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PROCEDIMIENTO ENZIMATICO PARA LA ACILACION EN POSICION 3-
DEL RESVERATROL

La presente invencion se refiere a un procedimiento enzimatico de acilacion
regioselectiva en posicion 3 del resveratrol y en un solo paso, utilizando un
éster vinilico y una lipasa inmovilizada como biocatalizador. Dadas las variadas
aplicaciones de los antioxidantes, la invencion puede englobarse dentro del
campo de la industria biotecnoldgica y, en particular, en el sector farmacéutico,

industrias de alimentos funcionales, nutracéuticos o cosméticos.

ESTADO DE LA TECNICA

En los ultimos afios, diferentes estudios han evidenciado el efecto beneficioso
para la salud que se deriva de la ingesta de alimentos de origen vegetal (frutas,
hortalizas, aceite de oliva virgen, vino tinto, té, etc). Las propiedades saludables
gue ejercen estos alimentos van mas alla de las que cabria esperar por sus
nutrientes, vitaminas y sales minerales, por lo que se ha postulado que se
deben a los metabolitos secundarios que contienen, ocupando un lugar
destacado entre éstos los polifenoles. De las diferentes actividades biologicas
de los polifenoles, la antioxidante es la que ha suscitado mayor interés puesto
gue los antioxidantes se usan para contrarrestar los efectos de los procesos
oxidativos in vivo, que se han relacionado entre otros con algunas
enfermedades inflamatorias, cardiovasculares, cancer o incluso del
envejecimiento (Y.Z. Fang et al., “Free radicals, antioxidants, and nutrition”,
Nutrition 2002, vol. 18, pp. 872-879).

Entre los compuestos polifendlicos es muy destacable el caso del resveratrol
(trans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno), producto natural presente en la uva. Se ha
descrito que el resveratrol puede interferir de manera critica en multitud de
eventos asociados al desarrollo de enfermedades degenerativas, incluyendo
las cardiovasculares y el cancer (A.R. Martin et al., “Resveratrol, a polyphenol
found in grapes, suppresses oxidative damage and stimulates apoptosis during
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early colonic inflammation in rats”, Biochem. Pharmacol. 2004, vol. 67, pp.
1399-1410; J.M. Wu et al., “Mechanism of cardioprotection by resveratrol, a
phenolic antioxidant present in red wine (Review)”, Int. J. Mol. Med. 2001, vol.
8, pp- 3-17).

En general, las propiedades deseables en los compuestos antioxidantes para
ser empleados como aditivos promotores de la salud son: capacidad captadora
de radicales libres, estabilidad y biodisponibilidad. El principal problema del uso
de los compuestos fendlicos es su baja estabilidad y/o la modificacion que
sufren in vivo en procesos de detoxificacion, donde las agrupaciones mas
antioxidantes, como por ejemplo la orto-dihidroxilica, son bloqueadas. Por
tanto, es necesario encontrar compuestos que sean suficientemente estables
tanto a temperatura ambiente como a la temperatura del organismo, y que sean
funcionales el tiempo suficiente antes de ser degradados y/o metabolizados.
Una de las aproximaciones que se ha utilizado para aumentar la estabilidad del
resveratrol, sin disminuir su actividad bioldgica, es la preparacion de derivados
modificados con un resto glicosilo o con una cadena lipofilica (V. Cardile et al.,
“‘Chemoenzymatic synthesis and cell-growth inhibition activity of resveratrol
analogues”, Bioorg. Chem. 2005, vol. 33, pp. 22-33; F. Orsini et al., “Isolation,

synthesis, and antiplatelet aggregation activity of resveratrol 3-O-f -D-

glucopyranoside and related compounds”, J. Nat. Prod. 1997, vol. 60, pp. 1082-
1087; y G. Regev-Shoshani et al., “Glycosylation of resveratrol protects it from
enzymic oxidation”, Biochem. J. 2003, vol. 374, pp. 157-163).

