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DESCRIPCION
Método de produccion de compuestos de inclusion de flavonoide
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método de produccién de un compuesto de inclusién de flavonoide, un compuesto
de inclusion de flavonoide, una composicién que contiene compuesto de inclusion de flavonoide, una composicion de
glucésidos de isoquercitrina, una composicion de glucosidos de hesperetin-7-glucésido, una composicion de
glucdésidos de naringenin-7-glucdsido, producto alimenticio, un articulo que comprende uno o mas compuestos o
composiciones, en donde el articulo es un producto alimenticio, un medicamento, o un cosmético, y un método para
mejorar la solubilidad de un flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramnoésido.

El método se caracteriza por la presencia de una ciclodextrina y el uso de una enzima que tiene una actividad
ramnosidasa, y los compuestos y composiciones son como se define adicionalmente en las reivindicaciones.

Antecedentes de la técnica

Como los flavonoides tienen un efecto antioxidante, los flavonoides se han utilizado para la prevencion del deterioro
del sabor de los alimentos, la prevencion de la decoloracion del color y similares, y listas de aditivos alimentarios,
aditivos y antioxidantes ya existentes de Japon han reportado numerosas sustancias que contienen flavonoides como
principio activo como las catequinas, rutinas modificadas enzimaticamente, extractos de rutina, extractos de té,
extractos del arbol chino de la cera. Ademas, como acciones fisiolégicas de los flavonoides, se han informado
antitumoral, reduccion de colesteroles, disminucion de la presion arterial, reduccion de azucares en la sangre,
reduccion en las grasas corporales y similares, y los flavonoides se han usado ampliamente en medicamentos,
producto alimenticio, alimentos sanos, alimentos para un uso médico especifico, cosméticos y similares.

Los flavonoides estan contenidos en vegetales, frutas, tés y similares, y se conocen 3.000 o mas tipos de flavonoides,
pero muchos de los flavonoides son escasamente solubles en agua, de modo que es dificil usar flavonoides para los
alimentos, bebidas, medicamentos o cosméticos que requeririan una capacidad facilmente soluble en agua, como en
bebidas refrescantes, agentes acuosos y similares. Por ejemplo, una solubilidad de hesperidina o rutina que es un
flavonoide representativo es 0,01 % o menos, de modo que es dificil usarlo para refrescar bebidas, lociones cosméticas
o similares.

Los flavonoides escasamente solubles pueden clasificarse en los que tienen una estructura de ramndsido y los que
no tienen una estructura de ramnésido, y se ha informado que la isoquercitrina, hesperetin-7-glucésido, naringenina,
0 naringenin-7-glucdsido en que se escinde la ramnosa, tiene mayor biodisponibilidad en ratas que la rutina,
hesperidina, o naringina que tiene una estructura de ramnésido (Publicaciones no de patente 1 a 3).

Ademas, se sabe que la biodisponibilidad mejora y los efectos fisioldgicos se muestran efectivamente al incluir un
flavonoide escasamente soluble con una ciclodextrina o al someter un flavonoide escasamente soluble a
glucosidacion. En cuanto a un compuesto de inclusion, por ejemplo, se ha informado que un compuesto de inclusion
de isoquercitrina (1 M)-y-ciclodextrina (5 M) tiene una mayor velocidad de absorciéon corporal que la isoquercitrina
(publicacion de patente 1), que en una experimentacion con ratones, un compuesto de inclusién de hesperetin-§-
ciclodextrina o similar tiene una mayor biodisponibilidad (AUC: 0 a 9 horas), y mayores efectos de las acciones de
supresion de reacciones alérgicas, acciones de mejora del torrente sanguineo y sensibilidad a las acciones de mejora
del frio que la hesperetina (publicacion de patente 2), y que un compuesto de inclusion de naringeninahidroxipropil -
ciclodextrina tiene una biodisponibilidad elevada (rata), una VLDL reducida (lipoproteina muy baja) y una mayor
velocidad de eliminacion de glucosa en comparacion con la naringenina (Publicacion no de patente 4). En cuanto a la
glucosidacion, por ejemplo, se ha informado que los efectos antialérgicos de los ratones estan en el orden de "rutina
modificada enzimaticamente < isoquercitrina < isoquercitrina modificada enzimaticamente" y una isoquercitrina
modificada enzimaticamente en la que se elimina una ramnosa y que es soluble en agua muestra los efectos mas
elevados (Publicacién no de patente 5).

Ademas de las publicaciones anteriores, se ha descrito un método para escindir una ramnosa de un flavonoide
escasamente soluble que tiene una estructura de ramndsido, por ejemplo, las publicaciones de patente 3 a 6. Se ha
descrito un método para incluir un flavonoide escasamente soluble con una ciclodextrina en, por ejemplo, las
publicaciones de patente 2, 7 y 8. Se ha descrito un método para someter un flavonoide escasamente soluble a la
glucosidacion en, por ejemplo, las publicaciones de patente 9 y 10. Ademas, la publicacién de patente 11 desvela un
método para la solubilizacion que incluye permitir que un flavonoide escasamente soluble esté copresente con una
saponina de soja y/o una composicion de glucosidos de malonil isoflavona como método para hacer que un flavonoide
escasamente soluble sea facilmente soluble en agua.

Ademas, se ha desvelado un método para mejorar la solubilidad en agua caracterizado por combinar un flavonoide
escasamente soluble con glucésidos flavonoides faciimente solubles en agua como un método para mejorar la
solubilidad de un flavonoide escasamente soluble (publicaciones de patentes 3 a 4 y 12), y un flavonoide soluble en
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agua caracterizado por que el flavonoide contiene una flavonoide-B-ciclodextrina escasamente soluble y una glicosil
hesperidina (publicacion de patente 8).

El documento WO 2010/11328 A1 desvela una composicion de isoquercitrina faciimente soluble en agua. Y. Lee et al
tratan la glucosilacion de flavonol y flavanonas por la ciclodextrina glucosiltransferasa de Bacillus en "Food Chemistry"
229 (2017) 75-83.

Referencias de la técnica anterior
Publicaciones de patentes

Publicacion de patente 1: Patente japonesa n.° 5002072

Publicacion de patente 2: Patente japonesa n.° 5000884

Publicacion de patente 3: Patente japonesa n.° 4902151

Publicacion de patente 4: Patente japonesa n.° 3833775

Publicacion de patente 5: Patente japonesa n.° 4498277

Publicacion de patente 6: Patente japonesa n.° 5985229

Publicacion de patente 7: Patente japonesa n.° 3135912

Publicacion de patente 8: Patente japonesa n.° 5000373

Publicacion de patente 9: Patente japonesa n.° 4202439

Publicacion de patente 10: Patente japonesa n.° 3989561

Publicacion de patente 11: Patente japonesa abierta a inspeccion publica n.° 2011-225586
Publicacion de patente 12: Patente japonesa abierta a inspeccion publica n.° Hei-07-10898

Publicaciones no de patente

Publicacién no de patente 1: British Journal of Nutrition, 102, 976-984, 2009

Publicacion no de patente 2: Biological & Pharmaceutical Bulletin, 32(12), 2034-2040, 2009

Publicacion no de patente 3: American Journal of Physiology: Gastrointestinal and Liver Physiology, 279, 1148-
1154, 2000

Publicacion no de patente 4: PLOS ONE (4), e18033, 2011

Publicacion no de patente 5: Journal of natural Medicines, Oct, 67(4), 881-6, 2013

Sumario de la invencion
Problemas que ha de resolver la invencion

Sin embargo, no se dice que los métodos de produccion descritos en las publicaciones anteriores de la técnica anterior
sean excelentes en eficiencia de produccion, y que los flavonoides obtenidos no satisfacen suficientemente la
solubilidad en agua, de modo que se desean mas mejoras.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un método facil y eficiente de produccion de un compuesto de
inclusién de flavonoide y una composicion de glucésidos flavonoides que tengan una excelente solubilidad en agua.
Ademas, un objetivo es proporcionar un compuesto de inclusion de flavonoide que tenga una excelente solubilidad en
agua, una composicion que contiene compuesto de inclusion de flavonoide, una composicién de glucésidos de
isoquercitrina, una composicion de glucdsidos de hesperetin-7-glucésido, una composicion de glucésidos de
naringenin-7-glucésido, producto alimenticio, medicamentos o cosméticos que contienen estos compuestos o
composiciones, y un método para mejorar la solubilidad de un flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura
de ramnosido.

Medios para resolver los problemas

La presente invencion se refiere a:
Un método de produccién de un compuesto de inclusiéon de flavonoide, un compuesto de inclusién de flavonoide,
una composicion que contiene compuesto de inclusién de flavonoide,

una composicion de glucosidos de isoquercitrina que contiene un compuesto representado por la siguiente formula
general (1):
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M
donde en la féormula general (1), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un numero entero de 0 0 1 o mas,

una composicion de glucosidos de hesperetin-7-glucosido que contiene un compuesto representado por la
siguiente formula general (2):

(2)

donde en la féormula general (2), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un numero entero de 0 0 1 o mas,

una composicion de glucosidos de naringenin-7-glucosido que contiene un compuesto representado por la
siguiente formula general (3):

{Glc)n-Gic-0

3)

donde en la formula general (3), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un nimero entero de 0 0 1 0 mas,
un articulo y

un método para mejorar la solubilidad de un flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de
ramnosido, todo tal como se define en las reivindicaciones.

Efectos de la invencion

Segun la presente invencion, se proporciona un método facil y eficiente de produccién de un compuesto de inclusién
de flavonoide y una composicion de glucoésidos flavonoides que tienen una excelente solubilidad en agua. Ademas, se
puede proporcionar un compuesto de inclusion de flavonoide que tiene una excelente solubilidad en agua, una
composicion que contiene compuesto de inclusion de flavonoide, una composicion de glucésidos de isoquercitrina,
una composicion de glucdsidos de hesperetin-7-glucésido, una composicion de glucésidos de naringenin-7-glucésido,
producto alimenticio, medicamentos o cosméticos que contengan estos compuestos o composiciones, y un método
para mejorar la solubilidad de un flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramnésido.

Breve descripcion de los dibujos

[FIG. 1] La figura 1 muestra un cromatograma de HPLC del Ejemplo 39.
[FIG. 2] La figura 2 muestra un cromatograma de HPLC del Ejemplo 40.

Modos para realizar la invencion

Como resultado del estudio de los objetivos anteriores, los presentes inventores han descubierto que se puede producir
un compuesto de inclusion de flavonoide al mismo tiempo que la escisién de una ramnosa a partir de un flavonoide
escasamente soluble que tiene una estructura de ramnosa en presencia de una ciclodextrina para escindir la ramnosa,
de modo que un compuesto de inclusién de flavonoide se pueda producir de manera mas eficiente que el método
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convencional en el que la etapa de escision y la etapa de inclusion se han llevado a cabo por separado. Ademas
sorprendentemente, los inventores han descubierto que el compuesto de inclusiéon de flavonoide obtenido segun el
método de produccion tiene una solubilidad en agua mas excelente que un compuesto de inclusién de flavonoide
producido segun el método de convencion. Segun la presente invencion, se usa ciclodextrina, sin embargo, diversos
oligosacaridos ciclicos podrian usarse de la misma manera. Tales oligosacaridos ciclicos muestran un compuesto en
el que los monosacaridos estan unidos en forma ciclica, y mas especificamente, los ejemplos incluyen ciclodextrano,
ciclofructano, cicloalternano, cluster dextrina y similares.

El método de produccion de un compuesto de inclusién de flavonoide de la presente invencion incluye una etapa de
escision que incluye tratar un flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramnésido con una enzima
que tiene una actividad ramnosidasa en presencia de una ciclodextrina para escindir una ramnosa.

La etapa de escision es una etapa de escisién de una ramnosa de un flavonoide escasamente soluble que tiene una
estructura de ramndsido para obtener un compuesto de inclusiéon de un flavonoide sin una estructura de ramnésido y
una ciclodextrina (también denominado "compuesto de inclusion de flavonoide"). La etapa de escision puede llevarse
a cabo mientras se deja reposar en un medio como agua o mientras se agita, o el aire en una camara de aire de un
sistema de reaccion puede reemplazarse con un gas inerte como nitrdgeno para evitar la oxidacion o el oscurecimiento
durante la reaccion, y también se puede afadir un antioxidante como el acido ascoérbico a un sistema de reaccion. La
etapa de escision puede terminarse mediante un método conocido tal como un método que incluye un método de
desactivacion de enzimas por calentamiento o similar.

El flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramnésido incluye los seleccionados de flavonoles,
flavanonas, flavonas e isoflavonas, y los que tienen una estructura en la que uno o mas, preferiblemente dos o mas
grupos hidroxilo estan unidos a un anillo de benceno de una cadena principal de flavonoide y que contiene una
ramnosa se puede usar. En el presente documento, "escasamente soluble" se refiere a una solubilidad en agua a
25 °C del 1,0 % en masa o menos, preferiblemente 0,1 % o menos, y mas preferiblemente 0,01 % en masa o menos.
Ejemplos especificos incluyen rutina, hesperidina, narirutina, naringina, diosmina, eriocitrina, micricitrina,
neohesperidina, luteolin-7-rutinésido,  delfinidin-3-rutinésido, cianidina-3-rutinésido, isoramnetin-3-rutindsido,
campferol-3-rutindsido, apigenin-7-rutindsido, acacetin-7-rutinésido, y sus derivados. Los derivados incluyen
compuestos acetilados, compuestos malonilados, compuestos metilados y similares.

La cantidad del flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramnédsido utilizada no esta
particularmente limitada, y la cantidad utilizada puede ser preferiblemente del 0,1 al 20 % en masa, mas
preferiblemente del 1 al 15 % en masa, e incluso mas preferiblemente del 2 al 14 % en masa en el sistema de reaccion.
Cuando los flavonoides escasamente solubles que tienen una estructura de ramnésido se usan en dos o mas tipos, la
cantidad utilizada se refiere a una cantidad total de la misma.

Las materias primas que contienen un flavonoide escasamente soluble que tienen una estructura de ramndésido
utilizada en el método de produccion de la presente invencion no son particularmente necesarias para ser purificadas,
pero las materias primas son preferiblemente purificadas. El contenido del flavonoide escasamente soluble que tiene
una estructura de ramnédsido en las materias primas anteriores no esta particularmente limitado, y se puede usar el
flavonoide escasamente soluble que tiene un contenido de preferiblemente 5 % o mas, mas preferiblemente 20 % o
mas, incluso mas preferiblemente 50 % o mas, incluso mas preferiblemente 80 % o mas e incluso mas preferiblemente
90 % o mas.

La ciclodextrina (CD) que esta presente en la etapa de escision no esta particularmente limitada, y mas preferiblemente
se puede usar uno o mas miembros seleccionados del grupo que consiste en B-ciclodextrina (B-CD), B-ciclodextrina
ramificada (B-CD ramificada) y y-ciclodextrina (y-CD). La ciclodextrina es un tipo de oligosacarido ciclico en el que las
D-glucosas se unen mediante un enlace a-1,4-glucdsido para formar una estructura ciclica, y aquellas en las que se
unen siete glucosas son la B-ciclodextrina y aquellas en las que se unen ocho glucosas son y-ciclodextrina. La 3-CD
ramificada es una en la que uno o mas residuos de glucosa, los grupos galactosilo o grupos hidroxipropilo estan unidos
a 3-CD como una cadena lateral, que incluye maltosil B-CD (G2-3-CD), hidroxipropil-3-CD (HP-3-CD) y similares. En
el presente documento, la frase "en presencia de una ciclodextrina" se refiere a un estado en el que una ciclodextrina
esta contenida en el sistema de reaccién de escision.

La cantidad de ciclodextrina que estd presente no esta particularmente limitada, y la cantidad puede ser
preferiblemente del 0,01 al 60 % en masa, mas preferiblemente del 1 al 50 % en masa, e incluso mas preferiblemente
del 3 al 40 % en masa en el sistema de reaccién. Cuando la ciclodextrina se usa en dos o0 mas tipos, la cantidad se
refiere a una cantidad total de la misma.

La relacién molar de la ciclodextrina al flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramndsido
(ciclodextrina/flavonoide) es preferiblemente de 0,01 o mas, mas preferiblemente 0,1 o mas, incluso mas
preferiblemente 0,9 o mas, e incluso mas preferiblemente 1,0 o mas, desde el punto de vista de la eficiencia, y la
relacion molar es preferiblemente 10,0 o menos, mas preferiblemente 6,0 o menos, incluso mas preferiblemente 4,0 o
menos, e incluso mas preferiblemente 3,0 o menos, desde el punto de vista de las ventajas econdmicas.
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Como la enzima que tiene una actividad ramnosidasa, sus origenes no estan limitados, y se pueden usar todas las
derivaciones, como la derivacién animal, derivacion vegetal y derivacion de microorganismos. Ademas, la enzima
puede ser una enzima genéticamente recombinante. Ademas, la forma de la enzima no esta particularmente limitada.

Los ejemplos especificos de la enzima que tiene una actividad ramnosidasa incluyen hesperiginasa, naringinasa y
pectinasa.

