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Atualmente, vem sendo aceito que o
fenémeno da barriga-preta (melanose)
em camarao, lagosta e kril// deve-se a uma
reagdo enzimatica oxidativa (Alford &
Fieger, 1952; Faulkner et al, 1954;
Bailey et al, 1960a,b; Kakimoto &
Kanazawa, 1956a,b6; Noguchi et al.,
1979) na qual tomam parte enzimas do
grupo fenolase.

Com relagcdo 3 lagosta, Ogawa et al.
(19836 e 1985) definiram a referida
reagdo como sendo induzida por um
desequiifbrio na distribuicdo de subs-
tancias (enzimas e substrato) no animal
vivo, que sofre traumatismo, etc. Conse-
qiientemente, este apresentard manchas
pretas durante a conservacdo em gelo ou
sob congelamento.

No presente trabalho, procuramos
confirmar a existéncia de enzimas feno-
lases, bem como verificar, a nivel preli-
minar, algumas de suas caracteristicas.
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MATERIAL E METODOS

Lagostas da espécie Panulirus japo-
nicus {von Siebold) foram adquiridas
vivas em Ohara e Katsuura (Provincia de
Chiba, Japdo) e Omaezaki e Peninsula
lzu (Provincia de Shizuoka, Japdo),
durante o periodo de agosto a outubro
de 1980. O comprimento e o peso total
dos exemplares variaram de 14,4 a
24,5 cm e de 121 a 360 gramas.

Preparagio de enzimas brutas

Apoés a lavagem das lagostas vivas,
retiramos, com o auxilic de tesoura de
aco inoxidadvel, a cuticula e pelicula
ventrais da cauda, as guelras, visceras e
gonadas, bem como a cuticula fina e

membrana internas do cefalotérax
(Extrato I}.

Quanto ao Extrato Il, constou da
hemolinfa retirada de lagostas vivas,

mediante a pratica de pequenos cortes na
regido ventral da jung¢do cauda/cefalo-
térax.

Para a obtencio de enzimas brutas de
ambos os extratos, seguimos o método
de Oshima {1980}, com ligeiras modifi-
cacoes (figura 1).
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Amostra

(a) adicionar um volume de tampdo fosfato 0,1 M
{pH 6,4, 4°C) equivalente a 3 vezes o peso da amostra

(b} homogeneizar {30 seg., 4°C, 5 vezes)
Homogenato

l centrifugar {11.000 x g, 20 min., 0°C)

Descartar o
precipitado

Sobrenadante

| (a) adicionar (NH,),SO, até 40% de saturago e deixar
em repouso por 40 min. a 0°C

Descartar o
precipitado

(b) centrifugar (11.000 x g, 20 min., 0°C)

Sobrenadante

(a) adicionar (NH4),S0, até 60% de saturacdo e deixar
em repouso por 40 min. a0°C

Descartar o
sobrenadante

I (b) centrifugar (11.000 x g, 20 min., 0°C)

Precipitado

{a) dissolver em pequena gquantidade de tampdo fosfato
0,1 M (pH 6,4,4°C)

(b) dialisar contra tampdo fosfato 0,1 M (pH 6,4, 4°C}

Descartar o
precipitado

por 24 horas
(¢) centrifugar (11.000 x g, 20 min., 0°C)

Sobrenadante

Enzima bruta

Figura 1 — Fluxograma de preparacdo de enzima bruta de lagosta.
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Figurs 2 — Curves padrio da relacio entre densidede
atica @ concentragdo de proterna pelo método modi-
ficado de Lowry.

A concentracdo de proteinas dos
extratos enzimaticos foi avaliada pelo
método modificado de Lowry (Ume-
moto, 1974), utilizando-se ovoalbumina
(Wako Pure Chemical} e a curva padrdo
constante da figura 2.

Eletroforese ern gel de poliacrilamida

Neste ensaio consideramos os
métodos descritos por Ui et al. (1976) e
o empregado por Oshima {1980) para o
krill, Euphausia superba.

De cada extrato enzimatico utili-
zamos b0 ul (30 ug de proteina) por
tubo de vidro de 5 mm (diametro
interno) x 70 mm (altura), ajustando-se a
concentra¢do e pH do gel para 7% e 9,5,
respectivamente.