Por otro lado, resulta muy interesante intentar modular la biodisponibilidad de
los antioxidantes por la adicion de una cadena lipofilica, estrategia que permite
de manera sencilla modificar su balance hidréfilo-lipdfilo. Estos derivados
acilados mantienen la estabilidad del antioxidante, son solubles en medios
grasos y ademas suelen ser muy permeables en modelos de células de piel
humana (A. Tai et al., “Permeation and metabolism of a series of novel lipophilic
ascorbic acid derivatives, 6-O-acyl-2-O-a-D-glucopyranosyl-L-ascorbic acids

with a branched-acyl chain, in a human living skin equivalent model” Bioorg.
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Med. Chem. Lett. 2004, vol. 14, pp. 623-27). Dichas modificaciones pueden

ejercer un papel critico en cuanto a tiempo de residencia en el organismo,
grado de metabolismo, eficacia en la absorcion, y en definitiva, efectividad

como nuevos posibles antioxidantes.

Ademas, modificaciones quimicas minimas en el nudcleo estilbeno del
resveratrol pueden causar grandes cambios en su actividad bioldgica y, mas
concretamente, en sus propiedades antitumorales (R. Chillemi et al., “Anti-
tumor properties of stilbene-based resveratrol analogues: Recent results”, Nat.
Prod. Commun. 2007, vol. 2, pp. 499-513). Asi, algunos derivados de
resveratrol con cadenas acilo han mostrado mayor inhibicion sobre el
crecimiento celular de células de cancer de prostata DU-145 que el propio
resveratrol (V. Cardile et al., “Chemo-enzymatic synthesis and cell-growth
inhibition activity of resveratrol analogues”, Bioorg. Chem. 2005, vol. 33, pp.22-
33).

Es, por tanto, deseable disponer de procedimientos sencillos para la
lipofilizacion de antioxidantes naturales para otorgarles mayor estabilidad y/o
biodisponibilidad. La lipofilizacion por métodos enzimaticos (generalmente
empleando el catalizador enzimatico en forma inmovilizada sobre soportes que
incrementan su resistencia mecanica y térmica) ofrece rendimientos y
selectividades muy notables, lleva implicitas mejoras medioambientales, vy
ofrece la posibilidad de trabajar en condiciones suaves de operacion
(temperaturas bajas y presion atmosférica) lo que disminuye el consumo
energético, dando lugar a una importante reduccion de los costes. Debido al
enorme interés de los derivados de antioxidantes naturales como sustancias
terapéuticas, ingredientes funcionales, nutracéuticos o agentes cosméticos, se
han postulado los métodos enzimaticos como una alternativa “sostenible” para

la produccidn de los mismos.

Cuando se hace reaccionar un compuesto polifendlico con un donador de acilo

en presencia de una enzima, la posicidon o posiciones de acilacidon pueden
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variar sustancialmente en funcién del biocatalizador ensayado, pudiendo, en
principio, tener lugar sobre cualquiera de los grupos OH fendlicos. Asi, en el
caso del resveratrol, que presenta tres grupos fendlicos (en las posiciones 3-,
4’- y 5- del nucleo estilbeno) con una reactividad quimica similar, se ha descrito
gue la reaccidon con acetato de vinilo en presencia de la lipasa B de Candida
antarctica da lugar selectivamente a 4’-O-acetil-resveratrol con un rendimiento
del 50% (RW. Teng et al, “Regioselective acylation of several
polyhydroxylated natural compounds by Candida antarctica lipase”, Biocatal.
Biotransform. 2005, vol. 23, pp. 109-116). No obstante, al aumentar la longitud
de cadena del acido graso la velocidad de reaccion disminuye notablemente.
Sin embargo, es dificil obtener una esterificacion enzimatica selectiva en el
grupo fendlico en posicidn 3- (equivalente a la posicion 5- al tratarse de una
molécula simétrica) debido probablemente a las dificultades de acilar
selectivamente el grupo fendlico mas impedido estéricamente en la molécula.
La obtencidén de este producto acetilado en posicidn 3- esta descrita mediante
una esterificacion quimioenzimatica. En ese caso se realiza inicialmente una
peracetilacion quimica, seguida de una alcohdlisis regioselectiva catalizada por
la lipasa B de Candida antarctica. Con este mismo procedimiento también se
obtiene el diacetato de resveratrol en los grupos fendlicos de las posiciones
3,5- a tiempos mas cortos de reaccion (G. Nicolosi et al., “Chemo-enzymatic
preparation of resveratrol derivatives”, J. Mol. Catal. B Enzym. 2002, vol. 16,
pp. 223-229).