La cantidad de enzima que tiene una actividad de ramnosidasa utilizada varia segun los tipos de enzimas utilizadas,
condiciones de reaccion, los tipos de flavonoides escasamente solubles que tienen una estructura de ramndésido de
materias primas. Cuando la enzima es, por ejemplo, hesperiginasa y naringinasa, la cantidad es preferiblemente de
0,01 a 1.000 U basado en 1 g de los flavonoides escasamente solubles que tienen una estructura de ramndsido. En
cuanto a las condiciones de reaccion, la temperatura de reaccion o el pH de la mezcla liquida de reaccién se puede
seleccionar dependiendo de las propiedades de la enzima utilizada, y el pH es preferiblemente de 3a 7, y el pH es
mas preferiblemente de 3,5 a 6,5. Ademas, el flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramnésido
puede disolverse en una region alcalina, y luego someterse a una reaccion enzimatica a un pH de 7 o menos. El
disolvente usado en el sistema de reaccion incluye un medio acuoso. El medio acuoso como se usa en el presente
documento se refiere a agua o una solucién acuosa de un disolvente organico. Ejemplos de agua incluyen agua
corriente, agua destilada, agua de intercambio idnico y agua purificada. El disolvente organico no esta particularmente
limitado, siempre que el disolvente organico sea uniformemente miscible con agua. Preferentemente, el disolvente
organico es etanol, desde el punto de vista de que el disolvente organico es aplicable a los alimentos. Ademas, la
temperatura de reaccion es preferiblemente de 10°C a 80 °C, y mas preferiblemente de 40°C a 75 °C.
Adicionalmente, el tiempo de reaccion varia segun los tipos de enzimas o similares, y el tiempo de reaccion puede ser,
por ejemplo, de 1 a 100 horas, y preferiblemente de 2 a 24 horas.

La enzima que tiene una actividad ramnosidasa puede tener una actividad glucosidasa, y la obtencion de un
compuesto de inclusion de aglicona (un compuesto de inclusion de quercetina, un compuesto de inclusion de
hesperetina, un compuesto de inclusidon de naringenina, un compuesto de inclusion de miricetina o similar) de un
flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramndsido (hesperidina, rutina, naringina, micricitrina o
similar) mediante una actividad glucosidasa tampoco esta limitada, de modo que estos también estan incluidos en el
compuesto de inclusion de flavonoide de acuerdo con la presente invencion.

El compuesto de inclusién de flavonoide formado es un compuesto de inclusion de un flavonoide sin una estructura
de ramnosido y una ciclodextrina, tal como se mencion6 anteriormente. En el presente documento, un compuesto de
inclusion se refiere a un compuesto formado de tal manera que una especie quimica forma un espacio de escala
molecular y la otra especie quimica se incluye en el espacio haciendo coincidir el espacio con la forma y las
dimensiones.

El flavonoide sin estructura de ramnésido incluye isoquercitrina, quercetina, hesperetin-7-glucésido, hesperetina,
naringenin-7-glucdsido (prunina), naringenina, quercetol-7-glucésido, diosmetin-7-glucdsido, miricetina, eriodictiol-7-
glucosido, delfinidin-3-glucdsido, cianidin-3-glucésido, isoramnetin-3-glucésido, campferol-3-glucdsido, apigenin-7-
rutindsido, acacetin-7-glucésido y similares.

A continuacion, se muestran ejemplos especificos de férmulas estructurales del flavonoide escasamente soluble que
tiene una estructura de ramndésido y el flavonoide sin una estructura de ramnésido. Las férmulas estructurales de la
rutina (RTN), hesperidina (HSP) y naringina (NRG), cada una con una estructura de ramndsido e isoquercitrina (IQC),
quercetina (QCT), hesperetin-7-glucésido (HPT-7G), hesperetina (HPT), naringenin-7-glucésido (prunina) (NGN-7G,
prunina) y naringenina (NGN), sin tener una estructura de ramnésido estan representadas por las siguientes formulas.
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Rutina

OH
OCH,

Rha-Glc-0

Hesperidina

OH
Rha-Gle-0 0 O

OH

Naringina Naringin-7-glucésido Naringenina
(prunina)
Rha; ramnosa, Glc; glucosa

La relacién molar de una ciclodextrina en un compuesto de inclusién y un flavonoide sin una estructura de ramndsido
(ciclodextrina/flavonoide) es preferiblemente 0,01 o0 mas, mas preferiblemente 0,1 o0 mas, incluso mas preferiblemente
0,9 o mas, e incluso mas preferiblemente 1,0 o0 mas, desde el punto de vista de la eficiencia, y la relacion molar es
preferiblemente 10,0 o menos, mas preferiblemente 6,0 o0 menos, incluso mas preferiblemente 4,0 o menos, e incluso
mas preferiblemente 3,0 o menos, desde el punto de vista de las ventajas econémicas.

Los compuestos de la invencion son como se definen en las reivindicaciones.

El rendimiento del compuesto de inclusion de flavonoide formado es preferiblemente del 10 al 100 %, mas
preferentemente del 40 al 100 %, mas preferiblemente del 70 al 100 %, e incluso mas preferiblemente del 90 al 100 %.
El rendimiento es una conversion porcentual de un flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de
ramnosido a un flavonoide sin una estructura de ramndésido, y el rendimiento se puede calcular de acuerdo con un
método descrito en los ejemplos expuestos a continuacion. En el presente documento, la proporcion del compuesto
de inclusion de flavonoide formado no esta limitada, incluso cuando el compuesto de inclusién de flavonoide formado
es una mezcla de un flavonoide de materia prima que tiene una estructura de ramndsido (por ejemplo, rutina,
hesperidina, naringina o similar), o un flavonoide que puede estar contenido en materias primas (por ejemplo,
quercetina, campferol-3-rutindsido, campferol-3-glucésido, hesperetina, naringenina y similares), dependiendo del
contenido de flavonoides o del porcentaje de conversion de las materias primas utilizadas.

En el compuesto de inclusion de flavonoide formado o la composicién que contiene el compuesto de inclusién de
flavonoide descrita mas adelante (ambos pueden denominarse colectivamente "compuesto de inclusion de flavonoide
y similares"), una solubilidad de una porcion de flavonoide en agua puede depender de los tipos o de las cantidades
del flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramndsido y la ciclodextrina utilizada, y la solubilidad
es preferiblemente 0,01 % o mas, mas preferiblemente 0,015 % o mas, incluso mas preferiblemente 0,02 % o mas,
incluso mas preferiblemente 1,0 % o mas, incluso mas preferiblemente 2,0 % o mas, incluso mas preferiblemente
2,5 % o mas, e incluso mas preferiblemente 3 % o mas. Aunque el limite superior no esta particularmente limitado, el
limite superior se puede definir como, por ejemplo, 20 % o menos. La solubilidad de una porcién de flavonoide en
agua, como se usa en el presente documento, es una concentracion de porcentaje en masa a 25 °C, y la solubilidad
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se puede medir de acuerdo con un método descrito en los Ejemplos expuestos a continuacion.
A continuacién se daran realizaciones especificas.
Realizacién 1-1

Un compuesto de inclusién de flavonoide que contiene isoquercitrina incluida por y-ciclodextrina, en donde una relacién
molar de la isoquercitrina y la y-ciclodextrina en un compuesto de inclusion (y-ciclodextrina/isoquercitrina) es de 0,9 a
4,0, y mas preferiblemente de 0,9 a 1,8, desde el punto de vista de reducir los costes de produccion, en cuyo caso la
solubilidad de la isoquercitrina en agua es preferiblemente del 0,01 % o mas, mas preferiblemente 2 % o mas, incluso
mas preferiblemente 2,5 % o mas, e incluso mas preferiblemente 3 % o mas.

Realizacién 1-2

Un compuesto de inclusion de flavonoide que contiene isoquercitrina incluida por B-ciclodextrina, en donde una
relacion molar de la isoquercitrina y la B-ciclodextrina en un compuesto de inclusién (B-ciclodextrina/isoquercitrina) es
de 1,0 a 3,0, en cuyo caso la solubilidad de la isoquercitrina en agua es preferiblemente del 0,01 % o mas, mas
preferiblemente 0,02 % o mas, incluso mas preferiblemente 0,03 % o mas, e incluso mas preferiblemente 0,05 % o
mas.

Realizacién 1-3

Un compuesto de inclusion de flavonoide que contiene hesperetin-7-glucésido incluido por una ciclodextrina, en donde
una relacion molar de hesperetin-7-glucésido y la ciclodextrina en un compuesto de inclusion (ciclodextrina/hesperetin-
7-glucosido) es de 1,0 a 3,0, en cuyo caso la solubilidad de hesperetin-7-glucdsido en agua es preferiblemente del
0,01 % o mas, mas preferiblemente 0,02 % o mas, e incluso mas preferiblemente 0,03 % o mas.

Realizacién 1-4

Un compuesto de inclusion de flavonoide que contiene naringenin-7-glucosido incluido por 3-ciclodextrina, en donde
una relacion molar de naringenin-7-glucoésido y la B-ciclodextrina en un compuesto de inclusion
(ciclodextrina/naringenin-7-glucésido) es de 1,0 a 3,0, en cuyo caso la solubilidad de naringenin-7-glucésido en agua
es preferiblemente del 0,01 % o mas, mas preferiblemente 0,02 % o mas, e incluso mas preferiblemente 0,03 % o
mas.

De acuerdo con el método de produccion de un compuesto de inclusion de flavonoide de la presente invencién, en un
caso de compuesto no purificado, se obtiene una composicidon que contiene un compuesto de inclusion de flavonoide
que contiene un compuesto de inclusion de flavonoide y una ramnosa. En este caso, una relacién molar del flavonoide
en el compuesto de inclusion de flavonoide y la ramnosa escindida (ramnosa/flavonoide) es de 0,8 a 1,2.

De acuerdo con el método de produccion de un compuesto de inclusion de flavonoide de la presente invencién, en un
caso donde el rendimiento anterior no es del 100 %, el compuesto de inclusiéon contendria un flavonoide escasamente
soluble que tiene una estructura de ramnésido como material sin reaccionar. La relaciéon molar del flavonoide en el
compuesto de inclusion de flavonoide y el flavonoide escasamente soluble en la composicion que contiene el
compuesto de inclusion de flavonoide que contiene el material no reaccionado anterior (flavonoide/flavonoide
escasamente soluble en el compuesto de inclusién) es preferiblemente de 0,1 o menos, mas preferiblemente 0,08 o
menos, e incluso mas preferiblemente 0,05 o menos, desde el punto de vista de la estabilidad a largo plazo. El limite
inferior no esta particularmente limitado, y el limite inferior puede ser 0,001 o mas, 0,003 o mas, 0,004 o mas, y 0,01
0 mas.

Ademas, de manera sorprendente, se ha encontrado que la solubilidad de un flavonoide escasamente soluble que
tiene una estructura de ramnésido puede mejorarse mediante el compuesto de inclusién de flavonoide obtenido por el
método de produccién de la presente invencidon. De manera mas especifica, la solubilidad de un flavonoide
escasamente soluble que tiene una estructura de ramnosido es mejorable mezclando un flavonoide escasamente
soluble que tiene una estructura de ramndsido con un compuesto de inclusién de flavonoide obtenido por el método
de produccién de la presente invencion en un medio tal que una relacion molar del flavonoide en el compuesto de
inclusién de flavonoide al flavonoide escasamente soluble (flavonoide en el compuesto de inclusidn/flavonoide
escasamente soluble) es preferiblemente de 0,1 a 0,9, mas preferiblemente de 0,1 a 0,7, e incluso mas preferiblemente
de 0,1 a 0,3. En el presente documento, el término en el medio se refiere a un medio acuoso, o en una solucién acuosa
que contiene aditivos alimentarios como sacarido, sales, acidulantes, edulcorantes, agentes aromatizantes, glicerol o
propilenglicol, y alimentos o hierbas medicinales chinas como extractos de limon o extractos de hierbas medicinales
chinas. El método para mejorar la solubilidad puede llevarse a cabo utilizando directamente una composicién que
contiene compuestos de inclusién de flavonoide que contiene materiales sin reaccionar, o puede llevarse a cabo
afiadiendo un compuesto de inclusion de flavonoide o similar al flavonoide escasamente soluble que tiene una
estructura de ramndsido. En el presente documento, el flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de
ramnésido y el compuesto de inclusion de flavonoide obtenido por el método de produccion de la presente invencion
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son como se menciond anteriormente, que incluyen una combinacion de, por ejemplo, rutina y un compuesto de
inclusién de isoquercitrin-y-ciclodextrina, hesperidina y un compuesto de inclusion de hesperetin-7-glucosido-3-
ciclodextrina, naringina y un compuesto de inclusion de narigenin-7-glucdsido-3-ciclodextrina, y rutina y un compuesto
de inclusion de narigenin-7-glucosido-f-ciclodextrina.

El método de producciéon de un compuesto de inclusién de flavonoide de la presente invencién no esta particularmente
limitado para llevar a cabo la purificacion segun sea necesario, aparte de una etapa de escision, y la purificacién puede
llevarse a cabo mediante una etapa de tratamiento con resina (método de adsorcién, método de intercambio iénico y
similares), una etapa de tratamiento de membrana (método de tratamiento de membrana de ultrafiltracion, método de
tratamiento de membrana de ésmosis inversa, método de tratamiento de membrana potencial zeta o similar), método
de electrodialisis, extraccion por saturacion de sal, precipitacion acida, recristalizacion, método de fraccionamiento con
disolvente o similar. Por ejemplo, la composicion que contiene el compuesto de inclusién de flavonoide obtenida en la
etapa de escision se adsorbe con un adsorbente poroso sintético, la ramnosa o similar se elimina lavando con agua,
y luego la composicion se eluye con un alcohol y se seca por pulverizacion, por lo que se pueden proporcionar polvos
purificados. Ademas, después de la elucidon con un alcohol, un diluyente u otros aditivos pueden estar contenidos como
componentes distintos de la composicion. En el presente documento, la ramnosa o similar se puede fraccionar y utilizar
en los campos de los alimentos, medicamentos, cuasifarmacos, cosméticos y similares. Ademas, un flavonoide solo
puede purificarse del compuesto producido de inclusion de flavonoide producido.

El diluyente no esta particularmente limitado siempre que el diluyente no perjudique los efectos de las presentes
invenciones, y el diluyente incluye, por ejemplo, sacaridos como el azicar, glucosa, dextrina, almidones, trehalosa,
lactosa, maltosa, jarabe de glucosa y azucar liquido; alcoholes tales como etanol, propilenglicol y glicerol; alcoholes
de azucar tales como sorbitol, manitol, xilitol, eritritol, maltitol, jarabe de glucosa reducido y manita; o agua. Ademas,
los aditivos incluyen auxiliares como fosfatos, acidos organicos y quelatos; antioxidantes como el acido ascérbico y
similares.

A continuacion, se describira el método de produccion de una composicion de glucésidos flavonoides de la presente
invencion.

El método de producciéon de una composicion de glucésidos flavonoides de la presente invencion incluye una etapa
de glucosidacion que incluye tratar un compuesto de inclusion de flavonoide obtenido de acuerdo con el método de
produccion de un compuesto de inclusion de flavonoide de la presente invencion con una glucosiltransferasa para
someter el compuesto de inclusién de flavonoide a glucosidacion. En otras palabras, el método incluye una etapa de
escision que incluye el tratamiento de un flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramnésido con
una enzima que tiene una actividad ramnosidasa en presencia de una ciclodextrina para escindir ramnosa, y una etapa
de glucosidacion que incluye el tratamiento del compuesto de inclusion de flavonoide obtenido a través de la etapa de
escision anterior con una glicosiltransferasa para someter el compuesto de inclusion de flavonoide a glicosidacion.

La etapa de escision y el compuesto de inclusion de flavonoide obtenido a través de la etapa de escision son como se
menciond anteriormente. En el presente documento, la frase obtenida a través de la etapa de escisiéon no tiene la
intencion de excluir métodos que incluyen etapas distintas a la etapa de escisién, pero también incluye las obtenidas
mediante la etapa de purificacion opcional o similar.

La etapa de glucosidacion incluye el tratamiento de un compuesto de inclusién de flavonoide obtenido mediante la
etapa de escision con una glucosiltransferasa para someter el compuesto de inclusion de flavonoide a glucosidacion,
para proporcionar una composicion de glucésidos flavonoides. Ademas, la etapa de glucosidacion puede llevarse a
cabo mientras se deja reposar en un disolvente como agua, o mientras se agita, de la misma manera que la etapa de
escision, el aire en una camara de aire en el sistema de reaccién puede reemplazarse con un gas inerte como el
nitrégeno para evitar la oxidacion o el oscurecimiento en la reaccion, y también se puede afiadir un antioxidante como
el acido ascorbico al sistema de reaccion. La etapa de glucosidacion puede terminarse mediante un método conocido
tal como un método que incluye un método de desactivacion de enzimas por calentamiento o similar.

En la etapa de glucosidacion, una ciclodextrina del compuesto de inclusion de flavonoide sirve como donante de
azucar, y se puede producir una composicion de glucdsidos flavonoides, y no hay limitaciones en donaciones
adicionales del donante de azucar. Ejemplos especificos del donante de aztcar que se donan adicionalmente incluyen
almidon, dextrina, hidrolizados parciales de almidon como maltooligosacarido, xilooligosacarido, productos que los
contienen y similares.

