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during germination

M.L. Sanchez-Mundo?, C. Bautista-MufiozP, M.E. Jaramillo-Flores *

3 Graduados e Investigacién en Alimentos, Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional, Carpio y Plan de Ayala, CP 11340, México, DF, Mexico
b Departamento de Biotecnologia, Colegio de Postgraduados, Campus Tabasco, Periférico Carlos A. Molina S/N, CP 86500, Tabasco, Mexico

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 18 September 2009
Received in revised form 9 April 2010
Accepted 13 April 2010

The present work reports exopeptidase activity existing in cacao (Theobroma cacao L.) during germination.
Aminopeptidase (APE), carboxypeptidase (CP) and Xaa-Prolyl dipeptidyl aminopeptidase (Xaa-Pro-DAP)
membrane-bound enzymes have been identified. The Xaa-Pro-DAP enzyme (E.C. 3.4.14.5) had not been
previously detected in germinating cacao seeds. Xaa-Pro-DAP was partially purified and characterized,
and the highest activity was found after 10 days of germination. Xaa-Pro-DAP was isolated by precipita-
tion with 40% ammonium sulfate and partially purified with two chromatographic steps. The enzyme had
arelative molecular weight of 80 kDa as determined by Native-PAGE and was, able to use Ala-Pro-4/1 SNA
as substrate. In the presence of SDS, this enzyme did not show activity because it must be in a trimer to
be functional. Its activity was inhibited 44% by the chelating agent EDTA and 48% by the serine peptidase
inhibitor PMSF at 0.1 mM, indicating that the partially purified Xaa-Pro-DAP is a serine metallopeptidase.
The cations Cu?* and Cd?* caused 44% and 67% inhibition, respectively, while the other divalent cations
tested had no significant effect on the activity of the partially purified enzyme. The enzyme showed a
high specificity for Ala-Pro-pNA as a proteolytic substrate.
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1. Introduction

Peptidases carry out a large number of vital processes in plants,
such as the proteolysis of proteins providing free amino acids.
During the germination process, the biological activity of these pep-
tidases increases due to the activation of pre-existing enzymes and
the synthesis of new enzymatic molecules [1]. In dicotyledon seeds,
such as cacao, degradation of reserve proteins produces an accu-
mulation of free amino acids in cotyledons [2]. Theobroma cacao
seeds contain albumins, globulins, prolamins and glutelins, albu-
mins being the main protein fraction [3,4]. T. cacao L. has been
described as a plant whose seed contains a vicilin-class globulin
(but not legume-class) as storage protein [5]. The precursors of the
cacao aroma are derived from these storage proteins by the prote-
olytic process that takes places during fermentation [6]. Hansen et
al. [7] reported endopeptidase, aminopeptidase and carboxypepti-
dase activity in cacao seeds during fermentation. In ripe seeds that
had not been germinated, the predominant proteolytic activity is
attributed to aspartyl peptidase. This activity is found at very high
levels in cacao seeds compared to the levels detected in seeds from
other plants [8].

* Corresponding author at: Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas-IPN, Carpio y
Plan de Ayala, Casco de Santo Tomas, CP 11340, México, Mexico.
Tel.: +52 55 57296000x62464; fax: +52 55 57296000x62359.
E-mail address: jaramillo_flores@hotmail.com (M.E. Jaramillo-Flores).
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Xaa-Prolyl dipeptidyl aminopeptidase (dipeptidyl aminopep-
tidase IV) (Pep-XP, PepX; Xaa-Pro-DAP, EC 3.4.14.5) was first
identified in rat liver [9] and was subsequently purified from var-
ious mammalian tissues and from lactic acid bacteria such as
Lactococcus and Lactobacillus [10,11]. Xaa-Pro-DAP activity has also
been reported in insects, yeast and plants [12-14]. The function
of Xaa-Pro-DAP is not clearly established in plants, although its
activity has been detected in poppy [13,14], gherkin seedlings [15],
ginseng sprouts [16], and barley [17], and is suggested to play
a role in the mobilization and/or utilization of storage proteins
during germination. The present work contributes to the charac-
terization of the exopeptidase activities of cocoa. Our aim was to
isolate and characterize its exopeptidases, specifically the dipep-
tidyl aminopeptidase (Xaa-Pro-DAP) activity, present during the
germination process of T. cacao L.

2. Materials and methods
2.1. Seed material and germination

T. cacao seeds of the criollo genotype were obtained from state of Tabasco, Mex-
ico. For germination, seeds from which the testa had been removed were kept in

wet agrolite at 25°C over a 12 h period of light/darkness and the germinated seeds
were collected every 24 h for 15 days after imbibition [18].

