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57  Resumen:
Cepas bacterianas y sus usos en reacciones de
acilación y/o desacilación.
La presente invención describe cepas microbianas
con capacidad de llevar a cabo reacciones de
alcoholisis y esterificación regioselectivas y el uso de
las mismas en la producción de carbohidratos y
polifenoles lipófilos de interés en la industria
farmacéutica y alimentaria. Asimismo, la invención
divulga el método de obtención de las cepas
microbianas y el método de obtención de los
carbohidratos y polifenoles lipofílicos.

Se puede realizar consulta prevista por el art. 40.2.8 LP.Aviso:
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CEPAS BACTERIANAS Y SUS USOS EN REACCIONES DE ACILACION Y/O 

DESACILACION 

DESCRIPCION 

La presente invenciOn se refiere a las cepas microbianas de los generos Terribacillus 

denominada Terribacillus sp. AE2B122, Bacillus, denominada Bacillus sp. HR21-6, 

Enterobacter, denominada Enterobacter sp. AEI B89 y Pseudomonas , denominada 

Pseudomonas sp. AE2B120 con capacidad de Ilevar a cabo reacciones de alcoholisis y 

10 esterificaciOn regioselectivas y el uso de las mismas en reacciones de acilacion y/o 

desacilacion, en general y mas especificamente, en reacciones de acilaciOn y/o 

desacilaciOn para la producciOn de carbohidratos y polifenoles lipofilos de interes en la 

industria farmaceutica y alimentaria. Asimismo, la invencion tambien se refiere a un 

metodo para obtener estas cepas microbianas con capacidad de Ilevar a cabo estas 

15 reacciones. Asi como la obtencion de regioisorneros de los azOcares y polifenoles 

parcialmente acilados. Por lo tanto, la invenciOn es de utilidad en los campos de la 

Microbiologia Industrial e Ingenieria Quimica, en particular, en el sector de la producciOn 

de compuestos de inter& en la industria farmaceutica y alimentaria. 

20 ESTADO DE LA TECNICA 

La protecciOn y desprotecciOn quimio-, regio- y estereoselectiva constituye una de las 

estrategias mas utilizadas en sintesis organica, especialmente valiosa en la sintesis de 

moleculas complejas y polifuncionales, entre las que se encuentran los carbohidratos y 

25 los polifenoles. Aunque son muchos los avances que se han conseguido en este campo 

en las ultimas decadas, aun se esta muy lejos de alcanzar la perfeccion de las reacciones 

naturales, por lo que este aspecto sigue siendo hoy en dia uno de los grandes retos en 

sintesis organica. 

30 La biocatalisis, y particularmente el uso de enzimas hidroliticas como las lipasas, 

constituye una alternativa a los metodos convencionales en sintesis organica y puede ser 

Util para realizar protecciones y desprotecciones estereo- y regioselectivas en 

carbohidratos (Filice, M. et al. Nat. Protoc. 7, 1783-1796; 2012) y polifenoles (Torres, P. et 

al. J. Agric. Food Chem. 58, 807-813; 2010). Determinados carbohidratos y polifenoles 

35 son de inter& en la industria farmaceutica y alinnentaria como se explica a continuaci6n. 
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Diversos estudios epidemiolOgicos han puesto de manifiesto los efectos beneficiosos 

para la salud que se derivan del consumo de alimentos ricos en antioxidantes, ya que 

previenen el desarrollo de enfermedades crOnicas degenerativas, incluidas enfermedades 

cardiovasculares y cancer (Grez et al., Curr Opin Pharmacol 104, 362-368; 2010). Dichos 

5 compuestos evitan los darios producidos por el estres oxidativo en ciertas biomoleculas 

(ADN, lipidos, proteinas), que se encuentran asociados con un incremento en el riesgo de 

problemas cardiovasculares, cancer y otras enfermedades crOnicas (Cilia et al., Ann Nutr 

Metab 54, 35-42; 2009). 

10 Algunos estudios demuestran que los compuestos polifenolicos naturales son, in vitro , 

mas efectivos como antioxidantes que la vitamina A o C (Miller et al., J Nutr Environ Med 

12, 39-51; 2002), por lo que existe un creciente interes de este tipo de compuestos, en 

especial aquellos que pueden ser obtenidos a partir de subproductos generados en la 

industria alimentaria. En este context°, destaca el hidroxitirosol, que predomina en el 

15 OliVO (Olea europea) , tanto en las hojas como en su fruto, ya sea libre o en forma de 

derivado, y que es un compuesto fenalico de una reconocida eficacia como antioxidante 

(Fernandez-Bolarios et al., Curr Org Chem 12, 442-463; 2008). 

En los ultimos arios, se ha comprobado que este antioxidante natural posee ademas 

20 importantes propiedades biolOgicas: antiagregante plaquetario (Gonzalez Correa et al. Br 

J Nutr, 101, 1157-1164, 2009), antiinflamatorio (Gong et al., Phytother Res 23, 646-650, 

2009), cardioprotector (Poudyal, H.J. Nutrition 140, 946-953; 2010), antimicrobiano 

(Medina et al. J Agric Food Chem 55, 9817-9823; 2007), y anti-VIH (Lee-Huang et al., 

Biochem Biophys Res Commun 354, 872-878; 2007). Actualmente, son numerosas las 

25 investigaciones que intentan demostrar el beneficio de este compuesto en el tratamiento 

de ciertas enfermedades neurodegenerativas (Schaffer et al., J Agric Food Chem 55, 

5043-5049, 2007), y de la piel (Guo et al,. Phytother Res 24, 352-359; 2010), en la 

prevenciOn del ictus cerebral isquemico y en la prevencian y tratamiento del cancer 

(Sirianni et al., Mol Nutr Food Res 54, 833-840, 2010). 

30 

La aceituna contiene, ademas de hidroxitirosol, una amplia variedad de compuestos 

fenolicos, tales como el 3,4-dihidroxifenilglicol (Brenes, M.J. Agric Food Chem 47, 3535- 

3540; 1999) y el alcohol protocatecuico (Saitta, M. et al. Food Chem 112, 525-532, 2009). 
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Diversos estudios sobre los compuestos fenOlicos del olivo muestran la importancia de los 

acil derivados en la cadena lateral de estos compuestos polifenolicos naturales, ya que el 

5 caracter lipofilo permite su dispersi6n en aceite, el atravesar membranas celulares y la 

captacion por las celulas, y la protecci6n de constituyentes de membrana y de LDL (Gupta 

et al., Adv. Food Nutr. Res. 69, 183-217; 2013). Es decir, se mejoran las propiedades 

fisico-quirnicas y se conservan las propiedades antioxidantes. Por lo tanto, es de gran 

interes para la industria alimentaria la obtencion de nuevos antioxidantes lipofilicos 

10 mediante modificaciOn de polifenoles naturales. Estos analogos estructurales lipofilos 

tienen una mejor biodisponibilidad, son mas eficaces que los polifenoles naturales 

utilizados como material de partida, y son utiles en la formulaciOn de "alimentos 

funcionales" que presentan efectos beneficiosos para la salud. 

15 Bouallagui y colaboradores (Bouallagui et al., App! Biochem Biotechnol 163, 592-599, 

2011) han descrito la producciOn enzimatica de hidroxitirosol acetato e hidroxitirosol oleato 

usando la lipasa de C. antarctica (Novozym 435), obteniendo compuestos con actividades 

biologicas optimizadas en cuanto a la biodisponibilidad y actividad antioxidante. La 

acilacion catalizada con lipasa de C. antarctica B tiene lugar quimioselectivamente sobre el 

20 hidroxilo de la cadena alifatica frente a los hidroxilos aromaticos (Torres de Pinedo et al., 

Tetrahedron 61, 7654-7660; 2005). 

Por otra parte, azOcares esterificados parcialmente o con diferentes funciones en los 

distintos carbonos, constituyen importantes "building blocks" para la sintesis de una amplia 

25 variedad de derivados mas complejos. Asi por ejemplo, los monosacaridos y 

oligosacaridos con un Onico hidroxilo libre son compuestos intermedios para la sintesis de 

heterooligosacaridos de interes biomedico y actividad farmacolOgica como antitumorales, 

antiinflamatorios, etc. (Plou et al., J Biotechnol 96, 55-66; 2002). 
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Desafortunadamente, el elevado numero de grupos hidroxilo en los azucares y su similar 

reactividad hace que en muchos casos no sea posible introducir regioselectivamente 

determinadas funciones, o requiera recurrir a una large y costosa secuencia de sintesis, 

para !lever a cabo transformaciones en solo alguno de los grupos hidroxilo. 

5 

A pesar del interes de las reacciones de carbohidratos biocatalizadas con lipasas, los 

antecedentes de casos de proteccion o desprotecciOn regioselectiva de monosacaridos 

en posiciones distintas a C-1 y C-6 son muy escasos. Asimismo, son tambien muy pocos 

los ejemplos en los que se describen reacciones de proteccion/desprotecciOn 

10 regioselectiva en uno de los dos carbonos primarios (C-6 y C-6') de disacaridos de 

hexosas. 

Por lo tanto, existe en el estado de la tecnica la necesidad de encontrar nuevas enzimas 

capaces de Ilevar a cabo reacciones de acilaciOn y/o desacilaciOn regioselectivas con la 

15 finalidad de obtener nuevos compuestos de interes en la industria farmaceutica y 

alimentaria. 

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

20 Para superar los problemas existentes en el estado de la tecnica mencionados 

previamente, un primer aspecto de la presente invenciOn describe cepas microbianas 

seleccionada de la lista que comprende cepa de Bacillus depositada en la Coleccion 

Espanola de Cultivos Tipo (CECT) con el numero de acceso CECT 8464, cepa de 

Enterobacter depositada en la ColecciOn Espanola de Cultivos Tipo (CECT) con el 

25 numero de acceso CECT 8462, cepa de Pseudomonas depositada en la ColecciOn 

Espanola de Cultivos Tipo (CECT) con el nOmero de acceso CECT 8463 y cepa de 

Terribacillus depositada en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) con el nOmero 

de acceso CECT 8231 que tienen la capacidad de Ilevar a cabo reacciones 

regioselectivas de acilacion (esterificaciOn) y/o desacilaciOn (alcoholisis), preferentemente 

30 sobre polifenoles y/o carbohidratos, preferentemente naturales, lo que permite la 

obtencion de una coleccion de compuestos de interes acilados y/o eterificados en 

diferentes posiciones. Asi, en base a la capacidad de estas bacterias de !lever a cabo 

estas reacciones de esterificaci6n y alcoholisis, se han desarrollado una serie de 

aspectos inventivos que seran explicados en detalle a continuacion. 

35 
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Otro aspecto descrito en la presente invenciOn se refiere al extracto enzimatico obtenible 

a partir del cultivo de cualquiera de las cepas bacterianas descritas en la presente 

invenciOn. 

5 Otro aspecto descrito en la presente invencion se refiere al uso de las cepas bacterianas 

o al uso del extracto enzimatico de la invenciOn como catalizadores para las reacciones 

enzimaticas de acilacion y/o desacilaciOn de compuestos, siendo preferidos los 

compuestos polifenoles y/o carbohidratos o sus derivados acilados. 

10 Otro aspecto descrito en la presente invenciOn se refiere a un metodo para obtener 

derivados acilados de polifenoles y/o carbohidratos mediante reacciones enzimaticas de 

acilacion o desacilaciOn sobre polifenoles y/o carbohidratos, que comprende las 

siguientes etapas: 

a) poner el extracto enzimatico segun se describe en la presente invenciOn, en 

15 contacto con polifenoles, carbohidratos o cualquiera de sus derivados acilados, 

en presencia de un agente acilante o un alcohol alifatico para Ilevar a cabo 

reacciones enzimaticas de acilaciOn o desacilaciOn, respectivamente; y 

b) purificar los derivados acilados de polifenoles y/o carbohidratos obtenidos en la 

etapa (a). 

20 

25 

30 

Otro aspecto descrito en la presente invenciOn se refiere al compuesto de formula general 

(I) 

HO 

HO 

(I) 

donde: R1 es un grupo alquilo (C1-C20), un grupo alquenilo (C2-C20), un grupo alquinilo 

(C2-C20), 0 un grupo arilalquilo; y 

R2 es un grupo acilo (-COR3), donde R3 es un grupo alquilo Cl-C20, o un hidr6geno. 

Otro aspecto descrito en la presente invencion se refiere al uso del compuesto de formula 

general (I) descrito previamente para la elaboraciOn de un medicament°. 
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Otro aspecto descrito en la presente invencion se refiere a una composici6n farmaceutica 

que comprende at menos un compuesto de formula general (I) segOn se ha descrito 

previamente junto con un vehiculo farmaceuticamente aceptable. 

5 Otro aspecto descrito en la presente invencion hace referencia at uso de at menos un 

compuesto de fOrmula general (I) segOn se ha descrito previamente para la elaboraciOn 

de una composiciOn alimenticia. 

Otro aspecto descrito en la presente invenciOn hace referencia al uso no terapeutico de at 

10 menos un compuesto de fOrmula general (I) segOn se ha descrito previamente, como 

antioxidante, preferiblemente alimentario, o como componente de composiciones 

cosmeticas. 

Otro aspecto descrito en la presente invenciOn se refiere a una composici6n alimenticia o 

15 cosmetica que comprende al menos un compuesto de formula general (I) segun se ha 

descrito previamente. 

Otro aspecto descrito en la presente invenciOn se refiere a un procedimiento de obtenciOn 

de los compuestos de formula (I) segun se ha descrito previamente a lo largo de la 

20 presente invencion, que comprende: 

a. la reacci6n enzimatica del compuesto 3,4-dihidroxifenilglicol peracilado con 

Ri01-1; o 

b. la reaccion enzimatica del compuesto 3,4-dihidroxifenilglicol peracilado con 

RiOH y posteriormente la reaccion con metanol del compuesto obtenido en 

25 el paso (a) bajo catalisis basica; 

donde R1 es un grupo alquilo (C1-C20), un grupo alquenilo (C2-C20), un grupo 

alquinilo (C2-C20), a un grupo arilalquilo; segiln se ha definido para el sustituyente R1 del 

compuesto general de formula (I). 