La glicosiltransferasa no esta particularmente limitada, siempre que la enzima tenga una actividad de
glicosiltransferasa contra el compuesto de inclusion de flavonoide obtenido a través de la etapa de escision. Como la
glicosiltransferasa, sus origenes no estan limitados, y se pueden usar todas las derivaciones, como la derivacion
animal, derivacion vegetal y derivacion de microorganismos. Ademas, la enzima puede ser una enzima sintética
mediante técnica genéticamente recombinante, hidrdlisis parcial, o similares. Ademas, la forma de la glicosiltransferasa
no esta particularmente limitada, y se puede usar un producto seco de una proteina enzimatica, una enzima
inmovilizada con un vehiculo insoluble, un liquido que contiene una proteina enzimatica o similar.
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Los ejemplos especificos de la glicosiltransferasa incluyen la ciclodextrina glucanotransferasa, glucosiltransferasa, a -
glucosidasa, B-glucosidasa, a-galactosidasa, B-galactosidasa, a-amilasa, xilanasa, pululanasa, arabinofuranosidasa,
y similares.

La cantidad de glicosiltransferasa utilizada varia segun los tipos de enzimas usadas, las condiciones de las reacciones
de transferencia de glicosilacion, los tipos de sacaridos y similares. Por ejemplo, en un caso de ciclodextrina
glucanotransferasa, la cantidad utilizada es preferiblemente de 1 a 10.000 U basado en 1 g de un compuesto de
inclusién de flavonoide. Cuando un flavonoide escasamente soluble se somete a glucosidacion, una reaccion
enzimatica se lleva a cabo generalmente en una region alcalina para solubilizar un flavonoide escasamente soluble.
Sin embargo, la estabilidad del flavonoide empeora en una regién alcalina de pH superior a 7, para que el flavonoide
se descomponga o se dore, y se requeriria una etapa mas para eliminar los productos dorados y una etapa de
desalacion mediante neutralizacion con un alcali. Sin embargo, en el compuesto de inclusion de flavonoide obtenido
de acuerdo con el método de produccion de la presente invencioén, el flavonoide escasamente soluble se solubiliza en
una alta concentracioén incluso a un pH de 7 o menos, para que una reaccién enzimatica procese eficientemente la
glucosidacion incluso a un pH de 7 o menos. En consecuencia, el pH es preferiblemente de 3 a 7, y mas
preferiblemente de 6 a 6,8, desde el punto de vista de la eficiencia o calidad de la produccién. Sin embargo, la
transferencia de glicosilacion puede llevarse a cabo en una regién alcalina, o la transferencia de glicosilacion puede
llevarse a cabo mediante un ajuste de pH a una region alcalina, seguido de un ajuste a un pH de 7 o menos. El
disolvente usado en el sistema de reaccién incluye un medio acuoso. Ademas, la temperatura de reaccion es
preferiblemente de 40 °C a 70 °C, y mas preferiblemente de 50 °C a 65 °C. Adicionalmente, el tiempo de reaccion
varia segun los tipos de enzimas y similares, y el tiempo de reaccion puede ser, por ejemplo, de 0,5 a 120 horas, y
preferiblemente de 1 a 30 horas. Ademas, es preferible que después de la etapa de escision, la temperatura y el pH
cambien continuamente a condiciones 6ptimas, y se afiada una glicosiltransferasa a la misma para llevar a cabo la
etapa de glicosidacion, desde el punto de vista de la eficiencia de produccion.

La forma de unién de los sacaridos a un flavonoide puede ser uno de un enlace a o un enlace B. Los tipos de sacaridos
que se deben unir no estan particularmente limitados, y se prefieren uno o mas miembros seleccionados de pentosas
y hexosas como la glucosa, galactosa y fructosa. Ademas, el numero de enlaces de sacaridos es preferiblemente de
1 a 30, mas preferentemente de 1 a 25, incluso mas preferiblemente de 1 a 20, incluso mas preferiblemente de 1 a
15, e incluso mas preferiblemente de 1 a 10. La composicion de glucésidos flavonoides se refiere a los que contienen
una mezcla de glucésidos en los que los sacaridos anteriores estan unidos a un flavonoide, y la proporcién del numero
de enlaces de cada glucdsido no esta limitada, y se prefieren las siguientes realizaciones, desde el punto de vista de
no alterar el sabor de los productos alimenticios o similares.

Realizacién 2-1

Una composicion de glucdsidos de isoquercitrina que contiene un compuesto representado por la siguiente formula
general (1):

O-Glc-{Glcin

¢9)

donde en la férmula general (1), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un nimero enterode 0 o 1 o mas, y
en donde el contenido de glucosidos que tienen n =0 es 10 % en moles o mas y 30 % en moles o menos, el contenido
de glucésidos que tienen n = 1 a 3 es del 50 % en moles o menos, y el contenido de glucdsidos que tienen n =4 o
mas es del 30 % en moles o mas, de la composicion anterior de glucésidos. Preferentemente, el contenido de
glucésidos que tienen n = 0 es 10 % en moles o mas y 30 % en moles o menos, el contenido de glucésidos que tienen
n=1a3es 35 % en moles o mas y 45 % en moles o menos, y el contenido de glucdsidos que tienen n =4 o mas es
30 % en moles o0 mas y 50 % en moles o menos.

Realizacién 2-2

Una composicién de glucosidos de hesperetin-7-glucésido que contiene un compuesto representado por la siguiente
férmula general (2):
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(2)

donde en la férmula general (2), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un nimero enterode 0 0 1 o mas, y
en donde el contenido de glucdsidos que tienen n =0 es 10 % en moles o mas y 30 % en moles o menos, el contenido
de glucésidos que tienen n = 1 a 3 es del 50 % en moles o menos, y el contenido de glucdsidos que tienen n =4 o
mas es del 30 % en moles o mas, de la composicion anterior de glucésidos. Preferentemente, el contenido de
glucésidos que tienen n = 0 es 10 % en moles 0 mas y 25 % en moles o menos, el contenido de glucdsidos que tienen
n=1a3es 35 % en moles o mas y 50 % en moles o menos, y el contenido de glucdsidos que tienen n =4 o mas es
30 % en moles o0 mas y 50 % en moles o menos.

Realizacién 2-3

Una composicién de glucosidos de naringenin-7-glucésido que contiene un compuesto representado por la siguiente
férmula general (3):

OH
{Glcn-Glc-O P O
S
OH O

©)

donde en la férmula general (3), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un nimero enterode 0 0 1 o mas, y
en donde el contenido de glucosidos que tienen n =0 es 10 % en moles o mas y 30 % en moles o menos, el contenido
de glucésidos que tienen n = 1 a 3 es del 50 % en moles o menos, y el contenido de glucdsidos que tienen n =4 o
mas es del 30 % en moles o mas, de la composicion anterior de glucésidos.

En el presente documento, el nimero de enlaces de un grupo de glucosa (nimero n) se puede ajustar opcionalmente.
Por ejemplo, después de formar una composicion de glucésidos flavonoides, el nimero de cadenas de glucosa y
azucar en la molécula de la composicion de glucésidos flavonoides puede reducirse llevando a cabo el tratamiento
con varias amilasas (a-amilasa, 3-amilasa, glucoamilasa, a-glucosidasa y similares) solas o en una combinacién de
las mismas, para proporcionar una composicion de glucésidos flavonoides que tienen una longitud de cadena de
azucar de glucosa opcional.

El método de la presente invencién de produccion de una composicion de glucésidos flavonoides no esta
particularmente limitado para llevar a cabo la purificacion segun sea necesario, aparte de la etapa de escision y la
etapa de glucosidacion, y la purificacion puede llevarse a cabo mediante una etapa de tratamiento con resina (método
de adsorcion, método de intercambio ionico y similares), una etapa de tratamiento de membrana (método de
tratamiento de membrana de ultrafiltracion, método de tratamiento de membrana de 6smosis inversa, método de
tratamiento de membrana potencial zeta o similar), método de electrodialisis, extraccion por saturacion de sal,
deposicién acida, recristalizacion, método de fraccionamiento con disolvente o similar. Por ejemplo, la composicién de
glucosidos flavonoides obtenida en la etapa de glucosidacion se adsorbe con un adsorbente poroso sintético para
adsorber la composicion de glucésidos, se lava con agua, se eluye con un alcohol, y luego se seca por pulverizacion,
para proporcionar polvos purificados. Ademas, después de la elucion con un alcohol, un diluyente u otros aditivos
pueden estar contenidos como componentes distintos de la composicion.

Los ejemplos especificos del diluyente son los mismos que se enumeran en el método de producciéon de un compuesto
de inclusion de flavonoide.

La solubilidad de la composicion de glucésidos flavonoides obtenidos segun el método de producciéon de la presente
invencion en agua, calculado como un flavonoide, es preferiblemente 0,01 % o mas, mas preferiblemente 0,015 % o
mas, incluso mas preferiblemente 0,02% o mas, incluso mas preferiblemente 0,1 % o mas, e incluso mas
preferiblemente 0,5 % o mas. El limite superior no esta particularmente limitado, y el limite superior se puede definir
como, por ejemplo, 20 % o menos.
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El compuesto de inclusion de flavonoide y la composicion de glucosidos flavonoides obtenidos de acuerdo con el
método de produccion de la presente invencidon se pueden proporcionar en forma de alimentos para los que la
biodisponibilidad se mejora de forma sostenible mediante una combinacion con un flavonoide escasamente soluble
que tiene una estructura de ramnésido que se dice que tiene una biodisponibilidad retardada o una composicion de
glucosidos flavonoides que tienen una estructura de ramnédsido. Las combinaciones, por ejemplo, incluyen una
combinacion de un compuesto de inclusion de isoquercitrina y rutina, una combinacién de una composicion de
glucdsidos de isoquercitrina y una composicion de glucésidos de rutina (por ejemplo, aG rutina, Toyo Sugar Refining
Co., Ltd.), una combinacién de un compuesto de inclusiéon de hesperetin-7-glucésido y una composicion de glucésidos
de hesperidina (por ejemplo, aG Hesperidina, Toyo Sugar Refining Co., Ltd.), y una combinaciéon de una composicion
de glucésidos de hesperetin-7-glucésido y una composicion de glucésidos de hesperidina (por ejemplo, Monoglucosil
hesperidina, HAYASHIBARA CO., LTD.).

Ademas, la composicion de glucosidos flavonoides obtenidos segun el método de produccion de la presente invencion
se combina con otro flavonoide escasamente soluble, por lo que se puede mejorar la solubilidad del otro flavonoide
escasamente soluble. Las combinaciones son, por ejemplo, una combinaciéon de una composiciéon de glucésidos de
isoquercitrina y rutina, una combinacion de una composicion de glucdsidos de hesperetin-7-glucésido y hesperidina, y
una combinacion de una composicion de glucosidos de hesperetin-7-glucésido y micricitrina. Ademas, la relacién molar
de los mismos (composicion de glucésidos/otro flavonoide escasamente soluble) es preferiblemente de 0,1 a 0,5, mas
preferiblemente de 0,1 a 0,3, e incluso mas preferiblemente de 0,1 a 0,15.

El compuesto de inclusion de flavonoide y/o la composicion de glucésidos flavonoides obtenidos de acuerdo con el
método de produccion de la presente invencion es excelente en la velocidad de absorcion corporal y adicionalmente
excelente en la prevencion de la decoloracion, prevencion del deterioro de sabores y estabilidad de almacenamiento,
para que el compuesto de inclusion de flavonoide y/o la composicion de glucésidos flavonoides se puedan usar
adecuadamente como una composicion para alimentos, una composicién para medicamentos, una composicion para
cosméticos y una composicion para aditivos alimentarios. De manera mas especifica, el compuesto de inclusion de
flavonoide y/o la composiciéon de glucésidos flavonoides se pueden usar como material antialérgico, antioxidante,
anticancerigeno, antiinflamatorio, mejora en la flora intestinal, desodorizacion, supresién de la elevacion del colesterol
en plasma, supresion de la elevacion de la presion arterial, supresion de la elevacion del nivel de azlcar en la sangre,
supresion de la agregacion plaquetaria, prevencion de la demencia, combustion de grasa corporal, supresion de la
acumulacion de grasa corporal, mejora en el poder de permanencia, antifatiga, mejora en la sensibilidad al frio, mejora
de las condiciones de la piel, restauracion capilar, supresion de la amiotrofia, o suefio, y también se usa como
antioxidante, preventivo de la decoloracién, preventivo del deterioro del sabor de los aditivos alimentarios. La
composicion para aditivos alimentarios se agrega para prevenir el deterioro de un edulcorante, un colorante, un
conservante, un estabilizador espesante, un agente revelador de color, un agente blanqueador, un agente a prueba
de moho, una base de goma, un agente amargante, un agente abrillantador, un acidulante, un sazonador, un agente
emulsionante, un agente de refuerzo, un agente de produccion, un sabor, o similar, y se puede proporcionar en forma
de una formulacién mixta. En otras palabras, la presente invencién puede proporcionar productos alimenticios,
medicamentos, cosméticos y similares, conteniendo cada uno un compuesto de inclusion de flavonoide y/o una
composicion de glucésidos flavonoides obtenidos de acuerdo con el método de produccion de la presente invencion.

Los productos alimenticios incluyen alimentos y bebidas, que incluyen, por ejemplo, complementos nutricionales,
alimentos sanos, alimentos para un uso médico especifico, alimentos con declaraciones de funcién, alimentos para
terapia dietética, alimentos integrales para la salud, complementos, bebidas de té, bebidas de café, zumos, bebidas
refrescantes, bebidas saludables y similares.

El medicamento incluye farmacos o cuasifarmacos, y los medicamentos son preferiblemente formulaciones orales o
agentes aplicables externamente por via dérmica, y pueden estar en forma de solucion, comprimido, granulo, capsula,
jarabe, locion, spray o ungiiento.

Los cosméticos pueden estar en forma de crema, locién liquida, locion de emulsion lechosa o spray.

La cantidad del compuesto de inclusion de flavonoide y/o la composicion de los glucésidos flavonoides mezclados en
el producto alimenticio, el medicamento o cosméticos no estan particularmente limitados, y la cantidad mezclada puede
disefiarse adecuadamente, con referencia a una ingesta diaria preferida de flavonoides, teniendo en cuenta la
solubilidad, sabor o similar. Por ejemplo, la cantidad del compuesto de inclusion de flavonoide y/o la composicion de
glucosidos flavonoides obtenidos de acuerdo con el método de produccion de la presente invencion mezclado en la
composicion para alimentos como una porcion de flavonoides puede ser preferiblemente del 0,001 al 30 % en masa,
mas preferiblemente del 0,01 al 20 % en masa, € incluso mas preferiblemente del 0,02 al 10 % en masa, y la cantidad
mezclada en la composiciéon para alimentos puede determinarse de modo que el compuesto de inclusién de flavonoide
y/o la composicion de glucésidos flavonoides pueda ser ingerida en una cantidad preferiblemente de 10 mg a 20 g,
mas preferiblemente de 30 mg a 10 g, y ain mas preferiblemente de 100 mg a 5 g por dia a la vez o dividido en varias
veces (por ejemplo, tres veces). Ademas, la cantidad del compuesto de inclusion de flavonoide y/o la composicion de
glucosidos flavonoides mezclados con la formulacion de aditivos alimentarios se puede usar en una cantidad
preferiblemente del 0,001 al 50 % en masa, mas preferiblemente del 0,01 al 40 % en masa, e incluso mas
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preferiblemente del 0,1 al 30 % en masa como un volumen en el que los flavonoides exhiben efectos.
Ejemplos
En el presente documento, "%" significa "% en masa", a menos que se indique lo contrario en particular.

Preparaciéon de la composicién que contiene el compuesto de inclusion de flavonoide

Ejemplos 1 a 31

A un vaso de precipitados de 1.000 ml se afiadieron un flavonoide escasamente soluble que tenia una estructura de
ramnosido (rutina o hesperidina) y una ciclodextrina como se enumera en la Tabla 1 0 2, y se afiadi6é agua a la misma
para formar una masa de 1.000 g. La mezcla liquida se ajust6 a 70 °C y un pH de 4. Después de eso, se afadieron
de 3 a 30 g de una naringinasa (Amano Enzyme Inc., 155 u/g) mientras se agitaba, y se hizo reaccionar una mezcla
de reaccioén durante 24 horas. La temperatura se volvio a poner a temperatura ambiente, y la mezcla se filtré con un
papel de filtro, para dar un compuesto de inclusién de un flavonoide sin una estructura de ramnoésido (isoquercitrina o
hesperetin-7-glucdsido) y una ciclodextrina, y una composicion que contiene un compuesto de inclusion de flavonoide
que contiene una ramnosa escindida.

Ejemplos Comparativos 1 a 3

Cada una de las composiciones de los Ejemplos comparativos 1y 3 se preparé de la misma manera que los Ejemplos
16 y 17, excepto que no se anadidé una ciclodextrina. Ademas, se prepard una composicion del Ejemplo comparativo
2 de la misma manera que en el Ejemplo 16, excepto que se afiadié una dextrina en lugar de una ciclodextrina.

Ejemplo Comparativo 101

A un vaso de precipitados de 100 ml se afiadieron isoquercitrina y y-ciclodextrina como se enumera en la Tabla 1-2,
cada una de las cuales se prepar6 de la siguiente manera, y se afiadié agua a la misma para formar una masa de 100
g. La mezcla liquida se agit6 durante 24 horas a 70 °C y un pH de 4,5. La temperatura se volvié a poner a temperatura
ambiente y la mezcla se filtrd con un papel de filtro, para dar una composicion que contiene un compuesto de inclusion
de isoquercitrina y y-ciclodextrina.

Preparacion de isoquercitrina

Se afiadieron diez gramos de rutina usados en la Tabla 1 para obtener 100 L de una solucion acuosa, y la solucion se
ajusté a 70 °C y un pH de 4,5. Después de eso, se afiadid a la misma 1 g de una naringinasa (Amano Enzyme Inc.,
155 u/g) mientras se agitaba la solucion, y la mezcla liquida se recuperd y se seco, para dar 7,2 g de isoquercitrina
con un contenido de 96 % o mas. Se confirmé que el producto era idéntico a un reactivo de isoquercitrina (Wako) por
HPLC.