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencidon se refiere a la modificacidon enzimatica del antioxidante,
natural o sintético, resveratrol mediante acilacion regioselectiva en la posicidon
3-, utilizando un éster vinilico, preferiblemente de acidos grasos de distinta
longitud de cadena. Concretamente las enzimas utilizadas, como
biocatalizadores, son lipasas inmovilizadas. La acilacion con acidos grasos
puede minimizar la oxidacion y fotodestruccidon del resveratrol, aumentar su

tiempo de vida y mejorar su biodisponibilidad., ademas de aumentar sus
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propiedades bioldgicas (por ejemplo, como antitumoral).

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un
procedimiento de acilacion del resveratrol, caracterizado porque comprende la
incubacion de resveratrol con un éster vinilico (C,-Cy6) en presencia de una
lipasa inmovilizada, donde dicha lipasa procede de bacterias o de hongos que
se seleccionan de la lista que comprende bacterias u hongos del genero

Alcaligenes, Pseudomonas o Thermomyces.

Como agente acilante, en el procedimiento de la invencidn, se utiliza un éster
vinilico, donde el numero de atomos de carbono del éster puede ser de entre 2
y 26. Preferiblemente el éster vinilico es un acetato de vinilo o un éster vinilico
de un acido graso de distinta longitud de cadena, donde el numero de carbonos
puede ser de entre 4 a 26, mas preferiblemente el niumero de atomos de
carbono del éster del acido graso es de entre 16 y 22, ain mas preferiblemente

es estearato de vinilo.

En otra realizacion preferida del procedimiento de la invencion la lipasa
inmovilizada procede la especie Alcaligenes sp., Pseudomonas cepacia o

Thermomyces lanuginosus.

La lipasa es inmovilizada en cualquier medio conveniente y conocido por un
experto en la materia, como por ejemplo pero sin limitarse a silice, alumina,
vidrio de poro controlado o tierra de diatomeas, preferiblemente la lipasa es

inmovilizada en tierra de diatomeas.

Normalmente la solucién de resveratrol (procedente de, por ejemplo pero sin
limitarse a la planta Polygonum cuspidatum) se prepara en ausencia del
disolvente, empleando el éster vinilico que actua como disolvente (o medio de

reaccion) y que es donador de acilo al mismo tiempo.
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Sin embargo, en una realizacion particular de la invencién, se puede preparar,
previamente a la incubacidon del resveratrol, una soluciéon de resveratrol en un

disolvente de polaridad intermedia, que constituye el medio de reaccidn.

Por “disolvente de polaridad intermedia” se entiende en la presente invencion a
un disolvente con una polaridad media de 2 < log P’'< 4, donde P’ es el indice
desarrollado por L.R. Synder. Como ejemplos, pero sin limitarse, estos
disolventes se pueden seleccionar de la lista que comprende 2-metil-2-butanol,
tert-butanol, éter isopropilico o 2-pentanona.

Al medio de reaccidn que contiene el disolvente de polaridad intermedia se

puede afiadir agua en una proporcion inferior al 0.2% (w/v) del disolvente.

