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@ Resumen:

Procedimiento complementario en la inhibicién del enne-
grecimiento enzimatico de decapodos marinos por inhibi-
cién de la actividad lacasa.

Se trata de composiciones con accién frente al pardea-
miento producido por la actividad lacasa. El ennegreci-
miento enzimatico de los alimentos, que principalmente
ocurre en vegetales y crustaceos se debe a la accién de
varios complejos enzimaticos. Existen diversos estudios -
publicaciones y patentes - que tratan de los compuestos
inhibidores sobre la PPO, pero no sobre la inhibicién de
las lacasas, en el ennegrecimiento de alimentos. Las laca-
sa han sido descritas en el reino vegetal, como por ejem-
plo en hohgos, pero no en crustaceos/decépodos mari-
nos. Entre los agente quimicos de grado alimentario capa-
ces de inhibir esta actividad lacasa se encuentran algunos
p-difenoles, como por ejemplo el &cido p-hidroxicindmico,
p-hydroxibenzoico, y |a vainillina.
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DESCRIPCION

Procedimiento complementario en la inhibicién del ennegrecimiento enzimético de decdpodos marinos por inhibi-
cién de la actividad lacasa.

Sector de la técnica

Inhibicién de ennegrecimiento de alimentos producido por p-difencloxidasas. Conservacién de crustdceos marinos.
Utilizacion de vainillina, dcido vainillico, dcido p-hidroxicindmico y p-hidroxibenzoico.

Estado de la técnica

El ennegrecimiento de los alimentos es una de las principales causas que produce su deterioro y mds concretamente
en bebidas, algunos vegetales como hongos, aguacate, ... y en los decdpodos (langosta, cigala, gamba,). Su aparicién
implica la pérdida de la comercializacién por el aspecto desagradable y el color marrén y negro que ocasionan.

En diversas patentes que tratan de métodos y formulacién de aditivos para evitar el pardeamiento en alimentos y
bebidas, se ha descrito que el pardeamiento enzimatico se debe a la accién de una enzima denominada polifenoloxidasa
(PPO) o tirosinasa, por el cual los fenoles se oxidan a quinonas, y éstas se polimerizan dando lugar a la formacion de
pigmentos de alto peso molecular con una coloracién muy oscura en tonos marrones y posteriormente negros.

También es conocido que unos alimentos son mds susceptible que otros -como por ejemplo gambas, setas, alca-
chofas y platanos- y se debe a la mayor actividad de esta enzima (PPO).

El ennegrecimiento enzimético debido a la PPO ha sido objeto de numerosos estudios (Lambrecht HS. 1995. Sul-
fite substitutes for the prevention of enzymatic browning in foods. Enzymatic Browning and its Prevention 600:313-
23., Sannomaru Y, Katayama O, Kashimura Y, Kaneko K. 1998. Effects of polyphenol content and polyphenoloxi-
dase activity on browning reaction of apple fruits. I Jpn Soc Food Sci Technol -Nippon Shokuhin Kagaku Kogaku
Kaishi 45:28-36.) y en crustdceos la atencién ha sido posterior Alsina (1974) 3.982.030 US. Preservation of crusta-
cea., McEvily, A.], Iyengar, R., Gross, A. Composition and methods for inhibiting browning in foods. 1994 patente
USDO005304), (Gomez-Guillen MC, Martinez-Alvarez B, Llamas A, Montero P. 2005. Melanosis inhibition and SO2
residual levels in shrimps (Parapenaeus longirostris) after different sulfite-based treatments. J Sci Food Agric 85:1143-
8., Montero P, Martinez-Alvarez O, Gomez-Guillen MC. 2004. Effectiveness of onboard application of 4-hexylresor-
cinol in inhibiting melanosis in shrimp (Parapenaeus longirostris). J Food Sci 69:C643-7).

Un mejor entendimiento de las propiedades y mecanismos de la PPO son aun hoy en dia necesarios en orden a ser
capaz de controlar y en tltima instancia inhibir su accién.

Se han desarrollado diversos métodos que puedan inhibir su accién de manera individual o en combinacién con
aditivos inhibidores de dicha enzima.

