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DESCRIPCION

Extracto de estevia que contiene glucdsidos de esteviol seleccionados como modificador del perfil de sabor, salado y
dulce

Campo de la invencion

La invencion se refiere a una composicion que modifica el gusto y sabor que comprende glucésidos de esteviol
principales y moléculas vegetales derivadas de diterpenos glucosiladas y un método para hacer la misma. La invencion
también se refiere a un alimento o producto para beber que tiene un perfil de gusto y sabor intenso que comprende la
composicion que modifica el gusto y sabor. La invencion también se refiere a un método de aumentar una intensidad
de gusto y sabor de un alimento o producto para beber; o mejorar una percepcién de sal y reducir un contenido en
sodio de un alimento o producto para beber.

Descripcion de la técnica relacionada

Los edulcorantes de alta intensidad poseen un nivel de dulzor que muchas veces supera el de la sacarosa. Son
esencialmente no caldricos y se usan mucho en la fabricacién de alimentos dietéticos y con calorias reducidas. Aunque
el edulcorante caldrico natural tal como sacarosa, fructosa y glucosa proporcionan el gusto mas deseable a los
consumidores, son caldricos. Los edulcorantes de alta intensidad no afectan el nivel de glucosa en sangre y
proporcionan poco o ningun valor nutritivo.

Sin embargo, los edulcorantes de alta intensidad que en general se usan como sustitutos para sacarosa poseen
caracteristicas de gusto diferentes que las del azicar, tal como gusto dulce con perfil temporal, respuesta maxima,
perfil de sabor, sensacién en boca, y/o comportamiento de adaptacion diferentes de los del azicar. Por ejemplo, el
gusto dulce de algunos edulcorantes de alta potencia es mas lento en el inicio y mas largo en duracion que el del
azucar vy, por tanto, cambia el equilibrio de gusto de una composicion alimentaria. Debido a estas diferencias, el uso
de edulcorantes de alta potencia en sustituir tal edulcorante a granel como el azicar en un alimento o bebida produce
desequilibrio en el perfil temporal y/o de sabor. Si el perfil de gusto de los edulcorantes de alta potencia se pudiera
modificar para impartir caracteristicas de gusto deseadas, puede proporcionar bebidas y productos alimenticios bajos
en calorias con caracteristicas de gusto mas deseables para el consumidor. Para obtener el perfil temporal y/o de
sabor similar a azucar, se han sugerido varios ingredientes en diferentes publicaciones.

Los ejemplos no limitantes de edulcorantes sintéticos incluyen sucralosa, acesulfamo potasico, aspartamo, alitamo,
sacarina, derivados sintéticos de neohesperidina dihidrochalcona, ciclamato, neotamo, dulcina, suosan, éster 1-
metilico de N-[N-[3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)propil]-L-a-aspartil]-L-fenilalanina, éster 1-metilico de N-[N-[3-(3-hidroxi-4-
metoxifenil)-3-metilbutil]-L-a-aspartil]-L-fenilalanina, éster 1-metilico de N-[N-[3-(3-metoxi-4-hidroxifenil)propil]-L-a-
aspartil]-L-fenilalanina, sales de los mismos, y similares.

Los ejemplos no limitantes de edulcorantes naturales de alta intensidad incluyen estevidsido, rebaudiésido A,
rebaudidsido B, rebaudiésido C, rebaudidsido E, rebaudidsido F, esteviolbiosido, dulcésido A, rubusésido, mogroésidos,
brazeina, neohesperidina dihidrochalcona (NHDC), acido glicirrizico y sus sales, taumatina, perilartina, pernandulcina,
mucuroziosidos, baiyunosido, flomisosido-l, acido dimetil-hexahidrofluoren-dicarboxilico, abrusésidos, periandrina,
carnosiflésidos, ciclocariosido, pterocariosidos, polopoddsido A, brazilina, hernandulcina, filodulcina, dlicifilina,
florizina, trilobatina, dihidroflavonol, dihidroquercetin-3-acetato, neoastilibina, trans-cinamaldehido, monatina y sus
sales, selligueaina A, hematoxilina, monelina, osladina, pterocaridsido A, pterocariésido B, mabinlina, pentadina,
miraculina, curculina, neoculina, acido clorogénico, cinarina, siamenosido y otros.

Los edulcorantes de alta intensidad pueden derivar de la modificacién de edulcorantes naturales de alta intensidad,
por ejemplo, por fermentacion, tratamiento enzimatico, o derivacion.

Un numero creciente de consumidores percibe la capacidad de controlar su salud aumentando su salud actual y/o
cobertura frente a futuras enfermedades. Esto crea una demanda para productos alimenticios con caracteristicas
potenciadas y beneficios de salud asociados, especificamente un alimento y tendencia de mercado del consumidor
hacia un estilo de vida de “soluciones de salud integrales”. El término “natural’ es muy emotivo en el mundo de los

edulcorantes y se ha identificado como uno de confianza clave, junto con “granos integrales”, “cardiosaludable” y “bajo
en sodio”. El término “natural’ estd muy relacionado con ‘mas saludable’.

Stevia rebaudiana Bertoni es un arbusto perenne de la familia Asteraceae (Compositae) nativa en ciertas regiones de
América del Sur. Las hojas de la planta contienen desde el 10 al 20% de glucdsidos diterpénicos, que son
aproximadamente de 150 a 450 veces mas dulces que el azucar. Las hojas se han usado tradicionalmente durante
cientos de afos en Paraguay y Brasil para endulzar bebidas, alimentos y medicinas locales.

Actualmente hay mas de 230 especies de Stevia con propiedades edulcorantes significativas. La planta se ha cultivado
con éxito en una amplia gama de condiciones desde sus subtrdpicos nativos a latitudes septentrionales frias.
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Los glucésidos de esteviol tienen cero calorias y se pueden usar donde se usa azucar. Son ideales para dietas
diabéticas y bajas en calorias. Ademas, los glucdsidos de esteviol dulces poseen propiedades funcionales y
sensoriales superiores a las de muchos edulcorantes de alta potencia. El documento WO 2012/129451 A1 divulga una
composicion potenciadora de gusto y sabor, que comprende un glucésido de esteviol glucosilado. También se divulga
un método para hacer la composicion potenciadora de gusto y sabor, que comprende las etapas de a) extraer
glucosidos de esteviol de hojas de una planta de Stevia rebaudiana Bertoni; y b) transglucosilar los glucésidos de
esteviol para afadir unidades de glucosa a los glucosidos de esteviol. El documento US 2011/183056 A1 divulga un
glucosido de esteviol novedoso; un edulcorante que contienen rebaudiosido A y el glucésido de esteviol novedoso,
que se incluye en la variedad Stevia Rebaudiana Bertoni que contiene un alto contenido de rebaudidsido A; y un
método de fabricar alimentos, farmacos, no farmacos y cosméticos. El documento WO 2012/177727 A1 divulga una
composicion ingerible dulce que comprende Reb B y al menos un edulcorante, seleccionado del grupo que consiste
en glucosidos de esteviol, extractos de estevia, edulcorantes naturales, edulcorantes terpenoides glucosilados,
edulcorantes sintéticos de alta intensidad, oligosacaridos, edulcorantes caldricos, y combinaciones de los mismos.
También se divulga un alimento o producto para beber que comprende la composicién ingerible dulce, que tiene dulzor,
dulzor aumentado, sabor aumentado, o una combinaciéon de los mismos. Masaya Ohta, J. Appl. Glycosci., vol. 57,
paginas 199-209 (2010) divulga edulcorantes de Stevia, que se extraen de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni por
agua caliente, y que se han usado durante algunas décadas para endulzar una variedad de alimentos alrededor del
mundo. El documento US 2012/157553 A1 divulga un método de aumentar un gusto dulce de un saborizante, que
comprende administrar a un sujeto el saborizante y al menos un polimorfo de rebaudiésido C, o un esteroisémero del
mismo, en una cantidad eficaz para proporcionar el efecto potenciador del gusto dulce sin mostrar gusto no deseado.
El saborizante es un glucésido de esteviol glucosilado, rebaudiosido A, glicirricina amoniacal, neohesperidina
dihidrochalcona o taumatina. El documento US 2009/104330 A1 divulga una composicion de gusto salado con sodio
reducido. Cuando la composicién con sodio reducido contiene edulcorantes, estos edulcorantes se seleccionan de
azucares no reductores, polioles o edulcorantes de alta intensidad para prevenir las interacciones quimicas de los
edulcorantes con los aminoacidos en la composicion. El documento US 4 612 942 A divulga una composicion
consumible por via oral que tiene un sabor modificado o potenciado que comprende una cantidad eficaz de un
glucosido diperténico. El glucésido diperténico se selecciona del grupo que consiste en esteviolbidsido; estevidsido;
rebaudidésido A; rebaudidsido B; rebaudiésido C; rebaudidsido D; rebaudiosido E; dulcdsido A; esteviolmondsido; y
rubusésido; y derivados de tales compuestos. El documento WO 2011/112892 A1 divulga métodos de preparar
glucésidos de esteviol muy purificados, en particular rebaudiésido D. Los métodos incluyen la purificacion de la fase
de extraccion de la planta Stevia rebaudiana Bertoni. El documento WO 2012/073121 A2 divulga una composicién de
Stevia, util como un edulcorante Unico o coedulcorante en, por ejemplo, bebidas, caldos, golosinas, edulcorantes,
sopas, salsas, saborizantes, especias, aceites, y grasas, que comprende menos de aproximadamente el 0,2 por ciento
en peso de rebaudiésido C o dulcésido A o ambos de la composicion, rebaudiésido A (RA) (65-95% en peso),
rebaudiésido D (RD) (5-35% en peso), siempre que otros glucdsidos de esteviol, excepto rebaudiésido B (RB), no
estén presentes en cantidades detectables.

