
enzimas UGT, lo que indica que se puede generar una reaccion de acoplamiento UGT-SUS mediante la proteina de
fusion GS.

Ejemplo 15
En este ejemplo, se analizaron las actividades combinadas de HV1 con UGT76G1 usando Reb G como sustrato.

El sustrato Reb G se incubd con el polipéptido HV1 recombinante, UGT76G1 y AtSUS1 en un sistema de reaccion de
acoplamiento UGT-SUS en condiciones similares a las usadas en los ejemplos anteriores. Los productos fueron
analizados por HPLC. Como se muestra en la figura 15, Reb V y Reb W se produjeron mediante la combinacion del
polipéptido HV1 recombinante, UGT76G1 y AtSUS1. Después de 12 horas, todo el sustrato rubusésido se convirtié en
Reb V, y después de 36 horas, todo el Reb V producido se convirti6 en Reb W. De este modo, el polipéptido HV1
recombinante, que mostré una actividad de glicosilacion de 1,2-19-O-glucosa y 1,2-13-O-glucosa se puede usar en
combinacién con otras enzimas UGT (tal como UGT76G1, que mostrd una actividad de 1,3-13-O-glucosa y 1,3-19-O-
glucosa) para la biosintesis compleja, de multiples etapas de los glicosidos de esteviol. Si la proteina recombinante HV1
se combind con la proteina de fusién GS en el sistema de reaccion, también se produjeron Reb V 'y Reb W por estas
enzimas UGT, lo que indica que se puede generar una reaccion de acoplamiento UGT-SUS mediante la proteina de
fusion GS.

Ejemplo 16
En este ejemplo, se analizaron las actividades combinadas de EUGT11 con UGT76G1 usando Reb G como sustrato.

El sustrato Reb G se incubd con el polipéptido EUGT11 recombinante, UGT76G1 y AtSUS1 en un sistema de reaccion
de acoplamiento UGT-SUS en condiciones similares a las usadas en los ejemplos anteriores. Los productos fueron
analizados por HPLC. Como se muestra en la figura 16, Reb W se produjo mediante la combinacion del polipéptido
recombinante EUGT11, UGT76G1 y AtSUS1. De este modo, el polipéptido EUGT11 recombinante, que mostré una
actividad de glicosilacion de 1, 2-19-O-glucosa y 1, 2-13-O-glucosa, se puede usar en combinacion con otras enzimas
UGT (tal como UGT76G1, que mostré una, actividad de glicosilacion de 1,3-13-0-glucosa y 1,3-19-O-glucosa) para la
biosintesis compleja, de multiples etapas de los glicosidos de esteviol. Si la proteina recombinante EUGT11 se combind
con la proteina de fusién GS en el sistema de reaccion, también se produjo Reb W por estas enzimas UGT, lo que
indica que se puede generar una reaccion de acoplamiento UGT-SUS mediante la proteina de fusion GS.

Ejemplo 17
En este ejemplo, se analizo la actividad de las enzimas de fusion UGT76G1 y GS usando Reb D como un sustrato.

El sustrato Reb D se incubd con el UGT76G1 recombinante en condiciones similares a las usadas en los ejemplos
anteriores. Los productos fueron analizados por HPLC. Como se muestra en la figura 22, Reb M fue producido por el
UGT76G1 con (Figura 22D y G) o sin AtSUS1 (Figura 22C y F) en las reacciones. De este modo, el polipéptido
UGT76G1 recombinante, que mostré una actividad de glicosilacion de 1, 3-19-O-glucosa, se puede usar en la
biosintesis del rebaudiésido M. Reb D se convirti6 completamente en Reb M por el UGT76G1 recombinante en un
sistema de reaccion de acoplamiento UGT-SUS (figura 22G). Sin embargo, solo la Reb D parcial se convirtio en Reb M
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después de 6 horas (F) por el polipéptido UGT76G1 recombinante solo sin estar acoplado a AtSUS1, lo que indica que
AtSUS1 mejord la eficiencia de conversion en el sistema de acoplamiento UGT-SUS. La proteina de fusion GS mostré
una actividad similar a la reaccion de acoplamiento UGT76G1-AtSUS1 en las mismas condiciones de reaccion (E, H).
Toda la Reb D se convirti6 completamente en Reb M por GS a las 6 h (H), lo que indica que se puede generar la
reaccion de acoplamiento UGT-SUS mediante la proteina de fusién GS.

Ejemplo 18
En este ejemplo, se analizo la actividad de las enzimas de fusion UGT76G1 y GS usando Reb E como sustrato.

El sustrato Reb E se incubd con la enzima de fusion GS o UGT76G1 recombinante en condiciones similares a las
usadas en los ejemplos anteriores. Los productos fueron analizados por HPLC. Como se muestra en la figura 23, Reb D
fue producido por el UGT76G1 con (Figura 23E, H y K) o sin AtSUS1 (Figura 22D, G y J) y enzima de fusién GS (Figura
23F, 1y L) en las reacciones. Ademas, Reb M se formé a partir de Reb D producida en las reacciones. De este modo, el
polipéptido UGT76G1 recombinante, que mostré una actividad de glicosilacion de 1,3-13-O-glucosa y 1,3-19-O-glucosa,
se puede usar en la biosintesis de rebaudiésido D y rebaudidsido M. Reb E se convirti6 completamente a Reb M por el
UGT76G1 recombinante en un sistema de reaccion de acoplamiento UGT-SUS después de 24 horas (Figura 23K). Sin
embargo, solo Reb D se convirti6 completamente de Reb E después de 24 horas (J) por el polipéptido UGT76G1
recombinante solo sin estar acoplado a AtSUS1, lo que indica que AtSUS1 mejord la eficiencia de conversién en el
sistema de acoplamiento UGT-SUS a través de la produccién continua de UDPG. La proteina de fusién GS mostré una
actividad similar a la reaccion de acoplamiento UGT76G1-AtSUS1 en las mismas condiciones de reaccion (Figura 23F, |
y L), lo que indica que la reaccién de acoplamiento UGT-SUS se puede generar por la proteina de fusion GS.

Ejemplo 19
En este ejemplo, se analizaron las actividades combinadas de HV1 con UGT76G1 usando estevidsido como sustrato.

El sustrato de estevidsido se incubd con el polipéptido HV1 recombinante y UGT76G1 o la enzima de fusién GS en
condiciones similares a las usadas en los ejemplos anteriores. Los productos fueron analizados por HPLC. Como se
muestra en la figura 24, la Reb A se produjo mediante la combinacion del polipéptido HV1 recombinante y UGT76G1 en
todas las reacciones. Adicionalmente, Reb D y Reb M se detectaron en las reacciones usando la combinacion del
polipéptido HV1 recombinante, el polipéptido UGT76G1 y AtSUS1 (Figura 24E, H y K) o la combinacion de la enzima de
fusién GS recombinante y el polipéptido HV1 (Figura 24F, | y L). El polipéptido HV1 recombinante, que mostré una
actividad de glicosilacion de 1, 2-19-O-glucosa, se puede usar en combinaciéon con otras enzimas UGT (tal como
UGT76G1, que mostréo una actividad de glicosilacion de 1,3-13-O-glucosa y 1,3-19-O-glucosa) para la biosintesis
compleja, de multiples etapas de rebaudidsido D y rebaudidsido M. Los resultados también mostraron que AtSUS1
mejord la eficiencia de conversion en el sistema de acoplamiento UGT-SUS a través de la produccion continua de
UDPG (Figura 24E, H y K). La proteina de fusion GS mostré una actividad similar a la reaccion de acoplamiento
UGT76G1-AtSUS1 en las mismas condiciones de reaccion (Figura 24F, | y L), lo que indica que la reaccion de
acoplamiento UGT-SUS se puede generar por la proteina de fusion GS.

Ejemplo 20
En este ejemplo, HV1 combinado con actividades de UGT76G1 se analizaron usando Reb A como sustrato.

El sustrato Reb A se incubd con el polipéptido HV1 recombinante y UGT76G1 o enzima de fusion GS en condiciones
similares a las usadas en los ejemplos anteriores. Los productos fueron analizados por HPLC. Como se muestra en la
figura 25, Reb D se produjo mediante la combinacion del polipéptido HV1 recombinante y UGT76G1 en todas las
reacciones. Adicionalmente, se detecté Reb M en las reacciones usando la combinacion del polipéptido HV1
recombinante, polipéptido UGT76G1 y AtSUS1 (Figura 25D, G y J) o la combinacion de la enzima de fusion GS
recombinante y el polipéptido HV1 (Figura 25E, H y K). El polipéptido HV1 recombinante, que mostré una actividad de
glicosilacion de 1, 2-19-O-glucosa, se puede usar en combinacién con otras enzimas UGT (tal como UGT76G1, que
mostré una actividad de glicosilacion de 1,3-19-O-glucosa) para la biosintesis compleja, de multiples etapas del
rebaudidsido D y del rebaudiésido M. Los resultados también mostraron que AtSUS1 mejoro la eficiencia de conversion
en el sistema de acoplamiento UGT-SUS a través de la produccién continua de UDPG (Figura 25D, G y J). La proteina
de fusiéon GS mostré una actividad similar a la reaccion de acoplamiento UGT76G1-AtSUS1 en las mismas condiciones
de reaccion (Figura 25E, H y K), lo que indica que la reaccion de acoplamiento UGT-SUS puede ser generada por la
proteina de fusion GS.

Ejemplo 21
En este ejemplo, la estructura de Reb V se analizd por RMN.

El material usado para la caracterizacion de Reb V se produjo usando la conversién enzimatica de Reb G y se purificd
por HPLC. Los datos HRMS se generaron con un instrumento LTQ Orbitrap Discovery HRMS, con su resolucién
establecida en 30k. Los datos escaneados desde m/z 150 a 1500 en modo de electroaspersion de iones positivos. El
voltaje de la aguja se ajusté a 4 kV; las otras condiciones de la fuente fueron gas de proteccion = 25, gas auxiliar = 0,
gas de barrido = 5 (todos los flujos de gas en unidades arbitrarias), voltaje capilar = 30 V, temperatura capilar = 300 °C y
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voltaje de la lente del tubo = 75. La muestra se diluyé con 2: 2: 1 acetonitrilo: metanol: agua (igual que el eluyente de
infusion) e inyectado 50 microlitros. Los espectros de RMN se adquirieron en instrumentos Bruker Avance DRX 500
MHz o Varian INOVA 600 MHz usando secuencias de pulsos estandar. Los espectros de RMN ID ("H y 3C) y 2D
(TOCSY, HMQC y HMBC) se realizaron en CsDsN.

La féormula molecular de Reb V se ha deducido como C4H70O23 en base a su espectro de masas de alta resolucion
positiva (HR) que mostraba iones aductos correspondientes a [M+ Na]* en m/z 989.4198; esta composicion fue apoyada
por los datos de espectro '*C RMN. Los datos de espectro '"H RMN de Reb V mostraron la presencia de dos singletes
de metilo a 6 0.97 y 1.40, dos protones olefinicos como singletes a 8 5.06 y 5.71 de un doble enlace exociclico, nueve
protones sp3 metileno y dos protones sp3 metino entre § 0.74-2.72, caracteristicos de los diterpenoides ent-kaurane
aislados anteriormente del género Stevia. El esqueleto basico de diterpenoides ent-kaurane fue apoyado por los
estudios COSY y TOCSY que mostraron correlaciones clave: H-1/H-2; H-2/H-3; H-5/H-6; H-6/H-7; H-9/H-11; H-11/H-12.
El espectro '"H RMN de Reb V también mostré la presencia de cuatro protones anomeéricos resona--8ntes a § 5.08, 5.38,
5.57, y 6.23; sugiriendo cuatro unidades de azicar en su estructura. La hidrdlisis acida de Reb V con H;SO. al 5%
produjo D-glucosa que se identificé por comparacion directa con una muestra auténtica por TLC. La hidrdlisis enzimatica
de Reb V proporcion6 una aglicona que se identifico como esteviol por comparacion de '"H RMN y TLC conjunta con
compuesto estandar. Las constantes de acoplamiento grandes observadas para los cuatro protones anoméricos de las
unidades estructurales de glucosa a 6 5.08 (d, J=7.8 Hz), 5.38 (d, J=8.1 Hz), 5.57 (d, J=8.0 Hz), y 6.23 (d, J=7.8 Hz),
sugirio su p-orientacién segun lo informado para los glicésidos de esteviol. Los valores de 'H y '*C RMN para Reb V se
asignaron en base a los datos de TOCSY, HMQC y HMBC y se proporcionan en la tabla 3.