30 Otro aspecto descrito en la presente invenciOn se refiere a un compuesto de fOrmula 

2,3,4,6,6'-penta-0-acetil-a,a-D-trehalosa o 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a,a-D-trehalosa, asi 

coma at uso de dichos compuestos coma intermediarios de reaccion para la sintesis de 

derivados de trehalosa, asi coma en la preparaci6n de analogos de glicolipidos presentes 

en Mycobacterium tuberculosis . 
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Otro aspecto descrito en la presente invenciOn se refiere a un procedimiento de obtenci6n 

de los compuestos 2,3,4,6,6'-penta-0-acetil-a,a-D-trehalosa o 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a,a-

D-trehalosa que comprende: 

a. la reacciOn enzimatica de per-O-acetil-a,a-D-trehalosa con metanol o 

5 metanol deuterado a una temperatura de entre 16-28°C. 

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Relacion filogenetica de las cepas Terribacillus sp. AE2B 122, Bacillus sp. 

HR21-6 con otras bacterias Gram positivas (A), y las cepas Enterobacter sp. AE1B89 y 

Pseudomonas sp. AE2B120 con otras bacterias Gram negativas (B) filogeneticamente 

relacionadas. Para su realizaciOn se ha utilizado el metodo de Neighbor-Joining. Junto a 

las ramas se muestra el porcentaje de replicas de los arboles que presentan esos 

taxones juntos en un mismo agrupanniento en el test estadistico bootstrap (500 replicas). 

15 Las distancias evolutivas se han calculado con el metodo Maximum Composite 

Likelihood, y se expresa en unidades del numero de sustituciones de bases por sitio. Las 

secuencias comprendian entre 640 y 650 posiciones. Para los analisis filogeneticos se ha 

usado el programa MEGA4 (http://www.megasoftware.net/mega4/mega.html).  

20 Figura 2. Se representa la actividad antirradicalaria (captaciOn de radicales libres 

mediante donaciOn de atomos de hidrogeno) frente al radical libre DPPH (2,2-difeni1-1- 

picrilhidracilo) expresada en valores de EC50 (IaM) del acetato de hidroxitirosilo 2, de los 

eteres fenOlicos 4a-4d, 5a-5d, y del 3,4-dihidroxifenilglicol 14. 

25 Figura 3. Espectro de Resonancia Magnetica Nuclear (1H-RMN) (A) y espectro de 

resonancia magnetica nuclear (1 H-RMN) ampliado (B) del procedimiento de desacilacion  

del compuesto 27 (metil 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a-D-glucopiranOsido)  mediante el extracto 

enzimatico de la invencion. 

30 Figura 4. Espectro de Resonancia Magnetica Nuclear (1H-RMN) (A) y espectro de 

resonancia magnetica nuclear (1H-RMN) ampliado (B) del procedimiento de desacilacion 

del compuesto 30 (per-O-acetil-a,a-D-trehalosa) mediante el extracto enzimatico de la 

presente invencion. 

 

ES 2 554 563 B2

 

8



5 

 

Figura 5. Espectro de Resonancia Magnetica Nuclear ('H-RMN) (A) y espectro de 

resonancia magnetica nuclear (1H-RMN) ampliado (B) del procedimiento de desacilaciOn 

del compuesto 34 (per-O-acetilsacarosa) mediante el extracto enzimatico de la presente 

invencion. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Los inventores de la presente invencion han identificado una serie de cepas microbianas, 

en particular, las cepas bacterianas Terribacillus sp. AE2B 122, Bacillus sp. HR21-6, 

10 Enterobacter sp. AE1B89 y Pseudomonas sp. AE2B120 depositadas en la Coleccion 

Espanola de Cultivos Tipo (CECT) con los numeros de registro 8231 (con fecha de 

depOsito 20.11.2012), 8464, 8462, 8463 (con fecha de depOsito de 22 de Octubre de 

2013), respectivamente, que tienen la capacidad de Ilevar a cabo reacciones 

regioselectivas de acilacion (por ejemplo esterificaci6n) y/o desacilaciOn (por ejemplo 

15 alcoholisis). Dichas reacciones de acilacion y/o desacilacion se Ilevan a cabo 

preferentemente sabre polifenoles y/o carbohidratos naturales, y de eterificaci6n en 

posiciones bencilicas de polifenoles durante la alcoholisis de esteres de hidroxilos 

fendicos, lo que permite la obtenciOn de una coleccion de compuestos de interes 

acilados y/o eterificados en diferentes posiciones. Asi, en base a la capacidad de estas 

20 bacterias de Ilevar a cabo estas reacciones de esterificaci6n y alcoholisis, se han 

desarrollado una serie de aspectos inventivos que seran explicados en detalle a 

continuacion. 

Cepas microbianas de la invencion y sus usos 

25 

Mediante metodos de screening sabre muestras obtenidas de diferentes lugares de 

procedencia, coma par ejemplo almazaras, industrias de conservas de pescado, etc, se 

han seleccionado una serie de cepas microbianas con actividad lipolitica y capacidad de 

Ilevar a cabo reacciones regioselectivas de esterificaci6n (acilacion) y/o alcoholisis 

30 (desacilaciOn), en particular sabre carbohidratos y/o polifenoles, preferentemente 

naturales. 

Estas cepas microbianas fueron sometidas a un analisis filogenetico mediante el analisis 

de la secuencia del gen 16S ARNr. De este analisis se identificaron las cepas con las que 
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mayor valor de identidad presentaban las cepas microbianas de la invenciOn, siendo 

Terribacillus goriensis CL-GR16 (numero de acceso a GeneBank: NR_043895), Bacillus 

stratosphericus JCM 13349 (numero de acceso a GeneBank NR_042336), Enterobacter 

ludwigii EN-119 (numero de acceso a GeneBank AJ853891) y Pseudomonas stutzeri 

5 ATCC 17588 (nOrnero de acceso a GeneBank NR_103934). 

Por lo tanto, un aspecto de la invenciOn se refiere a las cepas microbianas de la 

invencion, que pertenecen a los generos Terribacillus, Bacillus, Enterobacter y 

Pseudomonas que, en otra realizaciOn todavia mas particular, son las cepas microbianas 

10 denominadas Terribacifius sp. cepa AE2B122 (CECT 8231), Bacillus sp. HR21-6 (CECT 

8464), Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8462) y Pseudomonas sp. AE2B120 (CECT 

8463). 

Las cepas microbianas de la invencion fueron depositadas bajo el Tratado de Budapest 

15 en la ColecciOn Espanola de Cultivos Tipo (CECT) [Parc Cientific Universitat de Valencia, 

calle Catedratico Agustin Escardino, 9, 46980 Paterna (Valencia)] el 20 de Noviembre de 

2012 (CECT 8231), y el 22 de Octubre de 2013 (CECT 8464, CECT 8462 y CECT 8463). 

Por lo tanto, un aspecto de la invencion se relaciona con las cuatro cepas microbianas, 

20 con capacidad de Ilevar a cabo reacciones de acilaciOn / desacilaciOn que estan 

depositadas en la CECT con los numeros de registro CECT 8231, CECT 8464, CECT 

8462 y CECT 8463. En una realizaciOn particular, las cepas preferidas son: CECT 8464, 

CECT 8462 y CECT 8463. 

25 Como entiende el expert() en la materia, las cepas microbianas de la invenciOn pueden 

ser cultivadas en un medio de cultivo liquido para obtener un sobrenadante que, despues 

de ser sometido a procesos de concentracion y opcionalmente, liofilizaciOn y/o 

dializaciOn, se obtiene un extracto enzimatico que, al igual que cualquiera de las cepas de 

la invenciOn, puede usarse para Ilevar a cabo reacciones de acilaciOn y/o desacilaciOn, 

30 siendo util en la produccion de los compuestos de interes. 

Ademas, las cepas microbianas de la invencion pueden ser cultivadas en presencia o en 

ausencia de un sustrato lipidico con el objetivo de obtener sobrenadantes que contendran 
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las enzimas y compuestos necesarios para Ilevar a cabo la reacciOn de acilaciOn y/o 

desacilaciOn. 

A efectos de la presente invenciOn, el termino "sustrato lipidico" se refiere a un 

5 compuesto de naturaleza lipidica, sobre el cual actuaran las lipasas de las cepas 

microbianas. Ejemplos de sustratos lipidicos incluyen, sin limitar a, surfactantes, 

trigliceridos, aceites esenciales, mas particularmente, tributirina, Tween 80, Tween 20 y 

aceites vegetales, tales como aceite de oliva y/o aceite de girasol. En una realizacion 

particular, el sustrato lipidico es tributirina. La concentraciOn del sustrato lipidico en el 

10 medio de cultivo puede ser variable, pudiendo emplearse concentraciones de entre 0,1 - 

4%, e incluso mayores. Preferiblemente, la concentraciOn del sustrato lipidico en el medio 

de cultivo es de alrededor del 2% en peso con respecto al cultivo final. 

Asi, en otro aspecto, la invenciOn se relaciona con un extracto enzimatico obtenible a 

15 partir del cultivo de las cepas microbianas de la invencion, capaz de Ilevar a cabo 

reacciones de acilacion y/o desacilaciOn. A efectos de la presente invenciOn los terminos 

sobrenadante y extracto enzimatico se utilizan indistintamente. 

A efectos de la presente invencion, el termino "extract° enzimatico" o "sobrenadante" se 

20 refiere al sobrenadante obtenible del cultivo de las cepas de la invenciOn, que 

opcionalmente puede ser sometido a procedimientos de concentraci6n, liofilizaciOn y/o 

dializaciOn y que comprende las enzimas que las cepas microbianas descritas en la 

presente invencion excretan al medio de cultivo y que presentan actividad lipolitica y que 

son capaces de Ilevar a cabo reacciones regioselectivas de esterificacion (acilaciOn) y/o 

25 alcoholisis (desacilacion), es decir se utilizan coma catalizadores biologicos. El extracto 

enzinnatico o sobrenadante de la invencion es, a efectos de la presente invenciOn, un 

cOctel enzimatico obtenido de los cultivos de las cepas de la invencion. 

Sin querer estar vinculado a ninguna teoria, los inventores consideran que, en el 

30 sobrenadante obtenido de los cultivos de las cepas de la invenciOn, en media liquid°, 

estan comprendidas las enzimas necesarias para Ilevar a cabo dichas reacciones de 

acilacion y/o desacilaciOn. Entre las enzimas que pueden formar parte de dicho 

sobrenadante se encuentran las lipasas que son enzimas que catalizan un amplio rango 

de reacciones (hidrOlisis, interesterificaciones, alcoholisis, acidolisis, esterificaciOn y 
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aminolisis, entre otras), incluyendo las reacciones que se detectan y se muestran en los 

ensayos y ejemplos que se describen lo largo de la presente invenciOn. 

El sobrenadante obtenido mediante el cultivo de las cepas de la invenciOn pueden 

5 contener no sOlo las enzimas necesarias para !lever a cabo reacciones de acilacion y/o 

desacilaciOn, sino que tambien puede contener otro tipo de compuestos que pueden 

interaccionar con dichas enzimas, disminuyendo o potenciando la eficacia de conversion 

del sustrato a los productos resultantes de las reacciones. Por lo tanto, puede ser 

conveniente someter al sobrenadante a un proceso de concentraci6n y de dialisis para 

10 eliminar aquellas particulas o compuestos no deseables. 

En la presente invencion se entiende por "concentraciOn y/o dialisis" al proceso de 

separar las molecules en una solucion por la diferencia en sus indices de difusi6n a 

tray& de una membrana semipermeable. Tipicamente, una soluciOn de varios tipos de 

15 molecules es puesta en una bolsa semipermeable de dialisis, como por ejemplo, en una 

membrana de celulosa con poros, y la bolsa es sellada. La bolsa de dialisis sellada se 

coloca en un envase con una soluciOn diferente, o agua pura. Las molecules lo 

suficientemente pequerias como para pasar a tray& de los poros (a menudo agua, sales 

y otras molecules pequefias) tienden a moverse hacia adentro o hacia afuera de la bolsa 

20 de dialisis en la direcciOn de la concentraci6n mas baja. La tecnica de dialisis es 

ampliamente conocida en el estado de la tecnica y su puesta en practice es rutinaria para 

el expert() en la materia. En la puesta en practice de la presente invenciOn, el 

sobrenadante de la invencion se vertiO en una bolsa de dialisis de 12 KDa y tras ser 

concentrado con polietilenglicol 8 KDa, se dializO con tampon fosfato potasico. 

25 

Por lo tanto, en una realizacion particular, el extract° enzimatico descrito en la presente 

invenciOn, obtenido a partir de los cultivos de las cepas de la invenciOn, este concentrado 

y/o dializado. 

30 Adicionalmente, tanto si el extract° enzimatico de la invenciOn este concentrado y/o 

dializado o no, este puede ser sometido a un proceso de liofilizaciOn. Por lo tanto, en otra 

realizacion particular, el sobrenadante de la invencion este liofilizado.  
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La liofilizaciOn es un proceso en el que se congela el producto y, posteriormente, se 

introduce en una camara de vacio para realizar la separaciOn del agua por sublimaciOn. 

De esta manera se elimina el agua desde el estado sOlido al gaseoso del ambiente sin 

pasar por el estado liquid°. La tecnica de liofilizacion es ampliamente conocida en el 

5 estado de la tecnica y su aplicacion es practica de rutina para el expert° en la materia. 

Una vez obtenidas tanto las cepas microbianas de la invenciOn, como los extractos 

enzimaticos producidos a partir del cultivo de estas, y probado que son capaces de Ilevar 

a cabo reacciones de acilaciOn y/o desacilaciOn, el expert° en la materia entiende que, 

10 tanto las cepas microbianas, como los extractos enzimaticos de la invencion, pueden 

emplearse para producir los compuestos de interes que se indican mas adelante. 

Asi, en otro aspect°, la invencion se relaciona con el uso de las cepas microbianas o de 

los extractos enzimaticos obtenidos de cultivos de dichas cepas, segun la invenciOn, para 

15 la producciOn de derivados acilados, siendo preferentemente los sustratos de partida, 

polifenoles y/o carbohidratos, naturales o no. 

En una realizaciOn particular, la produccion de derivados acilados de polifenoles y/o 

carbohidratos se Ileva a cabo mediante reacciones regioselectivas de acilaciOn o 

20 desacilaciOn de polifenoles y/o carbohidratos, preferentemente naturales. 

25 

A efectos de la presente invencion los terminos "regioselectivo/a" o "regioselectividad" se 

refieren a la preferencia de una reacciOn de esterificaciOn o hidrolisis en un hidroxilo 

alifatico de varios posibles, o un hidroxilo aromatic° de varios posibles. 