El extracto de la planta Stevia rebaudiana contiene una mezcla de diferentes glucosidos diterpénicos dulces, que
tienen una Unica base -esteviol y se diferencian por la presencia de residuos glucidicos en las posiciones C13 y C19.
Estos glucosidos se acumulan en las hojas de Stevia y componen aproximadamente el 10%-20% del peso seco total.
Tipicamente, en una base de peso seco, los cuatro glucésidos principales encontrados en las hojas de Stevia son
dulcésido A (0,3%), rebaudiésido C (0,6%), rebaudidsido A (3,8%), y estevidsido (9,1%). Otros glucdsidos identificados
en extractos de Stevia incluyen rebaudiosido B, C, D, E y F, esteviolbiésido y rubusoésido (Fig. 1).

Las estructuras quimicas de los glucésidos diterpénicos de Stevia rebaudiana se presentan en la figura 1. Las
propiedades fisicas y sensoriales estan bien estudiadas solo para esteviosido y rebaudiosido A. La potencia
edulcorante de esteviosido es aproximadamente 210 veces mayor que la sacarosa, rebaudiésido A aproximadamente
300 veces, y rebaudiésido Cy dulcésido A aproximadamente 30 veces. El extracto de Stevia que contiene rebaudiésido
Ay estevidsido como componentes principales mostré potencia dulce aproximadamente 250 veces. Se considera que
rebaudidsido A y rebaudidsido D tienen los atributos sensoriales mas favorables de todos los glucdsidos de esteviol
principales (Tabla 1).
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TABLA 1
Nombre Formula [T, ,°C Peso Solubilidad | Dulzor Calidad de gusto
Mol. en agua, % | relativo

Esteviol CiaH3,04 212-213 318.45 ND ND Muy amargo
Esteviolmonosido} Cy Hy,Ox ND 480.58 ND ND ND
Esteviosido CisHeOye | 196-198 804.88 0.13 210 Amargo

| Rebaudiésido A | Cyll5Oy | 242-244 967.01 0.80 200-400 Menos amargo
RebaudiosidoB | CyxHgOy | 193-195 804.88 0.10 150 Amargo
RebaudiosidoC | CysHyOs | 215-217 951.01 0.21 30 Amargo
RebaudiosidoD | CqHgOsg | 248-249 1129.15 1.00 220 Como sacarosa
Rebaudiosido E | CyH7605; | 205-207 967.01 | 1.70 170 Como sacarosa
Rebaudiosido F Ci3HgsOr | ND 936.99 ND ND ND
Dulcdsido A CagHyoOyr | 193-105 788.87 0.58 30 Muy amargo
Esteviolbiosido | Ci:HgOy | 188-192 642.73 0.03 90 Desagradable
Rubusdsido Cylls0y: | ND 642.73 ND 110 Muy amargo

Ademas de los glucésidos de esteviol comercialmente conocidos (Tabla 1), se han encontrado varios glucésidos de
esteviol nuevos (diterpeno glucosilado) en extractos de hojas de estevia (5,6,7) como se muestra en la tabla 2. Ademas
de glucosidos diterpénicos, también se han descrito un ndmero de flavonoides, diterpeno labdano, triterpenos,
esteroles y aceites volatiles en extractos de hojas de Stevia rebaudiana [1, 2, 3, 4].

TABLA 2
Clases quimicas Componentes quimicos
Derivados diterpénicos | Rebaudiosido G, Rebaudiosido H, Rebaudidsido |, Rebaudiésido J, Rebaudiésido K,
glucosilados Rebaudidésido L, Rebaudiésido M, Rebaudiosido N, Rebaudiosido O, éster o-D-

glucopiranosilico del acido 13-[(2-O-(6-O-B-D-glucopiranosil)-B-D-glucopiranosil-B-D-
glucopiranosil)oxi] kaur-16-en-18-oico, éster B-D-glucopiranosilico del acido 13-[(2-O--
D-glucopiranosil-3-O-B-D-fructofuranosil-B-D-glucopiranosil)oxi] kaur-16-en-18-oico

Monoterpenoides Borneol

Diterpenoides Austroinulina, 6-0-acetil austroinulina, 6-acetil austroinulina, 7-0-acetil austroinulina,
esterebina A, B, C,D, E, F, G, H, jhanol

Triterpenoides Acetato de amirina beta

Sesquiterpenos a-bergamoteno, bisaboleno, B-burboneno, 8-cadineno, y-cadineno

Aceites esenciales B-cariofileno, trans B-tarneseno, a-humuleno, &-cadieno, oxido de cariofileno, nerolidol,

linalol, a-terpineol, terpinen-4-ol

Derivados de esteroles | Estigmasterol, B-sitosterol, campestrol

Flavonoides Glucosil-4’-O-apigenina, glucosil-7-O-luteolina, ramnosil-3-O-kaempferol, quercetina,
glucosil-3-O-quercetina,  arabinosil-3-O-quercetina,  5,7,3'-metoxiflavona, 3,64'-
metoxiflavona, centaureidina, avicularina

Todos los glucésidos de esteviol proporcionan dulzor y otros atributos de gusto a un nivel mayor que cierto nivel umbral
de concentraciones en agua. Por debajo del nivel umbral de concentracioén, los componentes de glucosidos de esteviol
y sus mezclas como se encuentran en un extracto de estevia no limitante tipico como se muestra posteriormente no
tiene gusto de dulzor reconocible. Pero tal extracto de estevia por debajo del nivel umbral de reconocimiento de dulzor
significativo muestra caracteristicas notables de modificacién de perfil dulce y de sabor en aplicaciones de alimentos
y bebidas.

La presente invencién se define mediante las reivindicaciones. También se describe en el presente documento el uso
de los siguientes extractos de estevia (Tabla 3) con el nivel variable de diferentes glucdsidos de esteviol y otros
glucosidos derivados la planta estevia, cuya combinacion contribuye ninguin dulzor significativo, pero modifica el perfil
de sabor y dulzor a cierta concentracion en las aplicaciones tipicas de alimento y bebida.
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Tabla 3

Glucosidos de esteviol*, %

Extractos : TSG* Ot
| Reb [Estevio[Reb| Reb [Reb|Dulco-| Rubu-| Reb [Esteviol| Reb | Reb | Reb ros
de estevia (%) |elucosidos
A | sido | D| F | C|sido Afsosido|] B |biésido| E N | O
pCs-s001 | 10- | _{10- ) “
4-12 | 1-41 I-5 1-5 1-4 10.5-5/ 0.5-5 | 1-4 10.5-40.5-4{ 45-65 35-50
20 25 f
1
PCs-1015 | 18- 8- 12:6| 4-8
5-10 0-111-3| 0-1 0-1 10.5-5| 0-1 | 3-8 | 55-65 35-45
| 25 20 ; E

* TGS o Glucosidos de esteviol totales contiene nueve glucosidos de esteviol que estan reconocidos por el Codex
Alimentarius (una comision de la FAO y la OMS) y autoridades regulatorias principales.

