Revista de Agronomfa (LUZ): 8: 107 - 121

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION
DE LA FENOLOXIDASA DEL CAMARON BLANCO
(Peneaus setiferus) Y DE LALANGOSTA
ESPINOSA (Panulirus arqus)

ISOLATION AND CHARACTERIZATION
OF PHENOLOXIDASE FROM WHITE SHRIMP
(Peneaus setiferus) AND SPINY LOBSTER (Panulirus argus)

0.J. FERRER!
M.R. MARSHALL?

RESUMEN

El fenémeno del pardeamiento enzimatico ha sido estudiado
extensivamente en frutas y vegetales, pero ha recibido poca atencién en
crustdiceos. El pardeamiento enzimético que ocurre en el camarén, algunas
langostas y otros crusticeos hace que estos productos sean rechazados por el
consumidor. La fenoloxidasa (FO) (CE 1.14.18.1), ha sido reportada como
responsable del pardeamiento enzimdtico de frutas, vegetales y crusticeos
por su habilidad para catalizar la oxidacién de compuestos fendlicos
produciendo el pigmento negro "melanina”. Se realizaron estudios con la
fenoloxidasa procedente del camarén blanco (Peneaus setiferus) y de la
langosta espinosa (Panulirus argus) con el fin de purificarla y estudiar sus
propiedades. La FO se encontré en el exoesqueleto de la langosta espinosa en
formas inertes (FOI1 y FOI2) y/o activa (FOAE), dependiendo del ciclo de
muda de la langosta. Las fenoloxidasas inertes se activaron con tripsina,
produciendo dos formas activas (TAFO1 y TAFO2) con un incremento de la
actividad enzimética de hasta 120 veces. La elastasa, la quimotripsina y el
repetido congelamiento y descongelamiento no activaron la FO. La FOI1 se
activé durante el almacenamiento a 4°C de un extracto enzimatico
parcialmente purificado. Sin embargo, solamente una forma activa de FO se
encontrd, como se demostré por electroforesis. En cuanto a la fenoloxidasa del
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camardn, ésta se encontré siempre en forma activa y el tratamiento con
tripsina no aumenté su actividad enzimatica, y migré como una sola banda
en geles de poliacrilamida.

Palabras claves: fenoloxidasa, melanosis, crustdceos.

ABSTRACT

Extensive research have been carried out on enzimatic browning of fruits
and vegetables, but much less research have been performed in the seafood
area. Melanosis that occurs in shrimp and lobster connotes spoilage by
consumers who are reluctant to buy the discolorated product. Phenoloxidase
(CE 1.14.18.1) has been reported is responsible for catalyzing the oxidation
of phenolic compounds to a dark pigment called melanin which leads to the
darkening of many light fruits, vegetables and crustaceans. Studies were
carried out on phenoloxidase from spiny lobster (Panulirus argus) and from
white shrimp (Peneaus setiferus) to purify and to study their properties.
Phenoloxidase was found in spiny lobster exoskeleton as inert IPO1 and
IPO2) and/or active (EAPQ) forms depending on the molting satge of the
lobster. The inert phenoloxidases were activated by trypsin, producing two
active phenoloxidase forms (TAPO1 and TAPO2) with up to 120-fold increased
phenoloxidase activity. Elastase, chymotrypsin and repeated freezing and
thawing failed to activate phenoloxidase. The IPO1 bacame active during
storage of a partially purified extract at 4°C; however, only one active
phenoloxidase form (EAPO) was demonstrated by electrophoresis. Regarding
shrimp phenoloxidase, this enzyme was found always as an active form and
was not activated by trypsin. Shrimp phenoloxidase migrated as a single band
whe run electrophoretically in poliacrylamide gels.

Key words: phenoloxidase, melanosis, crustacean.

