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O aparecimento de manchas escuras em
lagostas, fendmeno comumente denominado
“barriga preta”, provoca uma deprecia¢do no
produto. Isso ocorre apos o descabecamento,
e as manchas localizam-se, inicialmente, na
juncio do cefalotérax com a cauda e, poste-
riormente, em tdéda a cauda. ’

Sabe-se que a ocorréncia da mancha preta
em camardes é proveniente da auto-oxidagao
de certos cromégenos do tipo amino-fenol,
provavelmente oriundos da quebra de protei-
nas, resultando na formacdc de melaninas
(Fieger, 1952) , e que a reacdo oxidativa de
tirosinase sobre tirosina, produzindo melani-
na, € acelerada por ions de cobre ou outros
ions metabdlicos (Bailey & Fieger, 1954) .

Kakimoto & Kanazawa (1956b) estuda-
ram a formacéo da mancha escura na lagosta
Panulirus japonicus (V. Siebold), tomando
por base a reacfo tirosina-tirosinase, consta-
tando a formac¢do de melanina.

O presente trabalho refere-se ao estudo
das lagostas Panulirus argus (Latreille) e
Panulirus laevicaude (Latreille), quanto & in-
fluéncia de tecidos e 6rgacs na formacdo da
mancha escura, o efeito do pH sbbre o refe-
rido fendmeno, atividade da reacédo tirosina-
-tirosinase e a possivel acéo inibidora de certos
compostos quimicos.

MATERIAL E METODOS

Trabalthamos com a parte ventral da ca-
rapaga -da cauda, musculatura da cauda, he-

(1) — Trabalho concluido durante a vigéncia do
convénio com o Banco do Nordeste do Brasil, para
o desenvolvimento de pesquisas sGbre a tecnologia
do pescado.

molinfa, branguias, estdmago, intestino e
hepatopancreas das espécies mencionadas, in-
cluindo individucs de ambos 0s sexos.

Na preparacdo das amostras seguimos o
método usado por Kakimoto & Kanazawa
(1956a , 1956b) , com algumas modificagoes.

Para verificacAo de quais misturas de te-
cidos e 6rgdos produziam a mancha escura,
preparamos extratos aquosos na proporcao
de 1:5 (material 4- Agua destilada). De cada
extrato, tomamos varias amostras de 0,5g,
sendo uma usada como testemunha e as
outras misturadas com cada um dos demais
extratos, além da preparac¢do com L - tiro-
sina. Em t6das as amostras adicicnamos 2 ml
de tolueno, como conservante. As leituras
foram feitas apés 24 horas de permanéncia
das amostras em estufa a 37°C . Os sinais ()
e (—) indicam o escurecimento e nao escure-
cimento, respectivamente. A intensidade do
escurecimento é referida pelo menor ou maior
numero de sinais.

Para o estudo da influéncia do pH, pre-
paramos extratos de carapaca com agua satu-
rada de cloroférmio, na proporgao de 1:10,
tomando-se 1,5 ml do extrato para 16 ml de
tampédo Mcllvaine e 20 mg de L — tirosina,
com intervalos de pH entre 4 e 8.

A atividade da tirosinase foi examinada
através da reacdo apresentada por 1 ml de
cada uma das seguintes misturas: extrato
de carapaca com agua saturada de clorofér-
mio, na propor¢do de 1:10; hemolinfa com
solucdo salina (0,85%), na proporcdo de
6:10 . Em cada mistura adicionamos 32 ml de
tampdo Mcllvaine e 25 mg de L — tirosina,
com pH em térno de 7,5.

As misturas preparadas para o estudo da
tirosinase, com vistas & a¢lo de inibidores,
foram testadas com os seguintes compostos
quimicos: acido etileno-diamino-tetra-acético
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{EDTA), nas concentracées de 0,1% e 1,0% ;
bisulfito de sédio a 0,01 e 0,177 ; e 1 ml de
cisteina a 0,001 M. Em todas as preparacoes
adicionamos 2 ml de tolueno.

As misturas destinadas a medir a ativi-
dade da reacao tirosina-tirosinase foram exa-
minadas apos 4, 8§, 12 e 24 horas de perma-
néncia em estufa a 37°C. As coloracbes apre-
sentadas foram medidas em espectrofotome-
tro Spectronic 20 (Bausch & Lomb), com
comprimento de onda de 400, 430, 500, 570
¢ 660 mmc , isto com relacfo ao pH e a ativi-
dade da tirosinase. Para a acao de inibidores,
os resultados foram expressos pelos sinais
(4+) e (—) , de significacdo ja indicada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pela mistura de ex-
tratos dos tecidos ou 6rgaos entre si e L — ti-

rosina s&o apresentados nas tabelas I e II.
Referem-se somente as fémeas de ambas es-
pécies, uma vez que, em ensaio prévio, ndo
notamos diferencas entre sexos. As misturas
carapaca + L — tirosina e hemolinfa + L —
tirosina foram as que se apresentaram com
escurecimento mais intenso. Os dados para
ambas as espécies apresentaram-se semelhan-
tes, sendo notada apenas uma diferenca, re-
gistrada na mistura hepatopancreas | L — ti-
rosina,

Os dados encontrados para a densidade
Otica, nos comprimentos de onda utilizados,
mostram que os valdres de pH entre 6 e 8
constituem o intervalo étimo para a reacdo
carapa¢a - L — tirosina, havendo inibicdo
da mesma, com pH abaixo de 6 (tabela III,
figura 1) . Kakimoto & Kanazawa (1956a) ,
encontraram éste mesmo intervalo 6timo, tra-

TABELA I

Dados relativos ac escurecimento, em misturas de tecidos e drgdos da lagosta Panulirus argus (Latreille).

