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Introduccion. La melanosis es un problema que va en
detrimento de las propiedades sensoriales de los crustaceos.
El desarrollo de melanina parece depender de
polifenoloxidasas (PO) enddgenas localizadas en los
hemocitos, sin embargo, una proteina mas abundante, la
hemocianina (Hc), podria estar involucrada. Recientemente
se demostro que esta proteina puede ser convertida en una
proteina con actividad de fenoloxidasa (HcdPO) por algunos
agentes como lo son el SDS y la tripsina (1 y 2).

Se investigd la conversion de hemocianina en HcdPO, asi
como sus propiedades cataliticas.

Metodologia. La Hc fue purificada mediante filtracién en
gel (3), agregados hexaméricos y dodecméricos fueron
purificados utilizando electroforesis preparativas. La
actividad de HcdPO fue medida espectrofotométricamente
utilizando L-DOPA como sustrato. Se cuantifico el efecto de
activadores quimicos, SDS 0.1%, Isopropanol 25 %, Urea
0.1 M, metanol 25 % y Acetona 25 %, y enzimaticos,
tripsina 100 pg y quimotripsina 100 pg. Se evalud la afinidad
por sustratos monofendlicos y difendlicos. También se
evalud la estabilidad de esta proteina.

Resultados y Discusién. En la cromatografia de filtracion en
gel se obtuvo una fraccién principal con una razén de
absorbancia (A340/280) de 0.214. La proteina purificada
muestra dos bandas muy cercanas entre si en SDS PAGE
(7.5 %), asimismo, en condiciones nativas (4.5 %), se
presentan dos bandas correspondientes a agregados
hexaméricos y dodecaméricos, este Gltimo con actividad de
PO (Fig. 1). La hemocianina nativa no tiene actividad de
fenoloxidasa, pero si su derivado HcdPO (Fig.2). HcdPO
tiene mayor afinidad por sustratos difendlicos; con los
monofendlicos, presenta una fase de demora tal como la
experimentan las tirosinasas.
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Fig. 1 Analisis PAGE y SDS PAGE de Hc. Ay B: Hc
pura, C; Hexdmero y D: dodecdmero
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Fig.2 Conversion de la hemocianina en HcdPO utilizando
diferentes activadores.

La Hc mantiene la actividad aln después de ser almacenada
por tres meses a -20 °C (Fig. 3), mientras que fenoloxidasas
de especies como Penaeus japonicus pierden casi por
completo su actividad.
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Fig.3 Estabilidad de la Hc bajo congelamiento a -20 °C.

Conclusiones. La Hc puede ser convertida en HcdPO, ésta
tiene mayor afinidad por sustratos difendlicos, solo los
agregados dodecaméricos tienen actividad. Hc es estable al
congelado y descongelado a —20 °C.
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