También se describen en el presente documento extractos de estevia que contienen glucésidos de esteviol principales
(Tabla 3) y otros glucésidos de esteviol minoritarios y derivados diterpénicos glucosilados (moléculas solubles en
agua). Los ejemplos no limitantes de tales moléculas minoritarias son Reb E, Reb G, Reb H, Reb |, Reb K, Reb L, Reb
M, Reb N, Reb O (Ohta et al, 2010).

También se describe en el presente documento un método para hacer una composiciéon de extracto de estevia
especifica, que incluye: extraer glucosidos de esteviol y otras moléculas solubles en agua de hojas de una planta de
Stevia rebaudiana, y separar el exceso de glucosidos de esteviol de la cantidad y tipo de glucésidos de esteviol
requeridos para contribuir a las caracteristicas modificadoras de gusto y sabor del extracto de estevia.

Esta invencion combina glucésidos de esteviol principales en cierta proporcion junto con moléculas vegetales
derivadas de diterpenos glucosiladas derivadas de una planta de Stevia rebaudiana, para proporcionar perfil de sabor
aumentado en aplicacion de alimentos y bebidas, que se puede mezclar con otros edulcorantes caldricos naturales
para impartir perfil de dulzor mas deseable. Los ejemplos no limitantes de edulcorantes caldricos incluyen dextrosa,
fructosa, sacarosa, maltosa, lactosa, jarabe de maiz, jarabe de glucosa derivado de diferentes hidratos de carbono,
jarabe de cafia, azucar saborizado, miel, melaza.

Esta invencion combina glucésidos de esteviol principales en cierta proporcion junto con moléculas vegetales
derivadas de diterpenos glucosiladas derivadas de una planta de Stevia rebaudiana, para proporcionar perfil de sabor
aumentado en aplicacién de alimentos y bebidas, que se puede mezclar con otros edulcorantes no caléricos naturales
para impartir perfil de dulzor mas deseable. Los ejemplos no limitantes de edulcorantes naturales de alta intensidad
incluyen glucésidos de esteviol, brazeina, monatina y sus sales, neohesperidina dihidrochalcona (NHDC), acido
glicirrizico y sus sales, taumatina, mogrosidos y extractos de lu han guo, perilartina, mabinlina, pentadina, miraculina,
curculina, neoculina, acido clorogénico, cinarina, siamenosido y otros.

Esta invencion combina glucésidos de esteviol principales en cierta proporcion junto con moléculas vegetales
derivadas de diterpenos glucosiladas derivadas de una planta de Stevia rebaudiana, para proporcionar perfil de sabor
aumentado en aplicacion de alimentos y bebidas, que se puede mezclar con otros edulcorantes no caldricos sintéticos
para impartir perfil de dulzor mas deseable. Los ejemplos no limitantes de edulcorantes sintéticos incluyen sucralosa,
acesulfamo potasico, aspartamo, alitamo, advantamo, sacarina, derivados sintéticos de neohesperidina
dihidrochalcona, ciclamato, neotamo, dulcina, suosan, éster 1-metilico de N-[N-[3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)propil]-L-o-
aspartil]-L-fenilalanina, éster 1-metilico de N-[N-[3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-3-metilbutil]-L-o-aspartil]-L-fenilalanina,
éster 1-metilico de N-[N-[3-(3-metoxi-4-hidroxifenil)propil]-L-o-aspartil]-L-fenilalanina, sales de los mismos, y similares.

Breve compendio de la divulgacion

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones. Segun esto, la presente invencion se refiere a una
composicién modificadora del gusto y sabor que comprende glucésidos de esteviol principales que comprende Reb A,
Reb C, Reb D y esteviosido, y moléculas vegetales derivadas de diterpeno glucosiladas, derivadas de una planta de
Stevia rebaudiana, en donde el contenido de cada uno de los cuatro glucdsidos de esteviol principales varia entre el
1% al 25% de la composicion. La presente invencion también se refiere a un alimento o producto para beber que tiene
un perfil de gusto y sabor intenso, que comprende la composicion modificadora de gusto y sabor de la invencion a
concentraciones que varian entre 1 a 1000 ppm, preferiblemente de 5 a 250 ppm, para proporcionar modificacion de
sabor y gusto con aumento del dulzor limitado o no significativo. La presente invencion ademas se refiere a un método
de (i) aumentar una intensidad de sabor y gusto de un alimento o producto para beber, o (ii) mejorar una percepcion
de sal y reducir un contenido de sodio de un alimento o producto para beber, que comprende un condimento, un
producto carnico, un producto para picar, una salsa o una salsa de carne que comprende la etapa de afadir la
composicion modificadora de gusto y sabor de la invencién a un alimento o producto para beber. Por ultimo, la
invencion también abarca un método para hacer la composicion modificadora de gusto y sabor de la invencion, que



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2817049 T3

comprende las etapas de: a. extraer extracto de estevia que contiene glucésidos de esteviol de una planta de Stevia
rebaudiana; y b. eliminar el exceso de glucosidos de esteviol. En general en el presente documento se describe una
composicion modificadora de gusto y sabor. La composicién incluye diferentes glucosidos de esteviol con otras
moléculas solubles en agua derivadas de hoja de estevia, tal como ejemplos no limitantes de glucésidos vegetales,
flavonoides, diterpeno labdano, triterpenos, que pueden modificar la intensidad de un sabor y/o gusto en un alimento
o producto para beber.

También se describe en el presente documento un alimento o producto para beber que tiene un perfil de gusto y sabor
intenso, en donde el alimento o producto para beber incluye una composicién modificadora de gusto y sabor que
comprende el extracto de estevia de glucésidos de esteviol y moléculas solubles en agua derivadas de la planta
estevia. Se puede hacer una amplia gama de productos alimenticios y de bebida, tal como, pero no limitado a, refrescos
carbonatados, zumos de frutas, alimentos lacteos, bebidas lacteas, productos horneados, productos de cereales,
alimentos para picar, y edulcorantes de mesa, segun la presente divulgacion. El perfil de gusto y sabor de un alimento
o producto para beber que incluye una composicién modificadora de gusto y sabor, en donde la composicion
modificadora de gusto y sabor comprende el extracto de estevia de glucésidos de esteviol y moléculas solubles en
agua derivadas de la planta estevia, puede ser mas intenso que un perfil de gusto y sabor comparativo de un alimento
o producto para beber comparativo que no incluye la composicion modificadora de gusto y sabor. Ademas, la
sensacion en boca y percepcion de gusto global de un alimento o producto para beber que incluye la composicion
modificadora de gusto y sabor, en donde la composicién potenciadora de gusto y sabor incluye la mezcla compleja de
glucosidos de esteviol y moléculas solubles en agua, se puede mejorar en relacion a una sensacion en boca y
percepcion de gusto global de un alimento o producto para beber comparativo que no incluye la composicion
potenciadora de gusto y sabor.

También se describe en el presente documento un método de aumentar la intensidad de gusto y sabor de un alimento
o producto para beber, que incluye la etapa de afiadir una composicién potenciadora del gusto y sabor al alimento o
producto para beber, en donde la composicion modificadora del gusto y sabor comprende el extracto de estevia de
glucdsidos de esteviol y moléculas solubles en agua derivadas de plata estevia. También se describe en el presente
documento un método de mejorar las propiedades organolépticas de un alimento o producto para beber incluyendo
un jarabe con alta fructosa, que incluye la etapa de afadir la composicién modificadora de gusto y sabor al alimento o
producto para beber. Por ejemplo, afiadir la composicién modificadora de gusto y sabor puede producir que el jarabe
de alta fructosa, tal como, jarabe de maiz con alta fructosa, sepa mas como azucar. Ademas, si el jarabe con alta
fructosa es jarabe de maiz con alta fructosa 42 (HFCS 42), afiadir la composicion potenciadora de gusto y sabor puede
producir que el HFCS 42 sepa mas como jarabe de maiz con alta fructosa 55 (HFCS 55).