INTRODUCCION

Muchos crustdceos como el camardn, la langosta espinosa y algunas
especies de cangrejo son susceptibles a cambios que deterioran su calidad
durante almacenamiento bajo refrigeracién (4°C). Uno de los principales
problemas que se presenta es la formacién de "manchas negras” en la cabeza
y cola del crustdceo. Este fenémeno conocido como pardeamiento enzimético
o melanosis se debe a la enzima fenoloxidasa. Esta enzima también se conoce
por los nombres de tirosinasa, polifenoloxidasa, catecolasa y cresolasa. Dicho
pardeamiento va en detrimento del producto, debido a que el consumidor
rechaza el crustdceo melanético. Para aliviar este problema la industria ha
venido utilizando de manera casi universal el bisulfito de sodio. En el camardén
el bisulfito de sodio es empleado con muy buenos resultados, sumergiendo el
producto en una solucién al 1.25% por 1 min (8).
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En Estados Unidos, recientemente el uso del bisulfito ha sido objeto de
un gran andlisis ya que se ha comprobado que puede inducir asma y otras
reacciones adversas tales como hipotensién, y en algunos casos incluso la
muerte en ciertas personas sensibles. A pesar de que la mayoria de estos
problemas han estado relacionados con el consumo de frutas y vegetales, esto
ha afectado a la industria camaronera, ya que las autoridades sanitarias
norteamericanas han reglamentado que el camarén para consumo humano
(en los Estados Unidos) no puede contener mas de 100 ppm de sulfito en la
parte comestible del producto.

Muy pocas investigaciones se han realizado con respecto a la
fenoloxidasa del camarén y de los crustdceos en general. Savagaon and
Sreenivasan (13) han propuesto que la fencloxidasa del camarén existe en
forma latente la cual se activa por medio de la tripsina, y también por una
enzima endégena con actividad triptica encontrada en los tejidos del camarén.
Otras proteasas tales como quimotripsina y pepsina no mostraron ningin
efecto activante. Ellos propusieron que el mecanismo de activacién era por
protedlisis limitada, donde la proteasa activante formaba iscenzimas. Sin
embargo, Madero (9), trabajando con camarones rosados, no encontré este tipo
de activacién. La enzima estaba ya activa y la adicién de tripsina y otras
proteasas no incrementd la actividad de la fenoloxidasa.

También se ha demostrado que la tripsina activa la fenoloxidasa del
cangrejo de aguas profundas (10, 11) y de la langosta espinosa (5). Estos
mecanismos de activacién ain no han sido dilucidados completamente.

En crustdceos e insectos, la enzima fenoloxidasa interviene en el proceso
de esclerotizacién donde cataliza la oxidacién de difenoles a las
correspondientes quinonas, las cuales reaccionan con ciertos grupos laterales
de aminodcidos presentes en las proteinas uniendo las cadenas proteicas (15).
La N- acetildopamina (2) y el 4cido 3,4-dihidroxi-benzoico (12) son agentes de
entrecruzamiento que se han identificado en los crustdceos y algunos insectos.

La fenoloxidasa también podria intervenir en el proceso de reparacién
de heridas sufridas por la cuticula (7), asi como también en forma indirecta
en el proceso de calcificacién de dicha cuticula (15).

El objetive de esta investigacién fue aislar y caracterizar la enzima
fenoloxidasa presente en la langosta espinosa y en el camarén blanco. Estos
estudios podrian proveer informacién basica valiosa sobre las fenoloxidasas.
de estos crustdceos, lo cual ayudaria a encontrar otros modos de inhibicién de
la melanosis diferentes al sulfito.
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‘MATERIALES Y METODOS

Los camarones blancos (Peneaus setiferus) y las langostas espinosas
(Panulirus argus) se obtuvieron frescos e inmediatamente se usaron para la
extraccién de la fenoloxidasa.

Extraccion de la fenoloxidasa

A los camarones se les quité la cabeza prontamente y éstas se
convirtieron en polve moliéndolas con nitrégenoc liquido en una licuadora. Este
polvo se guardé a -20°C hasta que se necesité. La fenoloxidasa de la langosta
se prepard homogeneizando en una licuadora 1 parte del exoesqueleto de la
langosta {en peso) con 4 partes (en volumen) de buffer de fosfato 0.05 M y pH
7.2. La homogeneizacién se hizo por 2 min a 4°C. La mezcla se centrifugé a
10000g a 4°C por 20 min y el sobrenadante (extracto crudo) se guardé a -20°C
hasta que se necesité.