Ejemplos 101 a 109

Cada una de las composiciones que contenian un compuesto de inclusion de naringenin-7-glucosido y -ciclodextrina
se preparé de la misma manera que los Ejemplos 1 a 31, excepto que se usaron las materias primas enumeradas en
la Tabla 2-2.

Ejemplo Comparativo 102

Se prepard una composicion del Ejemplo comparativo 102 de la misma manera que en el Ejemplo 104, excepto que
no se afadio ciclodextrina.

Los detalles utilizados en las Tablas 1, 1-2, 2 y 2-2 se muestran a continuaciéon. RTN: Rutina preparada de la siguiente
manera.

Cincuenta kilogramos de brotes de Sophora perteneciendo a Fabaceae se sumergieron en 500 | de agua caliente
durante 3 horas y luego se obtuvo un filtrado después de la filtracion. Después de eso, el filtrado se enfrié a temperatura
ambiente y los componentes precipitados se separaron por filtracién. Los precipitados se lavaron con agua, se
recristalizaron y secaron, para dar 3.190 g de rutina con un contenido del 96 % o mas. Se confirmé que el producto
tenia picos idénticos a los de una rutina de reactivo (Wako) por HPLC.

HSP: Hesperidina (contenido: 97 % o mas, fabricado por Hamari Chemicals., Ltd.)

NRG: Naringina (contenido: 95 % o mas, fabricado por SIGMA)

B-CD: B-ciclodextrina (fabricado por PEARL ACE CORPORATION)

y-CD: y-ciclodextrina (fabricado por PEARL ACE CORPORATION)

Dextrina: Sandec n.° 70 (fabricado por Sanwa Starch Co., Ltd.)
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Conversién porcentual de rutina a isoquercitrina

Las mezclas liquidas terminadas en reaccion antes de la filtracion de los ejemplos 1 a 16 y los ejemplos comparativos
1y 2 se usaron como muestras de medicion. A partir de una relacién de area segun HPLC (SHIMADZU) (area de pico
de isoquercitrina/area de pico de rutina) en <las condiciones de HPLC:

Columna: CAPCELL PAK C18, TAMANO 4,6 mm X 250 mm (SHISEIDO),
Eluyente: 20 % (v/v) de acetonitrilo/0,1 % de solucién acuosa de acido fosfdrico,
Deteccion: 351 nm,

Caudal: 0,4 ml/min,

Temperatura de la columna: 70 °C >,

un porcentaje de conversion se calculd de la siguiente manera:

porcentaje de conversion (%) = area de pico de isoquercitrina x 100/ (area de pico de rutina
+ area de pico de isoquercitrina).

Se confirmo que la isoquercitrina tenia picos idénticos a los de un reactivo isoquercitrina (Wako) por HPLC. Todas las
conversiones porcentuales de los ejemplos 1 a 16 fueron del 96 % o mas. Por otro lado, el porcentaje de conversion
del ejemplo comparativo 1 fue tan bajo como 56 % y el porcentaje de conversion del ejemplo comparativo 2 fue tan
bajo como 57%, en comparacion con el ejemplo 16 con la misma cantidad de enzima.

Conversién porcentual de hesperidina a hesperetin-7-glucésido

Las mezclas liquidas terminadas en reaccion antes de la filtracién de los ejemplos 17 a 31 y el ejemplo comparativo 3
se usaron como muestras de medicion. A partir de una relacion de area de acuerdo con HPLC (SHIMADZU) (area de
pico de hesperetin-7-glucdsido/area de pico de hesperidina) en <las condiciones de HPLC:

Columna: CAPCELL PAK C18, TAMANO 4,6 mm X 250 mm (SHISEIDO),

Eluyente: 40 % (v/v) de acetonitrilo/0,1 % de solucién acuosa de acido fosférico,

Deteccion: 280 nm,

Caudal: 0,4 ml/min,

Temperatura de la columna: 70 °C >,

un porcentaje de conversion se calculd de la siguiente manera:

un porcentaje de conversion (%) = area de pico de hesperetin-7-glucésido X 100/(area de pico de rutina + area de
pico de hesperetin-7-glucosido). Se confirmé que el hesperetin-7-glucésido tenia picos idénticos a los de un
producto seco que NMR confirmé que era hesperetin-7-glucésido. Todas las conversiones porcentuales de los
ejemplos 17 a 31 fueron del 96 % o mas. Por otro lado, la convencion porcentual del ejemplo comparativo 3 era
tan baja como 57 %.

Conversién porcentual de naringina a naringenin-7-glucésido

Las mezclas liquidas terminadas en reaccion antes de la filtracion de los ejemplos 101 a 109 y el ejemplo comparativo
102 se usaron como muestras de medicion. A partir de una relaciéon de area segun HPLC (SHIMADZU) (area de pico
de naringenin-7-glucésido/area de pico de naringina) en <las condiciones de HPLC:

Columna: CAPCELL PAK C18, TAMANO 4,6 mm X 250 mm (SHISEIDO),

Eluyente: 25 % (v/v) de acetonitrilo/0,1 % de solucién acuosa de acido fosférico,
Deteccion: 280 nm,

Caudal: 0,4 ml/min,

Temperatura de la columna: 70 °C >,

se calcul6 un porcentaje de conversion.

De manera especifica, un porcentaje de conversion se calculé de la siguiente manera:

porcentaje de conversion (%) = area de pico de naringenin-7-glucésido x 100/ (area de
pico de naringina + area de pico de naringenin-7-glucosido).

Se confirmé que el naringenin-7-glucésido tenia picos idénticos a los de un reactivo naringenin-7-glucosido (Wako)
por HPLC. Las conversiones porcentuales de los ejemplos 101 a 109 y el ejemplo comparativo 102 fueron del 95 % o
mas.

Concentracion de isoquercitrina (IQC) (analisis de absorciometria)

Las mezclas liquidas terminadas en reaccion de los ejemplos 1 a 16 y los ejemplos comparativos 1, 2 y 101 se dejaron
reposar a temperatura ambiente, y luego se filtré 1 ml de sobrenadante para usar como muestras de medicién. Se
dibujé una curva de calibracion a una absorbancia de 351 nm (soluciéon de acido fosférico al 0,1 %) utilizando un
reactivo de rutina (Wako), luego se calculd una concentracion de rutina a partir de la absorbancia de las muestras de
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medicion, se obtuvo un valor calculado compensando con un porcentaje y multiplicando el producto con un factor de
0,761 (relacién de peso molecular de isoquercitrina/rutina (464,38/610,52 = 0,761)) como una concentracion de
isoquercitrina. Los resultados se muestran en la tabla 1 y 1-2. En el presente documento, el porcentaje de conversion
en el momento del célculo de la concentracién se calculé después de someter las mismas muestras que las del analisis
de concentracioén a la determinacion por HPLC.

Concentracién de hesperetin-7-glucdsido (HPT-7G) (Analisis absorciométrico)

Las mezclas liquidas terminadas en reaccion de los ejemplos 17 a 31 y el ejemplo comparativo 3 se dejaron reposar
a temperatura ambiente, y luego se filtré 1 ml de sobrenadante para usar como muestras de medicién. Se dibujé una
curva de calibracion a una absorbancia de 280 nm (solucion de acido fosférico al 0,1 %) usando un reactivo hesperidina
(Wako), luego se calculé una concentracion de hesperidina a partir de la absorbancia de las muestras de medicion, y
se calculd un valor al compensar con un porcentaje de conversion de acuerdo con el analisis de HPLC, y multiplicando
el producto por un factor de 0,761 (relacién de peso molecular de hesperetin-7-glucésido/hesperidina (464,42/610,56
=0,761)) se obtuvo como una concentracion de hesperetin-7-glucésido. Los resultados se muestran en la Tabla 2. En
el presente documento, el porcentaje de conversion en el momento del calculo de la concentracion se calculd después
de someter las mismas muestras que las del andlisis de concentracién a la medicion por HPLC.

Concentracién de naringenin-7-glucdsido (NGN-7G) (analisis de absorciométrico)

Las mezclas liquidas terminadas en reaccion de los ejemplos 101 a 109 y el ejemplo comparativo 102 se dejaron
reposar a temperatura ambiente, y luego se filtré 1 ml de sobrenadante para usarse como muestras de medicion. Se
dibujé una curva de calibracién a una absorbancia de 280 nm (solucion de acido fosférico al 0,1 %) utilizando un
reactivo naringina (fabricado por SIGMA, en adelante, NRG), luego se calcul6 una concentracion de naringina a partir
de la absorbancia de las muestras de medicion, y se calculd un valor al compensar con un porcentaje de conversiones
de acuerdo con el andlisis de HPLC, y multiplicando el producto por un factor de 0,748 (proporcion del peso molecular
de naringina/naringenin-7-glucésido (434,39/580,54 = 0,748) se obtuvo como una concentracion de naringenin-7-
glucésido. Los resultados se muestran en la Tabla 2-2. En el presente documento, el porcentaje de conversion en el
momento del calculo de la concentracién se calculd después de someter las mismas muestras que las del analisis de
la concentracioén a la determinacion por HPLC.

Relacién molar (CD/IQC (relacién molar). CD/HPT-7G (relacién molar) y CD/NGN-7G (relacién molar)) (andlisis de
sacarido por HPLC)

Las mezclas liquidas terminadas en reaccion de los ejemplos 1 a 31 y 101 a 109, y el ejemplo comparativo 101 se
dejaron reposar a temperatura ambiente, y luego se filtr6 1 ml de sobrenadante para usarse como muestras de
medicién. Se dibuja una curva de calibracion con B-ciclodextrina (Wako) y y-ciclodextrina (Wako), segun el analisis de
HPLC (SHIMADZU) en < Condiciones de HPLC:

Columna: Inertsil NH (4,6 x 150 mm (GL Science Inc.),

Eluyente: 65 % de acetonitrilo/agua (v/v),

Deteccion: refractometro diferencial, RID-10A (SHIMADZU),

Caudal: 1 ml/min,

Temperatura de la columna: 40 °C>, y

luego se calcul6 una concentracion molar de ciclodextrina de las muestras y una relacion molar de
ciclodextrina/isoquercitrina, la ciclodextrina/hesperetin-7-glucésido y la ciclodextrina/naringenin-7-glucésido se
calcularon con una concentracion molar de isoquercitrina, hesperetin-7-glucésido y naringenin-7-glucésido. Los
resultados se muestran en las Tablas 1, 1-2, 2 y 2-2. En el presente documento, la relacion molar del filtrado
después de la terminacion de la reaccion fue la misma en el caso de los productos liofilizados.

Solubilidad (solubilidad de IQC, solubilidad de HPT-7G y solubilidad de NGN-7G)

Las mezclas liquidas terminadas por reaccion de los ejemplos 1 a 31y 101 a 109, y los ejemplos comparativos 1 a 3,
101 y 102 se dejaron reposar a temperatura ambiente, luego se filtraron y se liofilizaron para dar productos secos. Los
productos secos preparados anteriormente se afadieron a un vaso de precipitados de 100 ml que contenia 50 ml de
agua a 50 °C con agitacion hasta que los productos secos ya no se disolvieron ni precipitaron. La mezcla liquida se
dejo reposar a temperatura ambiente (25 °C), luego se filtré 1 ml del sobrenadante y se calcul6 una concentracién de
isoquercitrina, una concentracion de hesperetin-7-glucdsido y una concentracién de naringenin-7-glucésido segun el
analisis de absorciometria, para obtener solubilidad. Sin embargo, cuando la cantidad de productos secos era
insuficiente en el momento de la determinacion de la solubilidad, se realizaron repetidamente experimentos del mismo
ejemplo para obtener la cantidad requerida y se midi6 la solubilidad. Ademas, se confirmd con un calorimetro de
barrido diferencial (DSC), resonancia magnética nuclear (RMN) y un espectrofotémetro infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR) que en los ejemplos 1 a 31y 101 a 109, y en el ejemplo comparativo 101 se incluyé un flavonoide con
una ciclodextrina. Los resultados de la solubilidad se muestran en las Tablas 1, 1-2, 2 y 2-2. En el presente documento,
los productos liofilizados de los compuestos de inclusién de flavonoide en los que se eliminé la ramnosa por dialisis
del filtrado a temperatura ambiente después de la terminacién de la reaccion en los ejemplos 1 a 31 y 101 a 109
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también mostraron casi los mismos niveles de solubilidad.

[Tabla 1]
Tabla 1
MRIN | (2)gcD | @)y-cd | o B |gycomrmn| @ Con| (1 1 () sobilidad
o A A extrina 9 de IQC. | CD/IQC o
(% en (% en (% en o (relacion o » de IQC (% en
(% en (% en (relacion
masa) masa) masa) molar) masa)
masa) masa) molar)
Ej. 1 2,0 5,6 0 0 1,5 1,5 1,5 1,6
Ej. 2 2,0 7.4 0 0 2,0 1,6 2,0 1,1
Ej. 3 3,0 11,2 0 0 2,0 24 1,9 1,0
Ej. 4 3,0 16,7 0 0 3,0 2,3 3,0 0,8
Ej. 5 4,0 14,9 0 0 2,0 3,0 2,0 1,2
Ej. 6 4,0 22,3 0 0 3,0 3,1 2,9 0,8
Ej. 7 4,0 0,15 0 0 0,02 0,03 2,0 1,1
Ej. 8 4,0 0 0,08 0 0,01 0,03 1,0 9,9
Ej. 9 4,0 0 7,6 0 0,9 3,0 0,9 10,2
Ej. 10 4,0 0 8,5 0 1,0 3,0 1,0 10,2
Ej. 11 4,0 0 12,7 0 1,5 3,0 1,5 8,9
Ej. 12 4,0 0 15,3 0 1,8 3,1 1,8 7,7
Ej. 13 4,0 0 17,0 0 2,0 3,1 2,0 6,4
Ej. 14 4,0 0 25,4 0 3,0 3,0 3,0 4,2
Ej. 15 4,0 0 33,9 0 4,0 3,1 4,0 3,2
Ej. 16 8,0 0 17,0 0 1,0 6,2 1,0 9,6
El. 8,0 0 0 0 - 0,01 - 0,01
comp. 1
Ej.
8,0 0 0 17,0 - 0,01 - 0,01
comp. 2
Notas de la tabla 1
(1) Concentracion de rutina en el momento del comienzo de la reaccion (% en masa)
(2) Concentracién de B-ciclodextrina en el momento del comienzo de la reaccion (% en masa)
(3) Concentracioén de y-ciclodextrina en el momento del comienzo de la reaccion (% en masa)
(4) Concentracién de dextrina en el momento del comienzo de la reaccién (% en masa)
(5) Ciclodextrina/rutina en el momento del comienzo de la reaccion (relacion molar)
(6) Concentracioén de isoquercitrina del filtrado después de la terminacion de la reaccion (% en masa)
(7) Ciclodextrina/isoquercitrina del filtrado después de la terminacién de la reaccion (relacion molar)
(8) Solubilidad en isoquercitrina del producto liofilizado del filtrado después de la terminacion de la reaccion (% en
masa)
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[Tabla 1-2]
Tabla 1-2
(1MIQC (% | (12)y-CD (% | (13)CD/IQC (14) Con. de (15) CD/IQC | (16) Solubilidad de
en masa) en masa) (relacion molar) | 1QC. (% en | (relacion molar) | 1QC (% en masa)
masa)
Ej.
comp. 3,0 8,4 1,0 0,36 8,4 0,8

101

Notas de la tabla 1-2

(11) Concentracion de isoquercitrina en el momento del comienzo del calentamiento mientras se agita (% en masa)
(12) Concentracion de y-ciclodextrina en el momento del comienzo del calentamiento mientras se agita (% en
masa)

(13) Ciclodextrinal/isoquercitrina en el momento del comienzo del calentamiento mientras se agita (relacion molar)
(14) Concentracion de isoquercitrina del filtrado después de calentar mientras se agita (% en masa)

(15) Ciclodextrinal/isoquercitrina del filtrado después de calentar mientras se agita (relacion molar)

(16) Solubilidad en isoquercitrina del producto liofilizado del filtrado después de calentar mientras se agita (% en

masa)

Como se desprende de la Tabla 1, podria verse que un compuesto de inclusion de isoquercitrina y una ciclodextrina
se puede obtener de manera eficiente junto con la reaccion de escision de ramnosa a partir de rutina de acuerdo con
el método de produccion de la presente invencion. Por otro lado, los ejemplos comparativos 1 y 2 tuvieron bajas
conversiones porcentuales y también bajas solubilidades. En el presente documento, las mezclas liquidas de reaccion
y las mezclas liquidas terminadas en reaccién de los ejemplos 7 y 8 y los ejemplos comparativos 1 a 3 estaban en
estado suspendido. Sin embargo, las mezclas liquidas de reaccion de los Ejemplos 1 a 6 y 9 a 16 estaban en estado
suspendido en una etapa temprana de la reacciéon y una etapa media de la reaccion, pero las mezclas liquidas de
reaccion se disolvieron en el momento de la terminacion de la reaccién y el tiempo posterior de permitir que las mezclas
liguidas de reaccion reposaran a temperatura ambiente. Por lo tanto, el porcentaje de inclusion de un compuesto de
inclusién de isoquercitrina-ciclodextrina (concentracion de isoquercitrina en un compuesto de inclusion (concentracion
de filtrado que se deja reposar a temperatura ambiente después de la terminacién de la reaccién) x 100/concentracion
de isoquercitrina en la mezcla liquida terminada en reaccion (mezcla liquida antes de la filtracion)) fue casi del 100 %.
Sin embargo, como el ejemplo comparativo 101 de la tabla 1-2, la simple mezcla y calentamiento de isoquercitrina y
y-ciclodextrina de la misma composicion que el ejemplo 10 siempre estaria en estado suspendido desde el principio
hasta el final de la reaccion, y la relacion de inclusion (concentracion de isoquercitrina en un compuesto de inclusion
(concentracion de filtrado que se deja reposar a temperatura ambiente después de la terminacion de la reaccion) x
100/concentracion de isoquercitrina en la mezcla liquida terminada en reaccion (mezcla liquida antes de la filtracion)
también fue tan baja como 12 %, y también la solubilidad del producto liofilizado del filtrado fue baja.