A efectos de la presente invencion los terminos "quimioselectivo/a" o "quimioselectividad" 

se refieren a la preferencia de una reaccion de esterificaci6n o alcoholisis en un hidroxilo 

alifatico (alcohol) frente a un hidroxilo aromatic° (fenol) o viceversa. 

30 Mas detalles sobre la produccion de derivados acilados de polifenoles y/o carbohidratos 

mediante el empleo de las cepas microbianas o de los extractos enzimaticos de las 

mismas, descritos en la presente invencion, puede encontrarse en los Ejemplos 3 y 5 

donde se describe el metodo de produccion de los mismos. 
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Biotransformaciones regioselectivas para la obtenci6n de derivados acilados 

lipofilicos de polifenoles y/o carbohidratos. 

Como se ha explicado anteriormente, los inventores han descubierto nuevas cepas 

5 microbianas con capacidad de Ilevar a cabo reacciones de acilaciOn y/o desacilacion 

sobre polifenoles y/o carbohidratos, preferentemente naturales o no, por lo que tanto las 

cepas microbianas, como los extractos enzimaticos obtenidos a partir del cultivo de las 

mismas, pueden emplearse en la obtenci6n de los compuestos que se indican a 

continuacion. 

10 

Asi, en otro aspecto, la invencion se relaciona con un nnetodo para obtener derivados 

acilados de polifenoles y/o carbohidratos, preferentemente a partir de polifenoles y/o 

carbohidratos naturales, mediante reacciones de acilacion o desacilacion sobre 

polifenoles y/o carbohidratos, que comprende las siguientes etapas: 

15 a) poner el extract° enzimatico segun se define a lo largo de la presente invencion, en 

contacto con polifenoles, carbohidratos o cualquiera de sus derivados acilados, en 

presencia de un agente acilante o un alcohol alifatico para Ilevar a cabo reacciones 

enzimaticas de acilacion o desacilaciOn, respectivamente y, opcionalmente 

b) purificar los derivados acilados de polifenoles y/o carbohidratos obtenidos en la 

20 etapa (a). 

A efectos de la presente invenciOn, el termino "purificar" o "purificacion" se refiere tal y 

como se emplea en la descripcion, a la separacion de los derivados acilados de 

polifenoles y/o carbohidratos obtenidos mediante el metodo descrito en la invenciOn y a 

25 su concentraciOn. La separacion de dichos compuestos del resto de productos que le 

puedan acompariar y que no sean de interes, puede Ilevarse a cabo mediante tecnicas de 

solubilidad diferencial, cromatografia, electroforesis o isoelectroenfoque. Las tecnicas de 

cromatografia pueden estar basadas en el peso molecular, la carga o la afinidad de la 

proteina y puede realizarse en columna, en papel o en place. La separacion de los 

30 compuestos puede realizarse, por ejemplo, por cromatografia liquida rapida (FPLC, del 

ingles Fast Protein Liquid Cromatography) , en un sistema automatizado que reduce 

notablemente el tiempo de purificaci6n e incrementa el rendimiento de la purificaciOn. 
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En una etapa previa a la etapa a) del metodo de la invencion, las cepas microbianas de la 

invenciOn son cultivadas en presencia o en ausencia de un sustrato lipidico con el 

objetivo de obtener unos extractos enzimaticos que contengan las enzimas y compuestos 

necesarios para Ilevar a cabo la reacciOn de acilacion y/o desacilaciOn sobre los 

5 polifenoles y/o carbohidratos. 

Las cepas bacterianas de la invenciOn se crecen en un medio de cultivo liquido para 

extraer el sobrenadante y posteriormente obtener los extractos enzimaticos. Para 

Terribacifius sp. AE2B 122 (CECT 8231), Bacillus sp. HR21-6 (CECT 8234) se ha 

10 utilizado como medio de cultivo, PYA (agar, peptona y extracto de levadura). En el caso 

de Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8232) y Pseudomonas sp. AE2B120 (CECT 8233) se 

ha utilizado como medio de cultivo, LB (Luria-Bertani), aunque es importante mencionar 

que se podria utilizar cualquier otro medio de cultivo en el cual las cepas de la invenciOn 

puedan crecer. 

15 

Opcionalmente, el cultivo liquido se puede suplementar con un sustrato lipidico para 

incrementar la secreciOn de las enzimas presentes en el extracto enzimatico de la 

invenciOn, secretadas por las cepas de la invenciOn y que son las responsables de Ilevar 

a cabo las reacciones de acilacion/desacilacion sobre los polifenoles y/o carbohidratos. 

20 Como se ha comentado previamente, dichas enzimas se considera que son, 

preferentemente, lipasas. Asi, en una realizaciOn particular, el medio de cultivo puede 

estar suplementado con un sustrato lipidico, de acuerdo a como se ha descrito 

previamente en la presente descripciOn de la invencion. 

25 Los cultivos se realizan a temperatura de entre 22°C y 37°C, en agitacion durante 2-3 

dias. Transcurridos estos dias se extrae el sobrenadante que como hemos mencionado 

anteriormente, contendra las enzimas, preferentemente lipasas, encargadas de Ilevar a 

cabo las reacciones descritas en la presente invencion. 

30 El sobrenadante resultante de los cultivos puede aislarse por tecnicas de rutina para el 

experto en la materia. Por ejemplo, una vez transcurrido el periodo de incubacion, el 

cultivo puede dejarse reposar para que las celulas decanten o puede someterse a 

centrifugaciOn, consiguiendo de ambas formas separar las celulas del medio de cultivo 
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liquid°. Posteriormente, puede obtenerse el sobrenadante, por ejemplo por aspiraciOn 

con una pipeta. 

Una vez obtenido el extracto enzimatico, este se pone en contacto con los compuestos 

5 que se quieran someter a las reacciones de acilacian/desacilacian [etapa (a)]. Las 

condiciones adecuadas para Ilevar a cabo estas reacciones se explican detalladamente 

en cada uno de los ejemplos que contiene la presente invencion. 

En una realizacian preferida, los compuestos de partida son preferentemente polifenoles 

10 o carbohidratos. 

En otra realizacion preferida, los sustratos de tipo fenolico de la etapa a) del metodo de la 

invencion, se seleccionan preferentemente de entre cualquiera de los siguientes: 

hidroxitirosol, 3,4-dihidroxifenilglicol, alcohol protocatecuico y derivados acetilados de los 

15 mismos, preferiblemente: hidroxitirosol triacetilado, 3.4-dihidroxifenilglocol tetraacilado y 

alcohol protocatecuico peracilado. 

En otra realizacion preferida, los sustratos de tipo carbohidratos del paso a) del metodo 

de la invencian, se seleccionan de entre mono-, di-, oligo-, polisacaridos o cualquiera de 

20 sus derivados acilados, preferiblemente: metil a-D-glucopiranosido per-O-acetilado, 

trehalosa octaacetilada y sacarosa octaacetilada. 

25 

30 

Par "derivados acetilados" se refiere a compuestos fenOlicos o carbohidratos con al 

menos un grupo —OH sustituido par un grupo —000CH3. 

Tal coma se ha explicado previamente, en el presente documento, los sobrenadantes  

obtenidos en una etapa previa a la etapa a) del metodo de la invencian, pueden 

concentrarse y/o dializarse, segin se ha explicado previamente, o pueden usarse tal 

cuales. 

Por lo tanto, en una realizacian particular, el metodo de obtencion de derivados acilados 

de polifenoles y/o carbohidratos de la invencion comprende entre las etapas (a) y (b), una 

etapa opcional dirigida a la concentracian y/o dializacion de los sobrenadantes, asi coma 
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a su posterior liofilizaciOn. Las tecnicas de concentraci6n, dializaciOn y liofilizacion se 

describen con detalle en el Ejemplo 2. 

A continuaciOn se detallan las diferentes reacciones de acilacion/desacilaciOn de 

5 compuestos fenOlicos y/o carbohidratos mediante las reacciones enzimaticas catalizadas 

por las enzimas presentes en los sobrenadantes o extractos enzimaticos recogidos de los 

cultivos de las cepas descritas en la presente invencion, para la obtenci6n de compuestos 

fenOlicos y/o carbohidratos acilados lipofflicos. 

10 En una realizaciOn preferida, la reacciOn enzimatica es de desacilaciOn, el polifenol del 

paso (a) es un derivado acetilado de hidroxitirosol, 3,4-dihidroxifenilglicol o alcohol 

protocatecuico, preferiblemente hidroxitirosol triacetilado, 3,4-dihidroxifenilglocol  

tetraacilado o alcohol protocatecuico peracilado, y la reacciOn se Ileva a cabo en 

presencia de un alcohol alifatico. 

15 

Por "alcohol alifatico" se entiende en la presente invenciOn a un grupo alquilo (C1-C7), 

lineal o ramificado, con al menos un radical —OH, por ejemplo, pero sin limitarse a 

metanol, etanol, propanol, butanol, entre otros. Preferiblemente el alcohol alifatico es 

metanol (Me0H). El alcohol alifatico puede estar opcionalmente deuterado a temperatura 

20 ambiente (aprox. 18-30°C). 

25 

30 

En una realizacion mas preferida, la reacciOn enzimatica es de desacilacion, el polifenol 

del paso (a) es un hidroxitirosol triacetilado y la reacci6n se Ileva a cabo en presencia de 

metanol. 

En otra realizacion preferida, la reaccion enzimatica es de desacilacion de los hidroxilos 

aromaticos, el polifenol del paso (a) es 3,4-dihidroxifenilglicol tetraacilado o alcohol 

protocatecuico peracilado y la reaccion se Ileva a cabo en presencia de un alcohol 

alifatico para producir la eterificacion en la posiciOn bencilica. 

En otra realizacion preferida, la reacciOn enzimatica es de acilacion, el polifenol del paso 

(a) es hidroxitirosol, 3,4-dihidroxifenilglicol o alcohol protocatecuico y la reaccion se Ileva 

a cabo en presencia de un grupo acilante y opcionalmente de un co-disolvente. 
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Por "grupo acilante" se entiende a un reactivo capaz de reaccionar con un compuesto 

agregando un grupo acilo a su estructura, como por ejemplo, el grupo acilante puede ser 

sin limitarse a acetato de isopropenilo o acetato de vinilo, que a su vez actOan de 

disolvente. 

5 

La reacciOn de acilaciOn se puede hacer en ausencia o presencia de un adsorbente del 

sobrenadante de los cultivos de las cepas de la invenciOn, tal coma celita. Se obtienen 

mejores resultados con el extract° enzimatico soportado sabre celita. Si el compuesto 

fenOlico empleado es poco soluble en el agente acilante se puede utilizar un co-

10 disolvente, par ejemplo DMF (N,N-dimetil formannida). 

En otra realizacion preferida, la reaccion enzimatica es de desacilacion, el carbohidrato 

del paso (a) es metil a-D-glucopiranosido per-O-acetilado, per-0-acetil-a,a-D-trehalosa, 

per-O-acetil-sacarosa, trehalosa octaacetilada o sacarosa octaacetilada y la reaccion se 

15 Ileva a cabo en presencia de alcohol alifatico, preferiblemente metanol o metanol 

deuterado a temperatura ambiente (16-28°C). 

En un realizaciOn mas preferida, la reaccion enzimatica es de per-0-acetil-a,a-D-

trehalosa con metanol o metanol deuterado a una temperatura de entre 16-28°C, 

20 obteniendose los compuestos 2,3,4,6,6'-penta-0-acetil-a,a-D-trehalosa o 2,3,4,6-tetra-0- 

acetil-a,a-D-trehalosa o la reacciOn enzimatica de per-O-acetil-sacarosa can metanol o 

metanol deuterado a una temperatura de entre 16-28°C, obteniendose los compuestos 

2,3,4,6,1',6'-hexa-0-acetil-sacarosa o 2,3,4,6,6'-penta-0-acetil-sacarosa.  

25 En otra realizacion preferida, la reacciOn enzimatica es de acilacion, el carbohidrato del 

paso (a) es metil a-D-glucopiranOsido y la reacci6n se Ileva a cabo en presencia de 

acetato de isopropenilo y DMF a una temperatura de entre 50-70°C. 

30 

Otro aspecto de la presente invenciOn describe un compuesto de formula general (I) 

HO 

HO 

(I) 
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donde: R1 es un grupo alquilo (C1-C20), un grupo alquenilo (C2-C20), un grupo alquinilo 

(C2-C20), 0 un grupo arilalquilo; y 

R2 es un grupo acilo (-COR3, donde R3 es un grupo alquilo C1-C20) o un hidrOgeno. 

5 Por "alquilo" se refiere en la presente invenciOn a una cadena alifatica, lineal o ramificada, 

que tiene de 1 a 20 atomos de carbonos, preferiblemente de 1 a 10 atomos de carbono y 

nrias preferiblemente de 1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-

propilo, n-butilo, t-butilo, n-pentilo, entre otros. 

10 Por "alquenilo" se refiere en la presente invenciOn a cadena carbonada, lineal o 

ramificada, que presenta al menos un doble enlace y que contiene entre 2 y 20 atomos 

de carbono, preferiblemente entre 2 y 10 atomos de carbono y mas preferiblemente de 2 

a 5 atomos de carbono. 

15 Por "alquinilo" se refiere en la presente invencion a cadena carbonada, lineal o 

ramificada, que presenta al menos un triple enlace y que contiene entre 2 y 20 atomos de 

carbono, preferiblemente entre 2 y 10 atomos de carbono y mas preferiblemente de 2 a 5 

atonnos de carbono. 

20 Por "arilalquilo" se entiende en la presente invencion a un grupo arilo unido al resto de la 

molecula par un grupo alquilo (C1-C20), tal y coma se ha definido anteriormente. Un 

ejemplo, no limitante, de arilalquilo es un grupo bencilo. 

En una realizacion preferida, el compuesto de formula general (I) de la presente invenciOn 

25 se caracteriza por que el R2 es un grupo acetilo (-COCH3). 

En una realizacion preferida, el compuesto de fOrmula general (I) de la presente invenciOn 

se caracteriza par que el R2 es un hidrOgeno. 

30 En otra realizacion mas preferida, los compuestos de formula general (I) se seleccionan 

de la lista que comprende: acetato de 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-metoxietilo, acetato de 2- 

(3,4-dihidroxifeniI)-2-etoxietilo, acetato de 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-propoxietilo, y acetato de 

2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-butoxietilo. 
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En otra realizacion preferida, los compuestos de formula general (I) se seleccionan de la 

lista que comprende: 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-metoxietanol, 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-  

etoxietanol, 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-propoxietanol y 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-butoxietanol.  