2.2. Acetone dry powder

Dry cacao powder (DCP) was obtained according to the method described by
Hansen et al. [7]. Fat was removed from the powder by adding 10 ml/g 100% hexane
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at 4°C and stirring constantly for 2 h. Finally, the solvent was eliminated from the
sample and it was dried at 30 °C. To remove the polyphenols, the defatted seed pow-
der was extracted five times with 80% (v/v) aqueous acetone and then three times
with 100% acetone. The suspensions were centrifuged at 4°C for 5min at 5000 x g
and 20,000 x g for the last three extractions. Finally, the solvent was evaporated
from the resulting paste at room temperature. It was ground again until a homoge-
neous appearance was achieved. The dry powder, which was white/slightly yellow,
was stored at —20°C until analysis.

2.3. Enzyme extract

The enzyme extract was obtained from 15mg of DCP and 30mg of
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) in 900 w1 of 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0) con-
taining 1% Triton X-100. The mixture was stirred for 30min at 37°C and then
centrifuged at 20,000 x g for 10 min at 4°C.

2.4. Determination of enzymatic activity

The Xaa-Pro-DAP activity was measured by using Alanyl-proline-p-nitroanilide
(Ala-Pro-pNA; Bachem, Bubendorf, Switzerland) as substrate. The reaction mixture
included 250 w1 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.0) containing 1% Triton X-
100; 120 .l distilled water, 30 pl substrate solution (10 mM in water), and 100 .l
enzyme extract. After 30 min of incubation at 37 °C, the reaction was stopped with
400 ! ZnSO4 (5% w/v) and 100 wl Ba(OH); (7.5%, w/v), followed by centrifugation at
15,000 x g for 10 min. The absorbance of the p-nitroaniline liberated by the reaction
was measured at 405 nm. One unit of Xaa-Pro-DAP (U) was defined as the amount of
enzyme needed to liberate 1 wmol of p-nitroaniline from the substrate per minute
under the standard assay conditions.

2.5. Protein concentration

Protein concentration was determined over the course of enzyme purification
by the method of Folin-Lowry modified by Markwell et al. [19], using bovine serum
albumin as a standard and measuring the absorbance at 280 nm.

2.6. Enzyme purification

2.6.1. Ammonium sulfate fractionation

The supernatant obtained in 2.3 was precipitated at 40% saturation of ammo-
nium sulfate. The precipitate was collected by centrifugation at 17,000 x g for 20 min
at4°Cand the pellet obtained was dissolved in 20 mM sodium phosphate buffer (pH
7.0) and dialyzed for 24 h at 4°C with the same buffer. The protein concentration
and Xaa-Pro-DAP activity were then determined.

2.6.2. lon exchange chromatography

The protein fraction obtained by ammonium sulfate ammonia precipitation
was applied to a High Q Macro-Prep® column (1.5 cm x 18 cm, Biorad. Hercules,
CA 94547, USA) previously equilibrated with 20 mM sodium phosphate buffer (pH
7.0). Fractions of 2ml were collected at a flow rate of 0.2 ml/min with the same
buffer; the elution was performed with a linear gradient of 0-1.0 M NaCl in 20 mM
sodium phosphate buffer (pH 7.0) at a flow rate of 0.2 ml/min, monitored at 280 nm
(FPLC-Econo Pump, Biorad. Hercules, CA 94547, USA). The protein concentration and
activity against Ala-Pro-pNA were measured. Fractions with the highest enzyme
activity were pooled, dialyzed against 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0)
at 4°C, and concentrated by ultrafiltration with a 10 kDa molecular weight cutoff
membrane (Amicon® Millipore).

2.6.3. Hydrophobic interaction chromatography

The active fractions from the High Q Macro-Prep were adjusted to 1.5M ammo-
nium sulfate and loaded onto an Octyl-Sepharose CL-4B column (1.5cm x 18 cm,
GE Healthcare SE-751 25 Uppsala, Sweden), previously equilibrated with 50 mM
sodium phosphate buffer (pH.7.0) containing 1.5 M ammonium sulfate. The bound
proteins were eluted with a decreasing linear gradient of 1.5-0M of ammonium
sulfate in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0), at a flow rate of 0.2 ml/min and
fraction volume of 2 ml, monitored at 280 nm (FPLC-Econo Pump, Biorad, Hercules,
CA, USA). Fractions with the highest enzyme activity were pooled, dialyzed against
20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) at 4°C, concentrated by ultrafiltration and
used to characterize the enzyme. All the purification steps were conducted at 4°C.