También se describe en el presente documento un método de aumentar la intensidad de gusto y sabor de un alimento
médico y producto farmacéutico, que incluye la etapa de afadir una composicién modificadora de gusto y sabor al
alimento o producto para beber, en donde la composicion modificadora de gusto y sabor comprende el extracto de
estevia de glucosidos de esteviol seleccionados y moléculas solubles en agua derivadas de la planta estevia. También
se describe en el presente documento un método de mejorar las propiedades organolépticas de un alimento médico
o un producto farmacéutico que contiene ingredientes alimenticios funcionales tal como vitaminas, minerales y
aminoacidos, que incluye la etapa de afiadir la composicion modificadora de gusto y sabor al alimento o producto para
beber. Por ejemplo, afiadir la composicion modificadora de gusto y sabor puede producir que el gusto indeseado
debido a vitaminas, minerales, aminoacidos y otros ingredientes funcionales no limitantes, mejore el gusto y la
palatabilidad.

También se describe en el presente documento un método de hacer una composiciéon potenciadora de gusto y sabor,
que incluye: extraer glucésidos de esteviol y otras moléculas solubles en agua de hojas de una planta de Stevia
rebaudiana, y separar el exceso de glucosidos de esteviol de la cantidad y tipo de glucésidos de esteviol requeridos
para contribuir a las caracteristicas modificadoras de gusto y sabor del extracto de estevia.

Ejemplos

Ejemplo 1A: Deteccion del umbral de concentracion para reconocimiento del dulzor

Para detectar el nivel de reconocimiento de dulzor de PCS-5001 (extracto de estevia), se usé el método de prueba
esbozado por Harman, et al (Food Technology, 11/2013) con diez panelistas entrenados que habian sido previamente
cualificados por su agudeza de sabor y entrenados en el uso de una escala de clasificacion de intensidad de dulzor,
evaluaron una serie de soluciones acuosas de sacarosa y el extracto de estevia (PCS-5001 o PCS-1015) a
temperatura ambiente; las soluciones de sacarosa de concentracion del 1,5% y las soluciones de extracto de estevia
con concentraciones que variaban entre 100 y 120 ppm para PCS-5001 y 70-80 ppm para PCS-1015 se prepararon
con agua de filtro. El objetivo de la prueba era determinar el nivel de reconocimiento de dulzor del extracto de estevia.
Las evaluaciones se hicieron en triplicado usando los mismos panelistas de modo que se generaron un total de 30
valores para cada punto de dato promedio.
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Las muestras se codificaron y presentaron en orden aleatorio a los miembros del panel para degustar y determinar
que muestra era mas dulce (ASTM E2164-08: Standard Method for Directional Difference Test). Se pidi6 a los
panelistas que se centraran solo en el atributo dulce de esas muestras y que usaran agua templada y solucién de sal
con el fin de limpiar el paladar entre muestras.

Los resultados se contaron y se calculd la significancia por SIM 2000 (Sensory Computer System, NJ). Los resultados
se presentan en la tabla 4. El dulzor global de esas muestras apenas era detectable. El 2-AFC muestra que PCS-5001
100 ppm y 70 ppm de solucion PSC-1015 eran la muestra menos dulce y eran significativamente menos dulces que
el control de azucar al 1,5%. La muestra con PCS-5001 120 ppm y PCS-1015 80 ppm eran las muestras mas dulces
que muestran dulzor significativamente mayor que el control de azucar al 1,5% (Tabla 4). Se determiné que la
concentracion umbral de reconocimiento del EXTRACTO DE ESTEVIA (PCS-5001) en agua era 100 ppm. Se
determind que la concentraciéon umbral de reconocimiento del EXTRACTO DE ESTEVIA (PCS-1015) en agua era 70

ppm.

Tabla 4: Percepcion de dulzor de extracto de estevia en diferentes concentraciones frente a solucién de azucar al
1,5%.

Comparacion de percepcion | Solucion de (Solucion de Valor Puﬁigiéniﬁcancia
de dulzor de EXTRACTO azucar (1,5%) extracto de estevia

DE ESTEVIA en agua mas dulce? mas dulce?

PCS-5001: 100 ppm, N=30 23 7 0.0052 T
PCS-5001: 110 ppm. N=30 20 10 0.0987 ok
PCS-5001: 120 ppm, N=30 9 21 0.0457 o
PCS-1015: 70 ppm, N=30 26 4 0.0001 ok
PCS-10135: 80 ppm. N=30 5 25 0.0003 o

Ejemplo 1B: Deteccion de dulzor del umbral de concentracion para deteccion de dulzor

Los diez miembros del panel evaluaron una serie de refrescos carbonatados (CSD) con sabor a limén-lima edulcorados
con sacarosa y EXTRACTO DE ESTEVIA a temperatura ambiente; las evaluaciones se hicieron en triplicado usando
los mismos panelistas de modo que se generaron al menos 30 valores para cada punto de datos promedio. La muestra
control de refresco carbonatado con sabor a limén lima tenia concentracion de sacarosa del 1,5% y la muestra de
prueba contenia EXTRACTO DE ESTEVIA (PCS-5001) con concentraciones a 110 y 120 ppm o EXTRACTO DE
ESTEVIA (PCS-1015) con concentraciones de 70 y 90 ppm. Otros ingredientes en la muestra de CSD eran acido
citrico, sabor limén-lima, benzoato de sodio, citrato de potasio y goma xantana. El objetivo de la prueba era determinar
el limite de deteccion del dulzor del EXTRACTO DE ESTEVIA. Las pruebas se realizaron como se ha esbozado en el
ejemplo 1A.

Las muestras con PCS-5001 (EXTRACTO DE ESTEVIA) 120 ppm y PCS-1015 (EXTRACTO DE ESTEVIA) 90 ppm
no mostraron diferencia significativa en dulzor que el control de azucar al 1,5%. Se determind que la concentracion
del umbral de reconocimiento de PCS-5001 (EXTRACTO DE ESTEVIA) en un refresco carbonatado con sabor a limén-
lima era 110 ppm. Se determiné que la concentracion del umbral de reconocimiento de PCS-1015 5001 (EXTRACTO
DE ESTEVIA) en un refresco carbonatado con sabor a limén-lima era 70 ppm. Los resultados se muestran en la tabla
5.

Tabla 5: Percepcion de dulzor de EXTRACTO DE ESTEVIA en diferentes concentraciones frente a solucion de azicar
al 1,5% en un refresco carbonatado (CSD) tipico.
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Percepcion de dulzor de ¢{Muestra de CSD con[;Muestra de CSD cor| Valor P | Significancia
EXTRACTO DE ESTEVIA  |aztcar més dulce?  lestevia mas dulce?

en CSD

PCS-5001: 110 ppm, N=30 23 7 0.0052 paray
PCS-5001: 120 ppm, N=36 20 16 0.677 NS
PCS-1015: 70 ppm. N=30 21 9 0.0428 ¥
PCS-1015: 90 ppm. N=30 12 18 0.3616 NS

Ejemplo 2: Efecto del extracto de estevia sobre la modificacion de sabor en una aplicacion de refresco

carbonatado tipico

Se desarrollé un refresco carbonatado con sabor a cola para evaluar el efecto de PCS-5001 y PCS-1015 (extracto de
estevia) sobre el perfil de dulzor y sabor de la bebida que estaba edulcorada con azucar y edulcorante de estevia para
alcanzar una reduccién de azucar del 30% (Tabla 6). Las muestras con y sin PCS-5001 y PCS-1015 fueron evaluadas
por treinta miembros de panel consumidores, que asignaron valores relativos a cada muestra para agrado global,
dulzor, sabor a vainilla, nota tostada, y regusto en una escala de intensidad continua de 10 pt como se esboza en la

tabla 7.