Cualquiera de las mezclas anteriores se calienta a una temperatura
comprendida en el intervalo entre 25 y 65 °C, mas preferiblemente entre 30°C y
50°C, y se afiade como catalizador una lipasa bacteriana (preferentemente
lipasas de Alcaligenes sp. o de Pseudomonas cepacia) o fungica
(preferentemente lipasa de Thermomyces lanuginosus) inmovilizada
(preferentemente en tierra de diatomeas). De manera preferible la adicion de la
enzima se realiza en una proporcion de 50-150 mg por ml de disoluciéon, que
corresponde a 30-600 unidades (U) de actividad de hidrdlisis de tripropionina
por ml de disolucion, definiendo una unidad de actividad como la que cataliza la
conversion de 1 umol de sustrato por minuto. El sistema se mantiene entre 8 y
72 horas, dependiendo de la longitud de cadena del acido graso, o del éster en
general, y del grado de sustitucion deseado, preferentemente la incubacion se
lleva a cabo con agitacion orbital y mas preferiblemente a una agitaciéon de
entre 100rpm y 250 rpm. En estas condiciones el producto mayoritario es el

éster de resveratrol en la posicion 3-.

Cuando se emplean como donadores de acilo otros compuestos como
triglicéridos, ésteres etilicos o acidos grasos libres, manteniéndose todas las

condiciones anteriormente descritas, la reaccion de acilacidon no tiene lugar.
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Asimismo, cuando se emplean otras enzimas como la lipasa B de Candida
antarctica y la lipasa de Rhizomucor miehei, manteniéndose todas las
condiciones anteriormente descritas, se obtiene mayoritariamente el producto
acetilado en el grupo fendlico de la posicidon 4’-, en una proporcidn molar

respecto al 3-O-acetil-resveratrol 2.5:1 y 2:1, respectivamente.

El seguimiento de la reaccidon de la presente invencion se puede llevar a cabo
por cromatografia en capa fina o por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en fase reversa (utilizando un detector de fotodiodos y un detector

evaporativo de dispersion de luz).

Otro aspecto de la invencion se refiere a los productos de la reaccidon
enzimatica. Asi, una vez completada la reaccion, se elimina la fase organica
por evaporacion a presion reducida, y el residuo obtenido se purifica. Por
ejemplo, mediante HPLC semipreparativa o bien por cromatografia preparativa
de gel de silice eluyendo con heptano:acetato de etilo (en una proporcion
dependiente de la longitud del acido graso). Los inventores han caracterizado
los productos sintetizados estructuralmente mediante resonancia magnética-

nuclear y espectrometria de masas.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes 0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencidon. Los siguientes ejemplos y figuras se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Muestra un cromatograma en HPLC de la reaccion de acetilacion de
resveratrol en 2-metil-2-butanol catalizada por la lipasa de: (I) Alcaligenes sp.
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inmovilizada en tierra de diatomeas, (I1) Pseudomonas cepacia inmovilizada en
tierra de diatomeas, y (lll) Thermomyces lanuginosus inmovilizada por
granulacion con silice. (1) Resveratrol; (2) 3-O-acetil-resveratrol; (3) 4’-O-acetil-
resveratrol; (4) 3,5-di-O-acetil-resveratrol; (5) 3,4’-di-O-acetil-resveratrol.

Fig. 2. Muestra un cromatograma en HPLC semipreparativa de la reaccion de
acetilacion de resveratrol en 2-metil-2-butanol anhidro catalizada por la lipasa
de Alcaligenes sp. inmovilizada en tierra de diatomeas. Se utilizé un detector de
fotodiodos y cuantificacion a 308 nm. (1) Resveratrol; (2) 3-O-acetil-resveratrol;
(3) 4’-O-acetil-resveratrol; (4) 3,5-di-O-acetil-resveratrol (5) 3,4’-di-O-acetil-
resveratrol; (6) 3,4’,5-tri-O-acetil-resveratrol.

Fig. 3. Muestra la cinética de la reaccidn de acetilacion de resveratrol en 2-
metil-2-butanol catalizada por la lipasa de Alcaligenes sp. inmovilizada en tierra
de diatomeas. Se representan las distintas concentraciones (mM) de 3-O-acetil-
resveratrol (®); 3,4’-di-O-acetil-resveratrol (O); y 3,4,5-tri-O-acetil-resveratrol
().