5 La presente invenciOn tambien describe el procedimiento de obtenci6n de los compuestos 

de formula (I) descritos anteriormente, que comprende: 

a. la reaccion enzimatica del compuesto 3,4-dihidroxifenilglicol peracilado con 

Ri011; o 

b. la reacciOn enzimatica del compuesto 3,4-dihidroxifenilglicol peracilado con 

10 RiOH y posteriormente la reacciOn del compuesto obtenido en el paso (a) 

mediante catalisis basica, preferiblemente con Cs2CO3, en metanol; 

donde R1 es un grupo alquilo (C1-C20), un grupo alquenilo (C2-C20), un grupo alquinilo (C2- 

C20), o un grupo arilalquilo. 

Ac0 

15 Ac0  

OAc 

OAc Extract° enzimatico HO 

R1 OH HO 

ORi 

OAc Cat'
 acida HO OH 

Me0H HO 

En una realizaciOn preferida, el procedimiento descrito anteriormente se caracteriza por 

que la reaccion enzimatica se neva a cabo en presencia del extract° enzimatico descrito 

20 en la presente invencion. 

La presente invenciOn se refiere tambien al uso de al nnenos un compuesto de fOrmula 

general (I), segun se ha descrito previamente, para la elaboraciOn de un medicamento o 

de una composiciOn cosmetica o de una composicion alimenticia, donde la composicion 

25 alimenticia se selecciona de entre un aliment°, complemento alimenticio, alimento 

funcional o nutraceutico. 

A efectos de la presente invencion el termino "medicamento" hace referencia a cualquier 

sustancia usada para prevencion, diagnostic°, alivio, tratamiento o curaci6n de 

30 enfermedades en el hombre y los animales. 
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A efectos de la presente invencion el termino "composiciOn farmaceutica" tal y como se 

define en la presente invenciOn se refiere a conjunto de componentes que estan 

formados por al menos un producto de fOrmula general (I) segun se describe en la 

presente invenciOn, en cualquier concentracion, que tiene al menos una aplicacion en la 

5 mejora del bienestar ffsico o fisiologico o psicolOgico de un sujeto, que implique una 

mejora del estado general de su salud. Dichas composiciones comprenden adernas al 

menos un vehiculo farmaceuticamente aceptable. 

La composiciOn farmaceutica puede comprender un "vehiculo" o portador, que es 

10 preferiblemente una sustancia inerte. La funci6n del vehiculo es facilitar la incorporaciOn 

de otros compuestos, permitir una mejor dosificaciOn y administraciOn o dar consistencia 

y forma a la cornposiciOn farmaceutica. 

Los compuestos y composiciones de la presente invenciOn pueden ser empleados junto 

15 con otros medicamentos en terapias combinadas. Los otros farmacos pueden formar 

parte de la misma composici6n o de otra composici6n diferente, para su administraci6n at 

mismo tiempo o en tiempos diferentes. 

A efectos de la presente invenciOn el termino "composiciOn cosmetica" o "cosmetico" se 

20 refiere a aquellas preparaciones constituidas por sustancias naturales o sinteticas o sus 

mezclas, de uso externo en las diversas partes del cuerpo humano. 

A efectos de la presente invenciOn el termino "composicion alimenticia" se refiere a aquel 

alimento que, con independencia de aportar nutrientes al sujeto que lo toma, afecta 

25 beneficiosamente a una o varias funciones del organismo, de manera que proporciona un 

mejor estado de salud y bienestar. Como consecuencia, dicha composicion puede ser 

destinada a la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad o del factor causante de 

una enfermedad. Por tanto, el termino "composicion alimentaria" de la presente invenciOn 

se puede emplear como sinonimo de alimento funcional o alimento para fines 

30 nutricionales especificos o alimento medicinal. A efectos de la presente invenciOn, el 

termino "composiciOn alimenticia" es, o forma parte de un alimento, alimento funcional, 

nutraceutico o suplemento alimenticio. 
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A efectos de la presente invencion el termino "nutraceutico" tal como se emplea en la 

presente invenciOn se refiere a sustancias aisladas de un alimento y utilizadas de forma 

dosificada que tienen un efecto beneficioso sobre la salud. 

5 A efectos de la presente invenciOn el termino "suplemento", sinOnimo de cualquiera de los 

terminos "suplemento dietetico", "suplemento nutricional" o "suplemento alimenticio" es 

un "ingrediente alimenticio" destinado a complementar la alimentaciOn. 

La presente invencion tambien se refiere at uso no terapeutico de at menos un compuesto 

10 de fOrmula general (I), segOn se ha descrito previamente, como antioxidante, 

preferentemente como antioxidante alimentario. 

15 

Por el termino "antioxidante" se entiende una composicion capaz de retardar o prevenir la 

oxidacion de otras moleculas. 

Otro objeto descrito en la presente invencion se refiere a una composici6n farmaceutica 

que comprende at menos un compuesto de fOrmula general (I), segun se ha descrito 

previamente, junto con un vehiculo farmaceuticamente aceptable. 

20 Otro objeto descrito en la presente invenciOn se refiere a una composici6n alimenticia o 

cosmetica que comprende at menos un compuesto de formula general (I), segun se ha 

descrito previamente. 

Otro aspecto descrito en la presente invenciOn se refiere a los derivados acilados de 

25 carbohidratos, preferentemente a los compuestos de formula 2,3,4,6,6-penta-0-acetil-

a,a-D-trehalosa o 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a,a-D-trehalosa.  

Otro aspecto descrito en la presente invencion se refiere at uso de dichos derivados 

acilados de carbohidratos descritos previamente coma intermedios de reacciOn para la 

30 sintesis de derivados de trehalosa o para la elaboracion de analogos de glicolipidos 

presentes en Mycobacterium tuberculosis . 

Otro aspecto descrito en la presente invenciOn se refiere at procedimiento de obtenci6n 

de los analogos de glicolipidos presentes en Mycobacterium tuberculosis que comprende: 
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a. la reaccion enzimatica de per-O-acetil-a,a-D-trehalosa con metanol o metanol 

deuterado a una temperatura de entre 16-28°C. 

En una realizacion preferida, dicho procedimiento se Ileva a cabo en presencia de un 

5 extracto enzimatico segun se define en la presente invencion. 

A lo largo de la descripci6n y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes 

no pretenden excluir otras caracteristicas tecnicas, aditivos, componentes o pasos. Para 

los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invenciOn se 

10 desprenderan en parte de la descripci6n y en parte de la practica de la invencion. Los 

siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustraciOn, y no se pretende 

que sean limitativos de la presente invencion. 

15 

EJEMPLOS. 

A continuaciOn se ilustrara la invenciOn mediante unos ensayos realizados par los 

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion. 

Ejemplo 1: Analisis filogenetico de las cepas Terribacillus sp. AE2B 122 (CECT 

20 8231), Bacillus sp. HR21-6 (CECT 8464), Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8462) y  

Pseudomonas sp. AE2B120 (CECT 8463). 

El estudio filogenetico se Ilevo a cabo mediante analisis de la secuencia del gen acid° 

ribonucleico ribosornico (ARNr) 16S. Para ello se amplificO el gen del ARNr 16S de cada 

25 una de las cepas de la invenciOn mediante reacciOn en cadena de la polimerasa (PCR) 

utilizando los cebadores 16F27, cuya secuencia es 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' 

(SEQ ID NO: 1), y 16R1488, con la secuencia 5'-CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC-3' 

(SEQ ID NO: 2) (Moreno M.L., et al. FEMS Microbiol Ecol, 2009; 68, 59-71.). Las 

condiciones de la reacciOn de PCR fue la siguiente: un ciclo de 95 °C durante 5 minutos, 

30 25 ciclos de 94 °C durante 1 minutos, 50 °C durante 1 minutos y 72 °C durante 2 minutos, 

y luego un paso de extensiOn de 10 minutos a 72 °C. Los productos de la amplificaciOn se 

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa. El ADN amplificado es secuenciado 

mediante el metodo Sanger. Se utilizan entre 640 y 650 pb para la busqueda de 

secuencias similares entre las secuencias depositadas en GenBank, usando el algoritmo 
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BlastN, resultando ser Terribacillus goriensis CL-GR16 (NOrnero de acceso a GeneBank 

NR_043895), Bacillus stratosphericus JCM 13349 (numero de acceso a GeneBank 

NR_042336), Enterobacter ludwigfi EN-119 (numero de acceso a GeneBank AJ853891) y 

Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 (numero de acceso a GeneBank NR_103934) los 

5 que mayor valor de identidad muestran con las secuencias de las cepas de la invencion. 

Por lo tanto, las cepas de la invencion se asignaron a los generos Terribacifius como 

Terribacillus sp. AE2B 122 (CECT 8231), Bacillus , como Bacillus sp. HR21-6 (CECT 

8464), Enterobacter, coma Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8462) y Pseudomonas coma 

Pseudomonas sp. AE2B120 (CECT 8463). 

10 

Para la realizaciOn del arbol filogenetico se utilizO el paquete de programas MEGA4. 

Primero se realize) un alineamiento mUltiple, usando Clustal W, de las secuencias de 650 

pb (correspondiente al fragmento entre las posiciones 53 hasta la 703 (Figura 1A) y entre 

las posiciones 80 hasta 730 (Figura 1B) del ARNr 168 de Escherichia coli) de las cepas y 

15 de las secuencias de mayor identidad obtenidas con BlastN. Finalmente los arboles se 

construyeron utilizando varios metodos, obteniendo resultados similares con todos ellos. 

En la presente invencion se muestran los arboles construidos mediante el metodo 

Neighbor-Joining (Figura 1). 

20 Ejemplo 2: Preparaci6n de los sobrenadantes de las cepas Terribacillus sp. AE2B 

122 (CECT 8231), Bacillus sp. HR21-6 (CECT8464), Enterobacter sp. AEI B89 (CECT 

8462) y Pseudomonas sp. AE2B120 (CECT 8463). 

Para la preparaciOn de los extractos enzimaticos o sobrenadantes, se crecie) un pre-

25 inOculo de cada una de las cuatro cepas descritas en la presente invencion. Terribacillus 

sp. AE2B 122 (CECT 8231) se cultivo en media PYA durante una noche. Al dia siguiente, 

se utilize) dicho cultivo para inocular media PYA. Tras crecer el cultivo en medio PYA, se 

recogi6 el sobrenadante. 

30 Bacillus sp. HR21-6 (CECT8464) se cultiv6 en media LB durante una noche. Al dia 

siguiente, se utilizO dicho cultivo para inocular media PYA. Tras crecer el cultivo en media 

PYA, se recogi6 el sobrenadante. 
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Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8462) y Pseudomonas sp. AE2B120 (CECT 8463) se 

cultivaron en medio LB durante una noche. Al dia siguiente, se utilizO dicho cultivo para 

inocular medio LB + tributirina (TRI) 2%. Tras crecer el cultivo en medic LB+TRI 2%, se 

recogiO el sobrenadante. 

5 

Cada uno de los sobrenadantes se veto en una bolsa de dialisis de 12 KDa (SIGMA, D-

9527). Las bolsas de dialisis se dejaron toda la noche a 4 °C cubiertas en polietilenglicol 

de 8 KDa y cuando las bolsas de dialisis estaban completamente secas, se limpiO el 

exterior con agua destilada y se dializaron con tamp6n fosfato potasico 0,05M pH 7,8 a 4 

10 °C y agitaciOn magnetica. Estos dializados se congelaron a -80 °C. 

Dichos sobrenadantes pueden ser liofilizados para asi evitar que se produzcan las 

reacciones de hidrolisis. Ademas, liofilizar el sobrenadante ayuda a concentrar y 

conservar la enzima de la cepa microbiana, y tambien para poder ser almacenado. 

15 

Ejemplo 3: Preparaci6n de polifenoles lipofilos. Reacciones de 

acilacion/desacilacion catatalizadas por los sobrenadantes/extractos enzimaticos 

de las cepas de Terribacillus sp. AE2B 122 (CECT 8231), Bacillus sp. HR21-6 (CECT 

8464), Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8462) y Pseudomonas sp. AE2B120 (CECT 

20 8463). 

25 

A continuaciOn se muestran a mode de ejemplo ilustrativo y no limitativo, rutas sinteticas 

que conducen a la obtenciOn de derivados fenOlicos per desacilacion regioselectiva 

catalizada per los extractos enzimaticos/sobrenadantes en medic alcohOlico. 

Ejemplo 3.1. Reaccion de desacilacion de compuestos fenOlicos mediante catalisis 

enzimatica para la obtencion de polifenoles lipofilicos.  

Ejemplo 3.1.1. 

30 Acetato de hidroxitirosilo (2) 

La desacilacion del compuesto 1 (hidroxitirosol peracetilado) mediante alcoholisis 

(desacilacion) catalizada per los extractos enzimaticos, obtenidos de los cultivos de las 

cepas de la invencion, usando come disolvente un alcohol alifatico, tal come el Me0H, da 
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lugar al derivado monoacilado (compuesto 2) mediante una reacciOn totalmente 

regioselectiva, segOn se describe en el Esquema 1. 

Ac0 

Ac0 

1 

OAc extract° enzimatico HO 

Me0H 

5 Esquema 1 

HO 

2 

OAc 

A una disoluciOn del compuesto 1 (hidroxitirosol triacetilado) (50 mg, 0.18 mmol) en 

Me0H se le &lade el extract° enzimatico obtenido del cultivo de la cepa bacteriana 

Terribacillus sp. cepa AE2B122 (CEC T8231) (50 mg) y gel de silice (63-200 pm, 100 

10 mg). Se agita a 40 °C durante 18 horas. Se filtra sobre celita y se concentra a sequedad. 

El residuo se purifica por cromatograffa en columna (AcOEt-hexano 1:2 1:1) 

obteniendose el acetato de hidroxitirosilo 2 (31 mg, 90%). (Ver Esquema 1). El 

rendimiento para la obtenciOn del compuesto 2 purificado por tecnicas cromatograficas 

fue del 75-91% dependiendo del extract° enzimatico utilizado. 

15 

Ejemplo 3.1.2. 