Purificacién de la fenoloxidasa

Camarén: el polvo obtenido se mezcl6 con solucién tampén de fosfato pH
7.2 y 0.05 M en proporcién 1:5 y se agité por 3 horas a 4°C. La mezcla se
centrifugé luego a 10000g por 30 min a 4°C. El sobrenadante se fraccioné con
sulfato de amonio y el precipitado obtenido entre 40 % y 75 % se redisolvié en
un minimo volumen del buffer de fosfato. Esta fraccién redisuelta se dializé
toda la noche contra buffer de fosfato. Se mezclé con 3 volimenes de acetona
a -30°C, y se dejé en reposo por 3 horas a -30°C antes de centrifugarse de
nuevo. El precipitado se liofilizé y se guardé a -70°C.

Langegta: un ml del extracto crudo se sometié a electroforesis
preparativa no desnaturalizante (5). Varias bandas con actividad de
fenoloxidasa (diferentes formas enzimaticas) se detectaron con solucién de
DL-DOPA 5 mM. Dichas bandas se separaron unas de otras rebanando la gel
de poliacrilamida y disolviendo las rebanaditas de gel con la forma enzimdtica
en 10 ml de buffer de fosfato 0.05 M y pH 7.2 con la ayuda de un triturador
de tejidos. La mezcla se centrifugé y el sobrenadante se utiliz6 para el andlisis
de la actividad de la fenoloxidasa.

Determinacién de la actividad de la fenoloxidasa

La actividad de la fenoloxidasa se determiné mezclando 0.1 6 0.2 ml de
la preparacién enzimatica con 2.8 ml de DL-DOPA 10 mM en buffer de fosfato
'0.05 M a pH 6.5 en presencia y en ausencia de tripsina al 0.1 % a 23°C (13).
La velocidad inicial se determiné midiendo la rata de incremento de la
absorbancia a 475 nm por 3 min usando un espectrofotémetro LKB modelo
4050. La actividad de la fenoloxidasa se expresé como pmoles de DL-DOPA
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transformados por min a 475 nm, pH 7.2 y 23°C en las condiciones descritas
arriba.

Tratamientos de activacion

La rata de reaccién inicial se determiné espectrofotométricamente en el
extracto crudo de fenoloxidasa en presencia de 0.1 ml de soluciones al 1% de
elastasa, quimotripsina y tripsina. El efecto del repetido congelamiento y
descongelamiento sobre la actividad enzimatica también se determiné.

Electroforesis analitica y determinacién del peso molecular

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida (14) se utilizé para
la determinacién del peso molecular y la deteccién de posibles isoenzimas
(mejor lamadas formas enzimdticas) presentes. Una fuente de poder Bio-Rad
modelo 3000/300 se us6 en la electroforesis. Tubos de gel de 0.5 cm de didmetro
interno por 12.5 cm de altura, conteniendo 5 % acrilamida se corrieron a un
amperaje constante de 3 ma por tubo. El volumen de muestra aplicado fue de
50 ml y el buffer de la cdmara electroforética fue tris-(hidroximetil) amino
metano 0.01 M/glicina 0.04 M, pH 8.3.

Los pesos moleculares de las diferentes formas de fenoloxidasa se
determinaron usando el kit de patrones proteicos de peso molecular de la
compaiiia Sigma Chemical. El procedimiento se detalla en el Boletin Técnico
No. MKR-137 (14). Las proteinas usadas como patrones fueron lactalbtimina
(Pm = 14200), anhidrasa carbdnica (PM = 29000), albimina de huevo (PM =

-45000), albtmina de suero de bovino (PM = 66000 y PM = 132000 para el
monémero y dimero, respectivamente), y ureasa (PM = 240000 y 480000 para
el dimero y el tetrdmero, respectivamente). La determinacién de los pesos
moleculares se hicieron usando un volumen de muestra de 50 ml en geles de
4,5,6,7, 8y 9% acrilamida.