Iniciaimente carregamos a coluna
com 2mA, estabilizando-a em 3 mA
quando o extrato alcangou o gel de sepa-
racdo. Utilizou-se um disco eletroforé-
tico SJ-1060-DC, Atto Corp. e um esta-
bitizador VC. SJ-1061, Atto Corp. Todas
as operagfes foram conduzidas em
camara resfriada pré-moldada, num
ambiente de 4°C.

As colunas de gel foram imersas em
fenilenodiamina 0,1% , durante 20

minutos (Halim & Montgomery, 1978)
ou tratadas com negro de amido 10B, e
descoradas sequndo o método usual do
acido acético.

Estimacado da atividade enzimética

Método da espectrofotometria

Esta técnica foi utilizada somente
para o Extrato |. A fim de determinar a
atividade enzimatica desta amostra,
empregamos catecol como substrato.

Desde que oxidado na presenca de
uma enzima, este o-difenol se transforma
em o-benzoquinona. Esta substancia, por
sua vez, reage por via oxidativa ndo enzi-
matica com a L-prolina, originando-se
um pigmento violeta estdvel.

Estimou-se a formacio do referido
pigmento através dos métodos de Onishi
et al. (1978) e Oshima {1980).

A reagdo foi conduzida em cubeta a
1 ecm, a 25°C, sendo a absorbancia lida
ap6s 1 e 4 minutos, a 530 nm, utili-
zando-se espectrofotometro UV-365,
Shimazu Seisakusho, dotado de regis-
trador.

Para o calculo da atividade enzimé-
tica empregamos a seguinte formula:

(E; — Ey) =Branco 1 100

x .
3 Concentracdo de substrato (M) protaina (mg)

onde E, e E, representam as absorban-
cias ap6és 1 e 4 minutos de reacdo.

Para determinarmos a influéncia da
concentracdo de enzima no desenvolvi-
mento da reacdo, utilizamos 0,2 mi de
catecol 0,5 M + 0,2 ml de L-prolina
05 M + quantidades varidveis do
extrato enzimatice {350 u g/ml de
proteina), levando-se o volume final para
3,0 ml com tampdo fosfato 0,1 M a
pH 6,4. Elaboramos um branco substi-
tuindo o extrato enzimatico por agua
destilada.

Quanto 3 influéncia da concentracido
do substrato no desenvolvimento da
reacdo, esta se processcu em meio
contendo 0,2 ml de enzima + 0,2 ml de
L-prolina 0.5 M + 2,4 mil de tampao
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fosfato 0,1 M a pH 6,4 + 0,2 ml de
catecol variando de 0,1 a 1,0 M. Na
elaboragcdo do branco, utilizamos 4agua
destilada ao invés do substrato.

A fim de avaliar a influéncia do pH
no desenvelvimento da reagdo, fizemos
variar este parametro em meio contendo
0,2 ml de enzima + 0,2 ml de catecol
056 M + 0,2 ml de L-prolina 0,5 M
+ 0,2 mi de L-prolina 0,5 M + 2,4 ml de
tampdo Mclivaine. Preparou-se um teste
branco mediante substitui¢do do extrato
enziméatico por tampao.

Método do eletrodo de oxigénio

Neste estudo consideramos os
Extratos enzimdticos e 1.

Utilizamos um eletrodo galvanico do
tipo Bioxygraph, da Kyusui Chemical
Laboratory, conectado a um registrador
de alta sensibilidade (FB-E8, da Chino
Seisakusho).

Estimou-se a diminuigdo da demanda
de oxigénio através da oxidagdo enzima-
tica do catecol.

Tendo em vista equilibrar o oxigénio
dissolvido, utilizou-se uma solugdo de
tamp3o fosfato 0,1 M, ap6s permanecer
em repouso por 3 dias a 25°C.

No estudo da relagdo entre concen-
tracdo e atividade enzimaticas, levamos
a efeito reacdes em recipiente do
“Bioxygraph’’, utilizando-se 0,3 ml de
catecol 0,5 M e diferentes aliquotas do
extrato enzimatico, sendo o volume
completado para 3,2 ml com tampdo
fosfato 0,1 M a pH 6,4.

Para verificarmos a influéncia da
concentracdo do substrato frente a ativi-
dade enzimética, utilizamos 2,4 ml de
tampdo fosfato nas mesmas condi¢des
acima, 0,3 ml de catecol nas concentra-
¢oes de 0,3, 0,4, 05 e 06 M, e 0,6 ml
de extrato enzimatico.