La desacilacion del compuesto 3 (3,4-dihidroxifenilglicol peracetilado) mediante 

alcoholisis catalizada por los extractos enzimaticos descritos en la presente invenciOn y 

usando como disolvente un alcohol alifatico de tipo RION, tiene lugar de manera 

20 totalmente regioselectiva en los esteres fenOlicos (Esquema 2). En la posiciOn bencilica 

el grupo aciloxi es sustituido por el grupo alcoxi R10 procedente del alcohol dando lugar a 

la formacion del compuesto 4 que puede ser aislado con rendimientos del 40-90%. El 

radical R1 del alcohol alifatico de tipo R1OH se selecciona preferiblemente de entre 

cualquiera de los siguientes: -CH3 (metilo), -C2H5 (etilo), -C3H7 (propilo) o -C4H9 (butilo). 

25 En funcion del alcohol alifatico utilizado como disolvente se obtienen los compuestos 4a, 

4b, 4c o 4d (Esquema 2). Los tiempos de reaccion van desde 24 h para la obtencion del 

compuesto 4a hasta 6 dias para la obtencion del compuesto 4d. El grupo acetilo del 

compuesto 4 puede ser eliminado mediante una alcoholisis (desacilacion) con catalisis 

basica, utilizando como catalizador cualquier catalizador basic°, preferentemente Cs2CO3 

30 en metanol. 
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5 

10 

 

De esta manera, los connpuestos 4a-4d mediante una reacciOn de desacetilaciOn dan 

lugar a los compuestos 5a-5d con rendimientos del 31-62% (Esquema 2). 

Ac0 

Ac0 

OAc 

3 

OAc Extract° enzimatico HO 

ROH 
HO 

OR 

4 

4a R = Me 

4b R = Et 

4c R = Pr 

4d R = Bu 

Esquema 2 

Acetato de 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-metoxietilo (4a) 

HO 

HO 

OR 

OAc Cs2C°3
 HO OH 

Me0H HO 

5 

5a R = Me 

5b R = Et 

5c R = Pr 

5d R = Bu 

Se disuelve el compuesto 3 (tetraacetilado) (28 mg, 0.08 mmol) en Me0H (3 mL) y se 

afiaden 28 mg de extract° enzimatico obtenido del cultivo de la cepa bacteriana 

Terribacillus sp. cepa AE2B122 (CEC T8231) y 56 mg de gel de silice (63-200 pm). Se 

15 agita a temperatura ambiente durante dos dias. Se ariaden otros 28 mg de extract° 

enzimatico obtenido del cultivo de la cepa bacteriana Terribacillus sp. cepa AE2B122 

(CEC T8231) y se prosigue con la agitaciOn a temperatura ambiente durante dos dias. Se 

concentra a sequedad y se purifica el producto por cromatograffa en columna (CH2C12- 

Me0H 60:1). Rendimiento: 17 mg, 90%, RF 0.6 (CH2C12-Me0H 10:1). 

20 

11-1-RMN (300 MHz, CD30D): 66.80 (d 1H, J5,6 = 8.0 Hz, Ar-5), 6.79 (d, 1H, J2,6 = 2.0 Hz, 

Ar-2), 6.68 (dd, 1H, J5= 8.0 Hz, J62= 2.0 Hz, Ar-6), 4.32 (dd, 1H, J = 8.0 Hz, J = 3.9 Hz, 

CH), 4.18 (dd, 1H, J = 11,4 Hz, J = 8.0 Hz, CH2), 4.07 (dd, 1H, J = 11,4 Hz, J = 3.9 Hz, 

CH2), 3.25 (s 3H, OMe), 2.06 (s 3H, OAc). 13C-RMN (75.5 MHz, CD30D): 6 173.6 (CO), 
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145.7 (Ar-3 y 4), 131.4 (Ar-1), 120.7 (Ar-6), 117.2 (Ar-5), 115.8 (Ar-2), 83.4 (CH), 69.5 

(CH2), 57.7 (0Me), 21.6 (0Ac). 

5 Acetato de 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-etoxietilo (4b) 

OEt 

HO OAc 

HO 

Se disuelve el compuesto 3 (60 mg, 0.18 mmol) en Et0H (6 mL) y se afiaden 60 mg de 

extract° enzimatico obtenido del cultivo de la cepa bacteriana Bacillus sp. HR21-6 (CECT 

10 8464) y 120 mg de gel de silice (63-200 pm). Se calienta a 60 °C durante 24 horas y 

pasado ese tiempo se concentra a sequedad y se purifica el producto por cromatografia 

en columna de gel de silice (CH2C12-Et0H 60:1). Rendimiento: 24 mg, 55%, RF 0.5 

(CH2C12-Me0H 10:1). 

15 1H-RMN (300 MHz, CDCI3): 66.89 (d, 1H, J2,6= 2.0 Hz, Ar-2), 6.83 (d, 1H, J5,6= 8.1 Hz, Ar-

5), 6.72 (dd, 1H, J6,5= 8.1 Hz, J6,2= 2.0 Hz, Ar-6), 4.42 (dd, 1H, J= 6.9 Hz, J= 5.0 Hz, CH), 

4.20-4.12 (m, 2H, CH2), 3.43 (2dd, 1H cada uno, 2J = 16.4 Hz, 3J= 7.0 Hz, CH2CH3), 2.06 

(s, 3H, OAc), 1.17 (t, 3H, J= 7.0 Hz, CH2CH3). 13C-RMN (75.5 MHz, CDCI3): 6 172.0 (CO), 

144.5 (Ar-4), 144.4 (Ar-3), 131.0 (Ar-1), 119.9 (Ar-6), 115.5 (Ar-5), 113.9 (Ar-2), 79.6 

20 (CH), 68.4 (CH2), 64.8 (CH2CH3), 21.3 (0Ac), 15.4 (CH2CH3). 

Acetato de 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-propoxietilo (4c) 

OPr 

HO OAc 

HO 

25 Se disuelve el compuesto 3 (190 mg, 0.56 mmol) en PrOH (4 mL) y se afiaden 190 mg de 

extracto enzimatico obtenido del cultivo de la cepa bacteriana Bacillus sp. HR21-6 (CECT 

8464) y 380 mg de gel de silice (63-200 pm). Se agita a 60 °C durante dos dias. Se 

afiaden otros 190 mg del mismo extract° y se prosigue con la agitaciOn durante dos dias. 
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Se concentra a sequedad y se purifica el producto por cromatografia en columna (AcOEt-

hexano 1:3 —> 1:1). Rendimiento: 81.4 mg, 57%, RF 0.6 (AcOEt-hexano 1:1). 

1H-RMN (300 MHz, CDCI3): 66.90 (d, 1H, J2,6= 2.0 Hz, Ar-2), 6.84 (d, 1H, J5,6= 8.1 Hz, Ar-

5 5), 6.73 (dd, 1H, J65= 8.1 Hz, J6,2= 2.0 Hz, Ar-6), 4.41 (dd, 1H, J = 7.6 Hz, J = 4.5 Hz, CH), 

4.21-4.10 (m, 2H, CH2), 3.40-3.24 (m, 2H, OCH2CH2), 2.06 (s 3H, OAc), 1.59 (sextete, 

2H, J = 7.4 Hz, OCH2CH2), 0.88 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CH3). 13C-RMN (75.5 MHz, CDCI3): 6 

171.9 (CO), 144.4 (Ar-4), 144.3 (Ar-3), 131.2 (Ar-1), 120.0 (Ar-6), 115.5 (Ar-5), 113.9 (Ar-

2), 79.7 (CH), 71.1 (CH2), 68.4 (OCH2CH2), 23.1 (CH2CH2), 21.3 (0Ac), 10.8 (CH3). 

10 

Acetato de 2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-butoxietilo (4d) 

0Bu 

HO OAc 

HO 

Se disuelve el compuesto 3 (190 mg, 0.56 mmol) en BuOH (4 mL) y se anaden 190 mg 

15 de extracto enzimatico obtenido del cultivo de la cepa bacteriana Bacillus sp. HR2 1-6 

(CECT 8464) y 380 mg de gel de silice (63-200 pm), calentandose a 60 °C durante 2 

dias. Se concentra a sequedad y se purifica por cromatografia en columna con AcOEt-

Hex 1:2. Rendimiento: 91 mg, 61%, RF 0.6 (CH2C12-Me0H 10:1). 

20 1H-RMN (300 MHz, CDCI3): 66.90 (d, 1H, J2,6= 1.9 Hz, Ar-2), 6.84 (d, 1H, J5,6= 8.0 Hz, Ar-

5), 6.73 (dd, 1H, J6,5= 8.0 Hz, J6,2= 1.9 Hz, Ar-6), 6.50 (s, 1H, OH), 5.95 (s, 1H, OH), 4.44 

(dd, 1H, J = 7.7 Hz, J = 4.4 Hz, CH), 4.22-4.10 (m, 2H, CH2), 3.45-3.28 (m, 2H, OCH2CH2), 

2.07 (s, 3H, OAc), 1.55 (m, 2H, J = 6.6 Hz, OCH2CH2), 1.39-1.25 (m, 2H, CH2CH3), 0.86 

(t, 3H, J= 7.3 Hz, CH2CH3). 13C-RMN (75.5 MHz, CDCI3): 6 172.1 (CO), 144.4 (Ar-4), 

25 144.3 (Ar-3), 131.1 (Ar-1), 120.0 (Ar-6), 115.5 (Ar-5), 113.9 (Ar-2), 79.7 (CH), 69.2 

(OCH2CH2), 68.4 (CH2), 32.0 (OCH2CH2), 21.3 (0Ac), 19.6 (CH2CH3), 14.2 (CH2CH3). 
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2-(3,4-DihidroxifeniI)-2- metoxietanol (5a) 

HO 

HO 

 

5 A una disolucion del compuesto 4a (54 mg, 0.24 mmol) en Me0H seco (1 ml) se afiade 

Cs2CO3 (231 mg, 0.72 mmol) y ascorbato s6dico (48 mg, 0.24 mmol) en presencia de Ar 

y en oscuridad. Se agita a tennperatura ambiente durante 4 horas. Cuando se da por 

terminada la reaccion se purifica el compuesto, sin neutralizar ni evaporar el disolvente, 

por cromatografia en columna utilizando como eluyente CH2C12-Et0H (1:0 —÷ 1:10). 

10 Rendimiento: 23 mg, 53%, RE 0.2 (CH2C12-Me0H 10:1). 

1H-RMN (300 MHz, D20): 6 6.94 (d, 1H, J5,6= 8.1 Hz, Ar-5), 6.89 (d, 1H, J2,6= 2.0 Hz, Ar-

2), 6.80 (dd, 1H, J6,5= 8.1 Hz, J6,2= 2.0 Hz, Ar-6), 4.29 (dd, 1H, J = 7.5 Hz, J = 4.6 Hz, CH), 

3.71 (dd, 1H, J= 11.9 Hz, J = 7.5 Hz, CH2), 3.64 (dd, 1H, J = 11.9 Hz, J = 4.6 Hz, 

15 CH2),3.27 (s, 3H, OMe). 13C-RMN (75.5 MHz, D20): 6 144.1 (Ar-1), 144.0 (Ar-2), 130.5 

(Ar-4), 119.8 (Ar-5), 116.1 (Ar-6), 114.7 (Ar-3), 83.6 (CH), 65.0 (CH2), 56.0 (0Me). 

2-(3,4-DihidroxifeniI)-2-etoxietanol (5b) 

HO 

HO 

20 

OEt 

OH 

A una disolucion del compuesto 4b (25 mg, 0.10 mmol) en Me0H seco (1 ml) se aliade 

Cs2CO3 (66 mg, 0.20 mmol) y ascorbato sOdico (20 mg, 0.10 rnmol) en presencia de Ar y 

en oscuridad. Se agita a temperatura ambiente durante 3 horas. Cuando se da por 

terminada la reacciOn se purifica el compuesto, sin neutralizar ni evaporar el disolvente, 

25 par cromatografia en columna utilizando coma eluyente CH2C12-Et0H (1:0 1:10). 

Rendimiento: 12.4 mg, 62%, RE 0.3 (CH2C12-Me0H 10:1). 
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1H-RMN (300 MHz, CD30D): 6 6.91 (d, 1H, J5,6= 8.1 Hz, Ar-5), 6.88 (d, 1H, J2,6= 1.8 Hz, 

Ar-2), 6.80 (dd, 1H, J6,5= 8.1 Hz, J6,2= 2.0 Hz, Ar-6), 4.38 (dd, 1H, J = 7.7 Hz, J = 4.4 Hz, 

CH), 3.70 (dd, 1H, J = 11.7 Hz, J = 8.0 Hz, CH2), 3.61 (dd, 1H, J = 11.7 Hz, J = 4.4 Hz, 

CH2) 3.48 (c, 2H, cl= 6.9 Hz, CH2CH3), 1.19 (t, 3H, J= 7.1 Hz, CH2CH3). 13C-RMN (75.5 

5 MHz, CD30D): 6 146.1 (Ar-4), 145.9 (Ar-3), 133.1 (Ar-1), 121.3 (Ar-6), 117.7 (Ar-5), 116.3 

(Ar-2), 83.9 (CH), 67.3 (CH2), 66.3 (CH2CH3),16.1 (CH2CH3). 

2-(3,4-DihidroxifeniI)-2-propoxietanol  (5c) 

OPr 

HO OH 

HO 

10 

A una disolucion del compuesto 4c (55 mg, 0.22 mmol) en Me0H seco (1 ml) se &lade 

Cs2CO3 (66 mg, 0.20 mmol) y ascobato sOdico (44 mg, 0.22 mmol) en presencia de Ar y 

en oscuridad. Se agita a temperatura ambiente durante 2 horas. Cuando se da por 

terminada la reaccion se purifica el compuesto, sin neutralizar ni evaporar el disolvente, 

15 por cromatografia en columna utilizando como eluyente (AcOEt-hexano 1:1). 

Rendimiento: 14.5 mg, 31%, RF 0.1 (AcOEt-Hex 1:1). 