Tabla 3. Datos de espectros de 'H y '3C RMN (desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento) para Reb V'y

Reb G&=¢.
Posicion Reb V Reb G
TH RMN 13C RMN TH RMN 13C RMN
1 0.74m, 1.66 m 41.1 0.78m, 1.69 m 413
2 143 m,2.18 m 20.4 144m, 220 m 20.0
3 1.06 m, 2.72d (12.8) 38.4 1.05m, 2.70d (11.6) 38.8
4 448 449
5 132m 57.9 132m 57.8
6 1.84m, 220 m 227 1.87m,2.24m 22.6
7 1.06 m, 1.70 m 422 1.07m, 1.72m 422
8 425 43.1
9 0.91d (7.8) 54.5 0.92 d (7.6) 54.4
10 40.2 40.4
11 172m 21.0 175m 21.2
12 2.18m, 2.38 m 38.3 226 m, 2.38 m 37.7
13 87.6 86.4
14 1.68m, 243 m 448 178 m, 250 m 446
15 1.96m, 2.24 m 48.9 2.06m,2.32m 482
16 153.7 155.0
17 506s,571s 105.7 500s,549s 104.8
18 140 s 29.6 1325 28.8
19 176.4 177.4
20 0.97s 16.7 1255 16.2
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1 6.23d (7.8) 94.2 6.16 d (7.6) 96.4
2 3.98 m 745 401 m 745
3 414 m 79.3 4.09m 79.3
4 4.36 m 71.6 4.34m 71.6
5 424 m 79.9 422 m 79.9
6’ 4.06 m,4.48 m 62.6 4.04 m, 4.44 dd (3.2, 7.6) 62.6
1" 5.08 d (7.8) 99.6 5.06d (7.4) 99.9
2" 3.94 m 74.7 3.92m 745
3" 4.04m 89.3 4.06 m 89.5
4" 428 m 71.2 423 m 71.0
5" 4.00m 78.2 4.02m 78.1
6" 424 m, 458 m 63.0 4.27 m, 4.56 dd (2.8, 8.4) 63.1
1" 5.38d (8.1) 106.4 5.27d (8.4) 106.5
2" 416 m 76.1 414 m 76.0
3" 4.34m 79.2 4.37m 79.3
4" 426 m 72.2 428 m 72.2
5" 3.78 m 78.8 3.89m 78.8
6" 414 m,444m 63.2 418 m,4.48m 63.2
1" 5.57 d (8.0) 105.7
A 3.96 m 76.5
3" 4.32m 79.6
4" 420 m 72.5
5" 3.87m 79.0
6"" 412m,4.46m 63.5

@ asignaciones realizadas en base a las correlaciones TOCSY, HMQC y HMBC; b |os valores de

desplazamiento quimico estan en & (ppm); € Las constantes de acoplamiento estan en Hz.

En base a los resultados de los datos de espectros de RMN y los experimentos de hidrolisis de Reb V, se concluyé que
existen cuatro unidades de B-D-glucosilo en su estructura conectadas a la aglicona esteviol. Una comparacion cercana
de los valores de 'H y "*C RMN de Reb V con Reb G sugirié la presencia de una unidad estructural de aglicona esteviol
con una unidad 3-O-B-D-glucobiosilo en C-13 en forma de enlace éter y otra unidad - D-glucosilo en la posicion C-19
en forma de un enlace éster, dejando la asignacion de la cuarta unidad estructural B-D-glucosilo (Figura 17). El
desplazamiento de campo descendente para los desplazamientos quimicos 'H y '3C en la posicién 2 del azucar | de la
unidad estructural B-D-glucosilo apoy6 la presencia de la unidad B-D-glucosilo en esta posicion. La estructura fue
apoyada ademas por las correlaciones clave TOCSY y HMBC como se muestra en la figura 18. Sobre la base de los
resultados de la RMN y de los datos del espectro de masas, asi como de los estudios de hidrdlisis, la estructura de Reb
V producida por la conversiéon enzimatica de Reb G se dedujo como éster -(2-O-B-D-glucopiranosil--D-glucopiranosilo)
del acido 13-[(3-O-B-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosil)oxi] ent-kaur-16-en-19-oico.

Hidrolisis acida de Reb V. A una solucion de Reb V (5 mg) en MeOH (10 ml) se afiadieron 3 ml de H.SO4 al 5% vy la
mezcla se calentd a reflujo durante 24 horas. La mezcla de reaccion se neutralizdé luego con carbonato de sodio
saturado y se extrajo con acetato de etilo (EtOAc) (2 x 25 ml) para dar una fraccién acuosa que contenia azucares y una
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fraccion de EtOAc que contenia la parte de aglicona. La fase acuosa se concentré y se compar6 con los azlcares
estandar usando los sistemas TLC EtOAc/n-butanol/agua (2:7:1) y CH2Cl,/MeOH/agua (10:6:1); los azUcares fueron
identificados como D-glucosa.

Se disolvid hidrolisis enzimatica de Reb V. Reb V (1 mg) en 10 ml de solucién reguladora de acetato de sodio 0.1 M, pH
4.5y se afiadio pectinasa cruda de Aspergillus niger (50 uL, Sigma-Aldrich, P2736). La mezcla se agité a 50 °C, durante
96 h. El producto precipitado durante la reaccion a partir de la hidrdlisis de 1 se identificé como esteviol por comparacion
de su TLC conjunta con compuesto estandar y datos de espectro "H RMN. Un compuesto llamado Reb V se confirmé
como éster -(2-O-B-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosilo) del acido 13-[(3-O-p-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosil)oxi]
ent-kaur-16-en-19-oico sobre la base de 1D y 2D RMN extensa, asi como datos de espectros de masas de alta
resolucion y estudios de hidrolisis.

Ejemplo 22
En este ejemplo, la estructura de Reb W se analizé mediante RMN.

El material usado para la caracterizacion de Reb W se produjo usando la conversion enzimatica de Reb V y se purificd
por HPLC. Los datos HRMS se generaron con un instrumento LTQ Orbitrap Discovery HRMS, con su resolucién
establecida en 30k. Los datos escaneados desde m/z 150 a 1500 en modo de electroaspersion de iones positivos. El
voltaje de la aguja se ajusté a 4 kV; las otras condiciones de la fuente fueron gas de proteccion = 25, gas auxiliar = 0,
gas de barrido = 5 (todos los flujos de gas en unidades arbitrarias), voltaje capilar = 30 V, temperatura capilar = 300 °C y
voltaje de la lente del tubo = 75. La muestra se diluyd con 2:2:1 acetonitrilo:metanol:agua (igual que el eluyente de
infusion) e se inyectaron 50 microlitros. Los espectros de RMN se adquirieron en instrumentos Bruker Avance DRX 500
MHz o Varian INOVA 600 MHz usando secuencias de pulsos estandar. Los espectros de RMN ID ('"H y 3C) y 2D
(TOCSY, HMQC y HMBC) se realizaron en CsDsN.

La féormula molecular de Reb W se ha deducido como CsoHgoO2s en base a su espectro de masas de alta resolucion
positiva (HR) que mostro iones aductos correspondientes a [M+ Na]* en m/z 1151.4708; esta composicion fue apoyada
por los datos de espectro '3C RMN. Los datos de espectro '"H RMN de Reb W mostraron la presencia de dos singletes
de metilo a 6 0.92 y 1.39, dos protones olefinicos como singletes a  5.10 y 5.73 de un doble enlace exociclico, nueve
protones sp3 metileno y dos sp3 metino entre § 0.72-2.72, caracteristicos de los diterpenoides ent-kaurane aislados
anteriormente del género Stevia. El esqueleto basico de diterpenoides ent-kaurane fue apoyado por los estudios TOCSY
que mostraron correlaciones clave: H-1/H-2; H-2/H-3; H-5/H-6; H-6/H-7; H-9/H-11; H-11/H-12. El espectro de '"H RMN
de Reb W también mostro la presencia de cinco protones anoméricos resonantes a & 5.10, 5.34, 5.41, 5.81, y 6.14;
sugiriendo cinco unidades de azucar en su estructura. La hidrélisis acida de Reb W con H2SO4 al 5% produjo D-glucosa
que se identificd por comparacién directa con una muestra auténtica por TLC. La hidrdlisis enzimatica de Reb W
proporcion6 una aglicona que se identificd como esteviol por comparacién de '"H RMN y TLC conjunta con compuesto
estandar. Las grandes constantes de acoplamiento observadas para los cinco protones anoméricos de las unidades
estructurales de glucosa a 6 5.10 (d, J=7.4 Hz), 5.34 (d, J=7.9 Hz), 5.41 (d, J=7.9 Hz), 5.89 (d, J=7.9 Hz), y 6.14 (d,
J=7.9 Hz), sugirieron su orientacién B segun lo informado para los glicosidos de esteviol [1-5, 9-13]. Los valores de 'H'y
3C RMN para Reb W se asignaron en base a los datos de TOCSY, HMQC y HMBC y se proporcionan en la tabla 4.

Tabla 4. Datos de espectros de 'H y '3C RMN (cambios quimicos y constantes de acoplamiento) para Reb W y Reb V2>,

Posicion Reb W Reb V
TH RMN 13C RMN TH RMN 13C RMN
1 0.72m, 1.67 m 41.0 0.78m, 1.69 m 41.1
2 142m,2.18 m 20.4 144m, 220 m 20.4
3 1.06 m, 2.72d (13.4) 38.6 1.05m, 2.70d (11.6) 38.4
4 448 448
5 134m 57.9 132m 57.9
6 1.84m, 218 m 22.8 1.87m,2.24m 227
7 1.07m, 1.69 m 423 1.07m, 1.72m 422
5 424 425
9 0.90 d (5.8) 54.5 0.92 d (7.6) 54.5
10 40.1 40.2
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11 1.66 m 21.0 1.75m 21.0

12 2.20m, 2.39 m 38.3 2.26m, 2.38 m 38.3

13 87.8 87.6

14 1.63m, 2.06 m 448 1.78 m, 2.50 m 448

15 2.06 m, 2.04 m 488 2.06m, 2.32m 48.9

16 153.5 153.7
17 510s,5.73 s 105.9 5.00s,549s 105.7
18 139s 29.4 132s 29.6

19 176.5 176.4
20 092s 16.6 1255 16.7

7 6.14 d (7.9) 941 6.16 d (7.6) 94.2

2 3.98m 79.6 401 m 80.7

3 420m 88.9 4.09m 79.3

& 434m 70.0 434m 71.2

5 424m 79.4 422m 79.9

6 4.02m, 4.39 62.6 4.04m, 4.44 dd (3.2, 7.6) 62.6

1" 5.10d (7.4) 99.5 5.06 d (7.4) 99.6

2" 3.90m 747 3.92m 747

3" 4.04m 89.3 4.06 m 89.3
4" 425m 70.4 423m 70.3
5" 3.98m 78.6 4.02m 78.2

6" 427m, 454 m 62.9 427 m, 4.56 dd (2.8, 8.4) 63.0
7 5.34d (7.9) 106.3 5.27 d (8.4) 106.4
2" 412m 76.1 414 m 76.1

3" 433m 79.2 437m 79.2

4" 425m 721 428m 72.2

5" 3.88m 78.8 3.89m 78.8
6" 416m,453m 63.0 418m, 448 m 63.2

7 5.41d(7.9) 105.3 527 d (8.4) 105.7
2" 412m 73.4 414m 76.5
3" 428m 88.9 437m 79.6
4" 420m 721 428 m 725
5" 3.78m 79.0 3.89m 79.0
6" 4.08m,442m 62.9 418m, 448 m 63.5
e 5.81d(7.9) 104.0
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2 4.09m 77.2

3" 424 m 79.3

4" 414 m 72.0

5 3.76 m 79.2

6" 4.04m,4.36 m 62.3
@ asignacion realizada en base a las correlaciones TOCSY, HMQC y HMBC; b |os valores de
desplazamiento quimico estan en & (ppm); € Las constantes de acoplamiento estan en Hz.

En base a los resultados de los datos de espectro RMN y los experimentos de hidrdlisis de Reb W, se concluyd que hay
cinco unidades de B-D-glucosilo en su estructura conectadas al aglicona esteviol. Una comparacion cercana de los
valores de '"H y '3C RMN de RebW con Reb V sugirio la presencia de una unidad estructural aglicona de esteviol con
una unidad 3-O-B-D-glucobiosilo en C-13 en forma de enlace éter y una unidad 2-O-B-D-glucobiosilo en la posicién C-19
en forma de un enlace éster, dejando la asignacién de la quinta unidad estructural B-D-glucosilo (Figura 19). El cambio
de campo descendente para los cambios quimicos 'H y '3C en la posicion 3 del azucar | de la unidad estructural g-D-
glucosilo apoy6 la presencia de la unidad B-D-glucosilo en esta posicion. La estructura fue apoyada ademas por las
correlaciones clave TOCSY y HMBC como se muestra en la figura 20. Sobre la base de los resultados de la RMN y de
los datos del espectro de masas, asi como de los estudios de hidrdlisis, la estructura de Reb W producida por la
conversion enzimatica de Reb V se dedujo como éster -[(2-O-B-Dglucopiranosil-3-O-B-D-glucopiranosil-p-D-
glucopiranosilo) del acido 13-[(3-O-p-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosil)oxi] ent-kaur-16-en-19-oico.

Hidrolisis acida de Reb W. A una solucion de Reb W (5 mg) en MeOH (10 ml) se afiadieron 3 ml de H.SO4 al 5% vy la
mezcla se calentd a reflujo durante 24 horas. La mezcla de reaccion se neutralizdé luego con carbonato de sodio
saturado y se extrajo con acetato de etilo (EtOAc) (2 x 25 ml) para dar una fraccién acuosa que contenia azucares y una
fraccion de EtOAc que contenia la parte de aglicona. La fase acuosa se concentré y se compar6 con los azlcares
estandar usando los sistemas TLC EtOAc/n-butanol/agua (2:7:1) y CH2Cl,/MeOH/agua (10:6:1); los azUcares fueron
identificados como D-glucosa.

Hidrolisis enzimatica de Reb W. Se disolvié Reb W (1 mg) en 10 ml de solucion reguladora de acetato de sodio 0.1 M,
pH 4.5 y se afiadié pectinasa cruda de Aspergillus niger (50 uL, Sigma-Aldrich, P2736). La mezcla se agité a 50 °C,
durante 96 h. El producto precipité durante la reaccion y se filtré y luego se cristalizé. El producto resultante obtenido de
la hidrolisis de Reb W se identific6 como esteviol mediante la comparacion de su TLC conjunta con el compuesto
estandar y los datos de espectro 'H RMN. Un compuesto llamado Reb W se confirmé como éster-[(2-O-B-D-
glucopiranosil-3-O-f-D-glucopiranosil-pB-D-glucopiranosilo) del acido 13-[(3-O-p-D-glucopiranosil--D-glucopiranosil)oxi]
ent-kaur-16-en-19-oico, sobre la base de la 1D y 2D RMN extensa, asi como de los datos de espectros de masas de
alta resolucion y los estudios de hidrdlisis.

