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INVENCION

por "PROCELIMIENTO DE PREVENCION DE LA MELANOSIS EN L0S MA--
RISCOS Y OTRAS ESPECTES SIMITARES®, a favor de Don Prancisco
GUTIERREZ MULLOR y Don Jode Meris VIGO GUTIERREZ, ambos de
necicnalided espafiola y domiciliados en Madrid, respectiva-
mente en "General Varela nd 3" y "Diego de Lefn n2 3%.

MEMORTA DESCRIPTIVA

La presente invencidn se refiere a wn procedimiento de
prevencién de la melanosis en los mariscos y otras especies
similares.

Es bién sabido que la melanosis consiste en una acumuls-

5 ciln del pigmento melanina en determinadas partes del cuerpo
y cabeza de los meriscos. Esta pigmentacién no es debida a un
proceso putrefactivo del animsl, sino al trabajo metahflico de
1os malanoblastos o células situadas en la cape besal de la
epidermis, que sintetizan ls melanina a partir del aminoacido

10. tirosina.
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En lineas generales diremos que la tirosina oxidade pasa &
dihidrofenislaning (dops), y & dopa-guinona, después de hacer—
10 por un leucocompuesto, el hallacromo, la 5~6-dihidroxolindol,
¥ la indol-5-6-quinona, para terminar en el complejo melénico,

0 mas comunmente llamado melanina, pero esta oxidacidn de la ti
rosing requiere la accidn catalitice de un enzima llamado tiro-
sinasa, que contiene cobre y que pertenece al grupo de oxida-
ges aeroblas, o sea, agquellas que utilizan directamente el oxi-
geno y catalizen la oxidacidn de determinades sustanciss. De
irrediacidn ultravioleta y el ox{geno ambiental sinergizen pe-
re favorecer este proceso de oxidacidn en los mariscos, al ser
extraidos del mas,

Los estudlios y experienciass heste ghoras realizades se han
limitaedo a encontrar una, o varias, sustencias reductoras pera
evitar la oxidacibn. Das limitaciones en el campo de la Brome-
tolog{a hen simplificado ol nimero de reductores hasta casi los
1i{mites de los compuestos sulfiticos, u otros derivados del azu~
fre.

Sin embargo, no se ha tratedo de evitar la accidén catalf{ti-
ca de la enzima tirosinasa, de una meners singular y efectiva.

Es, por ello, que el procedimiento motive de la presente in-
veneién, va esencislmente didigido a anuler esta catalizacién
de la enzima, sustrayéndole el cobre a la tirosinase para, de
este modo, romper el puente de unidn con el sustrato, ya que en
los casos en que la enzimg es una proteina conjugada, el reato
no aminodcido, 0 grupo prostético, es wno de los puntos por don-
de puede combinarse con el sustrato. Es, pués, un ceso de "in-
hibioidn enzimdtica no competitiva', en la que el inhibidor no
actla sobre el centro activo, sind sobre el Frupo prostético,

descomponiendo €) punto de unidn de la enzima con el sustrato.
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Es también un irhibidor especifico, porque inhibe una reaccidén
o grupo de reacciones; y por definicién, sabemos que la inhi-
bicibén de los procesos enzimiticos es una disminucidn de la ve=
1o04dad de la reaccibn, o su amulacién total. Rota la catali-
zaciln del proceso oxidativo de la tirosina, la reasceidn, o
reacciones, no se producen, o0, 8i se han iniciado, se reducen,
no llegando a la france formacién de ls melanina y, por ende,
al obscurecimiento de las zonas afectadas por el pigmento meld-
nieco,

Nuestro procedimiento conslste, esenciaglmente, en la presen—
cia de una reductona antitirosinesa, capaz de ligarse al cobre
de la tirosina y formar un compuesto reducido, de aquel, en faw
g inaotiva.

Le obtenocidén de la reductons antitirosinasa se logra partien
do de la levadura de cerveza, procedente de cultivos frescos,
lavados y prensados, de clertas rezas de Sacharomycea cerevisae,
(sacaromicaceos) y cuya sintesis es la siguiente:

Se trituran 500 partes de levadura exprimida con 25 partes
de dcido clorhidrico concentrado y 250 partes de agua destiladasc
Se calienta la mezcla durante varias horas, al bafio de aceite,
en un matraz provisto de refrigerante a reflujo manteniendo la .
temperatura entre 92¢C y 103¢C, Se deja enfriar a 509C. aproxi-
nadements. Se afiade solucién al 10% de carbonato sédico (NapCO5e
2H20) hasta que cesa la efervescencia. La mezcla resultante de-
berd ser ligeramente alcalina. Se afiaden 200 partes de agua agi-
tando durante varios minutos y se deja en reposo 24 horas. Trans
currido este tiempo se decanta el liquido claro con posterior
filtracién filtrecibn a vacfo, pasandolo luego & evaporascién a
presiéﬁ reducida hasts consistencia de miel. Se agrega entonces