[Tabla 2]
Tabla 2
(21)HSP | (22)B-CD | (23)y-CD | (24) CD{HSP (25) Con. de CD/I(-IZS'?'-YG (27) Solubilidad
(% en (% en (% en (relacion HPT-7G. (% en - de HPT-7G (%
masa) masa) masa) molar) masa) (rrilggsn en masa)
Ej. 17 3,0 0,08 0 0,01 0,022 1,5 3,5
Ej. 18 3,0 7,3 0 1,3 2,3 1,3 3,8
Ej. 19 3,0 8,4 0 1,5 2,3 1,5 3,6
Ej. 20 3,0 11,2 0 2,0 2,3 2,0 2,8
Ej. 21 3,0 16,7 0 3,0 2,3 3,0 2,0
Ej. 22 4,0 11,2 0 1,5 2,9 1,6 3,5
Ej. 23 4,0 14,9 0 2,0 3,0 2,0 2,7
Ej. 24 2,0 0 6,4 1,5 1,4 1,6 4,0
Ej. 25 2,0 0 8,5 2,0 1,6 1,9 3,8
Ej. 26 4,0 0 0,08 0,01 0,015 2,0 3,7
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(continuacion)

21) HSP 22) B-CD 23) y-CD | (24) CD/HSP 25) Con. de (26) 27) Solubilidad
CD/HPT-7G
(% en (% en (% en (relacion HPT-7G. (% en (relacion de HPT-7G (%

masa) masa) masa) molar) masa) molar) en masa)
Ej. 27 4,0 0 12,7 1,5 3,1 1,5 4,2
Ej. 28 4,0 0 17,0 2,0 2,9 2,1 3,7
Ej. 29 5,0 0 15,9 1,5 3,7 1,5 4.1
Ej. 30 5,0 0 21,2 2,0 3,9 1,9 3,8
Ej. 31 5,0 0 31,8 3,0 3,8 3,0 2,7
Ej.

3,0 0 0 - 0,007 - 0,007

comp. 3

Notas de la tabla 2

(21) Concentracion de hesperidina en el momento del comienzo de la reaccion (% en masa)

(22) Concentracion de B-ciclodextrina en el momento del comienzo de la reaccion (% en masa)

(23) Concentracion de y-ciclodextrina en el momento del comienzo de la reaccion (% en masa)

(24) Ciclodextrina/hesperidina en el momento del comienzo de la reaccion (relacion molar)

(25) Concentracion de hesperetin-7-glucosido del filtrado después de la terminacion de la reaccion (% en masa)
(26) Ciclodextrina/hesperetin-7-glucdsido del filtrado después de la terminacién de la reaccion (relacion molar)
(27) Solubilidad de hesperetin-7-glucésido del producto liofilizado del filtrado después de la terminacion de la
reaccion (% en masa)

Tal como resulta evidente a partir de la Tabla 2, se pudo ver que un compuesto de inclusion de hesperetin-7-glucésido
y una ciclodextrina se obtuvo eficientemente junto con la reaccion de escisidn de ramnosa a partir de hesperidina de
acuerdo con el método de produccion de la presente invencion. Por otro lado, el ejemplo comparativo 3 tenia un bajo
porcentaje de conversion y también una baja solubilidad. En el presente documento, las mezclas liquidas de reaccién
y las mezclas liquidas terminadas en reaccion de los ejemplos 17 y 26, y el ejemplo comparativo 3 estaban en estado
suspendido. Sin embargo, las mezclas liquidas de reaccion de los ejemplos 18 a 25, y los ejemplos 27 a 31 estaban
en estado suspendido en una etapa temprana de la reaccion y una etapa media de la reaccion, pero las mezclas
liquidas de reaccion se disolvieron en el momento de la terminacion de la reaccion y en el momento en que la mezcla
liquida se dejo6 reposar a temperatura ambiente. Ademas, el porcentaje de inclusién en el que se formé un compuesto
de inclusion de hesperetin-7-glucésido-ciclodextrina (concentracion de hesperetin-7-glucésido en el compuesto de
inclusién (concentracion del filtrado que se deja reposar a temperatura ambiente después de la terminacion de la
reaccion) x 100/concentracion de hesperetin-7-glucosido del liquido terminado en reaccion (mezcla liquida antes de la
filtracion) fue casi del 100 %.

[Tabla 2-2]
Tabla 2-2
CONTS | s2pc006 | ocomrs | (SYSende | ECONON | oSt
masa) en masa) (relacion molar) masa) molar) en masa)

Ej. 101 1,0 2,0 1,0 0,75 1,0 10,1
Ej. 102 1,0 3,9 2,0 0,75 2,0 55
Ej. 103 1,0 5,9 3,0 0,75 3,0 3,7
Ej. 104 2,0 3,9 1,0 1,5 1,0 10,6
Ej. 105 2,0 7,8 2,0 1,5 2,0 5,2
Ej. 106 2,0 11,8 3,0 1,5 3,0 3,5
Ej. 107 4,0 7,8 1,0 3,0 1,0 10,5
Ej. 108 5,0 9,8 1,0 3,7 1,0 10,3
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(continuacion)

(31) NRG ) o (34) Con. de (35) CD/NGN- | (36) Solubilidad
@en | 2 Enggagﬁ (r(;g)cgg’msg) NGN-7G. (% en | 7G (relacién | de NGN-7G (%
masa) masa) molar) en masa)
Ej. 109 6,0 11,8 1,0 4,5 1,0 10,7
Ej. comp.
102 2.0 0 0 0.3 0 0,2

Notas de la tabla 2-2

(31) Concentracion de naringina en el momento del comienzo de la reaccién (% en masa)

(32) Concentracion de B-ciclodextrina en el momento del comienzo de la reaccion (% en masa)

(33) Ciclodextrina/naringina en el momento del comienzo de la reaccion (relacion molar)

(34) Concentracion de naringenin-7-glucosido del filtrado después de la terminacion de la reaccion (% en masa)
(35) Ciclodextrina/naringenin-7-glucdésido del filtrado después de la terminacion de la reaccion (relacion molar)
(36) Solubilidad en naringenin-7-glucésido del producto liofilizado del filtrado después de la terminacion de la

reaccion (% en masa)

Como se desprende de la Tabla 2-2, de acuerdo con el método de produccién de la presente invencion, se obtuvo
eficientemente un compuesto de inclusién de naringenin-7-glucésido y B-ciclodextrina junto con la reaccion de escision
de ramnosa a partir de naringina, y también se mejor6 la solubilidad. Aunque el ejemplo comparativo 102 tuvo un
porcentaje de conversion del 95 % o mas, dado que se formaron precipitados inmediatamente después de que la
mezcla liquida se dejo reposar a temperatura ambiente después de la terminacién de la reaccion, la solubilidad fue
baja. Sin embargo, después de la terminacion de las reacciones de los ejemplos 101 a 109, los filtrados que se dejaron
reposar a temperatura ambiente se disolvieron, y el porcentaje de inclusion en el que se formé un compuesto de
inclusién de naringenin-7-glucésido-ciclodextrina (concentracion de naringenin-7-glucésido en el compuesto de
inclusion (concentracion del filtrado que se permite permanecer a temperatura ambiente después de la terminacion de
la reaccion) x 100/concentracion de naringenin-7-glucésido de la mezcla liquida terminada en reaccion (mezcla liquida
antes de la filtracion) fue casi del 100 %.

Relacién molar en la composicidon gue contiene compuestos de inclusion de flavonoide (ramnosal/flavonoide)

Ademas, se midio el contenido de ramnosa de los filirados después de la terminacion de la reaccion de los ejemplos
18 a 25,27 a 31 y 101 a 109 (se dibujé una curva de calibracion con ramnosa (Wako) en las mismas condiciones que
el analisis de sacaridos por HPLC), luego se calculd una concentracion molar de ramnosa. Como resultado, una
relacion molar con flavonoide en un compuesto de inclusiéon (ramnosa/flavonoide) fue de 0,8 a 1,2.

Evaluaciones del sabor del compuesto de inclusion de flavonoide

Cien mililitros de cada una de las mezclas liquidas terminadas en reaccion de los ejemplos 10 a 15 se colocaron en
una membrana de dialisis (Spectra/Por CE, tubo de dialisis, MWCO 500/-1000, fabricado por Funakoshi), la dialisis se
realizé en 10 | de agua (intercambiada cinco veces con agua a 10 °C) para eliminar la ramnosa, y cada mezcla liquida
se liofilizé, para dar de 10 g a 30 g de productos secos. Los productos secos obtenidos se afiadieron a un agua
carbonatada disponible comercialmente (sin azucar) ("Minami-Alps Tennensui, Sparkling”, fabricado por Suntory),
bebida de café (sin azlcar) ("Wonda Gold Black", fabricado por Asahi Soft Drinks Co., Ltd.) y té verde ("Oi Ocha "
fabricado por Ito En Ltd.) en una concentracion, que es un valor calculado como 0,1 % en masa en términos de
conversion de isoquercitrina, y cinco panelistas realizaron evaluaciones sensoriales (sabor desagradable y dulzura)
utilizando un producto sin aditivos como control. De acuerdo con los siguientes criterios de evaluacion, se calculé una
puntuacién promedio de cada uno. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Criterios de evaluacién de sabor desagradable

1: Sabor fuertemente desagradable

2: Sabor ligeramente fuerte desagradable
3: Sabor desagradable

4: Sabor ligeramente desagradable

5: Sabor no desagradable

Criterios de evaluacién de dulzura

1: Sabor dulce fuerte
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2: Sabor dulce ligeramente fuerte
3: Sabor dulce
4: Sabor ligeramente dulce

5: Sabor no dulce

[Tabla 3]
Tabla 3
yCD/IQC (relacion Bebida carbonatada Bebida de café Té verde
molar) Sin sabor Dulce Sin sabor Dulce Sin sabor Dulce
Ej. 10 1,0 4.1 4.0 4.0 3,9 4.1 4.0
Ej. 11 1,5 4.0 3,9 3,8 3,7 4.0 4.0
Ej. 12 1,8 3,7 3,6 3,8 3,7 3,5 3,4
Ej. 13 2,0 1,3 2,6 1,3 2,5 1,4 2,7
Ej. 14 3,0 1,3 2,2 1,2 2,3 1,3 2,4
Ej. 15 4,0 1,1 1,9 1,1 21 1,1 1,9

Tal como resulta evidente a partir de la Tabla 3, se puede ver que cuando los productos tienen relaciones molares
(yCD/IQC) de 1,0 a 1,8, el sabor desagradable y la dulzura se reducen en comparacion con los que tienen relaciones
molares de 2,0 a 4,0, de modo que los productos sean preferidos, desde el punto de vista de reducir los efectos a los
sabores de alimentos como las bebidas. Ademas, aunque no se muestra en la tabla, cuando se trata de un compuesto
de inclusion de hesperetin-7-glucésido, cuando la relacién molar (CD/HPT-7G) es de 1,0 a 1,9, el sabor desagradable
(sabor diferente del sabor del producto sin aditivos) y la dulzura se reducen en comparacion con aquellos que tienen
relaciones molares de 2,0 a 3,0, de modo que los productos puedan ser utilizados adecuadamente en los productos
alimenticios.

Preparacion de la composicién de glucdsidos flavonoides

Ejemplos 32 a 39

Se afiadié una pequefa cantidad de un alcali a la mezcla liquida de reaccién preparada en el ejemplo 4 (70 °C, pH 4,5
y concentracion de isoquercitrina: 2,3 % en masa) para ajustar su pH de 6,5 a 60 °C. Después de eso, 20 g de
ciclodextrina glucanotransferasa (CGTasa: Amano Enzyme Inc., nombre comercial "Contizyme" 600 U/ml) se
afnadieron a la misma para iniciar la reaccion, y la reaccion se mantuvo durante 24 horas. La mezcla liquida de reaccion
obtenida se esterilizé y filtré6 térmicamente, y la mezcla liquida de reaccion se liofilizé, para dar 158 g de una
composicion de glucésidos de isoquercitrina que contienen un compuesto representado por la férmula general (1)
(Muestra 1). La solubilidad de la composicion obtenida de glucésidos de isoquercitrina (muestra 1) en agua fue un
valor calculado como 2,7 %, en términos de conversion de isoquercitrina. La composicion obtenida de glucosidos de
isoquercitrina (muestra 1) se disolvid en agua, luego se permitié que la solucién fluyera a través de una columna
empacada con Diaion HP-20 (resina de adsorcién sintética porosa, fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation),
para permitir que la composicion de glucésidos de isoquercitrina se adsorba a la columna, y la columna se lavé con
agua en un volumen dos veces mayor que la resina para eliminar sacaridos tales como ramnosa de la columna.
Después de eso, la solucién eluida en la que el componente adsorbido se eluyd con un 65 % (v/v) de etanol en un
volumen dos veces mayor que el de la resina se concentro, y los componentes concentrados se liofilizaron luego, para
dar una composicion de glucosidos del ejemplo 39. El cromatograma de HPLC del Ejemplo 39 se muestra en la figura
1. Los resultados fueron los mismos que los del cromatograma de HPLC de la muestra 1. Ademas, la composicion de
glucosidos de isoquercitrina (muestra 1) se adsorbio y se lavé con agua de la misma manera que en el ejemplo 39, y
la composicion se eluyo luego con etanol a una concentracion de 10 a 60 % (v/v). Las soluciones en las que se ajusté
una relacién molar combinando esas soluciones eluidas (10, 20, 30, 40, 50 y 60 % (v/v) soluciones eluidas) se
concentraron y luego se liofilizaron, para dar composiciones de glucésidos de los ejemplos 32 a 38. La solubilidad de
las composiciones de glucosidos de los ejemplos 32 a 39 en agua fue un valor calculado como 10 % o mas, en términos
de conversion de isoquercitrina. En el presente documento, en el momento de la reaccién de transglicosilacion, cuando
se prepararon mezclas liquidas de reaccién a pH de 7,5 y 8,5 con la misma cantidad de enzima, se produjeron las
composiciones de glucésidos de isoquercitrina en casi las mismas cantidades. Sin embargo, el color de la solucion se
volvié marrén oscuro debido a una descomposicion parcial del flavonoide, de modo que se usé la composicién a un
pH de 6,5. En el presente documento, también en las mezclas liquidas de reaccion preparadas en los ejemplos 1 a 3
y 10 a 16, se produjeron composiciones de glucésidos de isoquercitrina que tenian el mismo cromatograma de HPLC
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que la Muestra 1 (Figura 1) en las mismas condiciones.

D
donde en la férmula general (1), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un ndmero entero de 0 o 1 o0 mas.

Ejemplos 40 a 46

Se afiadio una pequefia cantidad de un alcali a la mezcla liquida de reaccion preparada en el ejemplo 22 (70 °C, pH
4,5, concentracion de hesperetin-7-glucésido: 2,9 % en masa) para ajustar su pH de 6,5 a 60°. Después de eso, 5 g
de ciclodextrina glucanotransferasa (CGTasa: Amano Enzyme Inc., nombre comercial "Contizyme" 600 U/ml) se
afnadieron a la misma para iniciar la reaccion, y la reaccion se mantuvo durante 24 horas. La mezcla liquida de reaccion
obtenida se esterilizé y filtré térmicamente, y la mezcla liquida de reaccion se seco luego por pulverizacion, para dar
136 g de una composicion de glucésidos de hesperetin-7-glucésido que contiene un compuesto representado por la
férmula general (2) (muestra 2). La solubilidad de la composicién obtenida de glucésidos de hesperetin-7-glucésido
(muestra 2) en agua fue un valor calculado como 5,1 %, en términos de conversion de hesperetin-7-glucosido. La
composicion de glucésidos de hesperetin-7-glucosido obtenida (muestra 2) se disolvié en agua, luego se permitié que
la solucion fluyera a través de una columna empacada con Diaion HP-20 (resina de adsorcién sintética porosa,
fabricada por Mitsubishi Chemical Corporation), para permitir que la composicion de glucésidos de hesperetin-7-
glucésido se adsorba a la columna, y la columna se lavd con agua en un volumen dos veces mayor que el de los
sacaridos como la ramnosa de la columna. Después de eso, la solucién eluida en la que el componente adsorbido se
eluyd con un etanol al 65 % (v/v) en volumen dos veces mayor que la resina se concentrd, y los componentes
concentrados se liofilizaron, para dar una composicion de glucosidos del ejemplo 40. El cromatograma de HPLC del
ejemplo 40 se muestra en la figura 2. Los resultados fueron los mismos que los del cromatograma de HPLC de la
muestra 2. Ademas, la composiciéon de glucosidos de hesperetin-7-glucésido (muestra 2) se adsorbié y se lavé con
agua de la misma manera que en el ejemplo 40, y la composicion se eluydé con etanol a una concentracion de 10 a
60 % (v/v) que se uso en elucion. Las soluciones en las que se ajusté una relacion molar combinando esas soluciones
eluidas (10, 20, 30, 40, 50 y 60 % (v/v) de soluciones eluidas) se concentraron y luego se liofilizaron, para dar
composiciones de glucésidos de los ejemplos 41 a 46. La solubilidad de las composiciones de glucosidos de los
ejemplos 40 a 46 en agua fue un valor calculado como 10 % o mas, en términos de conversion de hesperetin-7-
glucosido. En el presente documento, en el momento de la reaccién de transglicosilacion, cuando se prepararon
mezclas liquidas de reaccion a pH de 7,5 y 8,5 con la misma cantidad de enzima, se produjeron las composiciones de
glucosidos de hesperetin-7-glucésido en las mismas cantidades. Sin embargo, el color de la solucién se volvié marron
oscuro debido a una descomposicién parcial del flavonoide, de modo que se usé la composiciéon a un pH de 6,5. En
el presente documento, también en las mezclas liquidas de reaccién preparadas en los ejemplos 21, 23 y 27 a 31, se
produjeron composiciones de glucosidos de isoquercitrina que tenian el mismo cromatograma de HPLC que la muestra
2 (figura 2) en las mismas condiciones.