2.7. Sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
native-PAGE

SDS-PAGE was performed with 4% stacking and 12% separating gels according
to Laemmli [20]. The gels were stained with the Silver Stain Plus (Biorad, USA) com-
mercial kit. For the estimation of molecular weight after electrophoresis, were used
one standard set (Amersham Pharmacia Biotech). Native-PAGE was performed by
the method described by Benoist and Schwencke [21] and Degraeve and Martial-
Gros [22] with slight modifications. After electrophoresis, the gel was incubated
with 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.0), the substrate Ala-Pro-4tSNA (10 mM
dissolved in 30% DMSO) and a fresh mixture of 2 ml Fast Garnet GBC (11 mg/ml in
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Fig. 1. Changes in the specific activity of Xaa-Pro-DAP during the germination pro-
cess of cacao seeds of the criollo white almond genotype. Levels are reported as
specific enzymatic activity in U/mg of protein.

50%DMSO) (Sigma Chemical, USA) at 37 °C until red or orange bands were observed,
which indicate the presence of Xaa-Pro-DAP activity.

2.8. Dynamic light scattering analysis (DLS)

Analysis of the distribution of molecular size was carried out as a part of the
protein characterization, using a Malvern Zetasizer Nano Series S-90 (Malvern
Instruments, Malvern, England) instrument and analyzing the molecular diameters
with the equipment software. Molecular diameter was determined over a temper-
ature interval of 25-80 °C, with gradual increases of 10°C.

2.9. Substrate specificity

The activity of the Xaa-Pro-DAP against p-nitroanilide substrates was deter-
mined according to the standard conditions described for the enzyme assay. The
following substrates were used in the analysis: Arg-Pro-pNA, Gly-Pro-pNA, Ala-Ala-
Pro-pNA, and Ala-pNA at both 1 and 10 mM. The lysyl and leucyl aminopeptidase
activities were tested with Lys-pNA and Leu-pNA and the carboxypeptidase-type
activity was tested with Bz-Tyr-pNA.

2.10. Effects of inhibitors and reducing agents on enzyme activity

The effects of inhibitors and reducing agents on enzyme activity were studied in
both the enzyme extract and the partially purified enzyme, using 4-(2-aminoethyl)
benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (AEBSF), phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), ethylenediaminotetraacetic acid (EDTA), p-chloromercuribenzoate (PCMB),
dithiothreitol (DTT), leupeptin, pepstatin, bestatine, diprotine, pefabloc, B-
mercaptoetanol and cysteine at concentrations of 0.1 and 1.0 mM. The enzyme was
pre-incubated with inhibitors for 30 min at 37 °C and the remaining enzyme activ-
ity was determined using Ala-Pro-pNA as a substrate. The activity of the enzyme
assayed in the absence of inhibitors was taken as 100% [23-25].

2.11. Effects of metal ions on enzyme activity

The effects of several metal ions on enzyme activity were also investigated in
the enzyme extract and partially purified enzyme. The enzyme was pre-incubated
with 0.1 and 1.0mM metal ions at 37 °C for 30 min. The following metal ions were
used: Ba2*, Zn2*, Cu?*, Co?*, Cd?*, Mg?*, Ca?* and Na*. The Xaa-Pro-DAP activity
was determined by the standard assay as described above using Ala-Pro-pNA as
substrate. The activity of the enzyme without metallic ions was considered 100%
[23,26].

3. Results and discussion
3.1. Germination

During the germination process, the level of Xaa-Pro-DAP enzy-
matic activity from day 0 to 8 did not change. After this point, it
started to increase, reaching the highest activity values at 10-11
days with 13.03 UAE and 10.99 UAE and then decreasing in the
days following germination (Fig. 1). These results may be related
to the drastic changes in the protein vacuoles, as observed by elec-
tron microscopy, which took place after 10-13 days of germination.
Protein vacuoles inflated and fused to form one central vacuole
which appeared optically empty [6]. According to these results,
Xaa-Pro-DAP together with other peptidases may play a role in the
degradation of storage proteins during the germination of cacao
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Fig. 2. Purification of the Xaa-Pro-DAP from the seeds of cacao Theobroma cacao germinated. (a) lon exchange chromatography on HQ-Sepharose and (b) hydrophobic

interaction chromatography on Octyl-Sepharose CL-4B.

seeds, taking part in the mobilization of the amino acids needed for
the growth of the embryo. This last stage corresponds to the ini-
tiation of visible morphological changes, a function that has been
attributed to the enzyme in other plants [13,14,16]. Therefore, the
enzyme may be involved in the development of the plant and be
expressed in other organs besides cotyledons.