Tecidos e érgios Cara- Mnusculo ;| Hemo- Bran- Esto6- l Intes- [ Hepato- L — tiro-
paca I linfa quias MAago tino pancreas sina
carapaca —_ — —_ + — -} — +++
musculo — — _— — — —_— - —_
hemolinfa —_ —_ . — — — + +4++ 4+
branquias + — — — — — — + 4
estomago — — —_ — — — —_— +
intestino + — — — — — —_ +
hepatopancreas — — + — — _ _ —_

TABELA II

Dados relativos ao escurecimento, em

misturas de tecid s e orgaocs da lagosta Panulirus leevicauda (Latreille).

Tecidos ¢ Orgaos Cara- | Musculo | Hemo- Bran- Esto- Intes- Hepato- L — tiro-
paca linfa quias mago tino pancreas sina
carapaca — — — + 4 — -+ —_— 4-+++
musculo — — — — — — _ —_
hemolinfa - — —_— — — — L+ 4ot
branquias + 4 — — — — — — I+
estomago _ — — —_ —_ — _ +
intestino + — — — — — _— ++
hepatopancreas — — + + — — — _— e
TABELA ITI1I
Influéncia de pH sobre a reacao entre extrato da carapaca 4 I, — tirosina, nas lagostas Panulirus argus
(Latreille) e Panulirus laevicauda (Latreille:.
pH Densidade otica
inicial Panulirus argus Panulirus laevicauda
4 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000} 0,000 0.000 | 0,000 ~ 0,000 | 0,000 | 0,000
5 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,070 0,012 | 0,011 | 0,010 | 0,008
8 0,265 = 0235 | 0210 . 0,170 ; 0,145 0,310 | 0278 . 0230 | 0,185 | 0,155
7 0470 © 0,420 0,400 | 0,385 | 0,325 0,640 0560 | 0520 | 0,480 @ 0,400
3 0,570 © 0500 ; 0455 - 0,440 | 0,355 G610 | 0535, 0470 | 0435 | 0,360
Comp. de | | 3 1 |
onda (m y) 400 430 500 | 570 660 400 430 500 | 570 | 660
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Figura 1 — Influéncia do pH sobre a densidade 6tiz a, na reacio entre extrato da carapaca + L-tirosina,
em diversos comprimentos de onda, nas lagostas Panulirus argus (Latreille) e Panulirus laevicauda
(Latreille).

TABELA 1V

Atividate da tirosinase, através das reacdes entre extrato da carapaca + L — tirosina ¢ hemolinfa + L —
tirosina, na lagosta Panulirus argus (Latreille) .

Comp. de Densidade otica
onda (m g ) carapaca -+ L-tirosina hemolinfa + L-tirosina
400 0,110 0,530 0,980 1,800 0,180 0,620 1,700 > 2,060
430 0,085 0,460 0,860 1,600 0,170 0,560 1,500 > 2,000
500 0,060 0,410 0,760 1,400 0,165 0,515 1,250 2 2,000
570 0,042 0,385 0,700 1,250 0,160 0,490 1,200 1,800
660 0,040 0,320 0,590 0,950 2,120 0,420 0,940 1,300
Horas 4 8 12 24 4 8 12 24

TABELA V

Atividade da tirosinase, através das reacdes entre extrato da carapaca -+ I — tirosina e hemolinfa + L
— tirosina, na lagosta Panulirus laevicauda (ILatreille). .

Corilp. de Densida de otica
onda (my) carapaca + L-tirosina hemolinfa + L-tirosina
400 0,490 1,150 1,700 > 2,000 0,165 0,375 0,780 1,700
430 0,420 0,975 1,400 > 2,009 0,145 0,330 , 0,700 1,490
500 0,390 0,875 1,250 > 2,000 0,140 0,310 0,625 1,350
270 0,385 0,820 1,200 1,900 0,135 0,290 0,570 1,160
660 0,325 0,665 0,950 1,400 ; 0,120 0,255 0,475 0,850
Horas 4 8 12 24 4 8 12 24

balhando com a mistura hemolinfa - hepa-
topancreas da lagosta Panulirus japonicus.
A formacdo de melanina depende de trés
substancias disponiveis: substrato favoravel
— usualmente tirosina ou dihidroxifenilami-

na, oxigénio molecular e enzima tirosinase —
um complexo cobre-proteina (Lerner & Fitz-
patrick, 1950) .