El tratamiento térmico elevado es conocido que puede inactivar la actividad enzimdtica, pero no es adecuado
para alimentos en crudo, ya que pierden esta caracteristica, alterdndose la textura, el color (Devece C, Rodriguez-
Lopez IN, Fenoll LG, Tudela J, Catala JM, de los Reyes E, Garcia-Canovas F. 1999. Enzyme inactivation analysis
for industrial blanching applications: Comparison of microwave, conventional, and combination heat treatments on
mushroom polyphenoloxidase activity. J Agric Food Chem 47:4506-11.).

La aplicacién del 4cido bérico fue de lo més efectivo durante muchos afios, pero desde que se prohibié su uso por
motivos de salud, han sido muchos los intentos por obtener un procedimiento y/o mezcla de compuestos efectivos para
evitar el ennegrecimiento.

En cuanto a los aditivos quimicos son muchos los que se han descrito, unos por disminuir la acidez del alimento ya
que la enzima en algunas ocasiones es muy sensible al pH 4cido, aunque en otros como en gamba debe de acidificarse
hasta pH muy bajos -2 o 3- para inactivarla, por lo que también se perderian las caracteristicas del producto crudo
(Montero, P., Gémez-Guillén, MC., Zamorano, P. y Martinez-Alvarez, O. 2003.

Estudios de los agentes conservantes e inhibidores de la melanosis en crustéceos. Ed. Junta de Andalucia. Conse-
jeria de Agricultura y Pesca (Spain)).

Otro método que ha prevalecido en la industria alimentaria ha sido la adicién de sales de sulfitos (Gomez-Gui-
llen MC, Martinez-Alvarez B, Llamas A, Montero P. 2005. Melanosis inhibition and SO2 residual levels in shrimps
(Parapenaeus longirostris) after different sulfite-based treatments. J Sci Food Agric 85:1143-8., Lopez-Caballero ME,
Martinez- Alvarez O, Gomez-Guillen MC, Montero P. 2006. Effect of natural compounds alternative to commercial
antimelanosics on polyphenol oxidase activity and microbial growth in cultured prawns (Marsupenaeus tiger) during
chilled storage. Eur Food Res Technol 223:7-15.) y mds modernamente de 4-hexylresorcinol (Guerrero-Beltran JA,
Swanson BG, Barbosa-Canovas GV. 2005. Inhibition of polyphenoloxidase in mango puree with 4-hexylresorcinol,
cysteine and ascorbic acid. LWT-Food Sci Technol 38:625-30., Lambrecht HS. 1995. Sulfite substitutes for the pre-
vention of enzymatic browning in foods. Enzymatic Browning and its Prevention 600:313-23., Montero P, Martinez-
Alvarez O, Gomez-Guillen MC. 2004. Effectiveness of onboard application of 4-hexylresorcinol in inhibiting me-
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lanosis in shrimp (Parapenaeus longirostris). I Food Sci 69:C643-7). Solos o con la presencia de otros agentes que
produzcan una accién sinérgica o sumatoria para evitar del ennegrecimiento. La presencia de dcidos de grado ali-
mentario, tales como citrico o ascérbico, es muy frecuente en la formulacion del aditivo. Como se ha mencionado
anteriormente pueden inhibir parcialmente la enzima o tan solo tener un efecto preservante del alimento, aunque en
algunos casos como el del 4cido citrico ademds intensifica el color rosa en las gambas dédndole un aspecto ms fresco
(Lambrecht HS. 1994. Erythorbates and everfresh(r) (4-hexylresorcinol) as sulfite substitutes for food preservation.
Abstr Pap Am Chem Soc 208:167-AGFD, Montero P, Martinez-Alvarez O, Zamorano JP, Alique R, Gomez-Guillen
MC. 2006. Melanosis inhibition and 4-hexylresorcinol residual levels in deepwater pink shrimp (Parapenaeus longiros-
tris) following various treatments. Eur Food Res Technol 223:16-21., Montero P, Martinez-Alvarez O, Gomez-Guillen
MC. 2004. Effectiveness of onboard application of 4-hexylresorcinol in inhibiting melanosis in shrimp (Parapenaeus
longirostris). J Food Sci 69:C643-7.).