Después del analisis de RMN, las estructuras de Reb V y Reb W se identificaron como nuevos glicosidos de esteviol.
Los resultados anteriores demostraron ademas que UGT76G1 no solo tiene una actividad de glicosilacion de 1,3-13-O-
glucosa sino también una actividad de glicosilacion de 1,3-19-O-glucosa.

Ejemplo 23
En este ejemplo, la estructura de Reb M se analizé por RMN.

El material usado para la caracterizacion de Reb M se produjo a partir de la conversion enzimatica de Reb D y se
purificé por HPLC. Los datos HRMS se generaron con un instrumento LTQ Orbitrap Discovery HRMS, con su resolucion
establecida en 30k. Los datos escaneados desde m/z 150 a 1500 en modo de electroaspersion de iones positivos. El
voltaje de la aguja se ajusté a 4 kV; las otras condiciones de la fuente fueron gas de proteccion = 25, gas auxiliar = 0,
gas de barrido = 5 (todos los flujos de gas en unidades arbitrarias), voltaje capilar = 30 V, temperatura capilar = 300 °C y
voltaje de la lente del tubo = 75. La muestra se diluyd con 2:2:1 acetonitrilo:metanol:agua (igual que el eluyente de
infusion) y se inyectaron 50 microlitros.

Los espectros de RMN se adquirieron en instrumentos Bruker Avance DRX 500 MHz o Varian INOVA 600 MHz usando
secuencias de pulsos estandar. Los espectros de RMN 1D ('H y 3C) y 2D (COSY, HMQC y HMBC) se realizaron en
CsDsN.

La férmula molecular del compuesto Reb M se ha deducido como CssHgpO33 sobre la base de su espectro de masas de
alta resolucion positiva (HR) que mostré un ion [M+NH4+CH3CN]* en m/z 1349.5964; esta composicion fue apoyada por
los datos de espectro *C RMN. El espectro de 'H RMN de Reb M mostré la presencia de dos singletes de metilo a &
1.35y 1.42, dos protones olefinicos como singletes a 6 4.92 y 5.65 de un doble enlace exociclico, nueve protones de
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metileno y dos metinos entre 6 0.77-2.77 caracteristicos para los diterpenoides ent-kaurane aislados anteriormente del
género Stevia. El esqueleto basico de diterpenoides ent-kaurane fue apoyado por correlaciones COSY (H-1/H-2; H-2/H-
3; H-5/H-6; H-6/H-7; H-9/H-11; H-11/H-12) y HMBC (H-1/C-2, C-10; H-3/C-1, C-2, C-4, C-5, C-18, C-19; H-5/C-4, C-6, C-
7, C-9, C-10, C-18, C-19, C-20; H-9/C-8, C-10, C-11, C-12, C-14, C-15; H-14/C-8, C-9, C-13, C-15, C-16 y H-17/C-13, C-
15, C-16). El espectro de '"H RMN de Reb M también mostrd la presencia de protones anoméricos resonantes a § 5.33,
5.47, 5.50, 5.52, 5.85, y 6.43; Sugiriendo seis unidades de azlcar en su estructura. La hidrélisis enzimatica de Reb M
proporciond una aglicona que se identificé como esteviol por comparacion de TLC conjunta con compuesto estandar. La
hidrélisis acida de Reb M con H;SO. al 5% produjo glucosa que se identificé por comparacion directa con muestras
auténticas mediante TLC. Los valores de '"H RMN y '3C para protones y carbonos seleccionados en Reb M se asignaron
en base a las correlaciones TOCSY, HMQC y HMBC (Tabla 5).

En base a los resultados de los datos de espectro RMN de Reb M, se concluyd que hay seis unidades de glucosilo en
su estructura (figura 26). Una comparacion cercana del espectro de 'H y *C RMN de Reb M con rebaudiosido D sugirié
que Reb M también es un glicésido de esteviol que tiene tres residuos de glucosa que estan unidos en el hidroxilo C-13
como un sustituyente glucotriosilo 2,3-ramificado y la unidad estructural glucobiosilo 2-sustituida en forma de un éster en
C-19 que deja la asignacién de la unidad estructural glucosilo adicional. Las correlaciones clave de TOCSY y HMBC
mostradas en la figura 27 sugirieron la colocacion de la sexta unidad estructural glucosilo en la posiciéon C-3 del azucar I.
Las constantes de acoplamiento grandes observadas para los seis protones anoméricos de las unidades estructurales
de glucosa en & 5.33 (d, J=8.4 Hz), 5.47 (d, J=7.8 Hz), 5.50 (d, J=7.4 Hz), 5.52 (d, J=7.4 Hz), 5.85 (d, J=7.4 Hz) y 6.43
(d, J=7.8 Hz), sugiri6 su orientacion  segun lo informado para los glicésidos de esteviol. Sobre la base de los resultados
de los estudios de RMN y de espectros de masas y en comparacion con los valores de espectro de rebaudiésido M
reportados en la literatura, la estructura de Reb M producida por la reaccién enzimatica se asigné como el éster -[(2-O-
B-D-glucopiranosil-3-O-B-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosilo) del acido 13-[(2-O-B-D-glucopiranosil-3-O-3-D-
glucopiranosil-p-D-glucopiranosil)oxi] ent-kaur-16-en-19-oico.

Tabla 5. Los datos de espectros de 'H y '*C RMN (cambios quimicos y constantes de acoplamiento) para Reb M
producidos por la reaccién enzimatica®*.

Posicién "H RMN Bc RMN
1 0.77 t (12.4), 1.78 m 40.7
2 1.35m, 2.24 m 20.0
3 1.01m, 2.32m 38.8
4 - 447
5 1.08 d (12.4) 57.8
6 2.23m, 2.45 q (12.8) 23.9
7 144 m,1.83m 43.0
8 41.6
9 0.93d (7.4) 54.7
10 - 40.1
11 1.68m, 1.82 m 20.7
12 1.86 m, 2.28 m 38.8
13 88.0
14 2.04m,2.77 m 43.7
15 1.91m, 2.03m 46.8
16 153.8
17 492s,565s 105.2
18 1.35s 28.7
19 177.4
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20 142's 17.2
7 6.43d (7.8) 95.4
2 454m 773
3 458 m 89.1
& 422m 70.5
5 416 m 78.8
6 418m,4.35m 62.1
1" 5.50d (7.4) 96.7
2" 419m 81.9
3" 5.03m 88.4
4" 412m 70.8
5" 3.98m 78.1
6" 422m,4.36m 62.9
7 552d (7.4) 105.4
2" 424m 76.0
3" 416 m 78.9
4" 4.02m 73.6
5" 3.78 ddd (2.8, 6.4, 9.4) 78.0
6" 432m,454m 64.4
" 5.47 d (7.8) 104.4
2" 4.00 m 75.9
3" 440m 78.2
4" 412m 71.6
5" 3.96m 78.4
6" 420m,4.32m 62.5
7 5.85d (7.4) 104.7
2 420m 75.9
3™ 430m 78.9
g 414 m 73.7
5" 3.94 ddd (2.8, 6.4, 9.9) 783
6" 432m,4.67d(10.6) 64.4
g 5.33d (8.4) 104.6
2" 3.98m 76.2
3" 443m 785
gm 416 m 71.7
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5" 3.88 ddd (2.1, 6.4, 9.4) 78.9

6"" 410m,4.35m 62.5

@ asignaciones hechas sobre la base de las correlaciones TOCSY, HSQC y HMBC; b Los valores
de desplazamiento quimico estan en & (ppm); € Las constantes de acoplamiento estan en Hz.

Hidrdlisis acida del compuesto 1: A una solucion de Reb M producido (5 mg) en MeOH (10 ml) se le afadieron 3 ml de
H2SO4 al 5% y la mezcla se calentd a reflujo durante 24 horas. La mezcla de reaccion se neutralizé luego con carbonato
de sodio saturado y se extrajo con acetato de etilo (EtOAc) (2 x 25 ml) para dar una fraccion acuosa que contenia
azucares y una fraccion de EtOAc que contenia la parte de aglicona. La fase acuosa se concentré y se comparo con los
azucares estandar usando los sistemas TLC EtOAc/n-butanol/agua (2:7:1) y CH2Cl,/MeOH/agua (10:6:1); los azucares
fueron identificados como D-glucosa.

Hidrdlisis enzimatica del compuesto: Se disolvid Reb M obtenido (1 mg) en 10 ml de solucion reguladora de acetato de
sodio 0.1 M, pH 4.5 y se afiadio pectinasa cruda de Aspergillus niger (50 uL, Sigma-Aldrich, P2736). La mezcla se agité
a 50 °C, durante 96 h. El producto precipitado durante la reaccién a partir de la hidrélisis de 1 se identificé como esteviol
por comparacién de su TLC conjunta con compuesto estandar y datos de espectro 'H RMN.

Se obtuvo un compuesto denominado rebaudidsido M (Reb M) mediante bioconversion. Las asignaciones de espectros
completas de 'H y '3C RMN para el rebaudiosido M (Reb M) se realizaron sobre la base de una RMN 1D y 2D extensa,
asi como datos de espectros de masas de alta resolucion, que sugirieron la estructura como éster -[(2-O-B-D-
glucopiranosil-3-O-f-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosilo) del acido 13-[(2-O-p-D-glucopiranosil-3-O-f-Dglucopiranosil-
B-D-glucopiranosil)oxi] ent-kaur-16-en-19-oico.

Ejemplo 24
En este ejemplo, se discute la ruta de biosintesis de los glicosidos de esteviol.

La figura 21 es un esquema que ilustra las nuevas rutas de biosintesis de glicosidos de esteviol a partir de rubusésido.
Como se describe en este documento, el polipéptido HV1 recombinante ("HV1") contiene una actividad de glicosilacion
de 1,2-O-glucosa que transfiere una segunda unidad estructural de glucosido al C-2' de 19-O-glucosa de rubusésido
para producir el rebaudiésido KA ("Reb KA"); el polipéptido EUGT11 recombinante ("EUGT11") contiene una actividad
de glicosilacion de 1,2-O-glucosa que transfiere una segunda unidad estructural de glucosa al C-2’ de 19-O-glucosa de
rubusosido para producir el rebaudiosido KA; o transfiere una segunda unidad estructural de glucosa a la C-2’ de 13-O-
glucosa de rubusosido para producir esteviosido; la enzima UGT76G1 recombinante ("UGT76G1") contiene una
actividad de glicosilacion de 1,3-O-glucosa que transfiere una segunda unidad estructural de glucosa al C-3' de 13-O-
glucosa de rubusdsido para producir el rebaudiésido G ("Reb G"). Tanto HV1 como EUGT11 transfieren una segunda
unidad estructural de azucar al C-2' de 19-O-glucosa del rebaudiosido G para producir el rebaudiésido V ("Reb V"), o
transfieren una segunda unidad estructural de glucosa al C-2' de 13 -O-glucosa del rebaudiésido KA para producir €l
rebaudidsido E ("Reb E"). La figura 21 también muestra que una enzima UGT76G1 recombinante cataliza la reaccion
que transfiere la tercera unidad estructural de azdcar a C-3' de la C-19-O-glucosa del rebaudidsido V para producir el
rebaudiésido W ("Reb W") y EUGT11 puede transferir continuamente la tercera unidad estructural de glucosa a C-6’ de
la C-13-O-glucosa de rebaudidsido E para producir el rebaudiésido D2. El HV1 puede transferir la tercera unidad
estructural de glucosa a C-2' de la C-13-O-glucosa del rebaudiésido E para producir el rebaudiésido Z1 ("Reb Z1"), y
puede transferir la tercera unidad estructural de glucosa a C-2' de la C-19-O-glucosa del rebaudidsido E para producir el
rebaudidsido Z2 ("Reb Z2"). Tanto HV1 como EUGT11 pueden catalizar la conversién de esteviésido a Reb E y la
conversion de rebaudiésido A ("Reb A") a rebaudiésido D ("Reb D"). La UGT76G1 puede transferir la tercera unidad
estructural de glucosa a C-3’ de la C-13-O-glucosa del rebaudiosido E ("Reb E") para formar el rebaudiésido D ("Reb
D"). La UGT76G1 también cataliza la conversion de esteviésido en rebaudiosido A ("Reb A") y la conversion de
rebaudidsido D ("Reb D") en rebaudiosido M ("Reb M").
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L}'B

Thr

Ile

335

Gly

Cys

Leu

Glu

160

Glu

Ser

Ile

Glu

Pro

240

Ser

Fro

hsp

Gln

Trp

320

val

Ala

Elu

hsn

Asn

400



Gly Trp
Asp Glu
Lys Ala
Glu Ser
450
<210>2
<211> 1377
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintética

<400> 2

Glu Arg

Glu Gly
420

Asp Val
435

Leu Val

Gly

405

Glu

Ser

Sar

Glu

Tyr

Leu

Tyr

ES 2693371 T3

Ila Ala Asn

Ile Arg Gln

Met Lys Gly

Ila Ser Ser

455

440

425

44

Ala Ilea Arg Arg Val
410

BAan Ala Arg Val Leu
430

Gly Ser Ser Tyr Glu
445

Mat
415

Lys

Ser

Val

Gln

Leu



<210> 3
<211> 462

atggagaata
ccatttoagy
ttttcaataa
tttacattca
acgoatggoo
cteegtegeg
ctaataacty
cgtttggtec
tttgacgagt
ggcttoococoa
aaagaaatte
tecttoaagyg
tegttettaa
gaccgaacocy
tttgggagta
gatagcaaac
gtogagoogt
cagcaagagg

toctactettyg

cagoectotaa

ggttgggaza

gagtacatac

ggaggtaget

<212> PRT

agacagaaac
gocatattaa
caatcttoca
ggttoattot
cottggoagg
agttagagct
atgogotttyg
ttatgacaag
tgggttacct
tgotgaaagt
toggaaaaat
agttagagga
ttocactacc
tgtttcagtyg
cttoggaagt
agagcttoct
tgocagatgy
ttttggotca

aaagtgtotg

acgotogota
ggggggaaat
gtcagaaocgo

cotatgaate

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 3

ES 2693371 T3

aaccgtaaga
toogatocte
tactaacttt
Agacaacgas
tatgogaata
totocatgete
gtacttogeos
ttoattatte
ggaccoggat
caaagatatt
gataaagcaa
ateotgaactt
caagcacctt
goetggatcag
ggatgaaaag
gtgggtagtyg
ttttotaggy
aggagctata

tgaaggegtt

tatgtcotgat
tgocaacgoo

togggtttta

cotagaatee

cggaggcgga
caattagcaa
aacaageoccta
cctoaggatyg
ccaataatca
gocaagtgagg
caatcagteg
aactttcacg
gacaaaacge
aagageogott
accaaagegt
gaaacggtcoa
actgcaagta
caaccoocogt
gacttcttag
agaccgggat
gagagaggga
ggggectttt

ccaatgatat

gtgttgaagg
atacgooggg
daacaaaaag

ttggtaagct

45

ggattatett
acgtootota
aaacgagtaa
agogtatoto
atgagoatgg
aagacgagga
cagactcact
cacatgtatc
gattggagga
atagtaattyg
cototggagt
tcagagaaat
geagttooet
cgtcagttot
agattgogeg
tegttaaggy
gaatogtgas
ggacccacto

tttctgattt

ttggegtgta
taatggtggsa
cggacgtcag

atatateotte

gttocctgta
ctocaaggga
ttatcoteac
aaatttacct
agoogatgaa
agtttogtge
gaatotaoge
actgoogoaa
acaagogtog
goaaattotg
aatotggaac
cocogeotooc
coctagateocat
atatgtaage
agggctogtyg
ctogacgtgyg
atgggttoca
tggttggaat
tgggottgac
cotggagaat
ogaggaaggt
cocttatgaag

gttataa

&0

120

2440

304

3640

420

480

5440

600

660

T20

T84

a40

F00

60

1020

10840

11410

124010

12610

1320

1377



val

Asp

Ser

Fha

Val

Cys

145

Asp

hsp

Val

Lau

Thr

Pro

FPro

Met

Sar

Pha

130

Ala

Arg

Sar

Ila

Ala

35

Fra

Azp

Val

Glu

115

His

Mat

Arg

Gly

Cys

20

Gln

Arg

Val

Gly

Glu

100

Pha

His

Met

Leu

Tyr

Fro

Arg

Asn

Ala

Ala

Leu

Lau

Trp

Lau

Glu
165

ES 2693371 T3

Ser

Trp

Lau

Ile

FPhe

Glu

Hig

Gly

Ala

Leu

150

Arg

Sexr

Lau

Ala

Sar

Val

Ser

Arg

Thr

Ala

135

Gly

Ala

Ser

Ala

Sar

40

Arg

Ala

Thr

Ala

120

Ala

Sar

Glu

Tye

Fhe

25

Arg

Leu

Aan

Ala

105

Cys

Ala

Ala

Thr

46

Ala

10

Gly

Gly

Pro

Pro

hsp

90

Fhe

Ala

Ala

His

GElu
170

Ala

His

His

Fro

Leu

Val

Asp

hsp

155

Ser

Ala

Leu

Val

Pro

Pro

Gly

Trp

Glu

140

Ila

Fro

Ala

Leau

Val
45

Hig

Leu

Val

125

His

Ala

Ala

Gly

Fro

30

Ser

Fro

Val

Asp

Ala

110

Ila

Lys

Ser

Ala

Maet

15

Cys

Fhe

Ala

Glu

Arg

Ala

Val

Val

Ila

Ala
175

His

Lau

Val

Lau

Gly

Fro

Pro

Asp

Fro

Ala

160

Gly



ES 2693371 T3

Gln Gly Arg Pro Ala Ala Ala Pro Thr Phe Glu Val Ala Arg Met Lys
180 185 190

Leu Ile Arg Thr Lys Gly Ser Ser Gly Met Ser Leu Ala Glu Arg Phe
1595 200 205

Ser Leu Thr Leu Ser Arg Ser Ser Leu Val Val Gly Arg Ser Cys Val
210 215 220

Glu Phe Glu Pro Glu Thr Val Pro Leu Leu Ser Thr Leu Arg Gly Lys
225 230 235 240

Pro Ile Thr Phe Leu Gly Leu Met Pro Pro Leu His Glu Gly Arg Arg
245 250 255

Glu Asp Gly Glu Asp Ala Thr Val Arg Trp Leu Asp Ala Gla Pro Ala
260 265 270

Ly=s Ser Val Val Tyr Wal Ala Leu Gly Ser Glu Val Pro Leu Gly Val
275 280 285

Glu Lys Val His Glu Leu Ala Leu Gly Leu Glu Leu Ala Gly Thr Arg
2590 235 200

Fhea Leu Trp Ala Leu Arg Lys Pro Thr Gly Val Ser Asp Ala Asp Leu
305 310 315 320

Leu Pro Ala Gly Phe Glu Glu Arg Thr Arg Gly Arg Gly Val val Ala
325 330 335

Thr Arg Trp Val Pro Gln Met Ser Ile Leu Ala His Ala Ala Val Gly
340 345 350

Ala Phe Leu Thr His Cys Gly Trp Asn Ser Thr Ile Glu Gly Lau Mat
355 360 365

FPhe Gly His Pro Leu Ile Met Leu Pro Ile Phe Gly Asp Gln Gly Pro
370 375 380

Asn Ala Arg Leu Ile Glu Ala Lys Asn Ala Gly Leu Gln Val Ala Arg
385 380 385 400

Asn Asp Gly Asp Gly Ser Phe Asp Arg Glu Gly Val Ala Ala Ala Ile
405 410 415

Arg Ala Val Ala Val Glu Glu 3lu Ser Ser Lys Val FPhe Gln Ala Lys
420 425 430

Ala Lys Lys Leu Gln Glu Ile Val Ala Asp Met Ala Cys His Glu Arg
435 440 445

Tyr Ile Asp Gly Phe Ile Gln Gln Leu Arg Ser Tyr Lys Asp
450 455 460

<210> 4
47



10

<211> 1389
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 4

<210>5

<211> 459

atggattegg
cogtggetgy
cgoggoecato
cgtooggeac
ctgocoggaty
ctgecaccegte
tgoegoogatt
cataaagttce
gacegtogeoo
goagetgoego
ggtatgagcc
cgocagttgoeg
cogatcacet
gacgoaacgy
ggctetgaag
gotggoacoo
ctgoeggoog
cocgeaaatga
aacagcacga
gatcagggte
aacgatggoy
gttgaagaag

goggatatgg

aaagactaa

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

gttactette
cttttggtca
gtgtoagott
tggotocogot
gtgocggaaag
gtgcattoga
gggtgatogt
cgtgtgcaat
tggaacghgo
cgaccttoga
tggocagaacy
ttgaatttga
ttetgggtot
tgogttggot
tgeocgotggg
gottoctgtg
gttttgaaga
goattotgge
togaaggoct
Cgaacgoacyg
acggttottt

aatcatogaa

coctgocacga

ES 2693371 T3

ctoctatgeg
coktgotgoog
ogtgtotaco
ggttgoattt
taccaacgac
tggtctggoa
tgacgtettt
gatgctgetyg
agaaacogaa
agtggoocgea
ctttagtctyg
acoggaaacc
gatgoogoog
ggatgoacag
tgtggaaaaa
ggoactgogt
acgtaccoge
goatgoogea
gatgtttggt
toetgattgaa
agacogtgag
agttttteag

aocgctacatt

geggetgegg
tgoctggate
cogogoaata
gtogototge
gtgoocgoatg
geaccegtttt
catcactggg
ggctecagecte
agtcoggotg
atgaaactga
accctgtoce
gtocogotge
ctgeatgaag
coggotaaaa
gttocacgaac
aaacogacgg
ggcegtggtg

gtgggegoct

caccogotga
gogaaaaateg
ggtgtggcty
gogaaagoca

gatggttteca

48

gtatgoacgt
tggoacagog
tttogegtot
cgctgoogog
atcgooogga
cogaatttot
cggoggeggeo
acatgattgc
cggooggooa
ttegtacgaa
gtagttooect
tgtoccacgot
gococgtogoga
gogtogtgta
tggcactggg
gtgtgagoga
ttgtogoaac
ttetgacoca
ttatgetgeoo
coggectgoa
cggocattog
aaaaactgca

ttcagcaact

tgttatetgt
tobggottoa
googooggtt
cgtggaaggt
catggttgaa
gggtacggcg
ggogotggaa
gtogatogoa
gggtogocog
aggcagotot
ggtggttggt
gogtggtaaa
agatggtgaa
tgtogoootyg
cotggaactyg
tgoggacctg
gogttgggte
ctgtggttgg
gatottoggo
agttgogoge
ogeoagtggot
agaaategte

gogotoctac

&0

120

240

300

360

420

480

540

600

&6&0

720

780

840

300

50

1020

1080

1140

1200

12610

1320

1380

13859



<223> Sintética
<400> 5

Trp

Leu

Ile

FPhe

65

Glu

Ala

Cys

Fhe

Val

145

Gly

Ala

Gln

Asp

Lau

Ala

Ala

50

val

Ser

FPhe

Ala

His

130

Met

val

Glu

han

Gly

Ala

Ser

35

Arg

Ala

Thr

hsp

Glu

115

His

Leu

Ser

Ala

Ala

Asgn

Lau

20

Arg

Leu

Leu

Agn

Gly

100

Gly

Trp

Leau

Glu

Fro

180

Ser

Sar

Gly

Gly

BFro

Bro

hsp

Lau

Ala

Ala

Leu

His

165

Ser

Gly

ES 2693371 T3

Ser

His

His

Fro

Leu

70

Val

Ala

Gly

Ala

Gly

150

Ala

Phe

Met

Ser

Lau

Arg

55

Bro

Fro

Ala

Sar

Ala

135

Ala

Ala

Glu

Thr

Ser Pro

Leu FPro
25

Val Ser
40

Arg Pro

His Val

Tyr Asp

Fro Fhe

105

Arg Fro

120

Ala Ala

Ala Thr

Ala Ala

The Glu

185

Val Ala

49

L

10

Cys

Fhe

Ala

Asp

Lys

20

Ser

Asp

val

val

val

170

Glu

His

Lau

Val

Val

Gly

FPhe

Glu

Trp

Glu

Ile

155

Gly

Arg

Arg

Val

Asp

Ser

Ala

&0

Leau

Glu

Fhe

Asn

140

Ala

Lys

Lys

Tyr

Val

Ila

Thr

45

Fro

Fro

Lau

Lau

Ila

125

Lys

Gly

Glu

Lau

Fha

Ile

Ala

20

Fro

Leu

Glu

His

Arg

110

Val

Val

Fhe

Arg

Meat

130

Lau

Cysa

15

Glu

Arg

Val

Gly

Axrg

Ala

Asp

Fro

Ala

Pro

175

The

Thr

Fro

Arg

RAan

Bap

Ala

Lys

Ala

Thr

Cys

Arg

160

ARla

The

Leu



Glu

225

Lau

Glu

val

His

Ala

305

Gly

val

The

Pro

Lau

i85

Asp

Ala

Arg

210

Sar

Gly

Rap

Tyr

Glu

230

Pha

Pro

His

Leu

370

Met

Gly

Val

Gln

1395

Sar

Val

Lau

hAla

val

275

Leu

Arg

Glu

Gln

Cys

355

Ile

Glu

Ser

Glu

Glu
435

hsp

Ala

Lau

Ala

260

Ala

Ala

L}'B

Glu

Ile

340

Gly

Met

Gly

Ehe

Glu

420

Ile

Lau

Ala

Fro

245

Val

Lau

Leau

Pro

325

Gly

Trp

Leu

Aryg

Arg

408

Asp

val

ES 2693371 T3

Val

Len

230

Fro

Gly

Gly

Thr

310

Thr

val

Asn

BFro

Lys

390

Gly

Ala

Ala

215

Thr

Sar

Trp

Ser

Leu

235

lEP

Lau

Sar

Ile

375

Val

Elu

Arg

hap

200

Ila Arg Ser

Thr Leu Ala

Pro Glu Gly

250

Leu Asp Ala
265

Glu Val Pro

280

Glu Leu Ser

Ala Pro Asp

Gly Arg Gly

330

Ala His Gly
345

The Ila Glu

360

Ser Ser Asp

Gly Met Gln

Asp Val Ala

410

Arg Val Phe
425

Gly Ala Cys

440

Cys

Gly

235

Gly

Gln

Lau

Gly

Ala

315

Leau

Ala

Gly

Eln

val

395

Ala

The

His

Ala

220

Lys

Arg

Pro

Arg

Ala

300

Ala

Val

Val

Lau

Gly

380

Pro

Thr

Ala

Glu

205

Glu

Pro

Gly

Ala

Ala

285

Arg

val

Val

Ala

Lau

365

Pro

Arg

val

Asn

Arg
445

Trp

Vval

Val

Lys

270

Glu

FPhe

Lau

Thr

Ala

350

Phe

Asn

Arg

Ala
430

Cys

Gly Pha Ile Gln Gln Leu Arg Ser Tyr Lys Ala
450

50

455

Glu

Val

Sar

255

Ser

Eln

Leun

Pro

Gly

335

Fhe

Gly

Ala

Glu

Ala

415

Lys

Ile

Fro

Fro

240

Lys

val

val

Trp

Pro
320

Trp

Lau

His

Arg

Sar

400

val

Lys

Asp
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<210>6

<211> 1380

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 6

<210>7
<211> 808

atggatggta
ggtcacctge
agttttgtgt
cogoetggtty
gaatcgacca
ctggoggece
coggattgge
aaagtgoogt
ggtgttageg
agttttgaaa
goagaacget
gaatgggaac
ctgggtetyge
gtocegttgge
gtgocogotge
cgotttotgt
ggtttegaag
ggcgttotgg
atocgaaggoco
cogaatgege
gacggotegt
gacggtogte