11-1-RMN (300 MHz, CD30D): 6 6.78 (d, 1H, J2,6= 1.9 Hz, Ar-2), 6.76 (d, 1H, J5,6= 8.0 Hz, 

Ar-5), 6.65 (dd, 1H, J6,5= 8.0 Hz, J6,2= 2.0 Hz, Ar-6), 4.22 (dd, 1H, J = 8.0 Hz, J = 4.1 Hz, 

20 CH), 3.64 (dd, 1H, J = 11.6 Hz, J = 8.0 Hz, CH2), 3.51 (dd, 1H, J = 11.6 Hz, J = 4.1 Hz, 

CH2), 3.37-3.29 (m, 2H, OCH2CH2), 1.61 (s, 2H, J = 7.2 Hz, OCH2CH2), 0.93 (t, 3H, J = 

7.4 Hz, CH3). 13C-RMN (75.5 MHz, CD30D): 6 147.3 (Ar-4), 146.9 (Ar-3), 133.3 (Ar-1), 

120.6 (Ar-6), 117.0 (Ar-5), 115.8 (Ar-2), 85.2 (CH), 72.5 (CH2), 68.9 (OCH2CH2), 24.9 

(OCH2CH2), 11.8 (CH3). 

25 

2-(3,4-dihidroxifeniI)-2-butoxietanol  (5d) 

HO 

HO 
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A una disoluciOn del compuesto 4d (78 mg, 0.29 mmol) en Me0H seco (2 ml), se al.-laden 

ascorbato sOdico (58 mg, 0.29 mmol) y Cs2CO3 (280 mg, 0.88 mmol) y se agita a 

temperatura ambiente, en oscuridad y atmOsfera de argon durante 3 horas. Cuando se da 

por terminada la reaccion se purifica el compuesto, sin neutralizar ni evaporar el 

5 disolvente, por cromatografia en columna utilizando como eluyente AcOEt-Hex (1:1). 

Rendimiento: 28.1 mg, 43%, RF 0.3 (CH2C12-Me0H 10:1). 1H-RMN (300 MHz, CDCI3): 6 

6.84 (d, 1H, J2,6= 1.8 Hz, Ar-2), 6.83 (d, 1H, J5,6= 8.0 Hz, Ar-5), 6.72 (dd, 1H, J6,5= 8.0 Hz, 

J6,2= 1.8 Hz, Ar-6), 6.04 (sa, 3H, OH), 4.29 (dd, 1H, J = 7.8 Hz, J = 4.4 Hz, CH), 3.69-3.57 

10 (m, 2H, CH2), 3.47-3.28 (m, 2H, OCH2CH2), 1.60-1.51 (m, 2H, OCH2CH2), 1.43-1.26 (m, 

2H, CH2CH3), 0.88 (t, 3H, J= 7.3 Hz, CH2CH3). 13C-RMN (75.5 MHz, CDCI3): 6 144.3 (Ar-

4), 144.2 (Ar-3), 131.8 (Ar-1), 119.9 (Ar-6), 115.7 (Ar-5), 114.1 (Ar-2), 82.5 (CH), 69.2 

(OCH2CH2), 67.6 (CH2), 32.2 (OCH2CH2), 19.7 (CH2CH3), 14.2 (CH2CH3). 

15 Ejemplo 3.1.3. 

La desacilaciOn (alcoholisis) del compuesto 6 (alcohol protocatecuico peracilado) con un 

grupo acetoxilo en posiciOn bencilica catalizada par los extractos enzimaticos usando 

como disolvente un alcohol alifatico de tipo ROH, tambien tiene lugar de manera 

totalmente regioselectiva en los esteres fenOlicos (Esquema 3). De manera similar al 

20 comportamiento observado en el compuesto 3, en la posici6n bencilica el grupo aciloxi es 

sustituido por el grupo alcoxi procedente del alcohol usado como disolvente. Asi, per 

ejemplo, usando coma disolvente el Me0H se puede obtener el compuesto 7 de forma 

cuantitativa en 24 h. El compuesto 7 ha sido aislado previamente del caldo de 

fermentaciOn del hongo marina Y26-02 (Wu, H.-H. et al. J Asian Nat Prod Res 11, 747- 

25 750; 2009). 

Ac0 

Ac0 

 

6 

OAc Extracto enzimatico HO 

Me0H HO 

 

7 

OMe 

 

 

ES 2 554 563 B2

 

32

marguman
Texto escrito a máquina
Esquema 3

marguman
Texto escrito a máquina



4-(Metoximetil)benceno-1,2-diol (7) 

HO 

HO 

OMe 

5 A una disolucian del compuesto 6 (30 mg, 0.19 mmol) en Me0H (1 ml) se atiaden 30 mg 

de extract° enzimatico obtenido del cultivo de la cepa bacteriana Bacillus sp. HR21-6 

(CECT 8464) y 60 mg de gel de silice (63-200 pm) y se calienta a 40 °C durante 24 h. Se 

concentra a sequedad y se purifica mediante cromatografia en columna (AcOEt-hexano 

1:1) obteniendose el producto como un sirupo rojizo. Rendimiento: 29 mg, cuantitativo RF 

10 0.6 (AcOEt-hexano 1:1). 

11-1-RMN (300 MHz, CDCI3): 66.83-6.78 (m, 2H, Ar-3, Ar-5), 6.70 (d, 1H, J6,5= 7.7 Hz, Ar-

6), 4.30 (s, 2H, CH2), 3.33 (s, 3H, OMe). 

15 Ejemplo 3.2. Reaccion de acilacion de compuestos fenolicos mediante catalisis 

enzimatica para la obtenci6n de polifenoles lipofilicos. 

Se Ilevaron a cabo reacciones de acilacion (esterificaci6n) regioselectiva de diversos 

polifenoles, preferentemente de polifenoles presentes en el aceite de oliva (Esquema 4). 

20 
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HO 

HO 

8 

 

Extract° 
OH . HO OH Ac0 

enzimatico 

HO 

HO 

HO 

Ac0 

9 

2 

OH Extract° 

HO OH  enzimatico. HO 

0 II 

HO }1---0-' Ac0 

DMF 14 

12 

OH 

+ 
HO 

OAc Ac0 

+ 

Ac0 

10 

OAc Ac0 

+ 
HO 

15 

OH 

11 

13 

OH 

OH 

OAc 

OH 

OH Ac0 OH 

+ 

17 

HO 

16 

OH 

OAc Ac0 OH 

+ 

Ac0 

19 

Esquema 4 

18 
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HO 

HO 

20 

Extracto 

enzimatico HO 
OH   

0 
Ac0 

HO 

HO 

HO 

Ac0 

21 

OH
 Ac0 

HO 

23 

Ac0 

Ac0 

25 

OAc Ac0 

Ac0 

22 

A 
OAc
 c0
 

HO 

6 

OAc 

Esquema 4 (continuaci6n) 

24 

OH 

OH 

26 

OAc 

5 Dichos polifenoles son el compuesto 8 (hidroxitirosol), el compuesto 14 (3,4- 

dihidroxifenilglicol) y el compuesto 20 (alcohol protocatecuico). Como agente acilante se 

empleo el acetato de isopropenilo, que a su vez actuan de disolvente del polifenol y de 

sus derivados acilados. La acilaciOn se puede hacer en ausencia o presencia de un 

adsorbente del sobrenadante de los cultivos de las cepas de la invenciOn, tal como celita. 

10 Se obtienen mejores resultados con el extract° enzimatico soportado sobre celita. Si el 

compuesto fenOlico empleado es poco soluble en el agente acilante se puede utilizar 

DMF (N,N-dimetil formamida) como co-disolvente. El resultado de la acilaciOn se 

cuantifica mediante 1H-RMN previa eliminaciOn del sobrenadante o extracto enzimatico 

que contiene las enzimas encargadas de Ilevar a cabo la reacciOn de acilaciOn. 

15 

El producto mayoritario obtenido de la reacciOn de acilaciOn (esterificacion) del polifenol 

hidroxitirosol (compuesto 8) tras 24 h (Table 1) es el compuesto 9 que es derivado 

monoacilado en posicion 4 del anillo aromatic°. El compuesto 9 y su regioisomero en la 
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posiciOn 3 (compuesto 10), se forman en la proporciOn de 2:1. Ademas, de los 

compuestos derivados monoacilados 2, 9 y 10, se detectan, en menor cantidad, otros tres 

compuestos que son los derivados diacilados 11, 12 y 13. El grado de conversion oscila 

del 88 al 96%. Los resultados contrastan con la regioselectividad que se obtiene con la 

5 lipasa procedente de C. antarctica , que conduce exclusivannente al compuesto 

regiois6mero 2, acilado en la cadena lateral. 

La reaccion de acilaciOn (esterificaci6n) del compuesto 14: 3,4-dihidroxifenilglicol tras 24 

h (Tab la 1) conduce a la obtenci6n de una mezcla de los compuestos 15 y 16 que son los 

10 derivados monoacilados en el anillo aromatico, y del compuesto 17 que es el derivado 

monoacilado en el extern° de la cadena lateral, en proporciOn 1:1:1, con los extractos de 

Terribacillus sp. AE2B 122 (CECT 8231) y Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8462), y en 

la relaciOn 1:1:2 con Pseudomonas sp. AE2B120 (CECT 8462), Bacillus sp. HR21-6 

(CECT 8464) y la lipasa pura de C. antarctica . El grado de conversiOn va del 53 al 70%. 

15 El menor grado de conversion se consigue con la C. antarctica . No se detecta la acilacion 

del hidroxilo bencilico del compuesto 14 con ninguna de las enzimas, ni extractos 

enzimaticos. 

La reacciOn de acilaciOn (esterificacion) del compuesto 20: alcohol protocatecuico tras 24 

20 h (Tabla 1) conduce a la obtenci6n de una mezcla de los derivados mono, di y triacilados. 

La relaciOn de los derivados monoacilados en posicion 4, 3 y cadena lateral es sensible al 

extracto enzimatico utilizado; asi, la proporciones son 1:1:1 para el sobrenadante del 

cultivo de Terribacillus sp. AE2B 122 (CECT 8231), 1:2:2 para el sobrenadante del cultivo 

de Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8462), 1:3.5:1 para el sobrenadante del cultivo de 

25 Pseudomonas sp. AE2B120 (CECT 8462), 1:3:2 para el sobrenadante del cultivo de 

Bacillus sp. HR21-6 (CECT 8464) y 1:0:16 para la lipasa de C. antarctica . El grado de 

conversion va del 77 al 81% para los 4 sobrenadantes ensayados, mientras que con la 

lipasa de C. antarctica, la conversiOn es cuantitativa. La formacion del compuesto 6:  

derivado triacetilado, solo se detecta con la lipasa de C. antartica . 

30 
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Tabla 1. Porcentaje determinado por 1H-RMN en la mezcla de reacciOn formada por 

acilacion de los compuestos 8, 14 y 20 con extractos de los sobrenadante obtenido del 

cultivo de las cepas bacterianas de la invenciOn o de una lipasa comercial. 

Compuestos Extractos bacterianos y lipasa 

CECT 8231 cEpT, 8462 CECT 8462 CECT 8464 Lipasa pura 

Novozygne 435) - , 
8% 12% 6% 4% 

36% 38% 

20% 16% 23% 21% 

19% 21%   11%, 18%  

2% 2% 3%  

ffro"" 5% 

5% 8%  

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

•24 

25 

26 

6 

39% . 30%. , 32%. • 34% 
Pigig ' 

17% 16% 14% 12% 

. 16% -, 16%. 3% • 11%  

15% 18% 22% 23% 

7% 11% 10% 11% 

7% 9% 

20% 

7% 

6% 

19% 20% 29% 

22% 1 2% 1 0% 

22% 24% 35% 

2 0% 24% 1 3% 

3% 1 % 2% 

7% 1 0% 6% 

7% 9% 5% 

• 23% 

10% 

27% 

21% 

1% 

9% 

9% 

5% 

82% 

9% 

5% 

5 

Acilacion del hidroxitirosol (compuesto 8). Se disuelve hidroxitirosol (50 mg) en 

acetato de isopropenilo (3.0 ml) y se atiaden celita (50 mg) y el extract° enzimatico 

correspondiente obtenido de los cultivos de las cepas de la invenciOn (50 mg). Se agita a 

10 40 °C y en oscuridad 24 horas. Se filtra la disolucion y se concentra a sequedad. Se 

analiza por 1H-RMN el resultado de la acilacion (Ver Tabla 1). 
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Acilacion del 3,4-dihidroxifenilglicol (compuesto 14). Se disuelve 3,4- 

dihidroxifenilglicol (50 mg) en una mezcla de DMF/acetato de isopropenilo 1:1 (6.C) ml) y 

se anade el extract° enzimatico correspondiente obtenido de los cultivos de las cepas de 

la invencion (50 mg). Se agita a 40 °C y en oscuridad 24 horas. Se elimina el disolvente y 

5 el residuo que resulta se redisuelve en acetona seca y se filtra. Por ultimo, se concentra a 

sequedad. Se analiza por 1H-RMN el resultado de la acilacion (Ver Tabla 1) 

Acilacion del alcohol protocatecuico (compuesto 20). Se disuelve el alcohol (50 mg) 

en acetato de isopropenilo (3.0 ml) y se ariade el extract° enzimatico correspondiente 

10 obtenido de los cultivos de las cepas de la invencion (50 mg). Se agita a 40 °C y en 

oscuridad 24 horas. Se filtra la disoluciOn y se concentra a sequedad. Se analiza por 11-1- 

RMN el resultado de la acilacion (Ver Tabla 1) 

Ejemplo 4. Evaluacion de la capacidad antioxidante de los polifenoles lipofflos 

15 descritos en la presente invencion. 

A continuaci6n se representa los resultados obtenidos en la prueba de actividad 

antirradicalaria frente al DPPH para los compuestos 4a-4d, 5a-5d, 2 y 14. La actividad 

antirradicalaria expresada como EC50 frente al DPPH (radical 2,2-difeni1-1-picrilhidrazilo)  

20 representa la cantidad de antioxidante necesario para disminuir la concentraci6n de 

DPPH al 50%. Se utilize) el metodo de Sanchez-Moreno (Sanchez-Moreno, C. et al. J. Sc!. 

Food Agric. 1998, 76, 270-276) con las modificaciones de Jimenez y col. J. Agric. And 

Food Chem. 2005, 53, 5212-5217). 

25 De los nuevos compuestos sintetizados, el mas activo resulto ser el compuesto 4a con 

una actividad parecida al acetato de hidroxitirosilo (Compuesto 2), aunque menor que el 

3,4-dihidroxifenilglicol (compuesto 14) (Tabla 2 y Figura 2) 

Tabla 2. Actividad antirradicalaria frente a DPPH 

expresada en valores de EC50 (pM) 

Cornpuesto EC50 (pM)  
OW:Vett 

4a 14.5 ± 0.500 

4b t 21.6 ± 2.84 

4c 21.7 ± 0.480 
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Tabla 2. Actividad antirradicalaria frente a DPPH 

expresada en valores de EC50 (IIM) 

17.5 ± 2_19 

20.3 ± 1.73 

5d 1 6 . 7 ± 1 . 8 1 

2 
ri„riRtr. 