La presencia en la formulacién del 4cido etilendiamino tretraacético (EDTA) y el Pirofosfato (PPI) ha sido conside-
rada por su accidn quelante y mds recientemente por su accion inhibitoria de proteasas (Montero P, Martinez-Alvarez
0, Zamorano JP, Alique R, Gomez-Guillen MC. 2006. Melanosis inhibition and 4-hexylresorcinol residual levels in
deepwater pink shrimp (Parapenaeus longirostris) following various treatments. Eur Food Res Technol 223:16-21,,
Montero P, Martinez-Alvarez O, Gomez-Guillen MC. 2004. Effectiveness of onboard application of 4-hexylresorci-
nol in inhibiting melanosis in shrimp (Parapenaeus longirostris). J Food Sci 69:C643-7.) reduciendo asi en el medio
sustratos de la enzima PPO.

Tecnologias mds modernas como la aplicacion de altas presiones en algunas ocasiones ha sido de gran efectividad,
por ejemplo en la pasta de aguacate, ya que en determinadas condiciones de presion, tiempo y temperatura moderada
0 baja, se alcanza a inactivar esta enzima. La pérdida de textura es importante, por eso aunque no siempre es util
para vegetales enteros, si se puede aplicar a bebidas -tipo zumo- o pastas como la ya comentada de aguacate (Lopez-
Malo A, Palou E, Barbosa-Canovas GV, Welti-Chanes I, Swanson BG. 1998. Polyphenoloxidase activity and color
changes during storage of high hydrostatic pressure treated avocado puree. Food Res Int 31:549-56., Montero P,
Avalos A, Perez-Mateos M. 2001. Characterization of polyphenoloxidase of prawns (Penaeus japonicus). Alternatives
to inhibition: additives and high-pressure treatment. Food Chem 75:317-24.). Sin embargo los estudios realizados en
crustdceos, no han sido igual de aplicables, ya que de nuevo el mantener las caracteristicas de crudo y del individuo
entero no son féciles de obtener (LLopez-Caballero ME, Perez-Mateos M, Borderias JA, Montero P. 2000. Extensién of
the shelf life of prawns (Penaeus japonicus) by vacuum packaging and high-pressure treatment. J Food Prot 63:1381-
8. Montero P, Lopez-Caballero ME, Perez-Mateos M. 2001. The effect of inhibitors and high pressure treatment to
prevent melanosis and microbial growth on chilled prawns (Penaeus japonicus). J Food Sci 66:1201-6.).

Existe también una patente reciente (W0/2006/082267 Llamas Marcos, Argimiro; Llamas Galilea, Pedro; Var-
gas Jiménez, José Manuel; Navarro Roldan, Francisco y Cérdoba Garcia Francisco. Method of preserving crustacean
against melanosis. Métodos de preservacién de crustdceos frente a la melanosis) que describe la aplicacién de deter-
minadas bacterias dcido ldcticas - principalmente los géneros lactobacillus, lactococcus, pediococcus y leuconostoc -
como agentes inhibidores del ennegrecimiento en crustdceos.

Toda combinacion de compuestos que permitan no usar alguno de ellos en exceso, evitando asi reacciones adversas
que puedan causar es bien aceptada. Asi es conocido que el uso de sulfitos en alimentos tiene una cuota restringida
debido a sus efectos adversos en la salud en ciertos individuos, tanto del que lo maneja al aplicarlo en el alimento
como del que lo consume. Y en los tltimos afios la bisqueda de alternativas en las formulaciones ha sido y contintda
siendo un reto.

Alimentos y bebidas susceptibles del ennegrecimiento enzimdtico debido a la accién de la actividad lacasa, pueden
ser frescos o crudos, o también procesados de la siguiente manera: precortado, fileteado, descabezado, homogeneizado,
seglin corresponda a los distintos alimentos. Igualmente pueden ser aquellos sometidos a algin otro tratamiento que
no haya inhibido esta actividad, como por ejemplo con el uso de una temperatura moderada, o con altas presiones
si el alimento es presurizado entero. Es objeto de esta patente la inactivacién enzimética por medio bioquimico, es
decir mediante un inhibidor que actda compitiendo con el sustrato, de manera que no permita una reaccién coloreada
posterior, que constituiria el ennegrecimiento de estos alimentos. La accién conjunta de esta inhibicién junto con la ya
descrita en diversos medios de inhibicidn de la PPO para evitar la coloracion que produce, constituye una aportacion
fundamental para evitar estas coloraciones negruzcas que constituyen una de las causas mds importantes del deterioro
y pérdida de los alimentos por parte de la industria y el consumidor.