3.2. Purification of the Xaa-Pro-DAP

The elution profile showed three peaks (HQP1, HQP2 and HQP3)
containing the Xaa-Pro-DAP activity (Fig. 2a). The HQP1 peak (frac-
tions 6-8) eluted before the saline gradient started. Elution of the
HQP2 peak (fractions 10-13) was observed at 0.3M NaCl, and
therefore the fraction is weakly retained by the column, possi-

bly because of a low concentration of amino acid residues with
a net negative charge. Finally, the HQP3 peak (fractions 30-32)
was strongly retained in the column, eluting at 1M NaCl. Peak 2
(HQP2)showed the highest enzymatic activity and was subjected to
hydrophobic interaction chromatography on Octyl-Sepharose CL-
4B, which gave three peaks containing the Xaa-Pro-DAP activity
(Fig. 2b). The OSP1 peak (fractions 1-3) eluted at 1.5 M (NH4),SO4.
The OSP2 peak (fractions 20-23) eluted at 0.25M (NH4),SO4
and the OSP3 peak (fraction 33) eluted at OM (NH4),SO4. The
last peak (OSP3) had the highest enzymatic activity. After the
final purification step, the enzyme was purified 37.53-fold with
a yield of 21.97% and a specific activity of 16.66 UAE/mg pro-
tein. The results of the purification procedure are summarized in
Table 1.

Table 1

Purification of Xaa-Pro-DAP of cacao seeds Theobroma cacao L.
Purification stage Total protein (mg) Total activity (U?) Specific activity (UAE/mg) Purification factor Yield (%)
Crude extract 9.7684 4.3376 0.4440 1.00 100.00
Ammonium sulfate precipitate (40%) 49118 4.1433 0.8435 1.89 95.00
Ion exchange with HQ-sepharose 0.1460 1.796 12.3013 27.70 41.50
Hydrophobic interaction with octyl-sepharose 0.0572 0.9533 16.6660 37.53 21.97

4 An enzyme unit is defined as the amount of enzyme needed to liberate 1 mol pNA/min, using Ala-Pro-pNA as substrate.
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Fig. 3. Native-PAGE analysis of the enzymatic extract.

3.3. Determination of relative molecular weight and DLS analysis

The relative molecular weight of the native protein was esti-
mated to be 80kDa (Fig. 3). The enzyme shows no activity in
presence of SDS, and therefore it must be in a polymeric state to
be active (it is only active in the native state). This is due to the
cooperative nature of the aggregation process and also because
at some protein concentrations it is favorable for the molecule
to aggregate because an increase in inter-molecular interactions
between monomers results in a lower-energy state compared to
the monomers alone. Through the study of the molecular dynam-
ics in a solution of the enzymatic extract from a concentration of
0.09-0.019 mg/ml, it was observed that the monomer has a strong
tendency to aggregate under native conditions (Fig. 4a). At 25°C,
a tetramer and a high molecular weight aggregate coexist (insert
in Fig. 4a), the tetramer making up 97.3% of the population in the
molecular-weight distribution. As the temperature increases, the
tetramer breaks up into dimers with the presence of a polymer of
very high molecular weight (showed ininsert of Fig. 4a), which indi-
cates the beginning of the denaturation process. At 40 °C, octamers
and dimers are observed, while at 50 °C pentamers and monomers
coexist, and finally at 80 °C only monomers of the protein are found.
These monomers have, a diameter of 33.28 nm and a Pdl of 0.072, in
the form of a mono-dispersed system (Fig. 4b). The partially puri-
fied enzyme ata concentration of 0.1416 mg/ml was a single species
of 166 nm in molecular diameter (Fig. 4b).

3.4. Exopeptidase activities in T. cacao L.

The peptidases identified in our purification process were sol-
ubilized at neutral pH using 1% Triton X-100, indicating that
they are membrane-bound enzymes. The difficulty in achieving
the complete solubilization of cacao enzymes is probably one
reason for the lack of available information on their properties.
The results of testing the enzymatic activity on different sub-
strates are shown in Table 2. Regarding the different substrates
tested in the present work, the degree of hydrolysis at a con-
centration of 10 mM substrate was as follows, from the highest
to lowest: Ala-pNA >Gly-Pro-pNA > Ala-Pro-pNA > Leu-pNA > Ala-
Ala-Pro-pNA > Arg-Pro-pNA > Bz-Tyr-pNA > Lys-pNA. The highest
activity toward substrates with X-Pro as the N-terminal sequence
was found for Gly-Pro-pNA, followed by Ala-Pro-pNA, Ala-Ala-
Pro-pNA and Arg-Pro-pNA. The relative activities toward these
substrates showed that the N-terminal residue exerts an effect on
the specificity of the enzyme with the following order of prefer-
ence: glycine, alanine and arginine. Aminopeptidase activity (APE)
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Fig. 4. Distribution of the molecular size during the thermal treatment of Xaa-Pro-
DAP (a) and size distribution of Xaa-Pro-DAP in native conditions at 25°C (b).

was also identified and the highest values were found for the sub-
strates Ala-pNA followed by Leu-pNA, both at 10 mM. Non-specific
aminopeptidase (Type N) (E.C. 3.4.11.1) is an aminopeptidase with
wide substrate specificity that has been found in numerous strains

Table 2
Exopeptidase activity of Theobroma cacao towards various chromogenic substrates.
Substrate? Specific activity (UAEP/mg)
(mean value £S.D. (n=3))
1mM 10mM