Tabla 6: Refresco con sabor a cola para evaluacion sensorial

Muestra: ReducciénMuestra: Reduccion
FORMULA DE Control: reduccion| de aziicar del 30% | de azicar del 30%
BEBIDA DE COLA de azicar del 30% | con PCS-5001 con PCS-1015
Agua 91.68 91.67 91.67
Azucar 7.89 7.89 7.89
Sabor Cola - Flavor Systems 0.375 0.375 0.375
Acido fosforico al 85% 0.0333 0.0333 0.0333
Cafeina 0.0100 0.0100 0.0100
Glucosido de estevia 0.0100 0.0100 0.0100
PCS8-5001 0.0110
PCS-1015 B 0.0080
Total 100 100 100

Tabla 7: Evaluacion sensorial del refresco carbonatado con sabor a cola

o Naturaleza de los participantes

Empleados de la empresa

e Numero de sesiones

1

e Numero de participantes:

30

e Disefio de ensayo:

Equilibrado, aleatorizado con par. Enmascarado

e Meétodo de ensayo sensorial:

Clasificacion de intensidad y aceptacion

e  Condiciéon ambiental

Luz de reservado estandar

e  Atributos y escalas:

extremadamente

e Aceptacion global en una escala hedoénica de 10 pt donde 10 = gusta extremadamente y 0 = disgusta

e Agrado global, dulzor, sabor a vainilla, nota tostada, y regusto dulce. Escala de intensidad continua
de 10 pt donde 0 = imperceptible y 10 = extremadamente pronunciado

e Analisis estadistico:

ANOVA (por bloque) con prueba de Duncan post hoc

e Tamano de muestra

~1,5 0z. en un vaso de plastico tapado transparente

Temperatura refrigerada (—~45°F)
Muestras servidas simultaneamente. Se instruyo a los panelistas
para leer la lista de ingredientes

e Temperatura de servicio
e Instruccion de servicio/panelistas:

La figura 2 muestra la modificacion de los perfiles de sabor y dulzor causada por la adicion de extracto de estevia
(PCS-5001). Los resultados indicaron que la muestra que contenia extracto de estevia PCS-5001 y la muestra que
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contenia PCS-1015 tuvieron significativamente mayor sabor a cola, sabor a vainilla, notas de especia tostada y agrado
global comparado con las muestras control (a una confianza del 95%). La muestra que contenia PCS-5001 tuvo
direccionalmente menor amargor, e intensidad de regusto amargo comparada con las muestras control (confianza del
90% vy el 95%, respectivamente). La muestra que contenia PCS-1015 tuvo direccionalmente menor amargor, e
intensidad de regusto dulce comparado con las muestras control (a confianza del 80%). Ademas, la muestra con
extracto de estevia (PCS-1015) tuvo significativamente menos regusto amargo comparada con la muestra control (a
confianza del 95%).

Ejemplo 3: Bebida de té con sabor a melocotén para evaluacién sensorial

Se desarrollé una bebida de té negro con sabor a melocoton para evaluar los efectos del EXTRACTO DE ESTEVIA
sobre el perfil de dulzor y sabor de la bebida que estaba edulcorada con azucar y edulcorante de estevia para alcanzar
una reduccion de azucar del 30% (tabla 8). Las muestras con y sin EXTRACTO DE ESTEVIA fueron evaluadas como
se esboza en el ejemplo 2 por treinta miembros de panel consumidores, que asignaron valores relativos a dulzor,
amargor, sabor a melocotén, sabor a té, intensidad de acido, astringencia, y regusto en una escala de intensidad
continua de 10 pt donde 0 = imperceptible y 10 = extremadamente pronunciado.

Tabla 8: Muestras de bebida de té con sabor a melocotén para evaluacion sensorial

Té con azicar |[Té con azicar reducido[Té con azicar reducido
reducido con PCS-5001 con PCS-1015

Agua 95.71 95.70 95.71
Sacarosa 3.850 3.850 3.850
Té negro en polvo 0.275 0.275 0.275
Acido citrico 0.0880 0.0880 0.0880
Sabor melocoton 0.0330 0.0330 0.0330
Citrato de sodio 0.0150 0.0150 0.0150
Sorbato de potasio 0.0150 0.0150 0.0150
Glucésido de estevia 0.0140 0.0140 0.0140
Extracto de estevia PCS-5001 . 0.0120

Extracto de estevia PCS-1015 0.0080
Goma xantana - TIC 0.0013 0.0013 0.0013

La figura 3 muestra la modificacion de los perfiles de sabor y dulzor causada por la adicion de EXTRACTO DE
ESTEVIA (PCS-5001) en la bebida de té helado con sabor a melocoton. Los resultados indicaron que la muestra que
contenia PCS-5001 tuvo significativamente mayor sabor a melocoton, y agrado global (a una confianza del 95%). La
muestra que contenia PCS-5001 tuvo significativamente menor astringencia que la muestra control (confianza del
95%). Los resultados mostrados en la figura 4 indicaron que la muestra de prueba que contenia PSC-1015 tuvo mayor
sabor a melocoton, sabor a té negro, y agrado global (a confianza del 95%). La muestra contenia PCS-1015 también
tuvo significativamente menor astringencia, intensidad dulce, intensidad amarga, y regusto amargo que la muestra
control (a confianza del 95%). Ademas, la muestra de PCS-1015 tuvo menor intensidad de regusto dulce que la
muestra control (a confianza del 90%).

Ejemplo 4: Efecto del extracto de estevia sobre la modificacion de sabor de aplicaciones saladas

Se desarrollé una mezcla de condimentos para determinar el efecto de modificacién del sabor del extracto de estevia
en una mezcla de condimentos en muestras de cacahuetes tostados con azucar reducido. Treinta miembros de panel
consumidores evaluaron dos muestras de los cacahuetes para aceptacion global e intensidades de atributos (sabor
global, salado, dulzor, sabor ahumado, intensidad de picante/especia, sabor a cacahuete, sabor a chile en polvo,
amargor e intensidad de regusto dulce persistente). Las dos muestras (Tabla 9) incluian: 1) muestra control con aztcar
reducido al 50% que contenia glucésidos de estevia, y 2) muestra de prueba con azicar reducido al 50% que contenia
glucosido de estevia y extracto de estevia, PCS-5001 o PCS-1015.

El objetico de la prueba era determinar si la adicion de extracto de estevia afecta al perfil de sabor de un alimento para
picar salado. Los resultados indicaron que la adicion de PCS-5001 a 110 ppm y PCS-1015 a 70 ppm proporcionaron
modificacion de sabor (Figura 5). Las muestras de prueba que contenian PCS-5001 110 ppm tuvieron
significativamente mayor intensidad de sal, sabor ahumado, e intensidad amarga comparado con el control (confianza
del 95%). La muestra de prueba también tuvo menor intensidad dulce que el control (confianza del 95%). Ademas, la
muestra de prueba que contenia extracto de estevia tuvo direccionalmente mayores notas de especia y chile
(confianza del 90%). La muestra de prueba que contenia PCS-1015 tuvo significativamente mayor intensidad de sal
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que la muestra control (a confianza del 95%). La muestra de prueba mostré6 un aumento en la intensidad de
picante/especia, y sabor a chile comparada con el control.

Tabla 9: Efecto del EXTRACTO DE ESTEVIA en aplicaciones de picar y condimento

Glucésido  |Glucésido de esteviol Glucésido de esteviol|
de esteviol |+ Extracto de estevia|+ Extracto de esteviaé
Cacahuetes sin sal 86.8 86.8 86.8
Aceite vegetal 2.93 2.93 2.93
Azlcar 5.88 5.88 5.88
Sal 2.93 293 2.93
Chile en polvo 0.174 0.174 0.174
Comino en polvo 0.286 0.286 B 0.286
Ajo en polvo 0.156 0.156 0.156
Pimienta cayena 0.156 0.156 0.156
Humo liquido 0.729 0.729 0.729
Glucosido de esteviol 0.0243 0.0243 0.0243
PCS-5001 ) 0.0110
pesois | 00070
Peso total (g) 100 100 100

Tabla 10: Evaluacion sensorial de aplicaciones de picar y condimento

Naturaleza de los participantes Empleados de la empresa
Numero de sesiones 1
Numero de participantes: 30
Disefio de ensayo: Equilibrado, aleatorizado con par. Enmascarado
Método de ensayo sensorial: Clasificacion de intensidad y aceptacion
Condicion ambiental Luz de reservado estandar
Atributos y escalas:

Aceptacion global en una escala hedonica de 9 pt donde 9 = gusta extremadamente, 5 = ni gusta ni disgusta y
1 = disgusta extremadamente
Sabor global, salado, dulzor, intensidad de ahumado, intensidad picante/especia, sabor a cacahuete, chile en
polvo e intensidad de regusto (dulce y amargo) en una escala de intensidad continua de 10 pt donde 0 =
imperceptible y 10 = extremadamente pronunciado

Comentarios generales abiertos

e Analisis estadistico: ANOVA (por bloque) con prueba de Duncan post hoc
e Tamafio de muestra ~1,5 0z. en un vaso de plastico tapado transparente
e  Temperatura de servicio Temperatura refrigerada (~70°F)

e Instruccién de servicio/panelistas: | Muestras servidas simultaneamente. Los panelistas evaluaron cada
muestra una vez.