Descripcion de la invencion

El objeto de esta invencion es inhibir el ennegrecimiento enzimético de la actividad lacasa en alimentos y bebidas,
-como complemento a la inhibicién ya mencionada en otras patentes y publicaciones- de la actividad PPO. Se conoce
que la lacasa existe en el reino vegetal y en algunos insectos. La actividad de esta enzima ha sido descrita en ciertos
vegetales como por ejemplo los hongos, y algunos microorganismos, pero se desconocia hasta ahora su presencia en
el crustdceos (decdpodos) marinos como por ejemplo en la familia Penaidae (gambas, langostinos), Aristeidae (gamba
10ja, carabinero) y Palinuridae (langostas, cigalas).

Al igual que la PPO, la lacasa (p-difenol:dioxigeno oxidoreductasa) presenta cobre en su centro activo, encontran-
dose entre las enzimas catalogadas como multicobre oxidasas. También se denominan proteinas multicobre azul, por
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el color azul que presentan y que es debido al maximo de absorcién del i6n cobre tipo I. La secuencia y estructura
intervienen en los sistemas redox relacionados con el i6n cobre.

Tiene la capacidad de unir cobre en determinadas posiciones denominadas Tipo 1, Tipo 2 y Tipo 3, clasificados
asi por sus propiedades espectroscpicas. Cuando los tipos 2 v 3 se unen se dice que se forma una agrupacion tri-
nuclear. La lacasa, es muy compleja, puede estar en forma polimérica y la actividad se encuentra en casi todas ellas,
es decir en formas monoméricas, diméricas e incluso en trimeros. Las lacasas son activas frente a compuestos que
tienen grupos fenélicos en posicién para, aunque tienen otros sustratos inespecificos. La lacasa mds conocida es la de
hongo, e incluso se ha utilizado para fines medioambientales y de bioremediacidn, se utiliza en la detoxificacién de
efluentes, principalmente de la industria papelera, textil y petroquimica (Couto SR, Herrera JL.T. 2006. Industrial and
biotechnological applications of laccases: A review. Biotechnol Adv 24:500-13.). Pero no hay estudios de lacasas, ni
se habfa mencionado su existencia en gambas, langostinos, cigalas, carabineros, bogavantes y langostas.

De las distintas combinaciones de compuestos con actividad anti-ennegrecimiento en los alimentos, no se han
considerado hasta ahora aquellos que inhiben la actividad lacasa, la cual contribuye al ennegrecimiento de ciertos
alimentos y bebidas entre los que destacamos la denominada gamba blanca (Parapenaeus longirostris) tipica de las
costas espaflolas.

En los productos actuales para evitar el ennegrecimiento consideramos de importancia la incorporacién de com-
puestos que tengan accién inhibitoria de la actividad lacasa, pues son caracteristicos de ésta. Hay especies como la
gamba blanca que son muy susceptibles al ennegrecimiento enzimdtico y a pesar de la adicion de compuestos como
los descritos en el estado del arte, el ennegrecimiento no se inhibe en su totalidad. Se atribuye a la actividad lacasa que
en gamba blanca es m4s activa que en otros crustdceos, por lo que la inthibicién en estos casos es de importancia para
tener un efecto sumatorio.

La presente invencidn indica la complementariedad de alguno de estos compuestos inhibidores de lacasa, a las
mezclas ya descritas y utilizadas habitualmente, entre las que destacan las basadas en derivados de sulfitos o del 4-
hexilresorcinol, por su accién inhibitoria de PPO. La actividad PPO tiene como sustratos bdsicamente a monofenoles
y o-difenoles, mientras que los sustratos que indicamos para la lacasa son compuestos fendlicos que no inducen una
polimerizacién de compuestos que produzcan ennegrecimiento.

Entre los agentes quimicos de grado alimentario capaces de inhibir esta actividad lacasa se encuentran algunos
p-fenoles que actian como sustratos competitivos a los naturales en el alimento, principalmente la vainillina, dcido
vainillico, el 4cido p-hidroxicindmico, y el p-hidroxibenzoico.