Enzymatic extract
Ala-pNA 1.51+£0.022 2.35+0.017
Gly-Pro-pNA 0.93 +£0.003 1.91+0.001
Ala-Pro-pNA 0.88 £0.030 1.73+0.011
Leu-pNA 0.70+0.016 1.62 +0.000
Ala-Ala-Pro-pNA 0.81+0.001 1.30+0.023
Arg-Pro-pNA 0.52+0.009 1.14+0.005
Bz-Tyr-pNA 0.59+0.007 0.90 +0.060
Lys-pNA 0.90+0.001 0.73+0.009

Partial purified Xaa-Pro-DAP
Ala-Pro-pNA 4.81+0.001 24.06+0.001
Gly-Pro-pNA 2.84+0.002 6.41+0.002
Arg-Pro-pNA 1.09+0.002 4.37 +£0.001
Ala-Ala-Pro-pNA 0.65+0.001 2.18 £0.002
Leu-pNA 0.65+0.001 1.33+0.001
Bz-Tyr-pNA 0.241+£0.001 0.547 +0.003
Lys-pNA n.d. 0.459 +0.002
Ala-pNA n.d. n.d.

n.d.: not detected.

a pNA: p-Nitroanilide; Bz: benzoyl.

b An enzyme unit is defined as the amount of enzyme needed to liberate
1 mol pNA/min.
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of lactic acid bacteria. It is very active on Lys-pNA, Leu-pNA [27]
and Ala-pNA [25]. APE has been reported as the second most
prevalent enzyme after aspartic peptidase (AP) (E.C. 3.4.23) in fer-
mented cacao seeds. Therefore, the substrate Lys-pNA was also
tested, which had a lower degree of hydrolysis compared to Ala-
pNA and Leu-pNA at 10 mM. Regarding Lys-pNA, a higher activity
at 1 mM was observed than at 10 mM, which suggests a substrate
inhibition phenomenon against the APE enzyme. The substrate Bz-
Tyr-pNA was hydrolyzed at a higher proportion at 10 mM than at
1 mM, confirming the presence of carboxypeptidase activity (CP)
(E.C. 3.4.17). A synergistic activity between aspartyl peptidase and
carboxypeptidases has been reported during cacao fermentation
[28]. In a similar manner, Xaa-Pro-DAP of Lactobacillus sanfran-
ciscensis CB1 and non-specific aminopeptidase (Type N) showed
a synergistic effect in boosting the degree of gluten hydrolysis [29].
Therefore, our results show that these enzymes work in a concerted
manner during the germination process to degrade the storage
proteins, a process required in the formation of seedlings. Xaa-Pro-
DAP is important in cacao because cacao seeds contain a group of
proteins that have proline in their structure (at concentrations of
0.72-1.97%), which are the natural substrates of the enzyme [30].

As shown in Table 2, the specificity of the partially purified
Xaa-Pro-DAP of T. cacao was observed with —pNA substrates. Max-
imum hydrolysis rates were obtained when proline was in the
N-penultimate position. Among colorimetric substrates, Ala-Pro-
pNA was hydrolyzed at the highest rates, which indicates a high
preference for the amino acid Ala adjacent to proline, followed
by Gly-Pro-pNA, Arg-Pro-pNA and Ala-Ala-Pro-pNA. The degree
of hydrolysis increased in all the substrates with X-Pro as the N-
terminal sequence compared with the extract, indicating higher
Xaa-Pro-DAP activity due to the purification process, which also
decreased the aminopeptidase and carboxypeptidase concentra-
tion. A similar substrate preference was reported for the enzyme
purified from L. sakei, which hydrolyzed substrates with an X-Pro
amino terminus almost exclusively [11] showing preference for Ala,
Arg and Gly, in decreasing order [24].

Hydrolysis of the substrates Leu-pNA (1 and 10 mM), Lys-pNA
and Bz-Tyr-pNA (10mM) was detected, indicating that leucine-
aminopeptidase and carboxypeptidase enzymes were still present
in the partially purified enzyme fractions, though their activities
were quite low when compared with that of partially purified
Xaa-Pro-DAP activity. Leu-pNA maintained the hydrolysis level
detected in the enzymatic extract, whereas Lys-pNA and Bz-Tyr-
PNA decreased their activities to almost half of what was detected
in the extract. The Ala-pNA substrate was not hydrolyzed, indi-
cating the absence of a non-specific aminopeptidase. It was clear
however, that the Xaa-Pro-DAP activity increased almost 10 times
compared to the activity found in the enzymatic extract over the
course of the purification. Until now, there has been scarce infor-
mation about the biochemical characteristics of aminopeptidases
and carboxypeptidases present in cocoa.