(2)

donde en la férmula general (2), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un ndmero entero de 0 o0 1 o0 mas.

Solubilidad (valor calculado como IQC, valor calculado como HPT-7G)

Las solubilidades de las muestras 1y 2, y las composiciones de glucésidos flavonoides de los ejemplos 32 a 46 se
obtuvieron calculando una concentracion de isoquercitrina y una concentracion de hesperetin-7-glucésido de acuerdo
con los mismos métodos que los de la solubilidad de IQC y la solubilidad de HPT-7G mencionada anteriormente para
definir un valor calculado en términos de conversion de isoquercitrina y un valor calculado en términos de conversion
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de hesperetin-7-glucésido. En el presente documento, las composiciones en las que cada valor calculado fue del 10 %
0 mas y no se observaron precipitados se describieron como composiciones que tienen una solubilidad del 10 % o
mas.

Las relaciones molares (%) en las composiciones de glucésidos flavonoides de los ejemplos 32 a 46 se calcularon de
acuerdo con la siguiente formula a partir de los resultados analiticos en las siguientes condiciones de HPLC
(SIMADZU). Los resultados se muestran en la Tabla 4. En el presente documento, cada picoden=0an =7 enlas
figuras 1 y 2 se analizaron por LC/MS (espectroscopia de masas por cromatografia liquida, SHIMADZU), para
confirmar la cantidad de glucdsidos.

Relacion molar (%) = cada area pico de composicién de glucosidos flavonoides x 100/
area pico total de composicion de glucésidos flavonoides

<Condiciones de HPLC: Ejemplos 32 a 39 >

Columna: CAPCELL PAK C18, TAMANO 4,6 mm X 250 mm (SHISEIDO)
Eluyente: agua/acetonitrilo/acido fosférico = 799/200/1 (relacion de volumen)
Deteccion: Analisis de absorcion a longitud de onda de 351 nm

Caudal: 0,4 ml/min

Temperatura de la columna: 70 °C

<Condiciones de HPLC: Ejemplos 40 a 46 >

Columna: CAPCELL PAK C18, TAMANO 4,6 mm X 250 mm (SHISEIDO)
Eluyente: agua/acetonitrilo/acido fosférico = 849/150/1 (relacion de volumen)
Deteccion: Analisis de absorcion a longitud de onda de 280 nm

Caudal: 0,4 ml/min

Temperatura de la columna: 70 °C

Evaluaciones de sabores de composiciones de glucésidos flavonoides

Los productos liofilizados de las composiciones de glucésidos flavonoides de los ejemplos 32 a 46 se afiadieron a una
solucién de azucar acida (pH 3,1, Brix 10°) de modo que los términos calculados de concentracion de isoquercitrina
fueron 0,05 % (ejemplos 32 a 39) o los términos calculados de concentracion de hesperetin-7-glucésido fue del 0,05 %
(ejemplos 40 a 46). Siete panelistas hicieron evaluaciones sensoriales (amargor, acritud y astringencia). De acuerdo
con los siguientes criterios de evaluacion, se calculd cada puntuacion promedio. En el presente documento, se hicieron
comparaciones definiendo las puntuaciones de evaluacion para el amargor, acritud y astringencia en una solucién de
azucar acida que contiene isoquercitrina al 0,05 % preparada en el ejemplo comparativo 101 (solucién inmediatamente
después de la preparacion) como una puntuacion mas fuerte de 1. Ademas, ya que en la solucion de azucar acida que
contiene isoquercitrina al 0,05 %, no se observaron precipitados durante 30 minutos a temperatura ambiente después
de la preparacion, las evaluaciones sensoriales se llevaron a cabo durante ese tiempo. Los resultados se muestran
en la Tabla 4.

Criterios de evaluacién de amargor

1: Sabor amargo fuerte

2: Sabor amargo ligeramente fuerte
3: Sabor amargo

4: Sabor ligeramente amargo

5: Sabor no amargo

Criterios de evaluacién de acritud

1: Sabor fuertemente acre

2: Sabor acre levemente fuerte
3: Sabor acre

4: Sabor ligeramente acre

5: Sabor no acre

Criterios de evaluacién de astringencia

1: Sabor astringente fuerte

2: Sabor astringente ligeramente fuerte
3: Sensacion astringente

4: Sabor ligeramente astringente

5: Sabor no astringente
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[Tabla 4]
Tabla 4
Figuras numéricas de n en férmulas generales (1) y (2) (relacion
molar (%)) Amargor | Acritud | Astringencia
0 1 2 3 4 5 6 7 o mas
47,3 | 14,4 10,6 7,8 5,6 7,3 6,0 1,0
Ej. 32 1,5 1,2 1,5
47,3 32,8 19,9
9,0 27,7 23,2 | 2041 6,8 5,2 8,0 0,0
Ej. 33 1,8 1,8 1,9
9,0 71,0 20,0
31,0 | 23,6 22,1 10,1 5,9 5,9 0,9 0,5
Ej. 34 1,9 1,6 2,0
31,0 55,8 13,2
22,0 | 21,0 23,0 13,0 | 85 5,0 3,1 4.4
Ej. 35 1,9 2,5 1,8
22,0 57,0 21,0
27,0 | 18,0 13,0 7,0 12,7 | 13,2 | 49 4,2
Ej. 36 4,2 41 3,9
27,0 38,0 35,0
Ej.37 | 18,2 | 20,0 18,0 | 18,0 8,1 6,9 6,7 41
2,0 2,1 2,2
18,2 56,0 25,8
Ej.38 | 20,9 | 14,7 12,8 11,1 8,8 7,3 6,1 18,2
4,8 4,5 3,9
20,9 38,5 40,6
16,2 | 14,7 13,9 12,1 9,1 7,9 6,7 19,3
Ej. 39 4,0 4,9 4,8
16,2 40,7 43,1
Ej.40 | 195 | 16,2 13,8 10,9 | 95 7,0 55 17,6
41 4,0 41
19,5 40,9 39,6
Ej. 41 | 151 17,3 16,3 12,7 | 84 7,0 ‘ 5,0 ‘ 18,2
4,2 4,3 4,2
15,1 46,3 38,6
8,0 25,0 20,0 148 | 75 5,9 4,7 14,1
Ej. 42 2,3 2,5 2,5
8,0 59,8 32,2
22,0 | 20,6 17,0 16,5 | 7,0 55 5,0 6,4
Ej. 43 1,9 2,0 2,1
22,0 54,1 23,9
350 | 213 | 181 [126] 43 | 30 [ 27 ] 30
Ej. 44 1,9 2,1 1,8
35,0 52,0 13,0
46,7 | 17,2 9,3 4,6 5,0 41 ‘ 4,8 ‘ 8,3
Ej. 45 1,2 1,3 1,5
46,7 31,1 22,2
134 | 29,8 28,2 | 16,7 | 2,2 1,5 2,2 6,0
Ej. 46 1,8 1,9 1,8
13,4 74,7 11,9

Tal como resulta evidente a partir de la Tabla 4, las composiciones de glucésidos de los ejemplos 36, 38, 39, 40 y 41
en las que el contenido de glucdsidos que tienen n = 0 es 10 % en moles o mas y 30 % en moles o menos, el contenido
de glucésidos que tienen n = 1 a 3 es del 50 % en moles o menos, y el contenido de glucdsidos que tienen n =4 o
mas es del 30 % en moles o mas en las formulas generales (1) y (2) han reducido significativamente el amargor, la
acritud y la astringencia en las evaluaciones sensoriales con soluciones acidas de azucar, de modo que las
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composiciones puedan usarse adecuadamente en las aplicaciones de productos alimenticios. En el presente
documento, como todas las composiciones de glucésidos de los ejemplos 32 a 46 tienen excelentes solubilidades,
estas composiciones pueden usarse adecuadamente en aplicaciones irrelevantes de sabores, por ejemplo,
aplicaciones de cosméticos y similares. Ademas, aunque no se muestra en las tablas, en cuanto a las composiciones
de glucosidos de naringenin-7-glucésido obtenidas usando las mezclas liquidas de reaccion preparadas en los
ejemplos 104 a 106, el amargor, la acritud y la astringencia se redujeron significativamente de acuerdo con las
evaluaciones sensoriales mediante una concentracién de un valor calculado como 0,05 % en términos de conversion
de naringenin-7-glucésido en una solucién de azucar acida cuando el contenido de glucésidos que tienen n = 0 es
10 % en moles o mas y 30 % en moles o menos, el contenido de glucdsidos que tienenn =1 a 3 es 50 % en moles o
menos, y el contenido de glucésidos que tienen n = 4 o0 mas es 30 % en moles 0 mas.

Relacién molar en composiciones de glucdsidos flavonoides (ramnosa/flavonoide)

La relacién molar de una concentraciéon molar calculada después de las mediciones del contenido de ramnosa de las
muestras 1y 2 (se dibujo una curva de calibracién con ramnosa (WAKO) en las mismas condiciones que el analisis
de sacarido por HPLC), a una concentracion molar calculada a partir de un valor calculado en términos de conversion
de isoquercitrina y un valor calculado en términos de conversién de hesperetin-7-glucésido (ramnosa/flavonoide) fue
de0,8a1,2.

Evaluaciones de efectos de prevencioén de decoloraciéon

Una composicion que contiene un compuesto de inclusion de flavonoide del ejemplo 16 y una composicion de
glucosidos flavonoides del ejemplo 39 se afiadieron a una solucion de azucar acida que contiene formulacion de color
de col roja al 0,05 % (pH 3,0) para tener una concentracion del 0,005 % calculada en términos de conversion de
isoquercitrina. La mezcla se sometid a un tratamiento con medidor de decoloracion ultravioleta durante 4 horas, y
luego se compar6 un porcentaje residual de color. Como resultado, los efectos de prevencion de la decoloracion se
observaron en comparacién con un producto sin aditivos. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

[Tabla 5]
Tabla 5
Porcentaje de color residual
(%)
Ejemplo 16 96
Ejemplo 39 95
Producto sin aditivos 56

Tal como resulta evidente a partir de la Tabla 5, los efectos que previenen la decoloracion contra el color de la col roja
se observaron en la composicion que contiene el compuesto de inclusién isoquercitrin-y-ciclodextrina y la composicion
de glucésidos de isoquercitrina.

Evaluaciones de los efectos de prevenir el deterioro del sabor (leche) Se colocaron cien mililitros de una mezcla liquida
terminada en reaccién del Ejemplo 16 en una membrana de dialisis (Spectra/Por CE, tubo de dialisis, MWCO 500/-
1000, fabricado por Funakoshi), La dialisis se realizé en 10 | de agua (intercambiada cinco veces con agua a 10 °C)
para eliminar la ramnosa, y la solucion se liofilizé para dar 22 g de productos secos. Los productos secos obtenidos y
la composicion de glucésidos flavonoides del ejemplo 39 se afiadieron a una leche disponible comercialmente (3,5 %
de grasa lactea, "Meiji Nyugyo", fabricado por Meiji Co., Ltd.) para tener una concentracion de un valor calculado como
0,005 % en términos de conversion de isoquercitrina en una botella de vidrio transparente de 100 ml. Los sabores
después de la iluminacion de la lampara fluorescente (20.000 Ix, 5 horas, 10 °C) se compararon como una puntuacion
promedio de diez panelistas de acuerdo con los siguientes criterios de evaluacion. Como resultado, se observaron los
efectos para prevenir el deterioro del sabor. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

< Criterios de evaluacion >

1: Cambio notable del producto no iluminado

2: Cambio considerable del producto no iluminado
3: Cierto cambio del producto no iluminado

4: Cambio muy ligero del producto no iluminado
5: Sin cambio del producto no iluminado

[Tabla 6]
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Tabla 6
Efectos de prevenir el deterioro del sabor
(leche)
Ejemplo 16 3,8
Ejemplo 39 3,9
Producto sin aditivos 2,2

Tal como resulta evidente a partir de la Tabla 6, Los efectos de prevenir el deterioro del sabor se observaron en la
leche con un compuesto de inclusion de isoquercitrin-y-ciclodextrina y una composicion de glucosidos de
isoquercitrina.

Evaluaciones de los efectos de prevenir el deterioro del sabor (gelatina)

Gelatina de pomelo, un producto sin aditivos, se preparé usando 0,5 % de zumo de pomelo (1/6), 3 % de gelatina, 1 %
de saco de zumo de pomelo, 6 % de maltitol y 0,025 % de formulacion de color amarillo cartamo como materia prima.
Se colocaron cien mililitros de la mezcla liquida terminada en reaccion del ejemplo 22 o 28 en una membrana de
dialisis (Spectra/Por CE, tubo de dialisis, MWCO 500/-1000, fabricado por funakoshi), La dialisis se llevo a cabo en 10
| de agua (intercambiada cinco veces con agua a 10 °C) para eliminar la ramnosa, y la solucion se liofilizé para dar 12
g de productos secos del ejemplo 22 y 16 g de productos secos del ejemplo 28. Cada uno de los productos secos
obtenidos y la composicién de glucésidos flavonoides del ejemplo 40 se afiadieron a la gelatina de pomelo, el producto
sin aditivos, para tener una concentracién de un valor calculado como 0,005 % en términos de conversion de
hesperetin-7-glucésido para dar una gelatina de pomelo que es un producto que incluye aditivos, respectivamente.
Después de eso, la gelatina se calenté a 93 °C, el producto calentado se introdujo en una botella de vidrio transparente
y estos contenidos se sellaron herméticamente en la botella, y la botella se enfrié y se almacend durante un mes en
una habitacion que se iluminé con una lampara fluorescente normal a temperatura ambiente. Después de eso, diez
panelistas compararon el sabor en puntuaciones promedio de acuerdo con los siguientes criterios de evaluacion. Como
resultado, se observaron los efectos de prevenir el deterioro del sabor en cada producto que incluye aditivos. Los
resultados se muestran en la Tabla 7.

< Criterios de evaluacion >

1: Cambio notable del producto no iluminado

2: Cambio considerable del producto no iluminado
3: Cierto cambio del producto no iluminado

4: Cambio ligero del producto no iluminado

5: Producto no iluminado sin cambios

[Tabla 7]
Tabla 7
Efectos de prevenir el deterioro del sabor
(gelatina)
Ejemplo 22 41
Ejemplo 28 4.0
Ejemplo 40 4,2
Producto sin aditivos 1,9

Tal como resulta evidente a partir de la Tabla 7, los efectos de prevenir el deterioro del sabor en la gelatina de pomelo
se observaron con un compuesto de inclusion de hesperetin-7-glucdsido-B-ciclodextrina, un compuesto de inclusion
de hesperetin-7-glucosido-y-ciclodextrina y una composicion de glucésidos de hesperetin-7-glucésido.

Evaluacién de la estabilidad de almacenamiento (solucidon de azucar acida)

La isoquercitrina preparada en el ejemplo comparativo 101, la composicion que contiene el compuesto de inclusién de
flavonoide del ejemplo 16 y la composiciéon de glucosidos flavonoides del ejemplo 39 se disolvieron en una solucion
de azulcar acida que tiene un pH de 3 compuesto por las siguientes composiciones para tener una concentracion
calculada como 0,03 % en términos de conversion de isoquercitrina, y la solucién se sometio a llenado en paquete
caliente en una botella de vidrio de 100 ml (93 °C). Después de enfriar el aire, las soluciones preparadas se dejaron
reposar durante 4 meses en condiciones de 4 °C, 25 °C y 40 °C, respectivamente, y se observd visualmente la
presencia o ausencia de los precipitados. Las soluciones que eran transparentes en las que no se observaron los
precipitados se evaluaron como O y aquellas en las que se observaron los precipitados se evaluaron como x. Los
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resultados se muestran en la Tabla 8.

Composicién de la solucién de azucar acida

[Tabla 8]
(% en masa)
1. Azlcar 10
2. Acido citrico (cristalino) 0,08
3. Citrato trisédico pH ajustado (pH 3)
4. Agua Balanza
Tabla 8
4°C | 25°C | 40°C
Isoquercitrina X X X
Ejemplo 16 0] 0] 0]
Ejemplo 39 0] 0] 0]

Tal como se muestra en la Tabla 8, cuando se afiadié isoquercitrina a la soluciéon de azucar acida, los precipitados se
observaron inmediatamente después del almacenamiento en toda la refrigeracion (4 °C), temperatura ambiente
(25 °C) y 40 °C. Sin embargo, en el caso en que se afiadieron el compuesto de inclusién isoquercitrin-y-ciclodextrina
y la composicion de glucésidos de isoquercitrina, los precipitados no se observaron incluso cuando las soluciones se
dejaron reposar durante 4 meses, y ademas los precipitados no se observaron incluso en un almacenamiento a largo
plazo de 5 meses.