El método de aplicacion puede ser espolvoreo, inmersion o pulverizacién. El procedimiento de espolvoreo ha sido
un tratamiento tradicional muy usado, aunque hace que la mezcla de compuestos no se distribuya homogéneamente
por el alimento. Si la formulacién anti-ennegrecimiento contiene al menos uno de los compuestos citados en el parrafo
anterior, es efectivo, aunque no consideramos que sea la mejor manera de aplicarlo dado que no se distribuye homogé-
neamente en el producto, hecho ya mencionado. La alternativa a este método ha sido la inmersion del alimento en una
solucién conteniendo la mezcla anti-ennegrecimiento, pero este procedimiento aunque también es viable, puede pro-
ducir una liberacién de fluidos del alimento y por tanto desmerecer su calidad. El tiempo de este tratamiento puede ser
entre 5 y 30 minutos, recomendando 15 min, el volumen de solucién puede ser suficiente solo con que lo cubra, aunque
se recomienda 2 partes de solucién por una de alimento. De entre estos tratamientos se prefiere la pulverizacidn, pues
permite distribuir las mezclas homogéneamente sin tener que sumergir el alimento en solucidn. La pulverizacidn debe
realizarse de manera que se impregne toda la superficie del alimento.

Segun el método de aplicacion y comercializacion puede ir ligado o no a excipientes/ u otros compuestos quimicos.
En primer lugar se deben considerar la adicién de compuestos quimicos, en especial la adicion de sal comiin. Se
considerard ademds la adicién de sales alternativas al uso del cloruro sédico, por ejemplo cloruro potdsico, cilcico,
magnésico, carbonatos, sulfatos, fosfatos, etc... (cualquier tipo de sal). También se puede considerar la opcién de
solubilizar los compuestos en una pequefia cantidad de disolvente orgdnico (preferentemente etanol). La proporcién de
disolvente dependerd de la cantidad de compuesto afiadido y de su solubilidad, siendo solo necesario para solubilizarlo.
Posteriormente se diluird en una solucién acuosa, preferentemente agua. También se podré afladir un coadyuvante
como un tensioactivo que favorezcea la dispersién del compuesto y su mayor contacto con el crusticeo, ingredientes
alimentarios como la lecitina u otros como el dimetilpolixiloxano y diéxido de silicio amorfo. El limite méximo
de estos dos tltimos es de 10 mg/kg. En este sentido se puede aplicar también un recubrimiento en forma de film
o de cobertura sobre el crustdceo consistente en 0,5-1% de gelatina y 0,5-1% de alginato, 0,1-5% sorbitol como
coadyuvantes del p-fenol elegido.

Las cantidades o dosis de los componentes quimicos afiadidos (0,1% a 5%) o la intensidad/duracién de los trata-
mientos aplicados no serdn limitantes. Se pueden aplicar cada uno de estos compuestos por separado, o dos, 6 més de
dos a través de distintas combinaciones.

El que intervengan todos o sélo alguno de los compuestos quimicos variard en funcién de las condiciones y carac-
teristicas del producto de partida. También dependerd de las caracteristicas que se deseen obtener segtn sea el destino
final del alimento.
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Ejemplos del procedimiento y composicion de los compuestos anti-ennegrecimiento
Ejemplo 1
Inhibicion por inmersion en vainillina

Se diluye al 0.5% vainilina en agua. Posteriormente se afiade cualquier formulacién comercial anti-ennegrecimien-
to para inhibir la enzima polifenoloxidasa, como puede ser un 1% de solucidn basada en metabisulfito sédico v 1%
dcido ascorbico. Y se diluye todo en agua. Se preparan dos partes de solucién por 1 gramo de gambas. Se sumergen
estas en la solucidn durante 15 minutos, a continuacidn se sacan de la solucioén y se dejan escurrir, conservandose de
manera tradicional.
Ejemplo 2
Inhibicion por inmersion en dcido vainillico