3.5. Effect of inhibitors on enzyme activity

Table 3 shows the effects of inhibitors on the Xaa-Pro-DAP activ-
ity from the enzyme extract of T. cacao. The best inhibitors at
0.1 mM were PMSF, PCMB and pepstatin, which caused a decrease
of 54, 40 and 39% of the maximum activity, respectively. Increases
in inhibitory power directly proportional to concentration were
only observed with leupeptatin (12-29%), diprotine (18-29%)
and PCMB (40-49%). Among chemicals that react with sulfhy-
dyl groups, B-mercaptoethanol, cysteine and dithiothreitol had no
effect. Incubation with PCMB yielded a considerable inactivation
of the Xaa-Pro-DAP activity. This indicates the possible involve-
ment of functional sulfhydryl group(s) at or near the active site of
the enzyme, which confirms the presence of a cysteine peptidase,

Table 3
Effect of inhibitors/activators on the exopeptidase activity in Theobroma cacao L.

Inhibitor? Relative activity® (%)

Enzymatic extract Partial purified

Xaa-Pro-DAP

0.1 mM 1.0mM 0.1 mM 1.0mM
Diprotine A 82 71 76 86
PMSF 46 68 52 83
EDTA 89 79 56 61
PCMB 60 51 115 99
Leupeptin 80 76 92 64
Pepstatin A 61 80 82 84
Bestatine 86 154 75 126
AEBSF 102 112 91 97
Pefabloc 115 131 92 101
Cysteine 109 104 64 92
3-Mercaptoethanol 72 115 74 97
Dithiothreitol 85 109 62 70
Blank 100 100 100 100

a2 PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride; EDTA, ethylenediaminotetracetic acid;
PCMB, p-chloromercuribenzoate; AEBSF, 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluo-
ride hydrochloride.

b Expressed as a percentage of hydrolysis of Ala-Pro-pNA in the absence of any
added chemical agent, which was given a value of 100%.

which has been previously isolated [31]. These authors mention
that it is very likely that it does not take part in the hydrolysis
of storage proteins in ungerminated seeds. On the other hand,
its activity increases during the germination process when the
degradation of globular storage proteins occurs. Although all the
Xaa-Pro-DAP originating from dairy lactic acid bacteria cited in
the literature are considered serine enzymes, many authors have
reported that sulfhydryl groups may also be important for the
enzyme activity [32,33].

Regarding the specific inhibitors of serine peptidases tested such
as leupeptatin, AEBSF, pefabloc, and PMSF, only leupeptin and PMSF
had an inhibitory effect. The presence of a carboxypeptidase has
been reported in cacao, which has been characterized as a serine
peptidase that acts on hydrophobic amino acids and is inhibited
by PMSF. Differences observed among different inhibitors of ser-
ine peptidase show that the sulfonation of the protein is a more
effective mechanism of inhibition than acylation. The Xaa-Pro-DAP
activity was reduced by 39% by 0.1 mM pepstatin A, an inhibitor of
aspartic peptidase, but this effect decreased at 1 mM, probably due
to the inactivation of the aspartic peptidase present in the extract,
reflecting less proteolytic action on Xaa-Pro-DAP by aspartic pep-
tidase. It is known that the AP activity remains constant during
the first days of germination and it does not decrease before the
onset of globulin degradation [34]. The inhibitors of metallopep-
tidases analyzed in the present study showed inhibition in the
range of 0-14% for bestatine, 18-29% for diprotin A, and 11-21%
for EDTA. According to these results, the enzymatic extract of ger-
minated T. cacao contains a cysteine metallopeptidase besides the
carboxypeptidase and aminopeptidase. The carboxypeptidase and
aminopeptidase were originally identified in cacao and other plants
as metallopeptidases [35,36].

To determine the biochemical properties of the partially purified
Xaa-Pro-DAP, the enzyme activity was measured in the pres-
ence of different enzyme inhibitors (Table 3). One of the enzyme
inhibitors was the chelating agent EDTA (0.1 mM), which caused a
44% decrease from the original activity, indicating that metal ions
are involved in enzyme function or stability. This means that the
partially purified Xaa-Pro-DAP is a metalloenzyme. This result dif-
fers from the report of Xaa-Pro-DAP of Lactobacillus helveticus ITG
LH1 [22], which was not inactivated by metal chelating agents such
as EDTA or 1, 10-phenanthroline. The partially purified Xaa-Pro-
DAP activity was reduced by 25% by 0.1 mM bestatine, an inhibitor
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Table 4
Effect of metallic cations on the exopeptidase activity in Theobroma cacao L.