Quanto ao estudo do pH, utilizamos
um meio contendo 0,3 ml de catecol
01 M, 24 ml de tampido fosfato
(pH 4,0 a 7,0) e 0,5 ml| de extrato enzi-
matico. ApoOs cada reagdo, efetuou-se
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Figura 3 — Revelacles sletroforédticas de enzimas dos
extratos brutos | & II.
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Figura 4 — Espectro de absorgdo da reagdo enrimdtica
A: 0,2 ml de enzima bruta + 0.2 ml de
catecol 0,5 M + 2.4 mi de tampdo fos-

tato 0,1 M (pH 6,4},

B: 0,2 ml de enzima bruta + 0,2 mi de
catecol 0,5 M + (0,2 ml de L-prolina
05M + 22 ml de tampdo fosfato
0,1 M (pH6,4).
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uma nova medicdo de pH com poten-
cibmetro (F — 7DE, Hitachi-Horiba).

Efetuamos testes brancos utilizando-
se solugdo tampdo ao invés da enzima ou
do substrato. A soma dos niveis de
oxigénio consumido nessas duas reagdes-
controle foi subtraida das reagdes acima
referidas.

A velocidade do consumo de oxigé-
nio foi calculada com base em 1 mg de
proteina, sendo os valores relativos
apresentados contra 100% de atividade
maxima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Eletroforese

Uma vez coradas com negro de
amido 10B, cada uma das amostras de
extrato de enzima bruta apresentou uma
faixa bem distinta encimada por duas
faixas secunddrias finas. Por outro lado,
quando coradas com fenilenodiamina,
estas amostras sO apresentaram uma
faixa da coloragdo intensa (figura 3), a
qual indicou a presenga de fenolases,
sendo também revelada com o mesmo
corante em uvas e peras (Cash et al,
1976; Halim & Montgomery, 1978).

No caso do extrato de hemolinfa,
a formacado da faixa se deu no mesmo
nivel, para ambos os corantes utilizados.
Todavia, este perfil ndo foi verificado
para o extrato enzimatico misto
(Extrato 1).

Trabalhando com extratos mais puri-
ficados, devido & utilizagdo de colunas
de Sephadex G-200 e DEAE — celulose,
Naguchi et al. (1979} ¢ Oshima (1980)
encontraram faixas situadas na mesma
aitura das por nés encontradas. A
despeito da menor purificacdc do nosso
extrato, supde-se que a referida enzima,
responsavel pelo fendmeno da malanose,
seja @ mesma para o kri/l e a lagosta.

Os primeiros autores sugerem que a
natureza desta enzima € glicoprotéica,
sendo o seu peso molecular bem superior
a 12.000, dependendo do nivel da faixa.
Por outro lado, o segundo autor registra

n

0,03

0,02+

ATIVIDADE {8E/miny}

0,01

T T T T

ol DT.Z o3 G4 05 o8

ENZINA (m1)

Figura 5 — Efeito da concentra¢do da enzima bruta ()
sobre a atividade enzimética — método espectrofoto-
métrico,
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Figura 6 — Efeito da concentragio da enzima bruta
(1) sobre a atividade enzimética — método do eletrodo
de oxigénio.

para esta enzima pesos moleculares da
ordem de 31.400.

Estimacdo da atividade enzimatica

Apesar de haver sido preparado a
uma temperatura de 4°C, o Extrato |
apresentou uma pequena alteragdo de
cor, isto é, tornou-se cinza-claro. Por seu
turno, o Extrato 11 ndo sofreu oxidagdo,
embora tenha apresentado uma tonali-
dade azul-clara, em virtude da oxigena-
¢do da hemocianina. Estes resultados
concordam com os encontrados por
Kakimoto & Kanazawa {1956b). Traba-
lhando com a lagosta, estes autores nio
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Figura 7 - Efeito da concentracdo da enzima bruts
{Il) sobre a atividade enzimatica — método do
sletrodo de oxigénio.
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Figurs 9 — Efeito da concentracio de catecol sobre
a stividade da enzima bruta (I} — método do eletrodo
de oxighnio.
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Figura 8 — Efeito da concentracdo de catecol sobre a
atividade da enzima bruta (I} — método espectrofoto-
meétrico.

observaram o fendmeno da melanose em
orgdos isolados ou hemolinfa deixados
ao ambiente,

A figura 4 mostra as curvas A e B
relativas aos espectros de absorcdc das
misturas: Extrato | + catecol e Extrato |
+ catecol + L-prolina, respectivamente.
As absorcBes méximas foram de 410 nm
para A e de 522-523 nm para B. A
primeira leitura foi idéntica a encon-
trada por Oshima (1980) em krill para
enzimas do grupo: catecol oxidase, ao