Se diluye al 0.5% 4cido vainillico en agua. Posteriormente se aflade cualquier formulacién comercial anti-ennegre-
cimiento para inhibir la enzima polifenoloxidasa, como puede ser un 1% de solucién basada en metabisulfito sédico y
1% écido ascorbico. Y se diluye todo en agua. Se preparan dos partes de solucion por 1 gramo de gambas. Se sumergen
estas en la solucidn durante 15 minutos, a continuacidn se sacan de la solucién y se dejan escurrir, conservdndose de
manera tradicional.
Ejemplo 3
Inhibicion por pulverizacion de dcido hidroxicindmico

Se solubiliza en etanol 2% de 4cido hidroxicindmico, agitdndolo hasta que se disuelva. Se afiade una concentracién
de 0,5% de 4-hexylresorcinol y 0.5% 4cido citrico. Se diluye y revuelve todo en agua suficiente para impregnar
mediante pulverizacién todas las gambas, se pulverizan asegurando que se han impregnando en su totalidad y se dejan
escurrir, conservandose de manera tradicional.
Ejemplo 4
Inhibicion por recubrimiento con una solucion filmogénica conteniendo 1% de vainillina

Se prepara una solucién acuosa conteniendo 1% de gelatina y 1% de alginato, 1% sorbitol y 1% de vainillina. Se
aplica dicha solucién por encima de la superficie de las gambas de manera que se facilite el mdximo contacto con el
crustdceo. Se deja enfriar hasta que gelifique la mezcla, conservdndose de manera tradicional.
Ejemplo 5

Inhibicion por espolvoreo de vainillina

Se aplica sobre 1a superficie del crustdceo por espolvoreo una mezcla en seco compuesta por 1% de vainillina y
99% de NaCl, cuidando de esparcir el polvo por todo el cuerpo del crustdceo. Se conserva de la manera tradicional.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzimdtico inducido por la actividad lacasa en crustdceos marinos
caracterizado por comprender la aplicacién de una composicidn inhibidora del enzima lacasa, complementaria a la
inhibicién del ennegrecimiento enzimatico producido por polifenol oxidadasas, que contenga al menos un compuesto
p-fenol de grado alimentario del grupo de la vainillina, dcido vainillico, p-hidroxicindmico, o p-hidroxibenzoico.

2. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzim4tico inducido por la actividad lacasa en crustdceos marinos
seglin la reivindicacién 1 caracterizado por utilizar en la composicién un compuesto p-fenol de grado alimentario en
una concentracion comprendida entre el 0.1 y 5%.

3. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzimatico inducido por la actividad lacasa en crustdceos marinos
segtin las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado por aplicar conjuntamente en la composicién un excipiente como por
ejemplo cloruro sédico, cloruro potdsico, cdlcico, magnésico, carbonatos, sulfatos, fosfatos, en una concentracién de
hasta el 99% del producto en seco.

4. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzimdtico inducido por la actividad lacasa en crustdceos marinos
segtin las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado por incluir como coadyuvante en la composicién un agente tensioactivo
como lecitina, dimetilpolixiloxano o diséxido de silicio amorfo.

5. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzimético inducido por la actividad lacasa en crustdceos marinos
segtin las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado por disolver previamente en disolvente organico de grado alimentario
como etanol o acetato de etilo los compuestos p-fenol de grado alimentario segtin las reivindicaciones 1 y 2.

6. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzimético inducido por la actividad lacasa en crustdceos marinos
segtin las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por aplicar la composicién mediante espolvoreo.

7. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzimdtico inducido por la actividad lacasa en crustdceos marinos
seglin las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por aplicar la composicién mediante inmersién durante un tiempo
comprendido entre 1 y 120 minutos.

8. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzimdtico inducido por la actividad lacasa en crustdceos marinos
segtin las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por aplicar la composicion mediante pulverizacidn.

9. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzimatico inducido por la actividad lacasa en crustdceos marinos
segtin las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por aplicar la composicién mediante un recubrimiento a base de
gelatina sola o en combinacion con algin polisacdrido.