Ejemplo 5: Modificacion de sabor de salsa y preparacion vegetal

Se desarrollé una preparacion de kétchup para determinar el efecto de modificacion de sabor de extracto de estevia
(PCS-1015). Un panel de treinta empleados de empresa evalud la aceptacion global e intensidades de atributos
(tomate, cebolla, vinagre, dulce, salado, amargor y regusto) de cada muestra. Se adopté la metodologia de evaluacion
sensorial esbozada en el ejemplo 4 para las muestras de la salsa como se presenta en la tabla 11.

10
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Tabla 11: Efecto de PCS-1015 (extracto de estevia) sobre kétchup

Glucosido de esteviol
Glucosido de esteviol Lon extracto de estevia

Zumo de tomate (tamizado) 52,4863 52.4793
Puré de tomate 24.6236 | 24.6236
[ Vinagre blanco destilado 11.3454 | ' 11.3454
Agua 15845 | 1.5845
Pasta de tomate 5.8311 5.8311
Cebollaenpolvo | 0.8649 | 0.8649
Sal | 05811  0.5811
Glucésido de esteviol 0.032 0.032
Extracto de extevia (PCS 1015) ‘ 0.007
Total | 100 100

La figura 6 muestra la modificacion de los perfiles de sabor y dulzor causada por la adicién de extracto de estevia
(PCS-1015). Los resultados indican que las muestras de prueba que contenian extracto de estevia, PCS-1015,
tuvieron un aumento significativo en notas herbales, y notas saladas (cebolla/ajo) en un intervalo de confianza del
95%. La muestra de prueba que contenia PCS-1015 tuvo direccionalmente menor amargor, regusto amargo y agrado
global en un intervalo de confianza del 90% comparada con la muestra control.

Ejemplo 6: Efecto de PCS-1015 (extracto de estevia) sobre la modificacion de sabor de aplicaciones lacteas

Se desarrollé una bebida lactea con sabor a chocolate para determinar el efecto de modificacién de sabor de extracto
de estevia (PCS-1015) en bebida lactea. El panel evalué muestras de la leche con chocolate para aceptacion global
e intensidades de atributos (sabor a chocolate, notas lacteas, dulzor, amargor y regusto). Las dos muestras (Tabla 12)
incluian: 1) muestra control con azucar reducido al 50% que contenia glucésidos de estevia, y 2) muestra de prueba
con azucar reducido al 50% que contenia glucésidos de estevia y 80 ppm de extracto de estevia PCS-1015.

Tabla 12: Efecto PCS-1015 (extracto de estevia) sobre bebida lacteas saborizada

Reduccion de aziicar) Reduccion de azicar total
total del S0% con | del 50% con extracto de
Formula lactea glucdsido de esteviol | estevia y glucésido de esteviol
Leche con grasa
reducida al 2% 96.5803 96.5753
Azucar 2.40 2.40
Cacao en polvo 0.80 0.80
Palsgaard 150
ChoMilk 0.20 0.20
Glucoésidos de esteviol 0.0197 0.0197
PCS-1013 0.080
Total 100 100

11
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Tabla 13: Evaluacion sensorial de bebida lactea

e Naturaleza de los participantes Empleados de la empresa
e Numero de sesiones 1
e Numero de participantes: 30
e Diseno de ensayo: Equilibrado, aleatorizado con par. Enmascarado
e Meétodo de ensayo sensorial: Clasificacion de intensidad y aceptacion
e Condicion ambiental Luz de reservado estandar
e Atributos y escalas:

e Aceptacion global en una escala hedoénica de 10 pt donde 10 = gusta extremadamente y 0 = disgusta
extremadamente

e Agrado global, dulzor, amargor, notas lacteas, chocolate, y regusto. Escala de intensidad continua de
10 pt donde 0 = imperceptible y 10 = extremadamente pronunciado

e Analisis estadistico: ANOVA (por bloque) con prueba de Duncan post hoc
e Tamano de muestra ~1,5 0z. en un vaso de plastico tapado transparente
e  Temperatura de servicio Temperatura refrigerada (—45°F)

e Instruccion de servicio/panelistas: | Muestras servidas simultaneamente. Se instruyo a los panelistas
para leer la lista de ingredientes, evaluar cada muestra

La figura 7 muestra la modificacion de los perfiles de sabor y dulzor causados por la adicion de extracto de estevia
(PVS-1015. Los resultados indican que la muestra con azucar reducido al 50% que contiene edulcorante de glucosido
de esteviol y extracto de estevia, PCS-1015, tuvo significativamente mayor sabor a chocolate.

Ejemplo 7: Efecto de extracto de estevia (PCS-5001) sobre la modificacion de sabor de aplicaciones de
productos horneados

Se desarrollé una formulacion de magdalena con sabor a limén y semilla de amapola para determinar el efecto de
modificacion de sabor de extracto de estevia (PCS-5001) en aplicaciones de productos horneados. Para probar la
contribucion de PCS-5001 en productos horneados, se hornearon magdalenas de semilla de amapola con sabor a
limén con una formulacion reducida en azucar un 45% con glucosido de esteviol como control, y formulacién reducida
en azucar con glucésido de esteviol y extracto de estevia (PCS-5001) como la muestra de prueba como se muestra
en la tabla 14. Un panel de consumidores de treinta miembros evalu6 las dos muestras de magdalenas de semillas
amapola y limén para varios atributos (sabores de limén, vainilla, notas tostadas, regusto dulce & amargo).

Tabla 14: Efecto PCS-5001 (extracto de estevia) sobre productos horneados

Glucosido de esteviol [Glucdsido de esteviolcon |
Ingredientes (400 ppm) Control extracto de estevia (120 ppm
Ingredientes SECOS
Sacarosa 12.3722 12.3682
Harina de todo uso 17.6434 17.6434 |
Harina de trigo integral 5.8763 5.8763
Semillas de amapola 1.0648 1.0648
Maltodextrina - 10DE 2.1368 2.1368
Fibersol2 (ADM/Matsutani) 1.0648 1.0648
Alidon modificado - Inscosity 656 1.0648 1.0648
Sabor limon - Firmenich 0.8860 0.8860
Sal (cloruro de sodio) 0.7479 0.7479
Levadura quimica 1.0648 1.0648
Bicarbonato 0.3205 0.3205
Glucésido de esteviol 0.0400 0.0400
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Glucosido de esteviol ;Glucésido de esteviol con

Ingredientes (400 ppm) Control extracto de estevia (120 ppm
Extracto de estevia (PCS-5001) 0.0120
Ingredientes himedos
Leche, 2% 27.2444 27.2444
Aceite de soja 11.7525 11.7525 |
Huevos enteros 8.5473 8.5473
Agua 5.3420 5.3420
Yogur, natural desnatado 1.6026 1.6026
Zumo de limon, 100% 0.6410 0.6410
Extracto de vainilla 0.5342 0.5342 |

100 100

La figura 8 muestra la modificacion de los perfiles de sabor y dulzor causados por la adicién de extracto de estevia
(PCS-5001). El panel encontré que la adicion de extracto de estevia proporcionaba un aumento en nota tostada que
la muestra control sin extracto de estevia (a confianza del 90%).

Ejemplo 8: Efecto de extracto de estevia (PCS-5001) sobre la modificacion de sabor de aplicaciones con sodio
reducido

Se desarrollé una formulacion de chips de tortilla reducida en sal un 30% para determinar el efecto de modificacion de
sabor de extracto de estevia (PCS-5001) en aplicaciones reducidas en sal. Para probar la contribucién de PCS-5001
en una aplicacién reducida en sal, chips de tortilla con sabor a queso cheddar se recubrieron con una formulacion de
sal control, y una formulacion reducida en sal un 30% con extracto de estevia (PCS-5001) como una muestra de
prueba como se muestra en la tabla 15. Un panel de consumidores de dieciséis miembros evalué dos muestras de
chips de tortilla con sabor a queso cheddar para diferentes atributos (intensidad dulce, salado, sabor a queso, notas
lacteas, sabor a maiz, amargor, y regusto dulce & amargo).

La figura 9 muestra la modificacion de sabor y percepcion de sal causada por la adiciéon de extracto de estevia (PCS-
5001). El panel encontré que la adicion de extracto de estevia en una formulacion reducida en sal un 30%
proporcionaba un aumento en la percepciéon de sal, paridad con el control con sodio total. Ademas, el extracto de
estevia proporcionaba un aumento en la intensidad de dulzor y nota lactea mayor que la muestra control son extracto
de estevia (a confianza del 95%39.