Fig. 4. Muestra un cromatograma en HPLC de la reaccion de acilacion de
resveratrol con estearato de vinilo en 2-metil-2-butanol, catalizada por la lipasa
de: (1) Alcaligenes sp. inmovilizada en tierra de diatomeas, (Il) Pseudomonas
cepacia inmovilizada en tierra de diatomeas, y (lll) la lipasa de Thermomyces
lanuginosus inmovilizada por granulacion. Se utilizé un detector de fotodiodos y
cuantificacion a 308 nm. Se indican los maximos correspondientes al 3-O-

acetil-resveratrol (7) y al 4’-O-acetil-resveratrol (8).

Fig. 5. Muestra la cinética de la reaccidon de acilacion de resveratrol con
estearato de vinilo en 2-metil-2-butanol catalizada por la lipasa de Alcaligenes
sp. inmovilizada en tierra de diatomeas. Se representa la concentracion (mM)
de 3-O-estearil-resveratrol producida en distintos intervalos a lo largo de una

reaccion de 167 horas.
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EJEMPLOS DE REALIZACION

A continuacidon se detallan los materiales y métodos que fueron empleados
para el desarrollo de la presente invencion, asi como ejemplos de realizacion
de la misma. Dichos ejemplos no limitan la invencion, sino que su finalidad es
ilustrarla, poniendo de manifiesto la capacidad de sintesis en un solo paso de

3-O-acil-resveratrol siguiendo el procedimiento descrito en esta memoria.

EJEMPLO 1: Sintesis de 3-O-acetil-resveratrol con diferentes lipasas.

Se pesaron 5.8 mg de resveratrol y se disolvieron en 0.5 ml de 2-metil-2-
butanol anhidro (contenido en agua inferior al 0.2%). La solucion se calent6 a
40 °C, y se afiadieron 35 pl de acetato de vinilo (relacion molar acetato de vinilo
. resveratrol 15:1). A la mezcla se afiadieron 100 mg de lipasa de diferentes
organismos: 1) Alcaligenes sp. inmovilizada (QLG, Meito Sangyo Co., Ltd.); 2)
Pseudomonas cepacia inmovilizada (PS “Amano” IM, Amano Enzyme Europe
Ltd.); 3) Thermomyces lanuginosus inmovilizada (Lipozyme TL IM, Novozymes
A/S). La mezcla se incubd a 40 °C con agitacion orbital a 150 rpm durante
aproximadamente 9 dias, tras lo cual se enfrid. La reaccion se siguidé por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fase reversa, utilizando un
detector de fotodiodos y cuantificacion a 308 nm. En estas condiciones se
obtuvieron las siguientes composiciones de reaccion, (calculadas por HPLC),
segun la lipasa utilizada (Figura 1): 1) 24.4% de 3-O-acetil-resveratrol, 1.3% de
4’-O-acetil-resveratrol, 70.3% de 3,4’-di-O-acetil-resveratrol, 3.7% de 3,5-di-O-
acetil-resveratrol (la relacibn molar 3-O-acetil-resveratrol : 4’-O-acetil-
resveratrol es de 18:1); Il) 24.9% de 3-O-acetil-resveratrol, 10.2% de 4’-O-
acetil-resveratrol, 54.8% de 3,4’-di-O-acetil-resveratrol y 7.5% de 3,5-di-O-
acetil-resveratrol (la relacibn molar 3-O-acetil-resveratrol : 4’-O-acetil-
resveratrol es de 2.5:1); y Ill) Thermomyces lanuginosus: 35.5% de 3-O-acetil-
resveratrol, 21.3% de 4’-O-acetil-resveratrol, 28.7% de 3,4’-di-O-acetil-
resveratrol y 0.3% de 3,5-di-O-acetil-resveratrol (la relacion molar de sintesis 3-
O-acetil-resveratrol : 4’-O-acetil-resveratrol es de 1.5:1).
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En esta figura 1 se indican los maximos correspondientes a cada uno de los

compuestos segun la numeracion usada en el Esquema 1.