1 4. 3 ± 0 . 800 

1 4 1 2 . 0 ± 0 . 550 

Ejemplo 5: Preparaci6n de carbohidratos parcialmente acilados. Reacciones de 

acilacionidesacilacion de carbohidratos catalizadas por los extractos enzimaticos 

5 obtenidos de los cultivos de las cepas Terribacillus sp. AE2B 122 (CECT 8231), 

Bacillus sp. HR21-6 (CECT 8464), Enterobacter sp. AEI B89 (CECT 8462). 

Ejemplo 5.1.  

Se ha Ilevado a cabo la reacciOn de desacetilaciOn del compuesto 27 (metil a-D-

10 glucopiranOsido per-O-acetilado) por alcoholisis en medic metanOlico catalizada per los 

sobrenadantes obtenidos de los cultivos de las cepas bacterianas Terribacillus sp. AE2B 

122 (CECT 8231), Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8462) y Bacillus sp. HR21-6 (CECT 

8464). Se han comparado los resultados obtenidos con las cepas de la invenciOn con los 

resultados obtenidos con las lipasas comerciales procedentes de Pseudomonas cepacea 

15 30 U/mg (Sigma-Aldrich, EC 232-619-9) y C. antarctica soportada sabre resina acrilica 

5,000 U/g (Sigma-Aldrich, EC 3.1.1.3, Novozyme 435) (Esquema 5). 

El medio de reacci6n consiste en una suspension del compuesto 27 y del extracto 

enzimatico o de la lipasa correspondiente, en metanol o en metanol deuterado (CD30D). 

20 Una vez que se da por finalizada la reaccion, las proporciones entre los distintos 

compuestos detectados en el crude de reacciOn (compuestos 27-29) se obtienen a partir 

del correspondiente espectro de 1H-RMN en CD30D, tras la eliminacion del extracto 

enzinnatico o de las enzimas correspondientes. 
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Ac 

OAc 
Extracto 

0 enzimatico Ho 

0 CD300, t.1 HO H 
OH OH 

OMe OMe 
OAc
 OMe  

27 28 29 

 

Esquema 5 

El extracto enzimatico procedente de Terribacillus sp. AE2B 122 (CECT 8231) solo 

5 permitie) un 28% de conversion (Table 3) tras 12 h de reaccion. Dicha conversiOn resultO 

ser totalmente regioselectiva, ya que solo se observe) la presencia del compuesto 28 

(derivado metil 6-0-acetil-a-D-glucopiranosido), junto con el compuesto 27 utilizado como 

materia prima (72%). 

10 Destacan los extractos enzimaticos procedentes de los cultivos de Enterobacter sp. 

AE1B89 (CECT 8462) y Bacillus sp. HR21-6 (CECT 8464), que mostraron un 84 y un 

86% de conversion, respectivamente en un tiempo de reacciOn sensiblemente inferior (6 

h). Dichos extractos enzimaticos muestran una tendencia elevada a la desacetilaciOn 

completa, para dar el compuesto 29 (metil a-D-glucopiranOsido), que se encuentra en 

15 una proporciOn en la nnezcla del 64% o del 65%, respectivamente. El compuesto 28 que 

es el derivado acetilado en C-6 se encuentra en una proporci6n del 20 y 21%, 

respectivamente. 

Las lipasas comerciales procedentes de P. cepacea y C. antarctica, estando esta Ultima 

20 soportada sobre resina acrilica, no condujeron a reacciOn alguna, a pesar de Ilevar a 

cabo la reaccion a una temperatura sensiblemente superior (hasta 60 °C) y usar una 

mayor proporcion de enzima (hasta 1.5 veces el peso del monosacarido). 

25 

30 

Table 3. Proporciones encontradas para la desacetilaciOn del compuesto 27 
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catalizada por los sobrenadantes de los cultivos de las cepas de la invenciOn o 

por lipasas comerciales 

Microorganismo/Lipasa 

CECT 8231 

CECT 8462 

CECT 8464 

Lipasa P. cepacea 

(Sigma-Aldrich, EC 232-619-9) 

Lipasa C. antarctica 

( 1\toN.th4ri* 434) 

Porcentaje calculado (RMN) 

27 28 29 
t (h) 

12'; 

6 

22 

Desacilacion del compuesto 27 (metil 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a-n-glucopiranosido). 

5 Una suspensi6n del compuesto 27 (6.0 mg, 17 pmol) y del sobrenadante del cultivo de las 

cepas de la invencion correspondiente (3.0 mg) en CD3OD (1.0 mL) se agita a 

temperatura ambiente durante el tiempo indicado en cada caso. En el caso de las lipasas 

procedentes de P. cepacea y C. antarctica soportada sobre resina acrilica, se us6 una 

relaciOn monosacarido/lipasa 1:1.5, una temperatura de 60°C y un tiempo de reacciOn de 

10 22 h. En la Figura 3 se muestra el espectro de 1H-RMN de la mezcla de reacci6n [1H-

RMN (300 MHz, CD30D)]; los resultados se muestran en la Tabla 3. 

Ejemplo 5.2. 

Los sobrenadantes de los cultivos de las cepas descritas en la presente invencion, 

15 tambien permiten la desacetilacion parcial del compuesto 30 (trehalosa octaacetilada), 

usando las mismas condiciones que en el caso del monosacarido 27 (Esquema 6). 
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30 

Ac0 

0 OAc 

OAc 

Ac0 

 

Extra cto 

enzimatico 

CD30D, t.a. 

R10 
R10 

Esquema 6 

31 

ORI 

HO 

HO 

OH 

0 

Ac0 

0 OH 

32 RI = Ac 

33 RI = H HO H° 

5 Los extractos enzimaticos de Terribacillus sp. AE2B 122 (CECT 8231), Enterobacter sp. 

AE1B89 (CECT8462) y Bacillus sp. HR21-6 (CECT 8464), permitieron una conversion 

entre el 89-91% en un tiempo de reaccion comprendido entre 7-12 h (Table 4). Se 

observe) la preferencia de las enzimas presentes en los sobrenadantes de los cultivos de 

las cepas mencionadas anteriormente por Ilevar a cabo la desacetilaciOn sobre uno de los 

10 anillos de glucopiranosa (Table 4), permitiendo la detecci6n de dos compuestos nuevos, 

el compuesto 31 (2,3,4,6,6'-penta-0-acetil-a,a-D-trehalosa) (26-35%) y el compuesto 32 

(2,3,4,6-tetra-0-acetil-a,a-D-trehalosa) (38-40%), de los que no existen antecedentes en 

el estado de la tecnica. 

15 Cabe destacar, adernas, que el compuesto 32 es el resultado de una desimetrizaciOn en 

tan solo dos etapas (acetilacion y desacetilacion selectiva) de la trehalosa. La 

desimetrizaciOn es el proceso mediante el cual se consigue que la trehalosa per-0- 

acetilada 30 pierda su simetria original y se transforme en 31 y 32, donde una unidad de 

azucar se encuentra acetilada y la otra total o parcialmente desacetilada. Este proceso se 

20 ha conseguido en dos etapas (acetilacion de la trehalosa comercial y desacetilacion 

regioselectiva con el extracto enzimatico de la invenciOn y representa un nOmero de 
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5 

10 

15 

 

etapas muy inferior con respecto a cualquier ruta puramente quimica conocida y utilizada 

en el estado de la tecnica para el mismo fin. 

Tabla 4 . Proporciones encontradas para la desacetilaciOn del compuesto 

30 (trehalosa octaacetilada) catalizada por los sobrenadantes de los 

cultivos de las cepas bacterianas de la invencion o por lipasas comerciales 

M icroorgan ismo / l i pasa 
Porcentaje ca l cu l ado (RMN) 

t (h ) 
30 3 1 32 33 

CECT 8231 1 1 % 34% 38% 1 7% 1 2 

CECT 846 2 6% 26% 39% 29% 

CECT 8464 9% 35% 40% 1 6% 

L i pasa P. cepacea 
1 00% 0% 0% 0% 22 

(S igma-Ald ri ch , EC 232-6 1 9-9) 

Lipasa C. antaretica 
1 00% 0% ' 0% 0% 22 

(Novozyme 435) 

Este mismo ensayo tambien se IlevO a cabo con fines cuantitativos utilizando el extract° 

20 enzimatico de Bacillus sp. HR21-6 (CECT 8464), lo cual permitiO el aislamiento de los 

compuestos 31 y 32 (29% y 49%, respectivamente, tras purificaciOn cromatografica) y su 

caracterizaci6n. 

Es destacable que los compuestos 31 y 32 pueden emplearse como materias primas en 

25 la preparaci6n de glicolipidos derivados de trehalosa, que presentan interes como 

vacunas frente a la tuberculosis, provocada por el patogeno Mycobacterium tuberculosis 

(M. Gilleron et al. J. Exp. Med. 2004, 199, 649-659). 

De nuevo, cuando la reacciOn se IlevO a cabo usando las lipasas comerciales 

30 procedentes de P. cepacea y C. antarctica soportada sobre resina acrilica, no se observe) 

reacciOn alguna. 
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Desacilacion del compuesto 30 (per-O-acetil-a,a-D-trehalosa) 

Metodo A. Una suspensiOn de per-0-acetil-a,a-D-trehalosa (compuesto 30) (6.0 mg, 8.8 

pmol) y del sobrenadante del cultivo de las cepas de la invenciOn correspondiente (3.0 

5 mg) en CD3OD (1.0 mL) se agita a temperatura ambiente durante el tiempo indicado en 

cada caso. En la Figura 4 se muestra el espectro de 1H-RMN de la mezcla de reaccion 

[1H-RMN (500 MHz, CD30D)]; los resultados se muestran en la Tabla 3. 

Metodo B. Una suspension de per-0-acetil-a,a-D-trehalosa 30 (60.0 mg, 88,0 pmol) y el 

10 sobrenadante del cultivo de la cepa bacteriana Bacillus sp. HR21-6 CECT 8464 (30.0 mg) 

en Me0H (20 mL) se agita a temperatura ambiente durante 3.5 h. A continuaciOn, se 

purifica mediante cromatografia en columna (CH2Cl2 CH2C12—Me0H 1:2) para dar lugar 

a 31 y 32 como sirupos. 

15 2,3,4,6,6'-Penta-0-acetil-a,a-D-trehalosa (compuesto 31) 

OAc 

0 
Ac0 

Ac0 

OAc 
0 

HO 

0 
OH 

Ac0 OH 

Rendimiento: 14 mg (29%). 1H-RMN (500 MHz, CD30D) 65.57 (dd, 1H, J2,3= 10.2 Hz, 

J3,4= 9.5 Hz, H-3), 5.30 (d, 1H, J1,2= 3.7 Hz, H-1), 5.07 (dd, 1H, J4,5= 10.3 Hz, H-4), 5.04 

20 (d,1H, J1 ,7= 3.7 Hz, H-1'), 4.94 (dd, 1H, H-2), 4.43 (ddd, 1H, J5,6a= 4.1 Hz, J5,6b= 2.4 Hz, 

H-5), 4.28 (dd, 1H, J5,,6a,= 2.0 Hz, .1 - 11.7 Hz, H-6a'), 4.24 (dd, 1H, . 1 - 6a,6b= 12.4 Hz, H-

6a), 4.15 (dd, 1H, J5,,6b,:= 7.3 Hz, H-6b'), 4.12 (dd, 1H, H-6b), 3.82 (ddd, 1H, J45,= 9.7 Hz, 

H-5'), 3.74 (dd, 1H, J23,= 9.7 Hz, 44 ,=. 9.1 Hz, H-3'), 3.51 (dd, 1H, H-2'), 3.26 (dd, 1H, H-

4'), 2.08, 2.05 (x2), 2.01, 2.00 (5s, 3H cada uno, 50Ac); 13C-RMN (125.7 MHz, CD30D) 8 

25 172.7, 172.4, 171.7, 171.5, 171.3 (5 CO), 96.3 (C-1'), 92.8 (C-1), 74.6 (C-3'), 72.8 (C-2'), 

72.2 (C-5'), 72.0 (C-4'), 71.9 (C-2), 71.5 (C-3), 69.9 (C-4), 69.1 (C-5), 65.0 (C-6'), 62.9 (C-

6). 
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2,3,4,6-Tetra-0-acetil-a,a-D-trehalosa (compuesto 32). 

OAc 

Ac0 

Ac0 

0 

OAc 
0 

Rendimiento: 22 mg (49%). 1H-RMN (500 MHz, CD30D) 65.55 (dd, 1H, J2,3= 10.2 Hz, 

5 J3,4= 9.5 Hz, H-3), 5.34 (d, 1H, J1,2= 3.7 Hz, H-1), 5.07 (dd, 1H, J4,5= 10.3 Hz, H-4), 5.05 

(d, 1H, Jtz= 3.3 Hz, H-1'), 4.96 (dd, 1H, H-2), 4.46 (ddd, 1H, J5,6a= 3.8 Hz, ,15 , 6b= 2.4 Hz, 

H-5), 4.23 (dd, 1H, J -6a,6b= 12.4 Hz, H-6a), 4.12 (dd, 1H, H-6b), 3.75 (dd, 1H, J5',6a'= 2.1 Hz, 

kka',6b'= 11.3 Hz,H-6a'), 3.75 (t, 1H, J34,1= 9.7 Hz, H-3'), 3.70 (ddd, 1H, 4,5,= 9.8 Hz, J5',6b'  

5.7 Hz, H-5'), 3.65 (dd, 1H, H-6b'), 3.50 (dd, 1H, H-2'), 3.31 (m, 1H, H-4'), 2.06, 2.05, 

10 2.01, 1.99 (4s, 3H cada uno, 40Ac); 13C-RMN (125.7 MHz, CD30D) 6 172.4, 171.7, 171.6, 

171.3 (4C0), 96-8 (C-1'), 93.3 (C-1), 74.7 (C-3', C-5'), 72.9 (C-2'), 71.7 (x2), 71.6 (C-2, C-

3, C-4'), 69.9 (C-4), 69.0(C-5), 62.9 (C-6), 62.6 (C-6'). 