Tabla 15: Chips de tortilla con queso cheddar y 30% menos sodio

P Control 30% menos sal
Chips de maiz \ 78 78.33 -
Condimento de queso ' 10 10.04
Aceite vegetal I 11 11.05
Sal afiadida 1 0.57
PCS-5001 0.0l
Peso total (g) 100 100.00 |

Ejemplo 9: Efecto de extracto de estevia (PCS-5001) sobre la modificacion de sabor de aplicaciones de carne
seca

Se desarrollé una formulacion de cecina de vacuno para determinar el efecto de modificacion de sabor de extracto de
estevia (PCS-5001) en aplicaciones de carne seca. Para probar la contribuciéon de PCS-5001 en una aplicacion se
carne seca, se marino filete de falda con una formulacién control de azucar reducido, y una formulaciéon de azucar
reducido un 30% con glucésidos de esteviol y extracto de estevia (PCS-5001) como una muestra de prueba como se
muestra en la tabla 16. Un panel de consumidores de veinte miembros evalué dos muestras de cecina de vacuno para
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diferentes atributos (intensidad de dulzor, salado, pimienta negra, sabor a teriyaki, intensidad de tipo grasa, sabor a
vacuno y regusto dulce).

La figura 10 muestra la modificacion del sabor y percepcion de sal causada por la adiciéon de extracto de estevia (PCS-
5001). El panel encontré que la adicion de extracto de estevia en una formulacion con azucar reducido un 30%
proporcionaba un aumento en la percepcién de sal.

Tabla 16: Cecina de vacuno reducida en azticar un 30%

Control (%) Extracto de estevia
Filete de falda 75.44 75.44
Vinagre balsamico 10.15 10.15
Sal o 2.46 2.46
Pimienta - 0.83 0.83
Azlcar 6.88 6.88
Humo liquido 0.86 0.86
| Agua

Ajo en polvo 0.44 0.44
Cebolla en polvo | 0.44 0.44
Glucosido de esteviol ' 0.018 0.018
PCS-5001 (extracto de estevia) 0.0100
Salsa Worcestershire | 2.46 - 2.46

i' 100 100

Ejemplo 10: Efecto de extracto de estevia (PCS-5001) en la modificaciéon de sabor de aplicaciones de sodio
reducido en salsa de carne marrén

Se desarrollé una formulacion de salsa de carne marrén reducida en sodio un 30% para determinar el efecto de
modificacion de sabor de extracto de estevia (PCS-5001) en aplicaciones reducidas en sal. Para probar la contribucion
de PCS-5001 en una aplicacién reducida en sal, una formulacién de salsa de carne marrén reducida en sodio un 30%
y una formulacion reducida en sodio un 30% con extracto de estevia (PCS-5001) como una muestra de prueba. Un
panel de consumidores de treinta miembros evalué dos muestras de salsa de carne marrén para diferentes atributos
(intensidad de dulzor, salado, pimienta negra, sabor a vacuno, y notas de cebolla/salado, amargor y regusto dulce &
amargo).

La figura 11 muestra la modificacion de sabor y percepcion de sal causada por la adicién de extracto de estevia (PCS-
5001). El panel encontré que la adicion de extracto de estevia en una formulacion reducida en sal un 30%
proporcionaba un aumento en la percepcion de sal comparada con un control reducido en sodio un 30%. Ademas, el
extracto de estevia proporcioné un aumento en nota salada y a pimienta negra mayor que la muestra control sin
extracto de estevia (a confianza del 95%). También hubo un descenso en el regusto amargo.

Ejemplo 11: Efecto de extracto de estevia sobre la modificacion de sabor de producto lacteo

Para evaluar la contribucion de PCS-1015 (MLD-1), un extracto de estevia, a un producto lacteo, se prepararon dos
muestras de leche con chocolate con azucar reducido un 50% y fueron probadas por un panel de consumidores de 30
empleados de la empresa. El panel de consumidores evalué esas dos muestras de leche con chocolate para
aceptacion global e intensidades de atributos (sabor a chocolate, notas lacteas, dulzor, amargor y regusto) en dos
sesiones. En la sesion uno, las dos muestras incluian: 1) una muestra control con azucar reducido un 50% que
contenia PureCircle Alpha (edulcorante de glucésidos de esteviol) y 2) una muestra de prueba con azucar reducido
un 50% que contenia PureCircle Alpha y PCS-1015 (MLD-1) 70 ppm. En la sesion dos, las dos muestras incluian: 1)
una muestra control con azicar reducido un 50% que contenia PureCircle Alpha (edulcorante de glucésidos de
esteviol) y 2) una muestra de prueba con azucar reducido un 50% que contenia PureCircle Alpha y PCS-1015 (MLD-
1) 80 ppm. La tabla 17 muestra la formula de las muestras control y de prueba de azucar reducido un 50%.
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Tabla 17: Leche con chocolate reducida en azticar un 50% con PCS-1015

Reduccion de azucar{Reduccion de azicar
Reduccion de azicar total del 50% con  |total del 50% con PC
total del 50% con | PC Alpha & Alpha & PCS-1015
Formula lactea PureCircle Alpha | PCS-1015
Leche reducida en grasa al 2% 96.5803 96.5743 96.5753
Azucar 2.40 2.40 2.40
Cacao en polvo 10/12 0.80 0.8 0.80
Palsgaard 150 ChoMilk 0.20 0.2( 0.20
PureCircle Alpha 0.0197 0.0197 0.0197
PCS-1015 (MLD-1) 0.007C 0.0080
Total 100 100 100

La tabla 18 muestra los resultados sensoriales con las dos muestras de prueba. Ambas muestras de prueba mostraron
el impacto del extracto de estevia (PCS 1015) sobre as notas de sabor a chocolate y nota lactea. A nivel de uso de 80
ppm, la muestra de leche con chocolate mostré mejor perfil de dulzor y agrado global que la muestra control. La figura
12 muestra la comparacion del perfil de sabor entre el control y la muestra de prueba con extracto de estevia PCS
1015 80 ppm.

Tabla 18: Resumen de la aceptacion global y resultados de intensidad de atributo media para cada muestra de
leche con chocolate con azucar reducido ensayado por 30 miembros de panel.

Resumen de puntuaciones medias, Valores P, y significancia
Cadigo resultado de prueba - leche con chocolate con MLD-1 70 ppm
Atributo 197 ppm de Alpha | 70 ppm de Valor P Sig
solo (Control) MLD-1conPC
; Alpha
Intensidad dulce 8.85 8.89 0.8555 NS
Sabor a chocolate 6.82b 7.70 a 0.0482 R
Nota lactea 3.61b 4.192a 0.1934 *
Amargor 0.84 0.83 0.9500 NS
Regusto amargo 0.74 0.70 0.6096 NS
Regusto dulce 3.02 3.15 0.7232 NS
Agrado global 7.12 7.42 0.5114 NS
Resumen de puntuaciones medias, Valores P, y significancia
Codigo resultado de prueba - leche con chocolate con MLD-1 80 ppm
Atributo 197 ppm de Alpha | 80 ppm de Valor P Sig
solo (Control) MLD-1conPC
Alpha
Intensidad dulce 8.90b 9.05a 0.1557 *
Sabor a chocolate 6.89b 7.53a 0.0048 b
Nota lactea 4.12b 444a 0.1470 *
Amargor 0.49 0.35 0.2473 NS
Regusto amargo 0.71a 0.55b 0.1824 *
Regusto dulce 2.66 2.82 0.5177 NS
Agrado global 6.49b 6.89 a 0.1908 *

*= |C del 80%, ** = IC del 90%, ***= IC del 95%

Ejemplo 12: Efecto de extracto de estevia sobre postres (crema de vainilla)

Para evaluar la contribucion del extracto de estevia, PCS-1015 en gelatina y pudines, se probaron dos muestras de
crema de vainilla reducidas en calorias un 30%: 1) edulcorada con PureCircle Alpha, un edulcorante de estevia de
PureCircle, 2) edulcorada con PureCircle Alpha y PCS-1015 (MDL-1). La tabla 19 muestra la formulacién de las
muestras control y de prueba. Un panel de 30 panelistas entrenados con extensa experiencia en perfil de atributos
sensoriales catdé ambas muestras.
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Para preparar la muestra, mezclar el PureCircle Alpha y el ingrediente de prueba (PCS-1015) con los ingredientes
secos. Afadir los ingredientes secos a la leche usando buena agitaciéon. Calentar a fuego bajo hasta que todos los
ingredientes se disuelvan. Calentar a 95°C durante 10 minutos para cocinar los almidones. Anadir sabores, agitarlo,
enfriar, agitarlo antes de colocarlo en la nevera. Servir frio en tazas de 1 oz.