Efecto del almacenaje sobre la actividad de la fenoloxidasa

Los extractos crudos de la fenoloxidasa del camarén y de la langosta
preparados como ya se ha descrito se gunardaron en un refrigerador a 4°C por
5 dias. La actividad enzimdtica se midi6 cada dia en la ausencia de tripsina.
Sin embargo, el primer dia se usé tripsina para la activacién de la
fenoloxidasa. Los dias 1, 3 y 5 se tomaron alicuotas para realizar electroforesis
en gel de poliacrilam’da no desnaturalizante. Dos réplicas se realizaron.

pH déptimo

Las soluriones tampén utilizadas fueron de concentracién 0.1 M y tenian
la siguiente composicién y pH: tampén de citrato (pH’s 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0).
tampén de fosfato (pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 12.0) y tampén de glicina (pH 9.0 3
10.0). Una solucién de DL- DOPA 10 mM se preparé en agua destilada y ur
volumen igual (1.4 ml) de esta solucién se mezclé con el bnffer deseado par:
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dar una concentracién de DL-DOPA 5 mM y 0.05 M del buffer respectivo. A
esta mezcla se le agregé 0,2 ml de la preparacién enzimética apropiada y la
rata inicial de reaccién se midi6 espectrofotoméricamente a 475 nm usando
un espectrofotémetro Gilford modelo 250. La oxidacién no enzimatica del
DL-DOPA que ocurre por encima de pH 8.0 se corrigié usando un blanco de
DL-DOPA a pH’s mayores de 8.0. Se realizaron {res réplicas del experimento
completo.

Estabilidad al pH

Los tampones usados fueron similares a los usados en el experimento de
pH 6ptimo. Un volumen de 0.1 ml de la preparacién enzimdtica se mezel6 con
0.3 ml del tampén apropiado y la mezcla se incubé por 30 min en baiio de hielo.
Después 2.6 ml de DL-DOPA 5 mM en buffer de fosfato 0.056 M y pH 6.5 se
anadieron y la rata de reaccién inicial medida como se describié
anteriormente.

Estabilidad térmica

Se tomaron alicuotas de 0.5 ml de la preparaciéon enzimitica purificada
y se calentaron por 30 min a 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60°C. Las muestras
fueron despusés colocadas en un hielo por 5-15 min y la actividad enzimatica
medida. Un volumen de 0.2 ml de la preparacién calentada se usé para la .
determinacién enzimatica, la cual se realizé a temperatura ambiente (23°C).
Se hicieron dos réplicas del experimento completo.

Energia de activaciéon

La actividad enzimdtica de las preparaciones de fenoloxidasa se
determiné a 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50°C usando 2.8 ml de DL- DOPA 10 mM
en buffer de fosfato 0.05 M (pH 6.5) y 0.2 ml de 1a preparacién enzimdtica. La
rata inicial de reaccién se midié a 475 nm usando un espectrofotémetro
Beckman DU 8 con control de temperatura y equipado con un paquete de
"software” de cinética. Tres réplicas se realizaron del experimento completo.

Constante de Michaelis

La constante de Michaelis (Km) se determiné de las representaciones
reciprocas de Lineweaver-Burk (Lehninger, 1975). La actividad de la
fenoloxidasa se determiné espectrofotométricamente a 23°C usando varias
concentraciones de DL-DOPA en el rango de 0 a 10 mM en buffer de fosfato
0.05 M y pH 6.5. Se hicieron tres réplicas del experimento completo.

RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad espeoifica de los extractos crudos de la fenoloxidasa de la
langosta variaron grandemente de muestra a muestra. Se encontraron
valores de actividad especifica (Tabla 1) desde 0.01 a 0.80 pmoles min.1 mg
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prcat.eiua'1 para la actividad libre y desde 0.33 a 36.68 pmoles min’! mg
pro’t,(z:l’n,a'l para los extractos activados con tripsina (26 especimenes
analizados). Esta amplia variacién se ha atribuido al ciclo de muda de la
langosta (Ferrer, 1987, Ferrer et al., 1989). La actividad especifica de la FO
del camarén fué de 0.001 pmoles min™ mg prote:’na'l‘

TABLA 1 Actividad especifica de la FO libre y triosna-activada
FO (TAFO) en extractos de la cuticula de las langostas analizadas durante la
temporada de 1985-1986

TAFOACT. FOLIBRE CONTENIDO ACT.ESP. ACT. ESP*

ACT. PROTEINA TAPO FO LIBRE
MUESTRA  UE/ml** UE/ml mg/ml UE/mg UE/mg
10-01-85 0.35 0.15 0.50 0.70 0.30
10-08-85 2.37 0.17 0.84 2.82 0.20
10-21-85 0.30 0.05 0.64 0.47 0.08
10-29-85 0.54 0.14 0.66 0.82 0.21
01-08-86 0.59 - 0.04 0.31 1.90 0.13
01-20-86 0.87 0.05 0.28 3.11 0.18
01-21-86 0.17 0.03 0.28 0.61 0.11
10-22-85 0.07 0.01 0.19 0.37 0.05
10-23-85 0.14 0.03 0.24 058 0.13
12-12-85 0.94 0.05 0.40 2.35 0.13
12-16-85 0.27 0.03 0.40 0.68 0.08
04-19-86A 332 0.03 0.40 8.30 0.08
04-19-86B 049 0.02 0.32 1.53 0.08
04-19-86C 3.70 0.05 0.48 7.71 0.10
05-15-86A 7.54 0.06 0.40 18.85 0.15
05-15-86B 8.88 0.19 0.24 37.00 0.79
05-15-86C  2.80 0.05 0.33 8.48 0.15
06-16-86A 0.06 0.002 0.19 0.32 0.01
06-16-86B 0.17 0.02 0.28 0.61 0.07
06-16-86C 0.11 0.02 0.30 0.37 0.07
08-16-86D 011 0.02 0.21 0.52 0.10
08-20-86A 10.77 0.09 0.46 23.41 0.20
08-20-86B 7.41 0.06 0.41 18.07 0.15
09-16-86A 6.72 0.06 0.38 17.68 0.16
09-16-86B 2.22 0.04 0.36 6.17 o1

¥ Actividades de la fenoloxidasa
*+ UE (unidades Je enzima) expresadas en pmoles de DL-DOPA/min
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Actividad de Ia fenoloxidasa

Algunos extractos crudos de la fenoloxidasa de la langosta tenian muy
baja actividad enzimdtica. Sin embargo, un incremento gradual de la
actividad de la fenoloxidasa ocurrié durante el almacenaje a 4°C, con la mas
alta actividad obteniéndose el tercer dia, segmda luego por una baja (Fig. 1).
Esto se cumpli6 para todos los extractos con altos niveles de tripsina-activada
fenoloxidasa (TAFQ), mientras que los extractos con bajos niveles de
fenoloxidasa libre y baja TAFO no se comportaron de la misma manera (datos
no mostrados). La fenoloxidasa del camarén blanco tampoco se comporté de
esta manera, ningun incremento en la actividad de la fenoloxidasa se noté
durante el almacenaje.

100 ]
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Figura 1. Efecto del almacenamiento sobre la actividad de la FO