10. Procedimiento para inhibir ennegrecimiento enzimdtico inducido por la actividad lacasa en crusticeos marinos
segtin la reivindicacidn 9 caracterizado por aplicar la composicién mediante un recubrimiento con una concentracién
de gelatina comprendida entre un 0,5 y 3%, 0,5 y 3% de alginato y 0,1-5% de sorbitol.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinién se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Consideraciones:

Los documentos de la solicitud de patente sobre los que se basa esta Opinién Escrita son los presentados el 25/09/2009 como
resultado de las modificaciones efectuadas durante el proceso de examen formal y técnico de la solicitud de patente.
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1. Documentos considerados:

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 Montero et al. 2004
Do2 WO 92/22213 23-12-1992
D03 Marshall et al. 2000
Do4 Janovitz-Klapp et al. 1990
D05 Kwak y Lim 2005
Doé Chen et al. 2005

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion 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 declaracion

La primera reivindicacion de la solicitud se refiere a un procedimiento para inhibir el ennegrecimiento enzimatico en crustaceos
marinos, inducido por la actividad lacasa, que se caracteriza por comprender en la composicién un compuesto p-fenol de grado
alimentario del grupo de la vainillina, acido vainillinico, p-hidroxicindmico o p-hidrobenzoico.

Antes de emitir una opinién sobre la novedad y actividad inventiva de la invencién, se van a realizar algunas puntualizaciones
sobre la interpretacion de las reivindicaciones:

En primer lugar, el término "p-fenol" utilizado para definir los compuestos del procedimiento no es del fodo correcto, ya que los
compuestos utilizados no son quimicamente fenoles, sino tres &cidos y un aldehido aromatico que tienen un grupo hidroxilo
en posicién para, habria que buscar un término mas adecuado que incluyese y definiese a los cuatro compuestos utilizados,
como por ejemplo "compuestos derivados del fenol sustituidos en posicién para”.

En segundo lugar, tal y como esta redactada la primera reivindicacién, no queda claro el alcance de la invencién, ya que
la reivindicacion se puede interpretar en un sentido amplio o restrictivo. En un sentido amplio incluiria en su definicién la
posibilidad de utilizar cualquier compuesto fendlico sustituido en posicion para. A favor de esta interpretacién amplia esta la
mencién que se hace en la descripcion (pagina 9, lineas 23-27) de que "entre los agentes quimicos, se encuentran los p-
fenoles, principalmente la vainillina...", dando a entender que se pueden utilizar otros muchos "p-fenoles”. Sin embargo, en
otros lugares de la descripcion y en los ejemplos, Unicamente se mencionan cuatro compuestos concretos, que son vainillina,
acido vainillinico, p-hidroxicinamico o p-hidroxibenzoico, lo que apoyaria una interpretacion restrictiva de la reivindicacion, es
decir, s6lo estos cuatro compuestos estarian dentro del alcance de la reivindicacion. En principio, la blsqueda, el informe y la
opinién escrita se han realizado tomando la reivindicacién en su sentido mas amplio e interpretando el término "p-fenol" como
cualquier compuesto fendlico (es decir, un grupo aromatico con un hidroxilo) con un sustituyente en posicién para. Por (ltimo,
segun la reivindicacion, la invencién es un procedimiento para inhibir el ennegrecimiento producido por la lacasa, sin embargo,
ni en la descripcion ni en los ejemplos hay ninguna experiencia ni apoyo documental que demuestre tal inhibicién. Es decir, ho
se ha comprobado ni que todos los crustaceos tengan lacasa, ni que una vez tratados con las composiciones de la invencién,
esta enzima se haya inhibido. Por ello, se ha interpretado la reivindicacién como un procedimiento para tratar a los crustaceos
marinos utilizando las composiciones de la reivindicacion con objeto de inhibir el ennegrecimiento enzimatico de los mismos,
independientemente del mecanismo por el que se produzca éste.

Novedad (art. 6 de la Ley de Patentes 11/1986)

En el documento D1 se utiliza el 4-hexilresorcinol en composiciones con objeto de inhibir la melanosis en el crustaceo marino
Parapenaeus longirostris. Las cantidades aplicadas de este compuesto, que se puede considerar un derivado del fenol con un
sustituyente en posicién para, son de 0,0025% a 1% y el método de aplicacién por inmersién, pulverizacién o espolvoreo.