Tabla 19: Postre de azucar reducido (crema de vainilla) con PCS-1015

ES 2817049 T3

El panel entrenado encontré que la muestra de prueba tenia intensidad dulce mas fuerte, vainilla, notas de sabor lacteo
y agrado global a confianza del 80%. La muestra que contenia extracto de estevia también tuvo nota de huevo
significativamente mayor a confianza del 95%. La figura 13 muestra la interpretacion pictérica de la diferencia sensorial

entre las muestras control y de prueba.

Tabla 20: Resumen de la aceptacion global y resultados de intensidad de atributo media para postre con azucar

reducido (crema de vainilla) con PCS-1015

Control con PureCircle | Prueba con PureCircle
Alpha |Alpha con extracto de estevia
Leche (1% de grasa) 94.27 94.27
Sacarosa 4.00 4.00
Almidon Perma Flo Tate & Lyle 1.25 i 1.25
Carragenano TIC 0.09 l 0.09
Sal 0.06 0.06
Beta caroteno ROHA 0.05 0.05
Sabor vainilla francesa UV 420-066-7 0.13 0.15
Glucosido de esteviol 0.0166 0.0166
Extracto de estevia -~ 0.0080
Total 100 100

70 ppm de
Atributo 16:()7:2:::::27;'3 MLD-1con | V2T | g
Alpha
Intensidad dulce 7.01a 7.13b 0.1095 *
Sabor a vainilla 3.22a 35b 0.1299 *
Nota de huevo ) 1.22a 1.56 b 0.0497 ok
Lacteo/Cremosidad 3.04a 3.22b 0.1164 *
Amargor 0.43 05 . 0.3001 NS
Regusto amargo 0.36 0.38 0.7692 NS
Regusto dulce 2.23 2.24 0.8794 NS
Agrado global 6.49 a 6.87 b 0.1149 *
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REIVINDICACIONES

Una composicion modificadora de gusto y sabor que comprende los principales glucosidos de esteviol que
comprende Reb A, Reb C, Reb D y esteviésido, y moléculas vegetales derivadas de diterpeno glucosiladas,
derivadas de una planta Stevia rebaudiana, en donde el contenido de cada uno de los cuatro principales
glucdsidos de esteviol varia entre el 1% al 25% de la composicion.

La composicion modificadora de gusto y sabor de la reivindicacion 1, en donde el contenido en Reb A es entre
el 5% al 20%, el contenido de Reb C entre el 1% al 25%, el contenido en Reb D entre el 1% al 20%, y el
contenido el esteviosido del 2% al 15%.

La composicion modificadora de gusto y sabor de la reivindicacién 1, que comprende ademas glucosidos de
esteviol minoritarios y derivados diterpénicos glucosilados que comprenden rebaudioésidos E, N y O; en donde
el contenido de cada uno de estos glucdsidos de esteviol minoritarios y sus derivados es menor del 10% de la
composicion.

La composicion modificadora de gusto y sabor de la reivindicacion 1, que comprende ademas otros glucosidos
de esteviol minoritarios y derivados que comprenden esteviolbidsido, rubusésido, dulcésido, y rebaudiésidos B,
F, G, H, K, L, M; en donde el contenido de cada uno de estos glucésidos de esteviol minoritarios y sus derivados
es menor del 5% de la composicion.

Un alimento o producto para beber que tiene un perfil de gusto y sabor intenso, que comprende la composicion
modificadora de gusto y sabor de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 a concentraciones que varian entre 1
a 1000 ppm, preferiblemente de 5 a 250 ppm, para proporcionar modificacién de sabor y gusto con potenciacion
de dulzor limitada o no significativa.

El alimento o producto para beber de la reivindicacion 5, seleccionado del grupo que consiste en: un refresco
carbonatado, un zumo de frutas, una bebida alcohdlica, un alimento lacteo, una bebida lactea, un postre, un
producto horneado, un producto de cereal, un confite, una salsa, una salda de carne, un alifio, un producto
carnico, un aderezo & condimento, un producto para picar y un edulcorante de mesa.

El alimento o producto para beber de la reivindicacion 5, en donde el perfil intenso de gusto y sabor esta mas
potenciado que un perfil comparativo de gusto y sabor de un alimento o producto para beber comparativo que
no incluye la composicion modificadora de gusto y sabor.

El alimento o producto para beber de la reivindicacién 5, en donde la sensacién en boca, la percepcion dulce,
salada o de gusto global de dicho alimento o producto para beber esta mejorada en relaciéon a una sensacion
en boca, percepcion dulce, salada o de gusto global de un alimento o producto para beber comparativo que no
incluye la composicion modificadora de gusto y sabor.

Un método de
(i) aumentar una intensidad de gusto y sabor de un alimento o producto para beber, o
(i)  mejorar una percepcion de sal y reducir un contenido de sodio de un alimento o producto para beber, que

comprende un alifio, un producto carnico, un producto de picar, una salsa o una salsa de carne

que comprende la etapa de afiadir la composicion modificadora de gusto y sabor de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 a un alimento o producto para beber.

Un método para hacer una composicion modificadora de gusto y sabor de cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4, que comprende las etapas de:

a. extraer extracto de estevia que contiene glucdsidos de esteviol de hojas de una planta de Stevia

rebaudiana; y
b. eliminar los glucosidos de esteviol en exceso.
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FIGURA2

Extracto de estevia en CSD con sabor a cola

PCS-5001 en té negro con sabor a melocoton

{

' A

Sabor a
melocotd

Sabor a

n té negro

100 ppm de glucdsidos de esteviol (Control) &3 110 ppm de PCS-5001 con glucdsidos de esteviol & 80 ppm de PSC-1015 con glucdsidos de esteviol
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FIGURA3
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FIGURA4

PCS-1015 en té negro con sabor a melocoton l

i

m 140 ppm de glucosido de esteviol solo (Control) & 80 ppm de extracto de estevia con glucosidos d eviol |

A . |

Intensidad dulce  Sabor a Sabor a Astringencia Amargor  Regusto amargo Regusto dulce  Agrado global
melocoton té negro
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e

FIGURAS

Mezcla de condimentos que contiene extracto de estevia
m 243 ppm de glucésido de esteviol @ 100 ppm de PC:! cosido de esteviol @70 ppm de PCS-1015 con glucdsido de esteviol

Intensidad Salado Sabor Picante/ Sabora Chileenpolvo  Amargor Regusto Regusto Agrado |
dulce ahumado  Especia  cacahuete amargo dulce global
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Figura 6

PCS-1015 en kétchup

w320 ppm de glucosido de esteviol (Control) K170 ppm de extracto de estevia con glucésido de esteviol
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FIGURAY

Bebida lactea con sabor a chocolate

197 ppm de glucésido de esteviol en leche con chocolate

Sabor a Nota lactea  Amargor Regusto Regusto Agrado |
chocolate amargo dulce global
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FIGURA8

PCS-5001 en magdalena con sabor a limén y semillas de amapola

m 420 ppm de glucosidos de esteviol (control) v 120 ppm de extracto de estevia (PCS5001) con glucosidos de esteviol
7
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Figura 9
PCS-5001 en chips de tortilla con sabor a queso cheddar
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Figura 10

PCS-5001 en cecina vacuna

Pimienta negra Sabor a teriyaki

PCS-5001 en aplicacion de salsa de carne

ducida en sodio un 30%

 msalsadecamere
(NSA) control
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Figura 12

PCS-1015 en aplicacion lactea
Efecto del extracto de estevia PCS 1015 en diferentes atributos sensoriales

m 197 ppm de glucosidos de esteviol

¥ 80 ppm de extracto de estevia con glucésidos
e esteviol e et —

_ . ///

Intensidad dulce  Sabor a chocolate  Nota lactea Amargor Regusto amargo Regusto dulce Agrado global

~ Figura13
PCS-1015 en aplicacion de crema de vainilla

8
w 166 ppm de glucdsido de esteviol solo (Control) - & 70 ppm de extracto de estevia con glucosido de esteviol

3 N
§
N - §
Intensidad dulce  Sabor a vainilla Nota de huevo Lactea/ Amargor Regusto amargo  Regusto dulce  Agrado global

Cremosidad
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