E]l andlisis electroforético no desnaturalizante en geles de poliacrilamida
mostrd la presencia de una forma importante de FO en el topede la gel después
del tefiido con DL-DOPA (Figura 2). Esta banda con actividad de FO casi no
migré en la gel ain a concentraciones de poliacrilamida en el gel del 3%. Esta
forma de FO se denotardi como FOI1 (fenoloxidasa inerte 1). El patrén
electroforético varié de langosta a langosta, pero en general la banda mds
importante estaba localizada en el tope de la gel, especialmente en aquellos
extractos con baja actividad de FO libre.
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El anélisis electroforético también se realizé en los extractos en los dias
1, 3 y 5 (Figura 2). Después de teiiir los geles con DL-DOPA 6 mM, una nueva
banda se desarrollé con Rf de 0.48, la banda en el tope gradualmente fué
desapareciendo, y para el dia 5 habia desaparecido casi por completo. Se pensé
que la nueva banda era una forma activa de la FO derivada de la FO inerte
en el tope de la gel (FOI1), y probablemente producida por la accién de una
"proteasa endégena” presente en el extracto crudo. La presencia de una
"proteasa endégena” en extractos preparados similarmente ha sido sefialada
por Savagaon y Sreenivasan (13) y por Ferrer (5).

Bando Tope oy £y — Folt —  Fon
H (FoI1) -T
| eoag | FOAE | roae
(Rf=0.48)
Dia O Primer dia Tercer dio Quinto dio

Figura 2. Formaci6én %ig: é’:azlg:lg:xl:ccg:?grae:ir;dégemmenw (FOAE)

Para chequear la actividad de la FOI1, una muestra del extracto crudo
se analizé electroforéticamente como antes. La banda en el tope de la gel se
aislé rebanando los primeros 2 mm del tope de la gel, homogeneizando con
buffer de fosfato 0.05 M (pH 7.2) usando un triturador de tejidos, y
centrifugando a 10000g por 20 min para separar los pedazos de gel. Los geles
no se tifieron con DL-DOPA. Al sobrenadante se le midi6 la actividad de FO
y se encontré que era 15 veces mas alta que la del extremo crudo. No se
encontré ninguna explicacién a este fenémeno en este momento; sin embargo,
se especulé la posible presencia de un inhibidor en el extracto crudo que
pudiese haber sido removido durante la electroforesis. Cuando eh-extracto
proveniente de la gel se mezcl6é con una alicuota del extracto crudo, no se
observé ninguna disminucién de la actividad de la FO, indicando que en
realidad no existia ningtn inhidibor. La actividad de esta forma de FO pudo
haber sido debida a su desnaturalizacién por la electroforesis.

Se observé que la actividad de los extractos que contenian la banda tope
de la gel incrementaba con el tiempo de almacenamiento, adn si ¢l extremo
estaba congelado. El andlisis electroforético de este extremo después de 24
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horas de almacenamiento a 4° C mostré una sola banda con la alta actividad
de FO con un Rf de 0.47. Este valor de Rf fué muy similar a aquel encontrado
para la FO activa del extracto crudo almacenado.

Efecto de algumas proteasas y otros tratamientos sobre la
activacién de la fenoloxida de 1a langosta y el camarén .

La fenoloxidasa de la langosta se activé también con tripsina. La
presencia de 0.1 ml de tripsina al 1% en una mezcla de 2.8 ml de DL-DOPA y
0.1 ml de un extracto crudo de fenoloxidasa inerte rdpidamente incrementé
la actividad enzimética entre 2 y 120 veces en algunos casos. Bajo estas
condiciones de ensayo un periodo de latencia (lag) aparecié en el comienzo de
la reaccién y después la actividad de la FO fué incrementando gradualmente
alcanzando el miximo a los 2.5 min. La pendiente mas pronunciada se usé
para el cdlculo de la rata de reaccién. La actividad de la FO se incrementé a
medida que incrementaba también la concentracién de tripsina (hasta una
concentracién maxima de 1m de tripsina/3 ml del volumen total reaccién
donde se hizo asintética (Figura 3). La quimotripsina y la elastasa no
activaron la fenoloxidasa, como tampoco la repetida congelacién y
desoongelaciég éTabla ).
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Figura 3. Efecto de la concentracién de tripsina sobre la actividad de la FO de un
extracto crudo ‘
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TABLA .2 Efecto de varios tratamientos sobre la actividad de una
preparacion cruda de fenoloxidasa de la langosta espinosa

TRATAMIENTO ' ACTIVIDADES DE FO
(moles DL-DOPA/ min)