1/4 de su peso de levadura seca ¥y Se evapora & sequedad al va-
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cfo. Se obtiene un polvo amarillo-grisdceo, inodoro y de ligero
sabor salino. A qontinuacién se empleza g dilulr en agua desti-
lada wn 5% del polvo anteriormente obtenido, agitando lentamen-
te y a temperatura de 189C a 202C,. De esta solucién se toman
200 mililitros y se mezolan con 150 mililitros de dcido sulfi-
rico al 2%, y 500 mililitros de Butanol. Se agita durante 10 mi-
nutos y se centrifuga a 2,500 r.p.m. durante 5 minutos. Se ex-
trae la funcidn butendlica sobrenadante. Se repite la extraccidn
(sin afindir de nuevo a. sulflirico) y se mezclan los dos extraoc~
+08., Se afiaden 500 mililitros de solucidén alcalina, preparada
previamente, con 500 mililitros de sose, 4N, y 25 gr. de carbo-
nato sédico; se agita durante 5 minutos. Se formarén dos fases

y un precipitado. Se recoge el precipitado, se filtra al vacio,
se seca y se liofiliza. El polvo resultante, de color, amarillo-
lechoso, deberd envasarse en frascos de vidrio topacio esterili-
zados,

Este -polvo, asi obtenido, contiene del 85% al 90% de la re-
ductona antitirosinasa, de la cual su grupo aminico reacciona con
el cobre de la tirosinasa para formgr el correspondiente comple-
jo cuproamfnico y dejando a la enzima ingetiva para sus funcio-
nes oatalftiocas en la remccién oxidativa de la tirosina. De este
modo la cadena de oxidaciones queda rota, evitando la formacién
del complejo melénico. '

La reductons antitirosingsa puede formar parte del compuesto
contra la melanosis, en una proporeidn de 5-20 peDele.

A la presencia activa de le reductona antitirosinass es pre-
ciso agregar la pasiva de otras sustancias que crean un campo
propicio para que la reduccidn g nivel celular, sea favorecida
por el medio externo inhibiendo la presencla del oxigeno ambien-

tel, como son 1os bisulfitos, metabisulfitos, dcido asedrbico,
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tartarico, c{trico y otros carbox{licos, se{ como compuestos sul

furosos, en general, que no liberen mds del 60% de SO, libre.

1L
1

También la asociacidén de otras sustancias orgénicas, como
aquellas antibidticas, sinergizantes en este medio, pueden ser
asociadas pera Qear una profilaxis antibacteriana, con el f£{n de
evitar procesos de descomposieidn amoniacal que interferirian le
accidn del agente antimelénico. Este grupo antibibtico puede ser
simple, o formado por la asocimciln de varios antibidticos, ta-
les como las tetracilinas, cloranfenicol, estreptomicinas, bacl-
tracing, neomicina y otros, capaces de crear un hale de inhibi-
cidn bacteriena en torno al marisco y sumar su sccidn preserva-
dora a la puramente entimelénica de la antitirosinasa. Rambién
csbe gsociar un colorante, con el doble f£in diferenciador y de-
sinfectante, del tipo del clorhidrato de tetrametiliioning y
otros, que en solucidn acuosa son de gran activided antiseéptica -
y cromfgena, en dosis infinitesimales. EL grupo antibidtico no
dbers sobrepasar la dosis de 5-:7" PePello ¥ €1 colorante las de
0y2=1 DPeDelles 7

E} compuesto preventivo de la melanosis, anteriormente obte-
nido, puede ser aplicadeo al marisco y otras especies similares,
de lag formas sligulentes: A
a) solucidn del compuesto en agua, dulce o de mar, e inmersidn
del marisco en la solucién,

b) pulverizacidn de la solucién anterior,

¢) distribucidn de la mezcla sdlida por camedas de mariseo, y

d) en el hielo de refrigeracidén, pera 10 cual se procede a la di=-
golucidn del agua potable con el compuesto ya obtenido y que ha
de ser sometida e la congelacidn en las fabricas de hielo. En es-
te caso, & la solucién debe incorporarse de 17-30 p.p.ms de un
polimero gelificante(carboximetilcelulosa) y de 10=-25 p.p.m. de
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wn catidn alcalino~térreo (acetato cdleico), para lograr ung me-~
jor dispersién y evitar el desplazemiento de sales al eje de la
barra de hielo., Este hielo triturgdo, se aplice al marisco de
forma convenciongl.

Cualquiera de los procedimientos anteriormente descritos,
pueden servir para el tratamiento del merisco destinado a le cone
gelacidn, En este caso el tratamiento del merisco, u otras espe-
cles similares, deberd hacerse tan pronto haye sido izado a bor-

do, procediendo después a su congelacidén por los procedimientos
habituales.