A atividade da reacédo tirosina-tirosinase,
medida pela densidade otica, na mistura he-
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molinfa 4+ L — tirosina foi mais acentuada mistura carapaca + L — tirosina (tabelas IV
na espécie Panulirus argus do que em Panu- e V, figura 2) .
lirus laevicauda, o contrario acontecendo na Nestas espécies, € possivel admitir que a
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Figura 2 — Atividade da tirosinase, através da densidade ética, nas reacdes entre extrato da carapaca +

1-tirosina e hemolinfa -+ L-tirosina, em diversos comprimentos de onda e intervalos de tempo, nas lagostas
Panulirus argus (Latreille) e Panulirus lnevicaude (Latreille).
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TABELA VI

Acdo de inibidores s6bre o escurecimento, nas reagées.extrato de carapaca 4 L — tirosina e hemolinfa + L
— tirosina, nas lagostas Panulirus argus (Latreille) e Panulirus leevicauda (Latreille).

Inibidores
Misturas EDTA EDTA NaHS03 NaHSO03 cisteina
: 1,0% 0,1% 0,01% 0,001 M
carapaca + L — tirosina | — —_ — +
hemolinfa + L — tirosina — — — +

enzima tirosinase esteja em maior proporc¢ao
na hemolinfa de Panulirus argus. Por outro
lado, podemos desprezar a presenca de tirosina
livre na hemolinfa (que poderia somar-se a0
substrato usado), uma vez que Kakimoto &
Kanazawa (1956b) ndo encontraram éste
aminoacido livre na hemolinfa da lagosta Pa-
nulirus japonicus.

A maior atividade da reacgdo carapaca +
L — tirosina, verificada na lagosta Panulirus
laevicauda, sugere uma maior concentracéo de
tirosina e malor atividade da tirosinase na
carapaca desta espécie, entre outros fatores
influentes.

Dos compostos guimicos usados para
evitar o aparecimento de coloracao escura,
proveniente das misturas carapaca + L — ti-
rosina. e hemolinfa + L — tirosina, o mais
eficiente foi o bisulfito de sodio; o EDTA na
concentragdo 1,0% foi capaz de impedir o
escurecimento, o mesmo nao ocorrendo na
concentracdo 0,1% ; a cisteina a 0,001 M tam-
bém nac inibiu o escurecimento (tabela VI) .

Bailey & Fieger (1954) inibiram o escure-
cimento do camardo pelo uso de sulfito de
sodio e admitiram que éste composto, combi-
nando-se com o cobre da enzima em condicoes
favoriveis, inibe a formacgio de melanina.

E provavel que o cobre contido na hemo-
linfa das lagostas favoreca a reacao de escure-
cimente e o uso de sulfitos, como sulfito ou
bisulfito de sédio, bloqueie o cobre do sistema,
com conseqiiente prejuizo para a reacdo en-
zima substrato.

CONCLUSOES

1 — A coloragdo escura apareceu mais in-
tensamente nas misturas extrato da carapa-
ca + L — tirosina e hemolinfa 4+ L — tirosi-
na, nas duas espécies estudadas.

2 — Os valores de pH entre 6 e 8 foram
os mais favoraveis ao aparecimento da colo-
rac&o escura, na mistura extrato da carapaca
+ L — tirosina, em ambas as espécies.

3 — A atividade da reacéo tirosina-tiro-
sinase fol mais acentuada na espécie Panuli-
rus argus, na mistura hemolinfa + L — ti-
rosina.

4 — A atividade da reagao tirosina-tirosi-
nase foi mais acentuada na espécie Panulirus

laevickuda, na mistura extrato da carapa-
ca + L — tirosina,

5 — O bisulfito de sédio nas concentra-
coes 0,01% e 0,1% e 0 EDTA na concentracio
de 1,0% , inibiram a formacdo de coloracao
escura, o mesmo nao acontecendo com o EDTA
a 0,1% e a cisteina a 0,001 M,

SUMMARY

In this paper the authors study some con-
ditions related to the appearance of darkening
in tissues and organs of the spiny lobsters
Panulirus argus (Latreille) and Panulirus
laevicauda (Latreille),

We prepared water extracts of several
tissues and organs and mixed them with one
another and with L — tyrosine. The darkening
was found to be more intense in the mixtures
of tail shell extract + L — tyrosine and he-
molymph - L — tyrosine, for both species.

The pH values from 6 to 8 were most fa-
vourable to the appearance of darkening, as
a result of the reation between the tail shell
extract 4 L — tyrosine, in both species.

Activity of the tyrosine was higher for
the species Panulirus argus in the hemolymph
+ L — tyrosine reaction, and higher for the
species Panulirus laevicauda in tail shell ex-
tract + L — tyrosine,

Sodium hydrogen sulfite at 0.01% and
0.1% concentrations proved to be the most
efficient inhibitor of the darkening, followed
by the ethylene-diamine-tetra-acetic acid
(EDTA) at 1.0% concentration. The EDTA
at 0.1% and cysteine 0.001 M did not present
an inhibitory function in the cited reaction.
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