Sin tratamiento < 0.003

Elastasa al 1% < 0.003

Quimotripsina al 1% < 0.003

Congelamiento/descongel. < 0.003

Tripsina al 1% 0.528 + 0.045

Ninguno de los tratamientos arriba mencionados activé la fenoloxidasa
del camarén. Esta fenoloxidasa del camarén podria existir en un estado no
latente que no necesita activacién por ninguna enzima proteolitica, incluso
tripsina. ,

El anilisis electroforético de un extracto crudo de FO activada por la
tripsina mostré la presencia de dos bandas con gran actividad de FO. Esto
indicé que el modo de accién de la tripsina era diferente en alguna manera al
modo de accién de la "proteasa endégena”. Pareciese que la tripsina
hidrolizarala FOI1 (1a banda tope) para producir dos tripsina- activadas FO’s
(TAFO1 y TAFO2) con menor peso molecular (Figura 4). resultados similares
se obtuvieron al actuar la tripsina sobre la banda tope (FOI1) aislada de la
gel de poliacrilamida. La TAFO2 se consideré que era la forma de
tripsina-activada FO dominante debido a la mayor intensidad de color que .
presentaba después del tefido con DL-DOPA (Figura 4). Esta TAFO2 fué
caracterizada posteriormente. Se concluyé que las dos formas activas de FO
preducidas por la tripsina resultaron de la accién de esta enzima sobre la
banda tope de la FOI1.

1 Fon ' ] Foit
N |_| TAFO1 (Rfw0.46) | TAFO1 (Rf=0.47)
| =t TAFO2 (Rf=0.52) ™1 TAFO2 (Rf=0.54)
8anda tope Extracto crudo
activado con tripsing activado con tripsina

Figura 4. Electroforesis de la banda tope y un extracto crudo activados con mpema
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Propiedad de 1a fenoloxidasa del camarén y 1a langoéta espinosa

Varias de las propiedades y algunos pardmetros cinéticos y
termodindmicos de la fenoloxidasa se sumarizan en la Tabla 3. El sustrato
usado en todas las determinaciones fué DL~ DOPA. Ninguna de las formas de
la FO actué sobre la tirosina, asi que no fué posible usar la tirosina como
sustrato. Se ha reportado (4) que la fenoloxidasa de la cuticula de los insectos
no presenta actividad de monofeniloxidasa; sin embargo, la fenoloxidasa de
la sangre si la presenta. Los difenoles que se necesitan para que se formen las
quinonas para la esclerotizacién (endurecimiento) de la cuticula se podrian
producir en la sangre del insecto por la cual se transportarian a la cuticula.
Un mecanismo similar podria ocurrir en la langosta.

TABLA 3 Valores de Km, PM, Ea y efecto del pH sobre las distintas
formas de la fenoloxidasa estudiadas

*  Pardmetro FO1 TAFO 2 FOAE FOCAM
Km, mN 0.81 0.36 0.92
Ea (cal/mol) 12190 7840 10280 13700
Estabilidad al pH 10-12 7-9 6-10 8.0
pH optimo 1.0 7.0 8.0 6.5-7.5
Peso Molecular 64000 62500 - 80000

La oxidacién de DL-DOPA por la fenoloxidasa produce el pigmento negro
melanina; sin embargo, existe muy poca formacién de melanina en el proceso
de esclerotizacién (1,4). Se ha propuesto que la N-acetildopamina es el
compuesto principal envuelto en las reacciones para la esclerotizacién de la
cuticula de los insectos (1). El grupo N- acetil puede prevenir la formacién de
la melanina. También el 4cido 3,4 dihidrobenzoico se ha reportado como otro
compuesto importante que toma parte en la esclérotizacion de algunos
insectos (12). Estos dos compuestos forman enlaces de entrecruzamiento
probablemente con proteinas y probablemente sean verdadero sustractos de
la fenoloxidasa.