goatgocacy

<212> PRT

actectocte
tgoogtgtot
cocacocoogog
atttogtoge
atgatgtgoo
cgtttagega
tgattgtgga
gtgttatgct
aacatgogge
cogaacgtog
atttoctgac
cggazagogh
tgoogoogag
tggacgoaca
gtgoggaaca
gggegetgeg
aacgtacocog
ctoatggbtge
tgotgttogg
goctgatgga
ttogtegoga
gogtocttoac

aacgttgtat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2693371 T3

ctegeogekg
ggatattgot
caacattgoc
actgoogotyg
gtatgacaaa
atttetgegt
cacctttcat
gotgotgggt
ggcggcggtyg
caagcotgatg
goctgatgogt
ggoagoactg
tosggaaggs
googgoaaag
agttocacgaa
tagacogage
cggoogtggt
ggtggotgog
toatocogotg
aggcagtaaa
agatgttgec
ggctaacgeg

tgacggtttt

catgtggtea
gaacgtotgg
cgtotgocge
cogoatgttg
tttgaactge
goagettgeg
cactgggogg
goagcaacgg
ggtaaagaac
accacgcaga
agcgatctgy
accacgotgg
ggtegtggog
tcagtegtgt
ctggeactgg
gatgoacogg
ctggttgtea
tttetgacee
attatgectge
gteggtatge
goaacogtoo
aaaaagatge

atccagocaac

51

tttgteegtg
cgtcacgoegy
cgotgogtoo
acggtotgeo
accgtaaggo
cagaagqgtago
cggoggogac
tgatocgotgg
gtecggotge
atgoctoogg
ttgoccateog
caggtaaacco
tttecaaaga
acgtogoact
goectggaact
acgoogoagt
cgggttgggt
actgtggotg
cgatcagoto
aagtgocogog
gogoogtggo
aagaaattgt

tgogoagtta

getggetetg
ccatogtgte
ggctgttgoa
ggagggtgcg
gttocgatggt
aggttetoge
ggtggaaaac
tttogogogt
ggaagoocog
catgacogtyg
ctottgogea
ggtggttoog
agatgotgog
gggttoggaa
gagoggtgot
gotgoogoog
googoagatt
gaactotaog
tgatocagggt
tgatgaatca
agttgaagaa
ggocgatgge

caaggogtga

&0

120

240

300

360

420

480

540

600

G660

720

T80

840

00

#e0

1020

1080

1140

1200

12610

1320

1380



<223> Sintética
<400>7

Leu

Ila

Glu

val

Trp

Gln

L]FB

Ser

145

Fha

Lau

ASD

Thr

Ala

Lau

Ser

Ila

Gly

Leu

Glu

Pro

Agn

130

Ile

Lau

Laua

Laua

Leu
210

han

Asn

Ala

Gly

Pro

Tyr

Ala

115

Gly

Pro

Fro

Mat
135

Arg

Ala

Glu

20

Val

Glu

Fro

Fro

Leu

100

Glu

Agn

Arg

Arg

Lau

180

Lau

Lys

Glu

Thr

Glu

Pha

Fhe

B5

Arg

Phe

Phe

Pro

His

165

Lau

Sar

Ala

ES 2693371 T3

Arg

Lau

Ala

Glu

Fhe

70

Val

Val

Leu

Thr

Thr

150

Lau

Lys

Glu

Glu

Mt

Val

Lys

Ala

Rap

Rla

Ban

His

Leu

135

Leu

Sar

FPhe

Lys

Glu
215

Ile

Sar

Gly

40

Lean

Leu

Leu

Leu

the

120

Glu

His

Ala

Lau

Ila

200

Tyr

The

Glu

25

Lys

Fro

Leun

Ala

His

105

Lyﬂ

Lyﬂ

Lys

Arg

185

Gln

52

Arg

10

Gly

Glu

Lys

Val

Ala

Glu

.H.EP

Tyr

170

Asn

Val

Asn

Ila

Gln

Ser

Arg

Len

Glu

Fhe

Ile

155

Fhe

His

Glu

His

Glu

Lau

Thr

Thr

Pro

Val

Leu

Glu

140

Gly

His

Sar

Asn

Leu
220

Sar

Val

Gln

45

Gln

Arg

Val

val

125

FPro

Agn

Asp

His

Thr

2035

Lys

Gl

Lau

30

Gln

Lys

Glu

FPro

Glu

110

RBP

Fhe

Gly

Lys

Gln

130

Laua

Ser

Ala

Asn

Lys

Ala

Gly

Glu

Gly

Asn

val

Glu

175

Gly

Gln

Glu

Glu

Lau

Gln

Lau

Ile

val

Len

val

Ala

Asp

1a0

Sar

Lys

His

Thr



Lau

225

Gly

Lau

Gly

Tyr

Val

305

Gln

Leu

Lau

EFhe

val

385

Sar

Gln

Asp

Fhe
465

Tyr

Trp

Asp

Arg

Phe

290

Val

Arg

Thr

Glu

Arg

370

Trp

Lys

Gly

Cys

Ile

450

Thr

Glu

Gly

Lau

wval

£75

Ala

Tyr

Ile

Arg

Arg

355

Thr

Fro

Glu

Asn

Thr

435

Tyr

Ala

Glu

Asp

Lau

260

Pro

Gln

Ila

Lys

Leu

340

Val

Glu

Tyr

L

Leu

420

Ile

Trp

Asp

Fhe

Asn

245

Glu

Mat

hAep

Lau

Gln

325

Leu

Lys

Leu

hsn

408

Val

Ala

Lys

Ile

ES 2693371 T3

Glu

230

Ala

Ala

val

Asn

Asp

310

Eln

Pro

hsp

Ely

Glu

380

Gly

Ala

His

Lys

Phe
470

Ala

Elu

Fro

Phe

Val

235

Gln

Gly

Azsp

Sar

Ile

375

Thr

Lys

Ser

Ala

Lau

455

Ala

Lys

Arg

hsp

Agn

280

Leu

Val

Leu

Ala

Glu

360

val

Tyr

Fro

Leu

Leu

440

Asp

Met

Phe

wal

Fro

265

Val

Gly

Arg

Agn

val

345

Tyr

Thr

Asp

Leu

425

Glu

Asp

Asn

53

Glu

Lau

250

Cys

Val

Tyr

Ala

Ile

330

Gly

Cys

Ly=

Glu

Liaua

410

Ala

Lys

Lys

His=

Glu

235

hsp

Thr

Ile

BFro

Lau
315

Lya

Thr

Asp

Trp

Asp

395

Ile

His

Thr

Tyr

Thr
475

Ile

Met

Lau

Laun

300

Glu

Fro

Thr

Ilae

Ile

380

Ala

Ile

Lys

Lys

His

460

Asp

Gly

Ile

Glu

Ser

285

Thr

Ile

Arg

Cys

Lau

365

Ser

Ala

Gly

Leu

Tyr

445

Fhe

Fhe

Leu

Thr

270

Pro

Gly

Glu

Ile

Gly

350

hrg

Arg

val

Asn

Gly

430

FPro

Ser

Ile

Glu

Leu

255

Fha

Hig

Gly

Met

Leu

335

Glu

Val

Fhe

Glu

Tyrx

415

val

ABp

Cys

Ile

Arg

240

Leu

Lau

Gly

Gln

Lau

320

Ile

Arg

Fro

Glu

Leu

400

Sar

Thr

Ser

Gln

Thr
480



Ser

Glu

Gly

Lys

545

Lys

Thr

Trp

Val

Glu

625

Gln

L

Leu

Leau

His

705

Ala

Thr

Ser

Ila

Met

530

Phe

Glu

Mat

Tyr

Gly

610

Met

Fhe

Tyr

Tyr

Pro

690

Gly

Asp

Fhe

Asp
515

Ser

Ala

Gly

535

Gly

Lys

Arg

Arg

Glu

675

Thr

Lys

Thr

Gln

Thr

500

Val

Ile

Ser

Lau

Arg

580

Lys

hsp

Lys

Trp

Tyr

660

Ala

FPhe

Sar

Leau

Glu

485

Ala

Fhe

Tyxr

E1lu

Cys

565

Leu

Asn

hrg

Met

Ile

645

Ila

Phe

Ala

Gly

Ala
T25

Ile

Ehe

Rhsp

Fhe

Ile

550

Val

Agp

Thr

Arg

Tyr

630

Ser

Cys

Gly

Phe
710

A=p

ES 2693371 T3

Ala

Thr

Pro

Pro

535

Glu

Lys

615

A=p

Ser

Asp

Leu

Cys

695

His

Phe

Gly

Leu

Lys

520

Tyr

Glu

Lys

wal

Leu

e00

Glu

Lew

Gln

Thr

Thr

680

Lys

Ile

Phe

Ser

Bro

505

Fha

Thr

Leu

hsp

Lysz

585

Sar

Ile

Met

Lys

665

val

Gly

hsp

Thr

54

Lya

450

GEly

Asn

Glu

Leu

Lys

570

Glu

Lys

Glu

Asp

650

Gly

val

Gly

Fro

Lys
730

Glu

Leu

Ila

Glu

Tyr

555

Lys

Leu

Leu

Asp

Glu

635

Arg

Ala

Glu

Fro

Tyr

715

Cys

Thr

Tyr

Val

Lys

540

Ser

Lys

Ser

Ala

Rusn

620

Tyr

val

Fha

Ala

Ala

T00

His

Lys

wval

Arg

Sar

525

Arg

Asp

Fro

Gly

Asn

605

Glu

Lys

Arg

Val

Met

685

Glu

Gly

Glu

Gly

Val

510

Fro

Arg

Val

Ila

Leu

530

Leu

Glu

Leu

Asn

Gln

670

Thr

Ile

Asp

hsp

Eln

435

Val

Gly

Leu

Elu

Lau

575

val

Val

Lys

AEn

Gly

655

Fro

Cys

Ile

Gln

Pro

735

Tyr

Hie

Ala

Thr

RAan

560

FPha

GFlu

Val

Ala

Ely

640

Glu

Ala

Gly

Val

Ala

T20

Ser



<210> 8

His

Tyr

Tyr

785

Ala

<211> 2427

<212> ADN

Trp

Thr

Gly

Tyr

val

Glu
740

Trp Gln

785

Phe Trp

770

Leu Glu

FPro Lau

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 8

atggcaaacyg
acgottgttt
aaaggtattt
COgaagasac
gtgttgooac
cgagtcaate
aaggaagaac
ccattecaatg
ttecttaace
cttaagttec
cagaacctca
aagtcogaaa
ggatggggag
gaggcgocotyg
gttgtgatec

actggtggac

ctgaacgtat
ctgagagaaa
tacaacaaaa
ttgaaggtgy
catgggttge
tocatgotet
tegttgatgg
cgtctatoco
gtocatttate
ttogtcocttea
acactctgea
cactgtatga
acaatgcoaga
atccttgeoac

totctocaca

aggttgttta

ES 2693371 T3

Ile Ser Lys

Ila

Tyr

Val
775

Lys His

Mat Phe

730

Ala
BOS

Gln

gataacgoge
cgaagtoctt
aocagatocatt
toctttottt
totagetgtg
tgtegttgaa
agttaagaat
togtocaaca
ggctaageote
cagcocaccag
acacacettg
agagtttgag
gogtgtoctt
tottgagact
tggttacttt

cattocttgat

Tyr

Asp

Gly Gly Leu Gln Azxg Ile

745

Gln Arg Leu Leu Thr Leu

760

Ser Asn Leu Asp Arg Leu

Ala Leu Lys Tyr Arg Pro

Asp

gtocacagee
goottgottt
goctgaatteg
gaccttotcoa
aggcoccaagge
gaactccaac
ggtaatttca
ctocacaaat
ttocatgaca
ggcaagaaco
aggaaagoag
gocaagtttg
gacatgatac
tttottggaa
goctcaggaca

caagttogtg

55

750

Te5

780

735

aacgtgageg
coagggttga
aagctttgoo
aatccactea
ctggtgtttyg
ctgotgagtt
ctocttgaget
acattggaaa
aggagagttt
tgatgttgag
aagagtatot
aggagattgy
gtettetttt
gagtaccaat
atgtteottgg

ctotggagat

tttgaacgaa
agocaaaggt
tgaacaaacc
ggaagoaatt
ggaatactta
toctteoattke
tgatttogag
tggtgttgac
goettocattyg
cgagaagatt
agcagagott
tottgagagy
ggaccttott
ggtgttcaac
ttacocotgac