Esquema 1.- reaccion de acetilacion de resveratrol. Se indican los distintos
5  compuestos que pueden obtenerse en la misma a partir de (1) resveratrol. (2)
3-O-acetil-resveratrol; (3) 4’-O-acetil-resveratrol; (4) 3,5-di-O-acetil-resveratrol

(5) 3,4’-di-O-acetil-resveratrol.
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15 EJEMPLO 2: Produccion de 3-O-acetil-resveratrol.

Se pesaron 570 mg de resveratrol y se disolvieron en 6.5 ml de 2-metil-2-
butanol anhidro (contenido en agua inferior al 0.2%). La solucion se calent6 a
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40 °C, y se afadieron 3.5 ml de acetato de vinilo (relacibn molar acetato de
vinilo : resveratrol 15:1). A la mezcla se adicion6 1.5 g de lipasa de Alcaligenes
sp. inmovilizada en tierra de diatomeas. La mezcla se incubdé a 40 °C con
agitacion orbital a 150 rpm durante aproximadamente 30 horas, tras lo cual se
enfrio. La reaccion se siguid por cromatografia en capa fina, utilizando
heptano:acetato de etilo 1:1 (v/v) como eluyente, siendo la deteccion por luz
UV. Asimismo la mezcla se analizé posteriormente por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) en fase reversa, con una columna (125 x 4.6 mm)
rellena de Lichospher 100 RP8 (5 um). Se utilizé metanol: agua 30:70 (v/v)
como fase movil inicial (la fase acuosa contiene 0.1% v/v de acido acético
glacial) a un flujo de 1 ml/min; a continuacion se realizé un gradiente de 5
minutos hasta una composicion metanol: agua 50:50 (v/v), manteniéndose asi
durante 15 minutos y finalmente se volvid a la composicion inicial metanol:
agua 30:70 (v/v) en 2 min. Se utilizdé un detector de fotodiodos y cuantificacion
a 308 nm. En estas condiciones se obtiene un rendimiento de 3-O-acetil-
resveratrol del 39 % (calculado por HPLC). La sintesis de este producto se
produjo preferentemente hasta las 55 horas de reaccidon, aunque el maximo de
produccion se encuentra a las 12 horas (rendimiento aproximado del 75%). La
mezcla de reaccion se filtrd, y la fase liquida se sometid a evaporacion a

presion reducida, obteniéndose un residuo sélido blanco.

El residuo obtenido en el paso anterior se sometié a cromatografia de columna
en gel de silice, utilizando heptano: acetato de etilo 3:1 (v/v) como eluyente. En
estas condiciones se obtiene 3-O-acetilresveratrol con un alto grado de pureza.
La determinacion de la estructura quimica del compuesto obtenido se llevo a
cabo mediante espectrometria de masas con electrospray (HPLC-ESI) y
experimentos de resonancia magnética nuclear de correlacion multiple 2D-'H-
130.

Con este mismo procedimiento se obtiene también el compuesto 3,4’-di-O-
acetil-resveratrol con un rendimiento del 40 % (calculado por HPLC) a las 30

horas de reaccion. No obstante, la sintesis de este producto se produce



10

15

20

25

30

WO 2010/052356 PCT/ES2009/070476

12

preferentemente a partir de las 55 horas de reaccion. Para obtener un
rendimiento superior de este compuesto (aproximadamente del 60%) es
necesario mantener la reaccion hasta las 160 horas. La determinacion de la
estructura quimica del compuesto obtenido se llevd a cabo mediante
espectrometria de masas con electrospray (HPLC-ESI) y experimentos de

resonancia magnética nuclear de correlacion mdltiple 2D-'H-"3C.