Debido a que las langostas se ennegrecen durante el almacenaje bajo
refrigeracién, el DL-DOPA podria ser el sustrato para este problema en
particulac. El sustracto DOPA podria también ser el sustrato para la
formacién de melanina que ocurre cuando la cuticula de la langosta se rompe
por alguna herida o golpe (7).

Formas de fenoloxidasa adicionales

La electroforesis analitica en geles de poliacrilamida se realizé en un
extremo crudo de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente. Las geles
de poliacrilamida se tifieron con DL- DOPA 5 mM (pH 6.5) conteniendo
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tripsina al 1%. Una banda adicional con actividad de fenoloxidasa se
desarrollé (llamada forma inerte de fenoloxidasa 2, IFO2), lo que indicaba la
posibilidad de que m4s de una forma inerte de feneloxidasa era activada por
la tripsina (Figura 5). Sin embargo, cuando el extracto crudo se traté con
tripsina antes de la electroforesis, solamente dos bandas se formaron después
de teiiir con DL- DOPA 5 mM como se muestra en las Figuras 4 y 5.

- FOI1 [] Fon

! FOI2 (Rf=0.44) | TAFO1 (Rf=0.47)

— FOAE? (Rf=0.56) | TAF02 (Rf=0.54)
Tefida con Extrocto crudo
DOPA/tripsina octivado con tripsina

(A) ~ (B)

Figura 5. Electroforesis de un extracto inerte de FO teftido con DOPA/tripsina (A} y
’ un extracto crudo de FO activado con tripsina (B)

El extracto crudo inerte se fracciond con sulfato de amonio,
encontrandose que la mayor parte de la actividad de la fenoloxidasa inerte
precipitaba en la fraccién de 30-50% de sulfato de amonio. El andlisis
electroforético realizado sobre esta fraccién mostré la formacién de nueva
banda (Figura 6a). Al desarrollar las geles con una mezcla deDL-DOPA y
tripsina se desarrollé una banda que correspondia a la segunda forma de
fenoloxidasa merte (IFO2) con Rf de 0.45 (Figura 6b). Cuando el extracto se
traté con tripsina antes de la electroforesis, solamente se dasarrollaron dos
bandas con actividad de FO como siempre habia ocurride en los otros ensayos
(Figura 4, 5 y 6¢). El analisi electroforético de esta preparacién después de 3
dias a 4°C mostré solamente la presencia de una banda con actividad de
fenoloxidasa tal como se muestra en la Figura 2.

Todos estos resultados obtenidos parecen indicar que todas las formas
con actividad de fenoloxidasa, bien sean activas o inactivas, provienen de la
molécula de IFO1 (banda tope). Proteélisis parcial de esta molécula podria
haber ocurrido produciendo formas activas y/o inactivas de fenoloxidasa.
También, el tratamiento con sulfato de amonio pudo haber roto la molécula
de IFO1 produciendo nuevas formas de fenoloxidasa. Los resultados obtenidos
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et FOI1 el FOIN ~— FOIt
1 035 1 0.31
— .48 | TOAE (Rt=045) |3 1ar01 (Re=0.48)
1 0.56 1 0.56 =t TAFO2 (Rf=0.60)
Tefiida con DOPA Tehida con ‘ Tripsina activada
DOPA/tripsina

(A) (B) (©)

Figura 8. Electroforesis de una fraccién presipitada con sulfato de amonio (30-50%)
e extracto crudo no activado, usando%.le.r OPA (A) y DOPA/tripsina (B) como
soluciones tefiidoras, y una fraccién activa con tripsina (C)

también indicaron que habia formacién de solamente una forma activa
.(FOAE) cuando la proenzima (enzima inerte) se activaba por la accién de la
"proteasa enddgena" y dos formas activas (TAFO1l y TAFO2) cuando la
proenzima se activaba con tripsina sin importar el nimero de formas de
fenoloxidasa iniciales detectadas antes de la activacién. El modo de acién de
la "proteasa endégena” pareciese ser un poco diferente al de la tripsina segin
demuestran los resultados obtenidos con el analisis de electroforesis y los otros
ensayos.
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