agagatgott

Glu Glu Lys

Thr Gly Val

Glu Ala Arg

Leu Ala Gln

&0

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

T80

B40

900

60



<210>9

caacgtatta
ctacctgatyg
tactgtgata
tcaaggtteg
tocgazagaat
gttgettett
gagaaaacaa
tteteatgee
agtactttee
goectttacte
ttcaacattyg
cgtagattga
aaagagcact
cttgatogtyg
egtgagctag
gaagagaaag
cagttcaggt
atctgtgaca
gttgtggagg
gagatcattyg
gotgatacteo
atctcaaaag
aggotottga

cttgaggctco

getgttecte

<211> 1268

<212> PRT

agcaacaagg
oggtaggaac
ttettogbgt
aagtotggeoo
tgaatggoaa
tattggctca
agtacocogga
agttoactgo
aagaaattgo
ttoocoggatt
tototoctgg
ctaagttcca
tatgtgtget
tocaagaactt
ctaacttggt
cagagatgaa
ggatoctoctao
ccaagggtge
ctatgacttg
tgoacggtaa
ttgotgattt
gagggcttcoa
cattgactygyg
googttacct

ttgcacaaga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 9

Met Glu Asn Lys Thr Glu Thr Thr Val Arg Arg Arg Arg Arg Ile Ile

1

5
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actcaacatt
tacatgoggt
goocttocaga
atatctagag
goctgacott
caaacttggt
ttotgatate
ggatatttte
tggaagoasaa
gtatogagtt
tgctgatatg
ctotgagate
caaggacaag
gtoaggteott
tgttgttgga
gaaaatgtat
toagatggac
ttttgtocaa
tggtttaceg
ategggttta
ottoacocaag
gaggattgag
tgtgtatgga
tgaaatgtteo

tgattga

aaaccaagga
gaacgtotog
acagagaagg
acttacaceg
atcattggta
gtcactcagt
tactggaaga
geaatgaace
gaaactgttg
gttcacggga
agcatctact
gaggagctoo
aagaagccga
gttgagtggt
ggagacagga
gatcteoattyg
cgggtaagga
cctgoattat
acttteogoeca
cacattgace
tgtaaggagy
gagaaataca
ttotggaago

tatgocattga

10

56

tteteattet
agagagttta
gtattgttog
aggatgotge
actacagtga
gtaccattge
agcttgacga
acactgattt
ggoagtatga
ttgatgtgtt
tccettacac
tctacagoga
ttctetteoac
acgggaagaa
ggaaagagtc
aggaatacas
acggtgagot
atgaagcctt
cttgcaaagg
cttaccatgyg
atccatotoa
cttggcaaat
atgtctogaa

agtatogooo

aactcgactt
tgattotgag
caaatggato
ggttgagota
tggaaatott
tocatgetett
caagtacoat
catcatcact
BAFOCACACA
tgatoccaag
agaggagaag
tgttgagaac
aatggctagyg
cacoogottyg
aaaggacaat
goctaaacggt
gtacoggtac
tgggttaact
tggtoccagct
tgatecaggot
ctgggatgag
ctattcacag
cottgacogt

attggotoag

15

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1580

2040

21040

2160

2220

2280

2340

2400

2427



Ala

Asn

FPhe

Thr

Gly

Glu

FPhe

Met

145

Pha

Glu

Lys

Lau

225

Ser

Lau

Phe

Asn

Fhe

50

Ile

His

Rla

Glu

RAla

130

Thr

hsp

Gln

Tyr

Gln

210

Glu

Phe

Pro

Val

Agn

Leu

Gly

Asp

115

Gln

Ser

Glu

Ala

Ser

195

Thr

Glu

Leu

val

20

Lys

Asp

Fro

Glu

100

Glu

Ser

Ser

Sar

180

Asn

Lys

Sar

Ile

His

Pro

Ty

Pro

Lau

85

Leu

Glu

Val

Leu

Gly

165

Gly

Trp

Ala

Glu

Pro

245

Asp

ES 2693371 T3

FPha

Bar

Lys

hsp

Ala

Val

Ala

Fhe

150

Tyr

Fha

Gln

Sar

Lau

230

Leu

Azyg

Gln

Lys

Thr

55

Fro

Gly

Arg

Ser

hsp

135

Agan

Lau

Fro

Ile

Sar

215

Glu

Pro

Thr

Gly

Gly

40

Ser

Gln

Met

Glu

Cys

120

Ser

Fhe

Asp

Met

Leu

200

Gly

Lys

Val

Hig
25

Fhe

Asp

Leu
105

Ll

His

Fro

185

Lysa

Val

Val

His

Fhe

57

Ile

Sar

Tyr

Glu

Ila

a0

Glu

Ile

hsn

Asp

170

Lys

Glu

Ila

Ila

Leu

250

Gln

Agn

Ile

Pro

Arg

75

Fro

Len

The

Leu

His

1535

Asp

Val

Ile

Trp

235

Thr

Tep

Pro

Thz

Hig

Ile

Ila

Leu

Asp

Arg

140

val

Lys

Lys

Lau

hsn

220

Glu

Ala

Lau

Ile

Ile

45

Phe

Ser

Ila

Met

hla

125

Ser

The

Asp

Gly

205

S5ar

Ila

Ser

Asp

Leu

Phea

Thr

hsn

hsn

Leu

110

Lau

Lau

Leu

Arg

Ila

130

Lys

Pha

Fro

Ser

Gln

Gln

His

Phe

Glu
95

Ala

Trp

Val

Pro

175

Lys

Met

Lys

Ala

Ser

255

Gln

Lau

Thz

Arg

Fro

His

Ser

Tyr

Lau

G1ln

160

Glu

Sar

Ile

Glu

Fro

240

Ser

Fro



Fro

Glu

Sar

ins

val

Lys

Fhe

Gly

hla

385

Gly

Asp

Lys

Glu

Glu

465

The

Glu

Ser

Lys

290

Fhe

Glu

TEP

Trp

Val

370

Arg

TEP

Glu

Ala

Ser

450

L

Ala

Sar

275

Asp

Lau

Fro

val

Thr

355

Fro

Tyr

Glu

Glu

Asp

435

Lau

Met

Val

Lys

260

Val

Fhe

Trp

Leau

Pro

340

His

Het

Gly

420

Val

Val

Ile

Ser

Gly
500

Lau

Leu

Val

EBro

325

Gln

Ser

Ilg

Ser

Gly

405

Glu

Ser

Ser

Thr

Glu

485

Lys

ES 2693371 T3

Ty

Glu

Val

310

Asp

Gln

Gly

Phe

Asp

3580

Glu

Ty

Leu

TyE

Arg

470

Arg

Gly

Val

Ile
285

Arg

Gly

Glu

Trp

Ser

375

Val

Ila

Ila

Met

Ila

455

val

Asn

Ile

Sar

280

Ala

Fro

Fhe

val

Asn

260

Asp

Lau

Ala

Arg

Lys

440

Sar

His

Glu

Leu

265

Fhe

Arg

Gly

Len

345

Ser

Fhe

Lys

Agn

Gln

425

GEly

Sar

Ser

Val

Gln
505

58

Gly

Gly

Fhe

Gly

330

Ala

Thr

Gly

Val

Ala

410

Asn

Gly

Lau

Gln

Leu

430

Gln

Bar

Leu

Val

315

Glu

Hisg

Leu

Gly

385

Ile

Ala

Ser

Gly

Arg

475

Ala

Asn

Thz

Vval

300

Lys

Arg

Gly

Glu

Agp

380

Val

Arg

hrg

Ser

Ser

460

Glu

Leu

Gln

Bar

285

Asp

Gly

Gly

Ala

Ser

365

Gln

Tyr

Val

Tyr
445

Gly

Leu

Ile

270

Glu

Ser

Sar

Arg

Ila

350

Val

FPro

Leau

val

Lau

430

Elu

hla

Len

Sar

Ile
510

Val

Lys

Thr

Ile

335

Gly

Cya

Ley

Glu

Meat

415

Lys

Ser

Asn

Asn

Arg
495

Ala

Asp

Gln

Tzp

320

val

Ala

Glu

Asn

Asn

400

val

Gln

Leu

hla

Elu

480

Val

Glu



Fhe

Fhe

Trp

545

Fhe

Fha

Fro

His

625

Lau

Ser

Ala

Fha

Asn

705

Glu

Glu

Phe

530

Val

val

Leu

Thr

Thr

610

Leu

Lys

Glu

Glu

Glu

630

Ala

Ala

Val

Asn

Ala

515

Asp

Ala

Asn

His

Lau

535

Leu

Ser

Fha

Lys

Glu

675

Ala

Glu

Fro

Fhe

Val
755

Leu

Leu

Lau

Lau

EFhe

580

Glu

Hig

Ala

Lau

Ile

660

Tyr

Lys

Arg

Asp

Aan

740

Leu

Pro

Lau

Ala

Hig

565

Lys

Lau

Lye

Lys

Rhrg

645

Eln

Leu

Pha

Val

Pro

TZ5

Val

GEly
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=lu

Lys

Val

550

Ala

Elu

hsp

Tyr

Leu

630

Lau

Asn

Ala

Glu

Leu
710

Cys

Val

Tyr

Gln

Ser

535

Arg

Leu

Glu

Fhe

Ile

615

Ehe

Leau

Glu

Glu

635

Asp

Ile

BFro

Thr

520

Thr

Fro

Val

Leu

Glu

600

Gly

His

Sar

Azn

Leu

680

Ila

Met

Leu

Liua

Rap
760

Gln

Arg

Val

Val

585

Fro

Asn

Asp

Thr
665

Lys

Gly

Ile

Glu

Ser

745

Thr

59

Ly=

Elu

Fro

Glu

570

Asp

Fhea

Gly

Lys

Gln

650

Leu

Ser

Liaa

Thr
730

Fro

Ely

Ly=

Ala

Gly

555

Glu

Gly

Rsn

val

Glu

635

Gly

Gln

Glu

Glu

Leu

715

Fhe

Gly

Leu

Ile

540

Val

Leu

val

Ala

Asp

620

Ser

Lys

His

Thr

Aryg
700

Leu

Gly

GEln

Glu
525

Val

Trp

Gln

Lys

Ser

605

Fhe

Leun

Asn

Thr

Leu

685

Gly

Leu

Gly

Tyr

Val
T65

Gly

Leu

Glu

Pro

Asn

590

Ila

Leu

Lan

Lau

Leu

670

Tyr

Trp

Arg

Fhe
750

val

Gly

Pro

Tyz

Ala

375

Gly

Fro

AEn

Pro

Mat

655

aArg

Glu

Gly

Leu

Val

T35

Ala

Tyr

Pro

Pro

Lau

560

Glu

Asn

Arg

Arg

Leun

640

Lau

Lys

Glu

Asp

Leu

720

Fro

Gln

Ile



ES 2693371 T3

Leu Asp Gln Val Arg Ala Leu Glu Ile Glu Met Leu Gln Arg Ile Lys
770 775 780

Gln Gln Gly Leu Asn Ile Lys Pro Arg Ile Leu Ile Leu Thr Arg Leu
785 730 785 g00

Leu Fro Asp Ala Val Gly Thr Thr Cys Gly Glu Arg Leu Glu Arg Val
205 810 815

Tyr RAsp Ser Glu Tyr Cys Asp Ile Leu Arg Val Pro Phe Arg Thr Glu
820 825 B30

Lys Gly Ile Val Arg Lys Trp Ile Ser Arg Phe Glu Val Trp Pro Tyr
835 840 B4S

Leu Glu Thr Tyz The Glu Asp Ala Ala Val Glu Leu Ser Lys Glu Leu
850 B55 Be0

Asn Gly Lya Pro Asp Leu Ile Ile Gly Asn Tyr Ser Asp Gly Asn Leu
865 70 B75 &80

Val Ala Ser Leu Leu Ala His Lys Leu Gly Val Thr Gln Cys Thr Ile
885 B30 335

Ala His Ala Leu Glu Lys Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Asp Ile Tyr Trp
L00 305 910

Lys Lys Leu Asp Asp Lys Tyr Hig Phe Ser Cys Gln Phe Thr Ala Asp
915 920 925

Ile Phe Ala Met Asn His Thr Asp Phe Ile Ile Thr Ser Thr Fhe Gln
330 935 340

Glu Ila Ala Gly Sear Lya Glu Thr Val Gly Glnm Tyr Glu Ser His The
345 950 955 960