N O T A

Hecha la descripcidén del presente invento lo que se declara
como nuevo y de propia invencifn comprende las reivindicaciones
giguientes:

le= Procedimiento de prevencidn de la melanosis en los ma-
riscos y otras especles similares, carac ter i 2z ad o por
ol hecho de que el agente antimeldnico es una reductona antiti-
rosinasa obtenida a partir de¢levadura procedente de cultivoe fres
co8 de ciertas razas de Sacharomyces cerevisae, lavada y prensa-
da, a la cusl se afiaden un 25% de dcido clorhidrico y un 50% de
ague destileda, se calienta la mezcls durante varias horas, al
bafio de aceite, en un matraz provisto de refrigerante a reflujo
menteniendo la temperatura entre 92°C y 1032C, se enfris hasta
los 5020 aproximadamente, se afiade solucién al 10% de carbonato
sédico hasta que cesa la efervescencia y Be afiade wn 50% de agua
agitando durante varios minutos, se reposa durante 24 horas a con

tinuacién de lo cusl se decanta el liguido claro con posterior
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filtraeién a vacfo, paséndolo luego a evaporacidn a presién re-
ducide hesta consistencia de miel, se agrega entonces 1/4 de
su peso de levadura Seca y se evapora & sequedad al vacfo, de-
jando un polvo emarillo-griséceo que se diluye en agua destilads
agitando lentamente y a temperaturs de 182C a 20¢C, cuya solu-
cidn se mezcla con un 75% de écido sulfirico y con wn 333% de Bu~
tanol, se agita durante 10 minutos y se centrifuga a 2.500 r.p.m
dursnte 5 minutos y se extrae la funcidn butandlica sobrenadante,
se repite la extraccidn, sin afiadir de nuevo écido sulfirico y
g8e mexclan los dos extractos, & cuys mezcla se afiade la misma
centidad que se afindié de Butanol, pero de una solucidn alcali-
ng preperada previemente con la misms cantidad de sosa y un 5%,
de esta, de carbonato sbdico, se agita durante 5 minutos forman-
dose dos fases y un precipitado que se toma, se filtra sl vacio,
se seca y se liofiliza quedando un producto gue contiene del 85%
al 90% de reductons antiiirosinasa, producto activo contra la me-
lanosls al cual es preciso afindir uns presencis pasiva de sustan-
cias que creen un campo propiclio para que la reduoccidn a nivel
celular sea favorecida por el medio extermo inhibilendo la presen-
cia del oxigeno ambiental, tal como son los bisulfitos, metasul-
fitos, écido ascdrbico, tartarico, citrico u otros carboxilicos,
asi como compuestos sulfurosos que no liberen mas del 60% de SO,
1libre.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac t e -
rizadopor el hecho de que para crear una profilaxis anti-
bacteriana con el fin de evitar procesos de descomposicidén amo-
niacal que interferirian la accidn del agente antimelénico se .
asocia al producto obtenido otras sustancias orgénicas antibié-
tices, sinergizantes en este medio, tales como antibioticos sime

ple o formado por la asociacidn de varios, como la tetracilina,



5

10,

154

204

25°%

c¢loranfenicol, estreptomicina, bacitracina, neomicina y otros
capaces de crear un halo de inhibicidn bacteriana en torno del
marisco y crear y sumar su accién preservadora a la puramente
antimelandsice de le antitirosinasa e incluso asociar un colo-
rante, con el doble £in diferenciedor y desinfectante, del tipo
del clorhidrato de tetrametiltionina que en solucidn acuose es
de gren actividad antiséptica y cromdgena.

3= Procedimiento segin las reivindicaciones 1y 2, ¢ a -
racterizado por el hecho de que pars su utilizacidn
cabe la disolucidn en el sgus potable destinada s la congelacién
en las fébricas de hielo, de la esocigcidn entimelgndsica, anti-
bacteriana, antiséptica y oromdgena, con uwna previa incorpora-
cidn de un polimero gelificante, tal como el carboximetilcelu-
lose, y de un catién alealino-terreo, tal como el acetato célei-
c0, al objeto de lograr une mejor dispersidn y evitar el despla~
zamiento de agles al eje de la barra de hielo que, una vez tri-
turado, se eplica sobre el marisco de forma convencional.

4.~ Procedimiento segin las reivindicmciones 1y 2, ¢ & -
racterizado por el hecho de que para su utilizecidn
cabe 1z solucién previa de la asociacidn antimelandsica, antibac~
teriena, entiséptica y cromdgena en agua, dulce o de mar, con
inmersién del merisco en este solucién e incluso por pulverize-
cién de la misma sobre el merisco y, en algunos casos, por dis-
tribucién de la mezcla sdélida por memadas de marisco.

Se= Procedimiento de prevencidn de la melanosis en los maris

cos y otras especlies similares.

Seglin se describe y reivindica en la presente Memoria que
congta de nueve hojas folladas y mecanogrefiadaes por una sola

care.



Madrid, a 23 de Junio de 1969

FRANCISCO GUTIERREZ MULLOR
Jose Maris VIGP UTIERREZ .
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