Metal salt Relative activity? (%)

Enzymatic extract Partial purified

Xaa-Pro-DAP

0.1 mM 1.0mM 0.1 mM 1.0mM
BaCl, 74 69 84 76
CoCl, 117 48 134 75
ZnCl, 70 59 77 85
CaCl, 104 49 96 82
CuCl, 74 52 63 56
MgCl, 89 115 72 98
CdCl, 97 55 98 33
NaCl 108 75 103 84

2 Expressed as a percentage of hydrolysis of Ala-Pro-pNA in the absence of any
added metal salt, which was given a value of 100%.

of leucine-aminopeptidase, but this effect on activity decreased
at 1 mM, probably due to the inactivation of the aminopeptidase
present, reflecting less or none proteolytic action on Xaa-Pro-DAP
by aminopeptidase. This enzyme was lightly inhibited by a dipep-
tidyl aminopeptidase inhibitor (diprotin A at 0.1 mM). Pepstatin A,
which is an aspartic peptidase inhibitor, had no effect on its activity
(Table 3). Under the same conditions, the enzyme was inhibited 48%
and 36% by the serine peptidase inhibitor, PMSF at 0.1 mM and leu-
peptin at 1.0 mM. The effect of AEBSF and Pefabloc; other inhibitors
of serine peptidase, was negligible (Table 3). The results from these
serine peptidase inhibitors corroborate that Xaa-Pro-DAPis a serine
peptidase.

Additionally, the reducing agents dithiothreitol, cysteine and
3-mercaptoethanol as well as the sulfhydryl group reagent PCMB
did not have any effect on its activity. These findings suggest that
partially purified Xaa-Pro-DAP does not belong to the cysteine
peptidase family. The cysteine peptidase activity identified in the
enzymatic extract was not detected in semi-purified Xaa-Pro-DAP,
likely due to its removal during the purifying process.

3.6. Effect of divalent cations on Xaa-Pro-DAP activity of T. cacao
L

Table 4 shows the effect of metal ions on the activity of Xaa-Pro-
DAP in the enzymatic extract and partially purified enzyme.

Ca?* and MgZ* have been reported to increase the cysteine
peptidase activity [37]; the absence of this effect on Xaa-Pro-DAP
corroborates our conclusion that it is a serine peptidase rather
than a cysteine peptidase Co%* and Ca2* (1 mM) inhibited the
enzyme activity by 52 and 51%, respectively, while the other diva-
lent cations tested caused 31-48% inhibition. According to some
authors, the cations Cu?*, Hg2* and Zn?* are strong inhibitors of the
Xaa-Pro-DAP activity in bacteria such as L. helveticus CNRZ 32, L.
delbreckii subsp bulgaricus and L. acidophilus. In Lactobacillus sakei
these cations had no significant inhibitory effect [24].

The Xaa-Pro-DAP activity decreases as the ionic strength
increases by the effect of sodium chloride in the extract on T. cacao.

The activity of the partially purified enzyme was inhibited 44%
and 67% by the presence of 1.0 mM Cu2* and Cd?*, respectively. A
similar inhibition by Cu?* and Cd?* was found for the Xaa-Pro-DAP
of L. sanfranciscensis CB1 [11]. The other divalent cations tested had
low or no effect on the partially purified enzyme (Table 4). Cobalt
ions at 0.1 mM increased the enzyme activity by 34%, but this did
not happen when the salt concentration was 1 mM. This effect is
probably due to proteolytic cleavage of Xaa-Pro-DAP by the resid-
ual cobalt-activated carboxypeptidase and aminopeptidase. Some
studies on the effect of cobalt on carboxypeptidases [38,39] and
aminopeptidases [40,41] reported increases from 1.7 to 50 times
the original activity using 4 wM to 1 mM CoCl,. However, not every

aminopeptidase cited in the literature is considered to be cobalt-
activated, and some authors have reported strong inhibition of a
leucine-aminopeptidase by Co%* at 10 mM [36,42].

Finally, the ionic strength difference caused by addition of
0.1 mM NaCl had no effect on the partially purified enzyme activ-
ity, while increasing the ionic strength decreased the enzymatic
activity (Table 4).

The proteolytic system in the germinated T. cacao extract
has been partially characterized, identifying lysine and leucine-
aminopeptidase (APE), carboxypeptidase (CP) and Xaa-Prolyl
dipeptidyl aminopeptidase (Xaa-Pro-DAP) membrane-bound
enzymes. These peptidases may take part in the degradation of
storage proteins during cacao germination in a synergistic manner.
The Xaa-Pro-DAP activity detected in the enzymatic extract, with
a relative molecular weight of 80kDa, was active in the native
state. The activity in the extract was sensitive to 0.1 mM PMSF,
PCMB and pepstatin A, which inhibited activity by 54, 40 and 39%,
respectively. All cations except Co%*, Ca* and Mg2* decreased
enzyme activity. The activation by reducing agents shows the
presence of a cysteine metallopeptidase in the enzymatic extract
of T. cacao. The partially purified Xaa-Pro-DAP enzyme showed a
higher specificity for the Ala-Pro-pNA substrate but aminopepti-
dase and carboxypeptidase activities are still present. The activity
of the partially purified enzyme was inhibited 44% by the chelating
agent EDTA at 0.1 mM and 48% and 36% by the serine peptidase
inhibitor, PMSF at 0.1 mM and leupeptin at 1.0 mM. The partially
purified Xaa-Pro-DAP is a serine metallopeptidase. Because this
Xaa-Pro-DAP has not been previously detected in cacao, the
purification and characterization of this enzyme will help in the
ongoing efforts to understand the proteolytic system of T. cacao
and the role of these systems in the germination process.