Evaluacioén de la estabilidad de almacenamiento (té€ verde)

Se afiadié hesperidina (fabricada por Hamari Chemicals., Ltd.), hesperetin-7-glucdsido (preparado a continuacioén), un
compuesto de inclusion de flavonoide del ejemplo 22 o una composicion de glucésidos flavonoides del ejemplo 40 a
un té verde disponible comercialmente ("Oi Ocha", fabricado por ITO EN, LTD.) Para tener una concentracion calculada
como 0,03 % en términos de conversion de hesperetin-7-glucésido. Se dejé reposar la mezcla durante 7 dias a 4 °C
y 25 °C, y se observo visualmente la presencia o ausencia de los precipitados. Las soluciones que eran transparentes
en las que no se observaron los precipitados se evaluaron como O, y aquellas en las que se observaron los
precipitados se evaluaron como x. Los resultados se muestran en la Tabla 9.

se afiadieron siete gramos de hesperidina (fabricada por Hamari Chemicals., Ltd.) a 100 | de una solucién acuosa, y
la solucion se ajustd a 70 °C y un pH de 4,5. Después de eso, a esto se anadieron 0,5 g de naringinasa (Amano
Enzyme Inc. 155 u/g) mientras se agitaba, y la solucion se recuperoé y se seco, para dar 4,2 g de hesperetin-7-glucésido
que tiene un contenido de 96 % o mas. La identificacion como hesperetin-7-glucésido y su contenido se analizaron
por RMN y HPLC de la misma manera que se menciond anteriormente.

[Tabla 9]
Tabla 9
4°C | 25°C
Hesperidina X X
Hesperetin-7-glucésido X X
Ejemplo 22 0] 0]
Ejemplo 40 0] 0]

Tal como se muestra en la Tabla 9, cuando se afiadié hesperidina o hesperetin-7-glucésido a un té verde, los
precipitados se observaron inmediatamente después del almacenamiento tanto en refrigeracién (4 °C) como a
temperatura ambiente (25 °C). Sin embargo, en el caso en que se afiadieron la composicién que contiene el compuesto
de inclusion de hesperetin-7-glucésido y la composicion de glucosidos de hesperetin-7-glucésido, los precipitados no
se observaron incluso cuando se dejé reposar el té verde durante 7 dias.

Evaluacién de la estabilidad del almacenamiento (bebida de limén)
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Se afiadid naringina (fabricada por SIGMA), naringenin-7-glucésido (preparado a continuacion) o una composicion que
contiene un compuesto de inclusién de flavonoide del ejemplo 109 a una bebida de limén disponible comercialmente
(C1000 Lemon Water, fabricado por HOUSE WELLNESS FOODS CORPORATION) para tener una concentracion
calculada como 0,3 % en términos, de conversion de naringenin-7-glucésido, se dejé reposar la bebida durante 1 mes
a4 °C o 25 °C, y luego se observé visualmente la presencia o ausencia de los precipitados. Las soluciones que eran
transparentes en las que no se observaron los precipitados se evaluaron como O y aquellas en las que se observaron
los precipitados se evaluaron como x. Los resultados se muestran en la Tabla 9-2.

Después de la terminacion de la reaccion de acuerdo con el ejemplo comparativo 102, los precipitados que
previamente se dejaron reposar a temperatura ambiente se recuperaron, se lavaron con agua, se recristalizaron y
secaron, para dar 13 g de naringenin-7-glucésido con un contenido del 95 % o mas. Se analiz6 la identidad del
producto con un reactivo naringenin-7-glucésido (Wako) por HPLC y un contenido del mismo.

[Tabla 9-2]
Tabla 9-2
4°C | 25°C
Naringina X X
Naringenin-7-glucésido X X
Ejemplo 109 0] 0]

Tal como se muestra en la Tabla 9-2, cuando se afiadié naringina o naringenin-7-glucdsido a una bebida de limén, los
precipitados se observaron tanto en los almacenamientos en refrigeracion (4 °C) como a temperatura ambiente (25
°C). Sin embargo, en un caso donde se afiadié la composicidon que contiene el compuesto de inclusion de naringenin-
7-glucésido, los precipitados no se observaron incluso cuando la bebida se dejé reposar durante 1 mes.

Evaluacién de biodisponibilidad

Se administré a las ratas Wister (macho) de nueve semanas de edad MF (Oriental Yeast Co., Ltd.) y se criaron durante
7 dias, y las ratas se sometieron a ayuno desde el dia anterior a la administracion de una sustancia de prueba. Después
de eso, 100 ymol/kg (calculado como IQC) de un producto seco del Ejemplo 16 preparado en la evaluacion de los
efectos de prevenir el deterioro del sabor, una suspension de rutina (Alps Pharmaceutical Ind., Co., Ltd., 100 ymol/kg
(calculado como IQC)), 1.000 pmol/kg (calculado como HPT-7G) del producto seco del ejemplo 22 preparado en las
evaluaciones de los efectos de prevenir el deterioro del sabor y una suspension de hesperidina (Hamari Chemicals,
Ltd., se administraron 1.000 ymol/kg (calculado como HPT-7G) por via oral a las ratas en una dosis Unica (administrada
por sonda, n = 2). La extraccion de sangre en tubos heparinizados se realizé a partir de venas de la cola de ratas
durante 30 minutos, 1 hora y 3 horas después de la administracion, y la sangre se centrifugd para obtener plasma. En
la muestra de suero extraida, las cantidades de derivados de quercetina se midieron de acuerdo con un método de
Makino et al (Biol. Pharm. Bull., 32(12) 2034, 2009), y las cantidades de derivados de hesperetina se midieron segun
un método de Yamada et al (Biosci. Biotechnol. Biochem, 70(6), 1386, 2006), y el analisis se realizé aplicando a la
muestra cromatografia liquida de alto rendimiento (SHIMADZU) y utilizando un detector de matriz de fotodiodos (SPD-
M30A, SHIMADZU). Los resultados se muestran en las Figuras 10 y 11. La Tabla 10 mostré las concentraciones de
quercetina y derivados de quercetina (isoramnetina, tamarixetina) (uM) en el tiempo de 0 a 3 horas, y el area bajo la
curva (AUC) de concentracion de sangre-tiempo de una cantidad total de la misma (uMe<h). Ademas, como no se
detectd el derivado de hesperetina, la Tabla 11 mostré una concentracion de hesperetina (uM) en el tiempode 0 a 3
horas, y el area bajo la curva (AUC) del tiempo de concentracion en sangre de la misma (uMeh).

[Tabla 10]
Tabla 10
Tiempo de extraccion Suspeqsmn de Ejemplo 16
de sangre rutina
0 0 0
0,5 0 9,3
Quercetina (uM)
1 0,004 10,3
3 0 6,9
Isoramnetina (uM) 0 0 0
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(continuacion)

Tiempo de extraccion Suspeqsmn de Ejemplo 16
de sangre rutina
0,5 0 0,3
1 0,004 0,3
3 0 0,2
0 0 0
0,5 0 21
Tamarixetina (M)
1 0,01 3,6
3 0,08 4,2
0 0 0
0,5 0 11,6
Total (M)
1 0,018 14,2
3 0,08 11,3
AUC (uM¢h) Total 0,1 34,9
[Tabla 11]
Tabla 11
Tiempo de extraccion Suspensllo'n de Ejemplo 22
de sangre hesperidina
0 0 0
0,5 0,003 113,5
Hesperetina (uM)
1 0,064 130,2
3 0 52,6
AUC (uM¢h) Total 0,082 272,0

Como se muestra en las figuras 10 y 11, se pudo ver en la comparacion de AUC de 0 a 3 horas que las ratas
absorbieron eficientemente el compuesto de inclusion de isoquercitrin-y-ciclodextrina o el compuesto de inclusién de
hesperetin-7-glucdsido-B-ciclodextrina, en comparacion con la rutina o la hesperidina. Ademas, aunque no se muestra
en las tablas, la biodisponibilidad de 100 umol/kg (calculada como IQC) de la composicion de glucésidos de
isoquercitrina del ejemplo 39 fue casi la misma que la del ejemplo 16, y la biodisponibilidad de 1.000 pmol/kg (calculada
como HPT-7G) de la composicién de los glucosidos de hesperetin-7-glucésido del ejemplo 40 fue casi igual a la del
ejemplo 22.

Efectos de mejora de la solubilidad del flavonoide escasamente soluble

Ejemplos 110 a 113

Se disolvié un compuesto de inclusion de rutina (RTN) e isoquercitrina con y-ciclodextrina (IQC-rCD) en una solucién
de azucar acida (pH 3,1, Brix10°) en cantidades de los componentes enumerados en la Tabla 12, y la solucion se
sometio a un relleno de bolsa de calor en una botella de vidrio de 100 ml. La solucién preparada se enfri6 al aire y se
sometié a almacenamiento en refrigeracion (4 °C, 6 meses), y luego se observo visualmente la presencia o ausencia
de los precipitados. Los resultados se muestran en la Tabla 12.

Ejemplos comparativos 103 a 106, y ejemplo de referencia

Se llevaron a cabo los mismos procedimientos que en los ejemplos 110 a 113 en la preparacion, enfriamiento por aire
y almacenamiento por refrigeracion, excepto que la rutina (RTN) y la isoquercitrina (IQC) se disolvieron en una solucion
de azicar acida en cantidades de los componentes enumerados en la Tabla 13, y se observé visualmente la presencia
o ausencia de los precipitados. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

En las Tablas 12y 13, se obtuvo IQC/RTN (relacién molar) analizando HPLC (SHIMADZU, las mismas condiciones
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que las de la velocidad de conversion) usando 1 ml de una solucidon de azucar acida inmediatamente después de
disolver los componentes de preparacion como una muestra de medicion, y luego expresando una relacion de area
(area de pico de isoquercitrina/area de pico de rutina) como una relacién molar.

5 [Tabla12]
Tabla 12
(41)RTN (% en | (42)1QC-yCD | (43)1QC (% en (44) yCD (% en (45) (46) IQC/RTN
masa) (% en masa) masa) masa) Solubilidad | (relacién molar)
1E1Jb 0,05 0,02 0,005 0,014 - 0,13
o 0,05 0,04 0,01 0,028 - 0,26
1E1J'2 0,05 0,08 0,02 0,056 - 0,53
1E1Jé 0,05 0,09 0,025 0,070 - 0,66
[Tabla 13]
10
Tabla 13
(41)RTN (%o en | (42)1QC-yCD | (43)1QC (% en | (44)yCD (% en (45) (46) IQC/RTN
masa) (% en masa) masa) masa) Solubilidad | (relacién molar)
Ej.
comp. 0,05 0 0,005 0 ++ 0,13
103
Ej.
comp. 0,05 0 0,01 0 ++ 0,26
104
Ej.
comp. 0,05 0 0,02 0 ++ 0,53
105
Ej.
comp. 0,05 0 0,025 0 ++ 0,66
106
5. de 0,05 0 0 0 - 0,003

Notas de las tablas 12y 13

(41) Concentracion de rutina en una solucién de azicar acida (% en masa)

(42) Concentracion de compuesto de inclusion de isoquercitrin-y-ciclodextrina en una solucion de azucar acida (%
en masa)

(43) Concentracion de isoquercitrina en una solucion de azicar acida (% en masa)
(44) Concentracion de y-ciclodextrina en una solucién de azucar acida (% en masa)
(45) Solubilidad:

No se observaron los precipitados: - La cantidad de precipitados fue pequefia: +

La cantidad de precipitados fue ligeramente grande: ++

La cantidad de precipitados fue grande: +++

(46) Isoquercitrina/rutina en una solucién de azucar acida (relacion molar)

Como se muestra en las figuras 12 y 13, en los ejemplos 110 a 113 en los que se afiadié el compuesto de inclusion

isoquercitrin-y-ciclodextrina, se mejoro la solubilidad de la rutina y no se observaron los precipitados, especialmente
15 cuando la relacion molar de isoquercitrina y rutina (isoquercitrina/rutina) estaba dentro de un intervalo de 0,1 a 0,7.

Los mismos resultados que estos también se mostraron en los productos liofilizados de los compuestos de inclusion

de flavonoide de los ejemplos 10, 13 y 14 (productos en los que se elimind la ramnosa por dialisis) y el producto

liofilizado de la composicién que contiene el compuesto de inclusion de flavonoide que contiene ramnosa. Por otro

lado, tal como se muestra en la Tabla 13, en los productos en los que solo se afiadié isoquercitrina, se observaron
20  precipitados en todos los casos.

Ademas, en las Tablas 12 y 13, también se obtuvieron los mismos resultados en isoquercitrina e isoquercitrin-g-
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ciclodextrina (productos liofilizados de los ejemplos 1 a 7), o hesperidina y hesperetin-7-glucésido-3-ciclodextrina
(productos liofilizados de los ejemplos 18 a 23) en lugar de rutina, o hesperetin-7-glucésido-y-ciclodextrina (productos
liofilizados de los ejemplos 27 a 31).

Evaluacién de la estabilidad a largo plazo y la astringencia del compuesto de inclusién de isoquercitrin-y-ciclodextrina

Ejemplos 114 a 117

Las soluciones se prepararon de la misma manera que los ejemplos 110 a 113, excepto que se usaron las cantidades
de componentes enumeradas en la Tabla 14. Inmediatamente después del enfriamiento por aire, se llevaron a cabo
evaluaciones sensoriales de astringencia. Ademas, las soluciones que tienen las mismas cantidades de componentes
se prepararon por separado y se sometieron a almacenamiento en refrigeracion (4 °C, 12 meses), y se observo
visualmente la presencia o ausencia de los precipitados. Los resultados se muestran en la Tabla 14.

Ejemplos comparativos 107 a 110

Las soluciones se prepararon de la misma manera que los ejemplos 103 a 106, excepto que se usaron las cantidades
de componentes enumerados en la tabla 15 inmediatamente después del enfriamiento por aire, Se llevaron a cabo
evaluaciones sensoriales de astringencia. Ademas, las soluciones que tienen las mismas cantidades de componentes
se prepararon por separado, las soluciones se almacenaron en refrigeracion (4 °C, 12 meses). Después de eso, se
observo visualmente la presencia o ausencia de los precipitados. Los resultados se muestran en la Tabla 15.

En las Tablas 14 y 15, se obtuvo RTN/IQC (relacion molar) analizando HPLC (SHIMADZU, las mismas condiciones
que las de la velocidad de conversion) usando 1 ml de una solucidon de azucar acida inmediatamente después de
disolver los componentes de preparaciéon como una muestra de medicion, y luego expresando una relacion de area
(area de pico de rutina/area de pico de isoquercitrina) como una relacién molar.

[Tabla 14]
Tabla 14
(51) IQC- o o o
CD (% en (52) 1IQC (% | (53) YCD (% | (54) RTN (% (55) (56) RTN/IQC (57)
v mas;) en masa) en masa) en masa) Solubilidad | (relacion molar) | Astringencia
5 0,38 0,1 0,28 0,0004 ; 0,003 1,2
A 0,38 0,1 0,28 0,001 - 0,01 13
1E1Jé 0,38 0,1 0,28 0,005 - 0,04 1,3
Ej.
117 0,38 0,1 0,28 0,01 - 0,08 1,3
[Tabla 15]
Tabla 15
(51)1QC-yCD | (52) 1QC (% | (53) yCD (% (S(QF;N (55) | (56) RTN/IQC (57)
(% en masa) en masa) en masa) masa) Solubilidad | (relaciéon molar) | Astringencia
Ej.
comp. 0 0,1 0 0,0004 +++ 0,003 2,7
107
Ej.
comp. 0 0,1 0 0,001 ++ 0,01 2,8
108
Ej.
comp. 0 0,1 0 0,005 ++ 0,04 2,8
109
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(continuacion)

(51) 1QC-yCD | (52) 1QC (% | (53) yCD (% (5(‘3,/) RIN (55) | (56)RTN/IQC (57)
(% en masa) en masa) en masa) m;sa) Solubilidad | (relaciéon molar) | Astringencia
Ej.
comp. 0 0,1 0 0,01 ++ 0,08 3,0
110

Notas de las tablas 14 y 15

(51) Concentracion de compuesto de inclusion de isoquercitrin-y-ciclodextrina en una solucion de azicar acida (%
en masa)

(52) Concentracion de isoquercitrina en una solucion de azicar acida (% en masa)

(53) Concentracion de y-ciclodextrina en una solucion de azucar acida (% en masa)

(54) Concentracion de rutina en una solucién de azicar acida (% en masa)

(55) Solubilidad:

No se observaron los precipitados: - La cantidad de precipitados fue pequefa: +

La cantidad de precipitados fue ligeramente grande: ++

La cantidad de precipitados fue grande: +++

(56) Rutina/isoquercitrina en una solucién acida de azucar (relaciéon molar)

(57) Inmediatamente después de la preparacion y enfriamiento por aire de una solucién de azulcar acida, diez
panelistas calificaron una muestra en la que la astringencia tenia un sabor mas fuerte en comparacion con la
solucién de azucar acida libre de aditivos como 3 puntos, y seguido de 2 puntos y 1 punto, y se mostré un

promedio de la misma.