Ala Phe Thr Leu Pro Gly Leu Tyr Arg Val Val His Gly Ile Asp Val
985 970 975

Fhe Asp Pro Lys Fhe Asn Ile Val Ser Fro Gly Ala Asp Met Ser Ile
980 B85 350

Tyr Fhe Pro Tyrs Thr Glu Glu Lys Arg Arg Leu Thr Lys FPhe His Ser
995 1000 1005

Glu Ile @Glu Glu Leu Leu Tyr Ser Asp Val Glu Asn Lys Glu His
1010 1015 1020

60



Ala

Tyr

Val

Ala

Aegn

Val

Pro

Pra

Thr

Gly

Ser

Hig

Cys
1025

Arg
1040

Gly
1055

Gly
1070

Glu
1085

Gly
1100

Gly
1115

Gln
1130

Met
1145

Ala
1160

Tyr
1175

Lys
1130

Gly
1205

Gln
1220

val
1235

FPha

wal

Lau

Lys

Gly

Eln

Glu

Fro

Thr

Glu

His

Cys

Arg

Ser

Ty

TLaga

Asp

Asn

Asp

Lys

Phe

Lau

Ala

Cys

Ila

Gly

Lys

Gln

Lau

Agn

Ala

Lys

Arg

Thr

Arg

Lys

Tyre

Gly

Ile

Asp

Glu

Arg

Leu

ES 2693371 T3

Asp

Val

Arg

Arg

Mat

Trp

Arg

Tyr

Leuw

val

Gln

Asp

Ila

Thr

Asp

Lys

Lys
1030

Lys
1045

Leu
1060

Lys
1075

Tyr
1080

Ile
1105

Tyre
1120

Glu
1135

Pro
1150

His
1165

Ala
1120

Pro
1195

Glu
1210

Leu
1225

1240

Ty

Lys

Arg

Glu

hsp

Ser

Ile

Thr

Gly

Ser

Glu

Thr

Leu

Arg

61

Lys

Lau

Glu

Ser

Leu

Ser

Cys

Fhe

Phe

Lys

Asp

Hig

Lys

Gly

=lu

Fro

Pro

Ser

Leu

Lys

Ila

Gln

Asp

Gly

Ala

Ser

Thr

Trp

Tyr

Val

Ala

Lau

ITle

Gly

Asp

Glu

Met

Leau

Gly

Leu

Rap

Arg

Ala

Lau
1035

1050

1065

Asn
1080

Glu
1085

Asp
1110

Lya
1125

Thr
1140

Cys
1155

Fhe
1170

Ala
1185

Glu
1200

Trp
1215

Gly
1230

1245

Gln

Phe

Vval

Glu

Tyr

Arg

Gly

Val

Lys

His

hsp

Ile

Gln

Fhe

Thl'l‘

Ala

Thr

Glu

Val

Glu

Lys

Val

Ala

Val

Gly

Ile

Fhea

Ser

Ile

Trp

Val

Met

Tzp

val

Lys

Lau

Arg

Fhe

Glu

Gly

Asp

Fha

Lys

Tyr

Lys

Glu

Fra



10

<210> 10

<211> 3807

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintética

<400> 10

atggagaata
coatttoagyg
ttttcaataa
tttacattca
acgcatggeco
cteocgtegeg
ctaataactg
cgtttggtee
tttgacgagt
ggcttcoccca
aaagaaattc
tecttcaagg
togttottaa
gaccgaaccg
tttgggagta
gatagcaaac
gtogageogt
cagoaagagg
tctactettg
cagocctoctaa
gottoggaaa
gagtacatac
ggaggtagct

ggtgcaaacy

1250

Leu Ala Gln Asp Asp

1265

agacagaaac
gocatattaa
caatcttcca
ggttcattet
ccttggoagg
agttagaget
atgogotttyg
ttatgacaag
tgggttacct
tgctgaaagt
toggaaaaat
agttagagga
ttocactace
tgtttcagtg
cttoggaagt
agagcttoct
tgocagatgy
ttttggotca
aaagtgtctg
acgoctogota
ggggggaaat
gtoagaacgo
cctatgaate

ctgaacgtat
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aacogtaaga
toogatocte
tactaacttt
agacaacgac
tatgogaata
totoatgote
gtacttegoe
ttocattatte
ggaccoggat
caaagatatt
gataaagoaa
atctgaactt
caagoacott
gotggatcag
ggatgaaaag
gtgggtagty
ttttotaggyg
aggagaotata
tgaaggogtt
tatgtotgat
tgocaacges
togggtttta
cctagaatec

gataacgoge

1255

cygyaggcgyga
caattagcaa
aacaagccta
cctocaggatg
ccaataatca
gcaagtgagg
caatcagtog
aactttcacg
gacaaaacgc
aagagcgctt
accaaagogt
gaaacggtca
actgoaagta
caacceccogt
gacttottag
agaccgggat
gagagaggga
ggggoctttt
ccaatgatat
gtgttgaagg
atacgooggg
aaacaaaaaqg
ttggtaaget

gtecacageoo

62

ggattatctt
acgtootocta
aaacgagtaa
agogtatote
atgagcatgg
aagacgagga
cagactoact
cacatgtate
gattggagga
atagtaattg
cototggagt
tcagagaaat
goagttooot
cgtcagttct
agattgogog
tocgttaaggg
gaatogtgaa
ggaccoacta
tttotgattt
ttggogtgta
taataggtagga
cggacgtcag
atatatcttec

aacgtgageg

1260

gttooctgta
ctocaaggga
ttatcctcac
aaatttacct
agcocgatgaa
agtttogtge
gaatctaogo
actgoogoaa
acaagogtog
gcaaattctyg
aatctggaac
cococgctoce
cotagatoat
atatgtaagec
agggotogtg
ctocgacgtgg
atgggttcoca
tggttggaat
tgggcttgac
cctggagaat
cgaggaaggt
cottatgaag
gttaggttet

tttgaacgaa

&0

120

240

300

360

420

480

540

600

&6l

T20

T80

g40

00

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14410



acgettgttt
aaaggtattt
cggaajaaac
gtgttgccac
cgagtcaate
aaggaagaac
cocattcaatyg
tteccttaace
cttaagtteoc
cagaacctcoa
aaghtoogaaa
gyatggggag
gaggogooty
gttgtgatce
actggtggac
caacgtatta
ctacctgatyg
tactgtgata
teaagattog
tocgaaagaat
gttgottett
gagaaaacaa
ttotoatgoe
agtactttee
geetttacte
ttcaacattg
cgtagattga
aaagagcact
cttgategtyg
cgtgagctag

gaagagaaayg

ctgagagaaa
tacaacaaaa
ttgaaggtgg
catgggtbge
tocatgotet
toegttgatgg
egtotatoce
gtcatttate
ttogtottoa
acactoctgoa
cactgtatga
acaatgoaga
atccttgeoac
toctctecaca
aggttgttta
agcaacaagg
oggtaggaac
ttettegbgt
aagteotggeoe
tgaatggcaa
tattggotoa
agtaccogga
agttoactge
aagaaattge
ttecoggatt
tctectectgg
octaagttoca
tatgtgtget
tocaagaactt
ctaacttggt

cagagatgaa
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cgaagtectt
ccagatecatt
tocotttottt
tectagotgtg
tgtegttgaa
agttaagaat
toegtocaaca
ggctaagcte
cagooaccag

acacaccttg

agagtttgag
gegtgtoectt
tettgagact
tggttacttt
cattottgat
actcaacatt
tacatgoggt
geecottoaga
atatotagag
gectgacctt
caaacttggt
ttotgatate
ggatattttec
tggaagocaaa
gtategagtt
tgctgatatg
ctotgagate
caaggacaag
gtoaggtett
tgttgttgga

gaaaatgtat

goocttgottt
goctgaattog
gaccttocteoa
aggocaaggo
gaacteccaac
ggtaatttca
ctocacaaat
ttocatgaca
ggCaagaanc
aggaaagoag
gocaagttig
gacatgatac
tttcttggaa
gctcaggaca
caagttogtg
aaaccaagga
gaacgtotog
Acagagaagsg
acttacaceg
atcattggta
gtocactcagt
tactggaaga
goaatgaaos
gaaactgtbg
gttocacggga
agcatctact
gaggagotog
aagaagooga
gttgagtggt
ggagacagga

gatctoattyg

63

coagggttga
aagctttgeoe
aatccactca
ctggtgtttg
ctgotgagtt
ctottgaget
acattggaaa
aggagagttt
tgatgttgag
aagagtatect
aggagattgg
gtottotbtt
gagtaccaat
atgttcocttgg
ctotggagat
ttctocattet
agagagttta
gtattgttog
aggatgotge
actacagtga
gtaccattge
agocttgacga
acactgattt
ggcagtatga
ttgatgtgtt
tccettacac
tctacagega
ttetotteoac
acgggaagaa
ggasagagtc

aggaatacaa

agccaaaggt
tgaacaaacc
ggaagcaatt
ggaatactta
tobbeoattte
tgatttogag
tggtgttgac
gottccattg
ocgagaagatt
agocagagott
tottgagagg
ggaccttott
gytgttcaac
ttaccctgac
agagatgott
aactocgactt
tgattotgag
caaatggate
ggttgageota
tggaaatctt
toatgectott
caagtaccat
catcatcact
aagocacaca
tgatcccaag
agaggagaag
tgttgagaac
aatggectagg
caccogottg

aaaggacaat

gctaaacggt

1500

1560

1e20

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2480

2520

2580

2640

2700

2760

2820

ZBB0

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



10

<210> 11

cagtteaggt
atctgtgaca
gttgtggagg
gagatcattyg
gotgatacto
atcteaaaag
aggctottga

cttgaggete

gotgttecte

<211> 1272

<212> PRT

ggatcteecte
ccaagggtge
ctatgacttg
tgcacggtaa
ttgctgattt
gagggcttea
cattgactgg
goegttacst

ttgoacaaga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 11

Val

Asp

Ser

hsp

val

Lau

Thr

Ser Gly

Ila Cys

20

Ala
35

Gln

Pro Arg

50

Ala

65

Leu

Asp

Pha

Val

Fro

Pro

Met

Sar

Fha

Leu Val

Asp Gly

Val Glu

100

Glu
115

FPha

His His

130
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tecagatggac
ttttgtocaa
tggtttaccg
atogggttte
cttcaccaag
gaggattgag
tgtgtatgga
tgaaatgtte