Teniendo en cuenta este documento D1, las reivindicaciones 1-3 y 6-8, tal y como estan redactadas, carecen de novedad.
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Hoja adicional

También el documento D2 divulga métodos y composiciones para inhibir el pardeamiento en los alimentos, entre los que se
incluyen los crustaceos marinos (resumen, pagina 10, Ultimo parrafo). Las composiciones comprenden al menos un derivado
sustituido del resorcinol, especialmente los sustituidos en la posicién 4 o para (ver férmula Il, pagina 6, reivindicaciones 1 2 13),
en una proporcion de 0.001 a 5% (pagina 10, primer parrafo), ademas de otros compuestos como sales, 4cidos, etc. (pagina
4).

Por consiguiente, el documento D2 se considera que afecta a la novedad de las reivindicaciones 1-3, 6-8 tal y como estan
redactadas.

Actividad inventiva (art. 8 de la Ley de Patentes 11/1986)

El documento D3, es una revisién de la FAO sobre el pardeamiento de los alimentos, el mecanismo por el que se produce y los
posibles tratamientos para evitarlo.

En el apartado 3.2.1 €) y la figura 21 se pueden ver varios compuestos derivados del fenol y sustituidos en posicién para que
se han utilizado para evitar el pardeamiento por su actividad antioxidante.

En el apartado 3.2.5 €) menciona el uso de los &cidos carboxilicos aromaticos de la serie del &cido benzoico y del acido
cinamico como inhibidores de la polifenoloxidasa, ya sea inhibicién competitiva o por formar un complejo con el cobre, en el
lugar activo de la enzima.

Se considera el documento D3 como el documento mas cercano del estado de la técnica ya que en este documento se citan
compuestos de los nombrados de forma general enla reivindicacion 1, es decir derivados fendlico sustituidos en para y también
algunos de los mencionados concretamente en la reivindicacién de la solicitud, por el ejemplo el p-cumarico.

El problema que intenta solucionar la solicitud es encontrar un procedimiento alternativo a los ya existentes para inhibir la
melanosis en los crustaceos. La solucién que el solicitante propone es utilizar unas composiciones que incluyan los compuestos
mencionados en la primera reivindicacion.

Estos compuestos, segln se puede ver en D1, ya se han mostrado Utiles en el tratamiento de otro tipo de alimento con el mismo
objetivo, es decir, inhibir el pardeamiento. Se considera que la utilizacién de estos compuestos en otro grupo de alimentos, los
crustaceos marinos, no implica actividad inventiva, ya que, el mecanismo por el cual se produce en el ennegrecimiento en los
alimentos, es semejante en todos ellos. Un experto en la materia, que buscase composiciones alternativas a las ya conocidas
para evitar la melanosis de los crustaceos, utilizaria los que se han utilizado con éxito en otros alimentos, con una expectativa
razonable de éxito.

El mismo razonamiento que el utilizado en el apartado anterior sirve para los documentos D4, D5 y D6.

En D4 se prueba a inhibir la polifeniloxidasa de la manzana mediante acidos carboxilicos y sus derivados. Los acidos con
grupos OH en para (p-hidroxibenzoico, acido vainillinico o p-cumarico) fueron mejores inhibidores que los meta.

En D5 se concluye que los acidos fendlicos (entre los que se citan el cido vainillinico y el hidroxibenzoico) son Utiles en la
inhibicién del pardeamiento (ver conclusiones).

Finalmente, D6 estudia la inhibicion de la tirosinasa de un hongo, mediante diferentes acidos p-alcoxibenzoicos, entre los que
figura el &cido p-hidroxibenzoico (ver discusion)

A la vista de todos estos documentos, cada uno de ellos por separado, se considera que la reivindicacién independiente 1 no
tiene actividad inventiva.

Las reivindicaciones dependientes 2 a 10 no aportan ninguna caracteristica que, en combinacién conla 1, le otorguen actividad
inventiva a la invencion.

El dnico compuesto que no ha sido mencionado en el estado de la técnica como inhibidor de la melanosis es la vainillina. Con
objeto de subsanar el problema de interpretacion de las reivindicaciones, asi como la falta de novedad y actividad inventiva,
puede tratar de elaborar un nuevo juego de reivindicaciones, cifiéndose exclusivamente a ese compuesto.

También, seria conveniente eliminar las menciones a la actividad lacasa de la solicitud, ya que en ninguin lugar de la descripcién
se demuestra que estas composiciones sean efectivas en la inhibicion de la lacasa.
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