Ejemplo 5.3 

15 En la presente invenciOn tambien se IlevO a cabo el proceso de desacetilacion parcial del 

compuesto 34 (sacarosa octaacetilada) (Esquema 7), usando las mismas condiciones 

que en el caso del monosacarido 27. 
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OAc 

0 
Ac0 ,OAc

 Extracto 

Ac0 enzimatico 35 OH 

OAc   Ac0
 0-2217— CD30D, t.a. 

OAc 
34 

5 

'Jr.-■  

Esquema 7 

Ac0 
AGO 

OAc 

OAc 

O 
36
 H
 

OAc 

Los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de Terribacillus sp. AE2B122 (CECT 8231), 

Enterobacter sp. AE1B89 (CECT 8462) y Bacillus sp. HR21-6 (CECT 8464) permitieron 

una conversiOn comprendida entre el 82-90% (Tabla 5). Se observo la preferencia de las 

enzimas presentes en dicho sobrenadantes por Ilevar a cabo la desacetilacion del anillo 

10 de fructofuranosa (Tabla 5), permitiendo la deteccion de los compuestos 35 (2,3,4,6,1',6'- 

hexa-0-acetilsacarosa) y 36 (2,3,4,6,6'-penta-0-acetilsacarosa).  

Adicionalmente, se observO una mayor conversion (90%) en un tiempo de reacciOn 

inferior (4h) para el caso del sobrenadante obtenido del cultivo de la cepa de Terribacifius 

15 sp. AE2B122 (CECT 8231). 
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Tabla 5. Proporciones encontradas para la desacetilaciOn del compuesto 34 

(sacarosa octaacetilada) catalizada por los sobrenadantes de los cultivos de las 

cepas bacterianas de la invenciOn o por lipasas comerciales 

M icroorgan ismo/Li pasa 
ca l cu l ado (RMN) 

t ( h) 
34 

Porcentaje 

35 36 

CECT 823 1 1 0% 38% 52% 4 

CECT 8462 1 8% 43% 39% 7 . 5 

CECT 8464 14% 44% 42% 8 . 5 

L i pasa P. cepacea 1 00% 0% 0% 1 0 

(S igma-Ald rich , EC 232-6 1 9-9) 

L i pasa C. antarctica 1 00% 0% 0% 1 0 

(Novozyme 435) 

Para el aislamiento de los compuestos mencionados previamente, tambien se realizo 

este mismo ensayo con el sobrenadante obtenido de los cultivos de Bacillus sp. HR21-6 

5 (CECT 8464) y se efectuO una purificaci6n cromatografica, para dar lugar a los 

compuestos 35 (26%) y 36 (27%). 

10 

Con las lipasas comerciales procedentes de P. cepacea y C. antarctica soportada sobre 

resina acrilica, tampoco se observe) reacciOn alguna para este sustrato. 

Desacilacion de per-O-acetilsacarosa (compuesto 34) 

Metodo A. Una suspension de per-O-acetilsacarosa (compuesto 34) (6.0 mg, 8.8 pmol) y 

el sobrenadante del cultivo de las cepas de la invenciOn correspondiente (3.0 mg) en 

15 CD3OD (1.0 mL) se agita a temperatura ambiente durante el tiempo indicado en cada 

caso. En la Figura 5 se muestra el espectro de 1H-RMN de la mezcla de reaccion [1H-

RMN (500 MHz, CD30D)]; los resultados se muestran en la Tabla 4. 

M6todo B. Una suspensiOn de per-O-acetilsacarosa (compuesto 34) (50.0 mg, 74 pmol) y 

20 el sobrenadante del cultivo de la cepa Bacillus sp. HR21-6 CECT 8464 (25.0 mg) en 

Me0H (16.0 nnL) se agita a temperatura ambiente durante 4h. A continuaciOn, se purifica 

mediante cromatografia en columna (CH2Cl2 —> CH2C12-MeON 1:2) para dar lugar al 

compuesto 35 (11.2 mg, 26%) y al compuesto 36 (10.9 mg, 27%) como sirupos. 

 

ES 2 554 563 B2

 

47



 

Ejemplo 5.4. Acilacion regioselectiva de carbohidratos 

Los extractos enzimaticos de las cepas bacterianas descritas en la presente invenciOn 

tambien permiten las reacciones de acilaciOn regioselectiva de carbohidratos. Asi, por 

ejennplo la acilaciOn, preferentemente acetilacian del compuesto 29 (metil a-D-

5 glucopiranOsido) usando acetato de isopropenilo como agente acilante, el extract° 

enzimatico de Bacillus stratosphericus como catalizador enzimatico y DMF coma co-

disolvente (Esquema 8), ha dado lugar a la obtenciOn de los compuestos 37 y 28, que 

presentan grupos acilos en las posiciones 4 y 6, respectivamente. 

10 

OH 0 OAc OAc 

HO )LC) , HO
 HO
 \+ Ac0 

0 0 0 

HO HO 
Extract° enzimatico 

OH OH OH 
Bacillus stratosphericus 

29 
OMe
 DM F 28

 OMe OMe 
37 

60°C 

Esquema 8 

A pesar de Ilevar a cabo calentamientos prolongados (60 °C durante 105 h), la conversion 

15 es del 49%, aunque con una alta regioselectividad, ya que se observa la presencia del 

producto monoacetilado en C-6 (compuesto 28) (13%), y el compuesto 37 (metil 4,6-di-O-

acetil-a-D-glucopiranOsido) coma derivado acetilado mayoritario (36%), no detectado en 

los correspondientes ensayos de desacetilacion. 

20 Acilacion del metil 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a-D-glucopiranosido (compuesto 29) 

Una disoluciOn del compuesto 29 (6.0 mg, 0.017 mmol), el sobrenadante del cultivo de la 

cepa Bacillus sp. HR21-6 CECT 8464 (3.0 mg) y acetato de isopropenilo (0.5 mL) en 

DMF (0.3 mL) se calienta con agitacion a 60 °C durante 105 h. A continuacion se 

concentra a sequedad y el residuo se analiza mediante 1H-RMN, mostrando una mezcla 

25 de los compuestos 28, 29 y 37 en una proporciOn de 13%, 51% y 36%, respectivamente. 
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REIVINDICACIONES 

1. Cepa microbiana de Pseudomonas depositada en la ColecciOn Espanola de 

5 Cultivos Tipo (CECT) con el numero de acceso CECT 8463. 

2. Extract° enzimatico obtenible a partir del cultivo de la cepa bacteriana descrita 

segun la reivindicaciOn 1. 

10 3. Extract° enzimatico segOn la reivindicaciOn 2, caracterizado porque esta 

concentrado y/o dializado. 

15 

4. Extract° enzimatico segOn cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3 

caracterizado porque el extracto enzimatico esta liofilizado. 

5. Extract° enzimatico segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, 

caracterizado porque el cultivo ademas comprende un sustrato lipidico. 

6. Extract° enzimatico segun la reivindicaciOn 5 donde el sustrato lipidico se 

20 selecciona de entre surfactantes, trigliceridos o aceites esenciales. 

7. Uso de la cepa bacteriana segiin la reivindicaciOn 1, o del extracto enzimatico 

segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 como catalizador para 

reacciones enzimaticas de acilaciOn y/o desacilacion de compuestos. 

25 

8. Uso segOn la reivindicaciOn anterior, donde los compuestos son polifenoles 

9. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, donde las reacciones son 

regioselectivas. 

30 

10. Metodo para obtener derivados acilados de polifenoles mediante reacciones 

enzimaticas de acilacion o desacilacion sobre polifenoles, que comprende las 

siguientes etapas: 

a) poner el extracto enzimatico descrito segun cualquiera de las 

35 reivindicaciones 2 a 6 en contacto con polifenoles, o cualquiera de sus 

derivados acilados, en presencia de un agente acilante o un alcohol 

alifatico para Ilevar a cabo reacciones enzimaticas de acilacion o 

desacilacion, respectivamente; y 
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b) purificar los derivados acilados de polifenoles obtenidos en la etapa a). 

11. Metodo segOn la reivindicaciOn 10, donde los polifenoles del paso a) son 

hidroxitirosol, 3,4-dihidroxifenilglicol, alcohol protocateuico o cualquiera de sus 

5 derivados acilados. 

12. Metodo segiin la reivindicaciOn 10 u 11, donde la reacci6n enzimatica es de 

desacilaciOn, el polifenol del paso a) es un derivado acetilado de hidroxitirosol, 

3,4-dihidroxifenilglicol o alcohol protocateuico y la reacciOn se Ileva a cabo en 

10 presencia de un alcohol alifatico. 

15 

20 

25 

30 

13. Metodo segun la reivindicaciOn 12, donde la reacci6n enzimatica es de 

desacilaciOn, el polifenol del paso a) es hidroxitirosol triacetilado y la reaccion 

se Ileva a cabo en presencia de metanol. 

14. Metodo segun la reivindicaciOn 12, donde la reacci6n enzimatica es de 

desacilacion de los hidroxilos aromaticos, el polifenol del paso a) es 3,4- 

dihidroxifenilglicol tetraacilado y la reacciOn se Ileva a cabo en presencia de un 

alcohol alifatico para producir la eterificacion en la posiciOn bencilica. 

15. Metodo segun la reivindicaciOn 12, donde la reacci6n enzimatica es de 

desacilacion, el polifenol del paso a) es alcohol protocatecuico peracilado y la 

reacciOn se Ileva a cabo en presencia de un alcohol alifatico para producir la 

eterificaci6n de la posici6n bencilica. 

16. Metodo segun la reivindicaciOn 10 u 11, donde la reacci6n enzimatica es de 

acilaciOn, el polifenol del paso a) es hidroxitirosol, 3,4-dihidroxifenillgicol o 

alcohol protocateuico y la reaccion se Ileva a cabo en presencia de un agente 

acilante y opcionalmente de un co-disolvente. 

17. Metodo segOn la reivindicaciOn 16 donde el agente acilante es acetato de 

isopropilo o acetato de vinilo y/o el co-disolvente es DMF. 
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 201500559 
  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 ES 2343773  A1 (CONSEJO SUPERIOR INVESTIGACIÓN) 09.08.2010 
D02 TORRES PAMELA et al. Lipase-Catalyzed Modification of Phenolic 

Antioxidants.Lipases and Phospholipases: Methods and Protocols 2012 
HUMANA PRESS INC, 999 RIVERVIEW DR, STE 208, TOTOWA, NJ 
07512-1165 USA Series: Methods in Molecular Biology  
(ISSN 1064-3745(print)) 2012 VOL: Págs: 435-443  
ISBN 978-1-61779-599-2(H) ISBN 978-1-61779-600-5(P)  
Doi: doi:10.1007/978-1-61779-600-5_24. Sandoval G. Página 436,  
último párrafo; página 441, quinto párrafo; resumen. 

30.11.2011 

D03 US 2007129561 A1 (TAOKA NAOKI et al.) 07.06.2007 
D04 EP 0357009  A2 (SEARLE & CO) 07.03.1990 

 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La presente solicitud de patente hace referencia, tal y como ha sido presentada, a una cepa microbiana de Pseudomonas 
con número de acceso CECT 8463 (reivindicación 1), al extracto enzimático obtenido a partir del cultivo de dicha cepa 
bacteriana (reivindicación 2), estando dicho extracto concentrado y/o dializado (reivindicaciones 3) y liofilizado 
(reivindicación 4). Además, el cultivo comprende un sustrato lipídico (reivindicación 5), seleccionado entre surfactantes, 
triglicéridos o aceites esenciales (reivindicación 6). Se reivindica el uso de la cepa bacteriana como catalizador para 
reacciones enzimáticas de acilación y/o desacilación de compuestos (reivindicación 7), en donde los compuestos son 
polifenoles (reivindicación 8), y las reacciones son regioselectivas (reivindicación 9). Y se revindica también, el método para 
obtener derivados de polifenoles mediante reacciones de acilación o desacilación utilizando dicho extracto enzimático 
(reivindicaciones 10-17). 
NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA ARTS. 6 Y 8 DE LA LP. 
El documento D01 hace referencia a un procedimiento enzimático para la llevar a cabo acilación regioselectiva en 
compuestos polifenólicos, concretamente resveratrol, en su posición 3, para ello se utiliza enzimas tipo lipasa, que pueden 
proceder de bacterias tales como Pseudomonas, entre otras (véase página 3, líneas 20-30). 
El documento D02 se refiere a acilaciones enzimáticas de antioxidantes fenólicos, tales como alfa-tocofenol y de polifenoles, 
tales como resveratrol mediante lipasas (véase resumen). La regioselectividad de la reacción de acilación se puede 
controlar seleccionando la lipasa adecuada (véase página 436, último párrafo). Se indica que el resveratrol tiene tres grupos 
hidroxilo y que la estructura química de los ésteres obtenidos depende del biocatalizador seleccionado, de manera que 
cuando se utiliza lipasa procedente de Pseudomonas cepacia se obtiene una mezcla de monoésteres 3 y 4´ (véase página 
441, quinto párrafo). 
El documento D03 divulga un método para la preparación de intermediarios ópticamente activos útiles para la preparación 
de escitalopram que implica reacciones de acylación o desacilación enzimáticas selectivas (véase párrafo [0001]). La 
enzima procede de Pseudomonas, entre otras (véase reivindicaciones 54-56), y además es una lipasa regioselectiva (véase 
reivindicación 62).  
El documento D04 divulga la síntesis regioselectiva de ésteres de alcoholes, azúcares, compuestos organometálicos y 
glicósidos utilizando enzimas de transesterificación (véase página 2, líneas 4-7). Las lipasas que se emplean proceden de 
Pseudomonas (página 3, línea 16). 
Por lo tanto, a partir de los documentos citados del estado de la técnica, la presente solicitud de patente, tal y como ha sido 
presentada, parece que posee novedad y actividad inventiva, ya que no se ha encontrado ningún documento que haga 
referencia a la cepa microbiana de Pseudomonas con número de acceso CECT 8463 y a su extracto enzimático como 
catalizador en reacciones enzimáticas de acilación y/o desacilación de compuestos polifenolicos en las que las reacciones 
son reacciones regioselectivas. Ni tampoco, en los documentos citados, existen sugerencias que dirijan al experto en la 
materia hacia la invención definida en las reivindicaciones 1-17. Por lo que, las reivindicaciones 1-17 cumplen los requisitos 
de novedad y actividad inventiva según los artículos 6 y 8 de la LP. 
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