tgattga

Tyr Ser Ser

Fro Lau

Top

Arg Leu Ala

Asn Ile Ser

55

Ala Fhe

70

Val

Ala
85

Glu Ser

Leu His Arg

Lau Gly Thr

Ala Ala

135

Tzp

egggtaagga
cobgoattat
actttegoeca
cacattgacc
tgtaaggagg
gagaaataca
ttotggaage

tatgeattga

Ser Tyr

Fhe
25

Ala

Ser
40

Arg

Arg

Bla

Leun

Thr

Asn

Ala
105

Arg

Ala
120

Cys

Ala Ala

64

Ala

Gly

Gly

Pro

Pro

hap

a0

Phe

Ala

Ala

acggtgaget
atgaagoctt
cttgocaaagg
cttaccatgyg
atccatctoa
cttggoaaat
atgtctogaa

agtategeca

Ala Ala

His

Laaa

His Arg

Ala

Lau

val

gtaceggtac
tgggttaact
tggtoocagot
tgatcaggot
ctgggatgag
ctattcacag
cocttgacogt

attggeteag

Gly Met

Fra

Cys

Sar Fhe

45

val
60

Pro

Leu
75

Fro

Val Pro

hsp

Gly

Asp Trp

Arg

His

Leu

Val

Pro Ala

Val Glu

Asp Arg

95

Ala
110

Ala

Ila Val

125

Glu
140

His

Lys Val

His

Lau

Val

Leu

Gly

g0

Fro

Fro

Asp

Fro

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3807



Cys
145

Gln

Ser

Glu

225

Pro

Glu

Lys

Glu

Fha

305

Thr

Phe

Ala

Arg

Gly

Ile

210

Fhe

Ila

Asp

Ser

Lys

290

Pro

Axg

Fhe

Gly

a7o

Ala

Met

Arg

Arg

135

Thz

Glu

The

Gly

wval

275

Val

Trp

Ala

I=p

Leau

355

Hisg

Areg

Pro
180

Thr

Pro

Fha

Glu

260

val

His

Ala

Gly

Val

340

Thr

Pro

Glu

165

Ala

Lys

Sar

Glu

Lau

245

Asp

Tyr

Glu

Lan

Phe

325

Fro

His

Lemn

Ile
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Laau

150

Arg

Ala

Gly

Arg

230

Gly

hla

val

Lazu

Arg

310

Glu

Gln

Cys

Ile

Glu

Gly

Ala

Ala

Ser

Sarc

215

val

Lau

Thr

Ala

ARla

285

Lys

Glu

Mat

Gly

Met

375

Ala

Ser Ala

Glu Thr

Pro Thr
185

Ser Gly
200

Ser Leu

Fro Leun

Mat Pro

Val Arg
265

Leu Gly
280

Leuw Gly

Fro Thr

Arg Thr

Sar Ile

345

Trp Asn
360

Leu Pro

Lys Asn

65

His

Glu

170

Phe

Met

Val

Leu

Pro
250

Trp

Ser

Lau

Gly

Arg

330

Lau

Sar

Ile

Ala

Mat

155

Sar

Glu

Ser

Val

Ser

235

Lau

Leu

Glu

Glu

Val

315

Gly

Ala

Thr

BEhe

Gly

Ile

Fro

Val

Gly

220

Thr

His

hsp

val

Lau

3no

Ser

Arg

His

Ile

Gly

380

Lau

Ala

Ala

Ala

Ala
205

Arg

Glu

Ala

Pro

285

Ala

Rsp

Gly

Ala

Glua

365

Rsp

Gln

Ser

Ala

Arg

130

Glu

Ser

Arg

Gly

Gln

270

Leu

Gly

Ala

val

Ala

350

Gly

Gln

Val

Ila

RAla

175

Mat

Arg

Cys

Gly

Arg

255

Fro

Gly

Thr

Rhsp

Val

335

Val

Gly

Ala

Ala

160

Gly

Lys

Phe

Val

Lys

240

Arg

Ala

val

Arg

Lau

320

Ala

Gly

Pro

Areg



385

hsn

Ala

Tyr

Gly
465

Ila

Glu

Val

545

Trp

Gln

Lys

Ser

Phe
625

Asp

Ala

Lys

Ile

450

Ala

Leu

Sar

Ile

Leu

Glu

Fro

Asn

Ile

610

Leu

Gly

Val

Lys

435

hsp

Agn

Asn

Arg

Ala

515

Gly

Fro

Tyr

Ala

Gly

5395

Fro

Asn

Asp

Ala

420

Lau

Gly

Ala

Glu

val

500

Glu

PED

Pro

Leu

Glu

580

Asn

Arg

Gly

405

val

Gln

Fhe

Gly

Thr

485

Glu

Fhe

Fhe

Trp

Arg

565

Fhe

Fhe

Fro

His
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390

Sar

Glu

Glu

Ile

470

Leun

Ala

Glu

Fhe

Val

550

val

Lau

Thr

Thr

630

Fhe

Glu

Ila

Gln

455

Met

val

Lys

Ala

.IBP

535

hla

Asn

Hise

Leu

Lau

615

Ser

Asp Arg

Glu Ser

425

Val Ala

440

Gln Leu

Ilg Thr

Ber Glu

Gly Lys
505

520

L Lau

Leu Ala

Leu His

Pha Lys

585

Glu Leu
600

His Lys

Ala Lys

66

Glu

410

Ber

Asp

Arg

Arg

450

Gly

Glu

L:.I'S

Val

Ala

570

Glu

Asp

Tyr

Leu

395

Gly

Lys

Mat

Ser

wval

475

Asn

Ila

Gln

Ser

555

Leu

Glu

Fhe

Ile

Fhe
6835

Val

Val

Ala

Tyr

460

Hig

Glu

Lau

The

Thr

540

Pro

val

Lau

GElu

Gly

620

His

Ala

Phe

Cys

445

Lys

Ser

Val

Gln

Arg
525

Gln

hArg

Val

Val

Pro

605

hsn

hsp

Ala

Gln

430

His

Gln

Leu

Gln

510

Lys

Glu

Fro

Glu

Asp

530

Fhe

Gly

Lys

Ala

415

Ala

Glu

Gly

Arg

Ala

4585

Agn

Lys

Ala

Gly

=1lu

575

Gly

Asn

Val

Elu

400

Ile

Lys

Arg

Ser

Glu

480

Len

Gln

Lau

Ile

Val

s80

Len

Val

Ala

Asp

Ser

&40



Leu

Asn

Thr

Lau

Gly

705

Lau

Gly

Tyr

Val

Gln

785

Leu

L

Fhe

Vval

Ser
565

Leu

Leu

Lau

Tyr

690

hsp

Arg

Phe

Vval

770

Arg

Thr

Glu

Trp
850

Lys

Gly

Pro

Met

Arg

675

Glu

Gly

Lau

wval

Ala

T35

Tyc

Ile

Arg

Arg

Thr

835

Fro

Glu

Asn

Leu

Leu

660

Lys

Glu

Asp

Lau

Pro

740

Gln

Ile

Lys

Leu

Val

220

Elu

Tyr

Lau

Leu

Leu

645

Ser

Ala

Fhe

Asn

Glu

T25

Met

hsp

Laau

Eln

Leu

805

Lys

Leu

han

Val
8B5
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Lys

Elu

GElua

Glu

Ala

710

Ala

val

A=n

RAsp

Gln

7490

Pro

Asp

Gly

Glu

Gly

870

Ala

Fhe

Lys

Glu

Ala

695

Elu

Fro

Phe

Val

Gln

775

Gly

Asp

Sar

Ile

B35

Lys

Ser

Ile

Tyr

680

Lys

Arg

Asp

Agn

Leu

760

val

Lien

Ala

Glu

Val

840

Tyr

Fro

Leu

Eln

665

Fhe

Val

Fro

Val

745

Gly

Arg

Azn

val

Tyr

B25

Arg

Thr

Asp

Leu

67

L

650

Asn

Ala

Glu

Leu

Cys

730

wal

Tyr

Ala

Ile

Gly

810

Cys

Lys

Glu

Liia

Ala
890

His

Leu

Glu

Glu

hsp

715

Thr

Ile

Pro

L

Ly=

795

Thr

Asp

Trp

Asp

Ile

B75

His

Ser

Asn

Lau

Ile

T00

Met

Lau

Leu

Asp

Glu

T8O

Pro

Thr

Ile

Ile

Ala

gad

Ile

Lya

His

Thr

Lys

&85

Gly

Ile

Glu

Ser

Thr

765

Ile

Arg

Cys

Lau

Ser

g45

Ala

Gly

Leun

Gln

Leu

670

Ser

Leu

Arg

Thr

Pro

750

Gly

Glu

Ile

Gly

Arg

230

Arg

val

han

Gly

Gly

655

Gln

Glu

Glu

Leu

Fhe

735

Hig

Gly

Mat

Leu

Glu

BlE

Val

Fhe

Glu

Tyx

Val
8595

Lys

Thr

Arg

Leu

720

Lau

Gly

Gln

Lau

Ile

E00

Arg

Fro

Elu

Leu

=18

880

Thr
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Gln Cys Thr Ile Ala Hig Ala Leu Glu Lys Thr Lys Tyr Pro AsSp Ser
400 905 910

Asp Ile Tyr Trp Lys Lys Leu Asp Asp Lys Tyr His Phe Ser Cys Gln
215 220 325

Fhe Thr Ala Asp Ila Fhe Ala Met Asn His Thr Asp Phe Ile Ile Thr
330 935 940

SZer Thr Phe Gln Glu Ile Ala Gly Ser Lys Glu Thr val Gly Gln Tyr
945 250 955 260

Glu Ser His Thr Ala Phe Thr Leu Pro Gly Leu Tyr Arg Val Val His
985 970 375

Gly Ile Asp Val Phe Asp Pro Lys Phe Asn Ile Val Ser Pro Gly Ala
980 985 990

Agp Met Ser Ile Tyr FPhe Pro Tyr Thr Glu Glu Lys Arg Arg Leu Th
955 1000 1005

Lys Phe His Ser Glu Ile Glu Glu Leu Leu Tyr Ser Asp Val Glu
1019 1015 1020

Asn Lys Glu His Leu Oys Val ILeu Lys Asp Lys Lys Lys Pro Ile
1025 1030 1035

Leu Phe Thr Met Ala Arg Leu Asp Arg Val Lys Asn Leu Ser Gly
1040 1045 1050

Leu Val Glu Trp Tyr Gly Lys Asn Thr A&rg Leu Arg Glu Leu Ala
1055 1060 1065

Asn Leu WVal Val Val Gly Gly Asp Arg Arg Lys Glu Ser Lys Asp
1070 1075 1080

Asn Glu Glu Lys Ala Glu Met Lys Lys Met Tyr Asp Leu Ile Glu
1085 1090 10495

Glu Tyr Lys Leu Asn Gly Gln Fhe Arg Trp Ile Ser Ser Gln Met
1100 1105 1110

Asp Arg WVal Azg Asn Gly Glu Leu Tye Arg Tyr Ile Oys Asp The
1115 1120 1125

Lys 3ly Ala Fhe Val Gln Pro Ala Leu Tyr Glu Ala Phe Gly Leu
1130 1135 1140

68
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Thr val WvVal Glu Ala Met Thr Cys Gly
1145 1150
Cys Lys Gly Gly Pro Ala Glu Ile Ile
11&0 1165
Fhe His Ile Asp Fro Tyr His Gly Asp
1175 1180
Ala Asp Fhe Fhe Thr Lys Cys Lys Glu
1130 11585
Glu Ile BSer Lys Gly Gly Leu Gln Arg
1205 1210
Trp Gln Ile Tyr Ser Gln Arg Leu Leu
1220 1225
Gly Phe Trp Lys His Val Ser BAsn Leu
1235 1240
Arg Tyr Leu Glu Met Phe Tyr Ala Leu
1250 1255
Gln Ala Val Pro Leu Ala Gln Asp Asp
1265 1270
<210> 12
<211> 3819
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintética
<400> 12
atggattegg gttactette ctectatgeog geggctgegg
cogtggotgg cttttggbca cotgotgoog tgoctggatco
cgeggecate gtgbtcageott cgtgtctace cogogcaata
cgtooggeac tggotcoget ggttgoattt gtogototge
ctgeeggatyg gtgoggaaag taccaacgac gtgocgeatg
ctgoacogte gtgoattoga tggtoctggoa goacogtttt
tgogoeogatt gggtgatogt tgacgtottt catcactggg
catasagtte ogtgtgeoaat gatgobgotg ggotcagoto

69

Lau FPro

Thr

Phe Ala

115858

Val His

Gly

Lys Ser

1170

Gln Ala

Ala

Thr

1185

Asp Pro

Ser

His Trp

1200

Ile Glu

Glu

Lys Tyr

1215

Thr

Thr

Gly Val

1230

Asp Arg

Leu

Glu Ala

1245

Lys Tyr

Arg

Fro Leu

1260

gtatgcacgt
tggcacageg
tttogogtet
cgctgoogeyg
atcgococogga
cogaatttot
cggoggogga

acatgattge

tgttatctgt
totggottoa
googooggtt
cgtggaaggt
catggttgaa
gggtacggog
ggogotggaa

gtogatogea

The

Gly

Lau

Asp

Thr

Tyr

Arg

Ala

&0

120

240

300

360

420

480



gacogtogen
goagotgogo
ggtatgagoo
cgeagttgog
cogateacet
JAcgoaaogy
ggetotgaag
gotggoaceoo
otgooggaog
cogoaaatga
aacagoaocga
gateagggte
aacgatggog
gttgaagaag
goggatatagg
aaagacggtt
ogtttgaacy
gaagccaaag
coctgaacaaa
faggangoas
tgggaatact
ttteotteatt
cttgattteg
aatggtgttyg
ttgottocat
agegagaaga
ctagocagago
ggtottgaga
ttggacette
atggbtgttea
ggttacocty

atagagatgc

tggaacgtgoe
cgaccttoga
tggoagaacy
ttgaatttga
ttetgggtet
tgogttggot
tgeogetggy
gottoctgtg
gttttgaaga
goattetgge
togaaggoct
cgaacgoasg
acggttettt
aatcatogaa
cotgecacga
ctggtgcoaaa
aaacgotbgt
gtaaaggtat
cocggaagaa
ttgtgttgoe
tacgagtcaa
tocaaggaaga
agecattoaa
acttocttaa
tgcttaagtt
tteagaacet
ttaagtcocoga
goggatgogg
ttgaggogen
aocgttgtgat
acactggabgg

ttcaacgtat
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agaaacogaa
agtggocoge
ctttagtotyg
accggaaaco
gatgocgoog
ggatgoacag
tgtggaaaaa
ggocactgogt
aogtaccoge
goatgoogoa
gatgtttggt
totgattgaa
cgaccgtgag
agtttttoag
acgectacatt
cgotgaaogt
ttotgagaga
tttacaacaa
acttgaaggt
aocatgogtt
totcocatget
actcgttgat
tgogtetate
cogtoattta
cottogtott
caacactetg
aacactgtat
agacaatgeoa
tgatoottge
cotetotoca
acaggttgtt

taagocaacaa

agtooggotg
atgaaactga
acoctgtooe
gtecogotge
ctgcatgaag
coggotaaaa
gtteacgaac
aaaccgacgg
ggecgtggtyg
gtgggogect
caocogotga
gogaaaaatg
ggtgtggctg
gegaaagoca
gatggtttea
atgataacgec
aaocgaagtoc
aaccagatca
ggtcoctttet
gototagobg
cttgtegttg
ggagttaaga
cotegtocaa
toggotaage
cacagocaco
caacacacct
gaagagtttg
gagogtgtes
actettgaga
catggttact
tacattetbg

ggactcaaca

70

cggooggena
ttegtacgaa
gtagttoocot
tgtocacget
googtogega
gogtegtgta
tggoactggyg
gtgtgagoga
ttgtegoaas
ttetgaceeca
ttatgotgoo
coeggectgoa
cggocatteg
aaaaactgoa
tteageaact
gogtocacag
ttgocttgot
ttgotgaatt
ttgaccttet
Egaggooaag
aagaactcca
atggtaattt
cactecacaa
teottocatga
agggoaagaa
tgaggaaage
aggocaagtt
ttgacatgat
cttttottgg
ttgotoagga
atcaagttog

ttaaaccaag

gggtogooog
aggoagetet
ggtggttggt
gogtggtaasa
agatggtgaa
taotogooctyg
cetggaactyg
tgoggacctg
goegttgggte
ctgtggttgg
gatottoggo
agttgogege
cgcagtgget
agaaatogtao
goegotectas
ccaacgtgag
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REIVINDICACIONES
1. Un método de produccion de rebaudidsido KA y/o rebaudiosido E a partir de rubusésido, comprendiendo el método:
proporcionar una mezcla de reaccién que comprende:
(A)
(i) rubusésido,
(ii) uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa) como sustrato; y
(iii) la glicosiltransferasa HVI que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ. ID. NO 5; o
(B)
(i) rubusésido,
(i) sacarosa, UDP y UDP-glucosa como sustratos y
(ii) la glicosiltransferasa HVI que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ. ID. NO: 5 con una sacarosa sintasa

incubar la mezcla de reaccion para producir el rebaudiosido KA, en el que una glucosa se acopla covalentemente al C2'
de la glucosa 19-O de rubusoésido para producir el rebaudiésido KA y/o rebaudiésido E, en el que la glucosa se acopla
mas covalentemente por dicha glicosiliransferasa al C2' de la 13-O-glucosa del rebaudidsido KA; y obtener el
rebaudiosido KA de la mezcla de reaccién para usar como edulcorante.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que el rebaudioésido KA se obtiene para usar como un Unico edulcorante.

3. Un método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que se emplea una sacarosa sintasa seleccionada del
grupo que consiste en una sacarosa sintasa 1 de Arabidopsis; una sacarosa sintasa 3 de Arabidopsis; y una sacarosa
sintasa de Vigna radiata.

4. Un método segun la reivindicacion 3, en el que la sacarosa sintasa es una sacarosa sintasa 1 de Arabidopsis
thaliana.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el rebaudiésido KA se proporciona en una
composicion edulcorante que incluye al menos uno de un relleno, un agente de carga y un agente antiaglomerante.

6. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas incorporar el rebaudiésido KA
como edulcorante en un producto de consumo por via oral, que es una bebida u otro producto de consumo por via oral.
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