En el presente documento, como no se observaron los precipitados después de la preparacion y el enfriamiento con
aire de los ejemplos comparativos 107 a 110 durante 30 minutos a temperatura ambiente, se llevaron a cabo
evaluaciones sensoriales durante ese tiempo.

Tal como se muestra en la Tabla 14, se confirmd que incluso cuando la rutina estaba contenida en una cantidad
especificada en una composicién que contenia un compuesto de inclusidon de isoquercitrina y y-ciclodextrina obtenida
en el método de produccién de la presente invencion, no hubo inconvenientes en la estabilidad a largo plazo del
compuesto de inclusién. Ademas, se confirmd que la astringencia seria débil, de modo que las influencias en los
sabores cuando se afiaden a los productos alimenticios son pequefias. Cuando la RTN/IQC (relacién molar) estaba
dentro de un intervalo de 0,08 o menos (Ejemplos 114 a 117), la astringencia fue particularmente débil. Los mismos
resultados también se muestran en los productos liofilizados de los compuestos de inclusion de flavonoide de los
ejemplos 10, 13 y 14 (en los que se elimind la ramnosa por didlisis) y los productos liofilizados de una composicion
que contiene el compuesto de inclusién de flavonoide que contiene ramnosa. Por otro lado, tal como se muestra en la
Tabla 15, en una composicidon que contiene isoquercitrina, cuando la composicién contenia rutina, se observaron
precipitados en todas las composiciones y la astringencia también fue fuerte.

Ademas, en las Tablas 14 y 15, también se obtuvieron los mismos resultados en isoquercitrina e isoquercitrin-g-
ciclodextrina (productos liofilizados de los ejemplos 1 a 7), hesperidina y hesperetin-7-glucésido-3-ciclodextrina
(productos liofilizados de los ejemplos 18 a 23) en lugar de rutina, o hesperetin-7-glucésido-y-ciclodextrina (productos
liofilizados de los ejemplos 27 a 31).

Los detalles de los componentes utilizados en los ejemplos 110 a 117, Los ejemplos comparativos 103 a 110 y el
ejemplo de referencia se muestran a continuacion.

RTN: Producto disuelto por calor de 90 g de etanol al 99,5 % en volumen y 10 g de rutina (producto de preparacion:
siendo la relacién molar de isoquercitrina/rutina 0,3/99,7)

IQC-rCD: Producto liofilizado del ejemplo 16 (producto en el que se elimind la ramnosa por dialisis (siendo la relacion
molar de rutina/isoquercitrina 0,3/99,7))

IQC: Producto disuelto térmicamente de 18 g de etanol al 99,5 % en volumen y 2 g de isoquercitrina (producto de
preparacion: siendo la relacion molar de rutina/isoquercitrina 0,3/99,7)

Ejemplos de formulacion de composicion que contiene compuestos de inclusién de flavonoide y composicién de
glucdsidos flavonoides Ejemplo de formulacién 1: Bebida De Pomelo

Con el fin de prevenir el deterioro del sabor, se preparé una bebida que contenia un producto seco de una composicion
que contiene un compuesto de inclusion de isoquercitrin-y-ciclodextrina del ejemplo 16. El presente producto puede
utilizarse adecuadamente como bebida.

Componente % en masa
Zumo de pomelo concentrado 5,0
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(continuacion)
Componente
Jarabe de glucosa-fructosa
Maltitol
Acidulante
vitamina C
Sabor

Producto seco del ejemplo 16

Agua
Total

% en masa
0,9

2,0

0,3

0,02

0,1

0,02
Balanza
100

Con el fin de prevenir el deterioro del sabor, se prepar6 una gelatina que contenia un producto seco de una
composicion que contenia compuesto de inclusion de hesperetin-7-glucésido-p-ciclodextrina del ejemplo 22. El
presente producto puede utilizarse adecuadamente como alimento (gelatina).

Componente

Azlcar

Zumo concentrado de limén
Preparacién de Gardenia
amarilla

Acidulante

Agente gelificante

vitamina C

Sabores

Producto seco del ejemplo
22

Agua
Total

Ejemplo de formulacién 3: Productos cosméticos

% en masa
10,0
8,5

0,004

1,0
1,5
0,02
0,2

0,04

Balanza
100

Con el fin de mejorar la piel en la opacidad y la hinchazén relacionada con el edema, se prepararon cosméticos que
contenian un producto seco de una composicion de glucosidos de hesperetin-7-glucésido del ejemplo 40. El presente
producto puede utilizarse adecuadamente como cosméticos para el cuidado de la piel.

Componente

Glicerol
Propilenglicol
Alcohol oleilico
Tensioactivo
Alcohol etilico

Perfume

Producto seco del ejemplo
40

Agua purificada
Total

% en
masa

5,0
4,0
0,1
2,0
10,0
0,1

0,26

Balanza
100

Ejemplo de formulacion 4: Comprimido

Con el fin de moderar la temperatura corporal, se preparé un comprimido que contenia un producto seco de una
composicion que contenia compuesto de inclusion de hesperetin-7-glucésido-p-ciclodextrina del ejemplo 22. El
presente producto puede utilizarse adecuadamente como alimentos saludables.

0,
Componente % en

masa
Maltitol 69,0
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(continuacion)
Componente
Trehalosa
Acidulante
Estearato de calcio
vitamina C
Sabores

Producto seco del ejemplo
22
Total

% en masa
12,9
2,5
0,5
0,02
0,08

15,0
100

Ejemplo de formulacion 5: Bebida de café

Con el fin de reducir la grasa corporal, se preparé una bebida de café que contenia un producto seco de una
composicion de glucosidos de isoquercitrina del ejemplo 39. El presente producto puede utilizarse adecuadamente
como alimentos para un uso especifico para la salud.

Componente % en
masa
Extracto de café 32,6
Azlcar 6,0
Sabores 0,06
:I:goducto seco del ejemplo 0.06
Agua Balanza
Total 100

Ejemplo de formulacién 6: Bebida de té negro

Con el fin de reducir la grasa neutra, se preparé una bebida de té negro que contenia un producto seco de una
composicion de glucésidos de hesperetin-7-glucésido del Ejemplo 40. El presente producto puede utilizarse

adecuadamente como alimentos con declaraciones de funcion.

Componente % en masa
Extracto de té negro 18,6
SH(l)ccijzggenocarbonato de 0,002
Sucralosa 0,003
vitamina C 0,03
Sabores 0,1
E(r)oducto seco del ejemplo 0,06

Agua Balanza
Total 100

Ejemplo de formulacion 7: Restaurador de cabello

Con el fin de mejorar el cuero cabelludo, se preparé un restaurador de cabello que contenia un producto seco de una
composicion que contenia compuesto de inclusion de hesperetin-7-glucésido-f-ciclodextrina del ejemplo 22.

Componente % en masa
Alcohol etilico 60,0
Extracto de Swertia japonica 5,0
Acetato de tocoferol 0,2

Etil éter de pantenilo 0,2
Propilenglicol 5,0
Conservante 0,1
Perfume 0,2

Producto seco del ejemplo 22 0,03
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(continuacion)

Componente % en masa
Agua purificada Balanza
Total 100

Ejemplo de formulacién 8: Champu para el cabello

Con el fin de prevenir la inflamacioén, se preparé un champu para el cabello que contenia un producto seco de una
composicion que contenia compuesto de inclusion de hesperetin-7-glucdsido-y-ciclodextrina del Ejemplo 27.

Componente % en masa
Polioxietileno de sodio (2) Lauril

éter sulfato 9,0
Laurilsulfato sddico 4.0
Cocamidopropil Betaina 3,0

Metilpolisiloxano altamente polimerizado 2,0
Acido graso de aceite de coco

metilpolisiloxano 1.0
Monoetanolamida 1,0
Propilenglicol 2,0
Diestearato de etilenglicol 2,0
Conservante 0,1
Perfume 0,1
Producto seco del ejemplo 27 0,03
Agua Balanza
Total 100

Ejemplo de formulacion 9: Comprimido para dieta

Con el propésito de una dieta, se prepard un comprimido que contenia un producto seco de una composiciéon que
contenia compuesto de inclusion de naringenin-7-glucésido-B-ciclodextrina del ejemplo 109. El presente producto
puede utilizarse adecuadamente como alimentos saludables.

Componente % en masa
Maltitol 64,0
Trehalosa 12,9
Acidulante 2,5
Estearato de calcio 0,5
vitamina C 0,02
Sabores 0,08
Producto seco del ejemplo 109 20,0

Total 100

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con el método de produccion de la presente invenciéon, un compuesto de inclusion de flavonoide y una
composicion de glucosidos flavonoides que tienen una excelente solubilidad en agua se pueden producir de manera
eficiente, para que el compuesto y la composicion puedan utilizarse adecuadamente en los campos de los
medicamentos, producto alimenticio, alimentos sanos, alimentos para un uso médico especifico, cosméticos y
similares.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccion de un compuesto de inclusion de flavonoide, que comprende una etapa de escision que
comprende tratar un flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramnésido con una enzima que tiene
una actividad ramnosidasa en presencia de una ciclodextrina para escindir una ramnosa; en donde escasamente
soluble se refiere a una solubilidad en agua a 25 °C del 1,0 % en masa o menos.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura
de ramnoésido es uno o mas miembros seleccionados del grupo que consiste en rutina, hesperidina, narirutina,
naringina, diosmina, eriocitrina, micricitrina, neohesperidina, luteolin-7-rutinésido, delfinidin-3-rutinésido, cianidina-3-
rutindsido, isoramnetin-3-rutinésido, campferol-3-rutindsido, apigenin-7-rutinésido y acacetin-7-rutinésido.

3. El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde la ciclodextrina esta presente en una proporcién de 0,01 mol
o0 mas basada en 1 mol del flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramndsido.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el compuesto de inclusién de
flavonoide es un compuesto de inclusién de flavonoide que comprende el flavonoide escasamente soluble sin una
estructura de ramndésido incluida por una ciclodextrina, y en donde una relacién molar de la ciclodextrina y el flavonoide
escasamente soluble sin una estructura de ramndsido (ciclodextrina/flavonoide) es de 1,0 a 3,0.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el compuesto de inclusién de
flavonoide se selecciona de:

(i) un compuesto de inclusion de flavonoide que comprende isoquercitrina incluida por y-ciclodextrina, y en donde
una relacion molar de la y-ciclodextrina y la isoquercitrina (y-ciclodextrina/isoquercitrina) es de 0,9 a 4,0;

(i) un compuesto de inclusién de flavonoide que comprende isoquercitrina incluida por B-ciclodextrina, y en donde
una relacion molar de la B-ciclodextrina y la isoquercitrina (B-ciclodextrina/isoquercitrina) es de 1,0 a 3,0;

(iii) un compuesto de inclusion de flavonoide que comprende hesperetin-7-glucésido incluido por una ciclodextrina,
y en donde una relacion molar de la ciclodextrina y el hesperetin-7-glucésido (ciclodextrina/hesperetin-7-glucésido)
esde 1,0a3,0;y

(iv) un compuesto de inclusién de flavonoide que comprende naringenin-7-glucésido incluido por B-ciclodextrina, y
en donde una relacion molar de la B-ciclodextrina y el naringenin-7-glucésido (B-ciclodextrina/naringenin-7-
glucosido) es de 1,0 a 3,0.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa de glucosidacion que comprende
tratar un compuesto de inclusion de flavonoide obtenido a través de la etapa de escision con una glucosiltransferasa
para someter el compuesto de inclusion de flavonoide a glucosidacion.

7. Un compuesto de inclusiéon de flavonoide seleccionado de:

(i) un compuesto de inclusion de flavonoide que comprende isoquercitrina incluida por y-ciclodextrina, en donde
una relacion molar de la y-ciclodextrina y la isoquercitrina (y-ciclodextrina/isoquercitrina) es de 0,9 a 1,8, y en donde
la solubilidad de la isoquercitrina en agua a 25 °C es del 2 % o mas;

(ii) un compuesto de inclusion de flavonoide que comprende isoquercitrina incluida por y-ciclodextrina, en donde
una relacion molar de la y-ciclodextrina y la isoquercitrina (y-ciclodextrina/isoquercitrina) es de 0,9 a 4,0, y en donde
la solubilidad de la isoquercitrina en agua a 25 °C es del 2,5 % o mas;

(iii) un compuesto de inclusién de flavonoide que comprende isoquercitrina incluida por B-ciclodextrina, en donde
una relacion molar de la B-ciclodextrina y la isoquercitrina (B-ciclodextrina/isoquercitrina) es de 1,0 a 3,0, y en
donde la solubilidad de la isoquercitrina en agua a 25 °C es del 0,1 % o mas;

(iv) un compuesto de inclusion de flavonoide que comprende hesperetin-7-glucésido incluido por una ciclodextrina,
en donde una relaciéon molar de la ciclodextrina y el hesperetin-7-glucésido (ciclodextrina/hesperetin-7-glucésido)
es de 1,0 a 3,0, y en donde la solubilidad del hesperetin-7-glucésido en agua a 25 °C es del 0,01 % o mas; y

(v) un compuesto de inclusion de flavonoide que comprende naringenin-7-glucésido incluido por B-ciclodextrina,
en donde una relacion molar de la B-ciclodextrina y el naringenin-7-glucésido (B-ciclodextrina/naringenin-7-
glucodsido) es del 1,0 al 3,0, y en donde una solubilidad del naringenin-7-glucésido en agua a 25 °C es del 0,01 %
0 mas.

8. Una composicién que contiene un compuesto de inclusion de flavonoide que comprende:

(i) un compuesto de inclusion de flavonoide como se define en la reivindicacién 7 y una ramnosa, en donde una
relaciéon molar de la ramnosa y un flavonoide en el compuesto de inclusion de flavonoide (ramnosa/flavonoide) es
de0,8a1,2;0

(ii) un compuesto de inclusion de flavonoide como se define en la reivindicacion 7 y un flavonoide escasamente
soluble que tiene una estructura de ramnésido, en donde una relacién molar del flavonoide escasamente soluble
y un flavonoide en el compuesto de inclusion de flavonoide (flavonoide escasamente soluble/flavonoide en el
compuesto de inclusion) es de 0,001 a 0,1.
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9. Una composicion de glucésidos de isoquercitrina que comprende un compuesto representado por la siguiente

férmula general (1):
OH
oo L

I OH
0-Glc-{Glc)n
OH 6]

¢y

donde en la féormula general (1), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un nimero entero de 0 0 1 o mas, y
en donde el contenido de glucdsidos que tienen n = 0 es del 10 % en moles o mas y del 30 % en moles o menos, el
contenido de glucosidos que tienen n =1 a 3 es del 50 % en moles o menos, y el contenido de glucdsidos que tienen
n =4 o mas es del 30 % en moles o mas, de la composicion de glucésidos.

10. Una composicion de glucésidos de hesperetin-7-glucésido que comprende un compuesto representado por la
siguiente formula general (2):

OH

(GlcIn-Gle-On o

(2)

donde en la férmula general (2), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un nimero enterode 0 o 1 o mas, y
en donde el contenido de glucdsidos que tienen n = 0 es del 10 % en moles o mas y del 30 % en moles o menos, el
contenido de glucosidos que tienen n = 1 a 3 es del 50 % en moles o menos, y el contenido de glucdsidos que tienen
n =4 o mas es del 30 % en moles o mas, de la composicion de glucésidos.

11. Una composicion de glucésidos de naringenin-7-glucésido que comprende un compuesto representado por la

siguiente formula general (3):
/,/\\
(GIc)n-Glc‘O\/\\ e //Q\f/\”
g

-

/O H

-

OH

3)

donde en la férmula general (3), Glc significa un residuo de glucosa, y n significa un nimero enterode 0 o 1 o mas, y
en donde el contenido de glucdsidos que tienen n = 0 es del 10 % en moles o mas y del 30 % en moles o menos, el
contenido de glucosidos que tienen n = 1 a 3 es del 50 % en moles 0 menos, y el contenido de glucdsidos que tienen
n =4 o mas es del 30 % en moles o mas, de la composicion de glucésidos.

12. Un articulo que comprende uno o mas compuestos o composiciones seleccionados del grupo que consiste en un
compuesto de inclusién de flavonoide obtenido de acuerdo con un método como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, una composicion de glucésidos flavonoides obtenida segin un método como se define en la
reivindicacién 6, un compuesto de inclusién de flavonoide como se define en la reivindicaciéon 7, una composicién que
contiene un compuesto de inclusion de flavonoide como se define en la reivindicacién 8, una composiciéon de
glucosidos de isoquercitrina como se define en la reivindicacion 9, una composicion de glucésidos de hesperetin-7-
glucosido como se define en la reivindicacion 10, y una composicion de glucésidos de naringenin-7-glucésido como
se define en la reivindicacion 11, en donde el articulo es un producto alimenticio, un medicamento o un cosmético.
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13. Un método de mejora de la solubilidad de un flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de
ramnosido, que comprende mezclar el flavonoide escasamente soluble que tiene una estructura de ramndsido con un
compuesto de inclusién de flavonoide obtenido de acuerdo con un método como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 o un compuesto de inclusion de flavonoide como se define en la reivindicaciéon 7 en un medio
tal que una relacién molar de un flavonoide en el compuesto de inclusién de flavonoide al flavonoide escasamente
soluble (flavonoide en el compuesto de inclusién/flavonoide escasamente soluble) es de 0,1 a 0,9.
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[FIG. 1]
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[FIG. 2]
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