Figura 10 — Efeitc da concentragdo de catecol sobre a
atividade da enzima bruta {Il) -~ método do eletrodo
de oxigénio.

passo que a segunda situou-se um pouco
abaixo. As diferencas ocorridas devem-se
provavelmente a impurezas presentes no
Extrato I

Quanto a relagdo entre concentragao

do extrato e atividade da reacdo,
observou-se uma proporcionalidade
direta, ndo havendo influéncia dos
métodos de avaliagdo empregados

{figuras 5, 6 e 7).

No tocante ao Extrato |, a relagdo
entre concentracdo do substrato (cate-
col) e atividade da reacdo foi crescente
até a concentracdo de 0,5 M, a partir da
qua! decresceu (figuras 8 e 9). Este
resultado também foi encontrado por
Onishi et al. {1978) em krili/, e se justi-
fica seqgundo a afirmativa de Oshima
(1980), de que a enzima catecol oxidase
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Figura 11 — Efeito do pH sobre a atividade ds enzima
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" Figura 12 — Efsito do pH sobre 8 atividade da enzima
bruta (1) — método do eletrodo de oxigénio.

deste crustdceo tem menor afinidade
por substratos do que a de outros orga-
nismos.

A proporcionalidade da referida rela-
¢ado (figura 10) foi mais acentuada para o

Extrato |l, provavelmente devido ac
menor numero de substdncias em
mistura e, consequentemente, maior
atividade.

Os valores 6timos de pH do Extrato
I, obtidos pelos métodos espectrofo-
tométrico e do eletrodo de oxigénio,
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5 s 7 8 Figura 13 — Efeito do pH sobre a atividade da enzima
pH bruta (11} — método do eletrodo de oxigénio.

situaram-se em torno de 6,6 (figura 11)
e 6,4 (figura 12}, respectivamente. Para
o Extrato Il, o segundo método
revelou um pH da ordem de 6,2 a 6,5
(figura 13).

Trabalhando com a mesma espécie
de lagosta do presente estudo, Kakimoto
& Kanazawa (1956a) encontraram um
pH de 7,0 para a mistura sangue + hepa-
topancreas, utilizando tamp&o Mcllvaine.
Este valor situa-se acima daqueles por
nés encontrados, provavelmente porque
O material apresentava-se intacto.

Para a enzima catecol oxidase do
krill, encontraram-se valores de pH de
aproximadamente 8,4 (Nagayama et a/.,
1979}, 5,5 (Onishi et a/., 1978; Noguchi
et al., 1979) e 6,5 (Oshima, 1980). Os
valores constatados pelos dois altimos
autores baseiam-se em extratos mais
purificados. Quanto a enzima dopa
oxidase do camardo, apresentou uma
faixa de pH 6timo de 6,4 a 7,6 {Antony
& Nair, 1968). Entretanto, dependendo
do grau de purificagdo e do tampdo
utilizado, estes valores variaram.

A maioria dos valores de pH do
musculo das lagostas Panulirus argus e
Panulirus laevicauda acometidas de
barriga-preta situou-se em torno de 7,0
(Ogawa et al., 1983a), portanto na faixa
6tima para o desenvolvimento de reagdo
enzimatica.

O presente trabalho teve por obje-
tivo a identificacdo da atividade enzima-
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tica de fenolases, sem levar em conta o
processo de purificacdo. Apesar disto,
verificou-se a existéncia de uma faixa
distinta correspondente as referidas
enzimas, mediante emprego da fenileno-
diamina. Desta forma, tenciocnamos
completar esta série de estudos levando
a efeito pesquisas futuras sobre purifi-
cacdo e estabilidade térmica e pH de

enzima, inclusive em faixas abaixo
de 0°C.
SUMMARY

English title: Study on black spots in
spiny lobsters of genus Panulirus White.
1V — Preliminary assay on fenolases.

This study verified the existence of
fenolases in the organs and hemolymph
of the spiny lobster, and estimated
some characteristics related to concen-
tration of enzyme and substrate
{catechol), and pH.

In spite of initial purification, this
enzyme showed the results similar to the
krill on disc eletrophoretic pattern and
some characteristics as to fenolases.

Particularly it is necessary to clarify
thermo-stability (below 0°C) for btack
spot’s inhibition in lobster during iced
and frozen storage.
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