Los resultados de este ejemplo de realizacion estan representados en las
Figuras 2 y 3. Donde las condiciones de reaccion en la fig. 2 fueron las ya
descritas: 50 mM resveratrol, 750 mM acetato de vinilo, 150 mg/ml lipasa,
incubacion a 40 °C con agitacion orbital. Se utilizé un detector de fotodiodos y
cuantificacion a 308 nm. Los resultados de la figura 3 fueron producidas en
distintos intervalos a lo largo de una reaccidon de 167 horas en las mismas

condiciones descritas para la figura 2.
EJEMPLO 3: Producciéon de 3-O-estearil-resveratrol

Se pesaron 342 mg de resveratrol y se disolvieron en 10 ml de 2-metil-2-
butanol anhidro (contenido en agua inferior al 0.2%). La solucion se calent6 a
40 °C, y se aiadieron 6.98 g de estearato de vinilo (relacion molar estearato de
vinilo: resveratrol 15:1). A la mezcla se afadieron 750 mg de lipasa de
Alcaligenes sp. inmovilizada en tierra de diatomeas. La mezcla se incub6 a 40
°C con agitacion orbital a 150 rpm durante aproximadamente 72 horas, tras lo
cual se enfrid. La reaccion se siguio por cromatografia en capa fina, utilizando
heptano: acetato de etilo 4:1 (v/v) como eluyente, siendo la deteccidén por luz
UV. La mezcla se analizd posteriormente por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en fase reversa, con una columna Mediterranea-C18 (5 um)
(150 x 4.6 mm). Se utiliz6 metanol: agua 90:10 (v/v) como fase mévil (la fase
acuosa contiene 0.1% v/v de acido acético) a un flujo de 1.5 ml/min. Se utilizé
un detector de fotodiodos y cuantificacidon a 308 nm. En estas condiciones se
obtuvo un rendimiento del 84 % (calculada por HPLC).
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La mezcla de reaccion se filtrd, y la fase liquida se sometidé a evaporacion a
presion reducida, obteniéndose un residuo sélido blanco. El residuo obtenido
en el paso anterior se sometié a cromatografia de columna en gel de silice,
utilizando heptano: acetato de etilo 2:1 (v/v) como eluyente. En estas
condiciones se obtuvieron 3-O-estearil-resveratrol con un alto grado de pureza.
La determinacion de la estructura quimica del compuesto obtenido se llevo a
cabo mediante espectrometria de masas (HPLC-ESI) y experimentos de

resonancia magnética nuclear de correlacion mdltiple 2D-'H-"3C.

Los resultados del ejemplo 3 estan representados en las Figuras 4 y 5.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de acilacion del resveratrol, caracterizado porque
comprende la incubacion de resveratrol con un éster vinilico en presencia
de una lipasa inmovilizada, donde dicha lipasa procede de bacterias o de
hongos que se seleccionan de la lista que comprende Alcaligenes,

Pseudomonas o Thermomyces.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, donde el éster vinilico es acetato

de vinilo.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, donde el éster vinilico es un éster

vinilico de un acido graso (C4-Cos).

Procedimiento segun la reivindicacion 3, donde el éster vinilico es un éster

vinilico de un acido graso (C1s-C22).

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la

lipasa procede de una bacteria de la especie Alcaligenes sp.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la

lipasa procede de una bacteria de la especie Pseudomonas cepacia.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la

lipasa procede de un hongo de la especie Thermomyces lanuginosus.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la

lipasa se encuentra inmovilizada en tierra de diatomeas.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el
resveratrol se disuelve previamente a la incubacion en un disolvente de

polaridad media.
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10.Procedimiento segun la reivindicacion 9, donde el disolvente de polaridad
media se selecciona de la lista que comprende 2-metil-2-butanol, tert-
butanol, éter isopropilico o 2-pentanona.

11.Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde la

incubacidn se realiza a una temperatura de entre 25 °C y 65 °C.

12.Procedimiento segun la reivindicacion 11, donde la incubacion se realiza a

una temperatura de entre 30°C y 50°C.

13.Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde la

incubacidn se realiza con agitacion.

14.Procedimiento segun la reivindicacion 13, donde la agitacion es orbital y de
entre 100 rpm y 250 rpm.
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