Acknowledgements

This work was partially supported by funds from CONACyT
Scholarship 217805 and PIFIL. The authors M.EJ.F. and C.B.M. would
like to acknowledge SNI/COFAA-IPN; EDI/IPN SIP/IPN Grants SIP-
20100386 and CONACYT 46704-Z for financial support.

References

[1] Ramakrishna V. Mobilization of albumins and globulins during germina-
tion of Indian bean (Dolichos lablab L. var. lignosus) seeds. Acta Bot Croat
2007;66:135-42.

[2] Bewley JD. Seed germination and dormancy. Plant Cell 1997;9:1055-66.

[3] Abecia-Soria L, Pezoa-Garcia NH, Amaya-Farfan J. Soluble Albumin and Biologi-
cal value of protein in cocoa (Theobroma cacao L.) beans as a function of roasting
time. ] Food Sci 2005;70:294-8.

[4] ZakD,Keeny P.Changes in cocoa proteins during ripening of fruit, fermentation,
and further processing of cocoa beans. ] Agric Food Chem 1976;24:483-6.

[5] Voigh ], Biehl B. The major seed proteins of Theobroma cacao L. Food Chem
1993;47:145-51.

[6] KratzerU,FrankR, Kalbacher H, Biehl B, Wostemeyer ], Voigt . Subunit structure
of the vicilina-like globular storage protein of cocoa seeds and the origin of
cocoa- and chocolate-specific aroma precursors. Food Chem 2009;113:903-13.

[7] Hansen C, del Olmo M, Burri C. Enzyme activities in cocoa beans during fer-
mentation. ] Sci Food Agric 1998;77:273-81.

[8] Voigt ], Biehl B, Heinrichs H, Marsoner S, Hugi A. In-vitro formation of cocoa-
specific aroma precursors: aroma-related peptides generated from cocoa seed
protein by co-operation of an aspartic endoprotease and a carboxypeptidase.
Food Chem 1994;49:173-80.

[9] Hopsu-Havu V, Glenner G. A new dipeptide naphthylamidase hydrolyzing
glycy-prolyl-B-naphthylamida. Histochemie 1966;7:192-201.

[10] Perez-Guzman A, Cruz y Victoria T, Cruz-Camarillo R. Purification and charac-
terization of X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidase from Lactococcus lactis subsp.
cremoris NRRL 634. ] Microbiol Biotech 2006;22:953-8.

[11] Gallo G, De Angelis M, McSweeney P, Rosaria M, Gobbetti M. Partial purifi-
cation and characterization of an X-prolyl dipeptidyl aminopeptidase from
Lactobacillus sanfranciscensis CB1. Food Chem 2005;91:535-44.

[12] Bordallo C, Schwencke ], Rendueles M. Localization of the thermosensitive X-
prolyl dipeptidyl aminopeptidase in the vacuolar membrane of Saccharomyces
cerevisiae. FEBS Lett 1984;173:199-203.



1162 M.L. Sanchez-Mundo et al. / Process Biochemistry 45 (2010) 1156-1162

[13] Ramakrishna V, Ramakrishna Rao P. Axial control of protein reserve mobiliza-
tion during germination of Indian bean (Dilochos lablab L.) seeds. Acta Biol
Szeged 2005;29:23-7.

[14] Stano], Kovacs P, Psenak M, Gajdos ], Erdelsky K, Kdkoniova D, et al. Distribution
of dipeptidyl peptidase IV in organ tissue cultures of poppy plants Papaver
somniferum L., cv ‘Amarin’. Pharmazie 1997;52:319-21.

[15] Stano ], Kovacs P, Nemec P, Neubert K. Dipeptidyl peptidase IV in gherkin
seedlings Cucumis sativus L. cv. Palava. Biologia 1994;49:905-10.

[16] Stano ], Kovacs P, Kakoniova D, Liskova D, Kirilova ND, Komov V. Activity
of dipeptidyl peptidase IV in ginseng callus culture. Biologia 1994;49:905-
10.

[17] Davy A, Thomsen K, Juliano MA, Alves L, Svendsen I, Simpson D. Purifi-
cation and characterization of barley dipeptidyl peptidase IV. Plant Physiol
2000;122:425-31.

[18] Laloi M, McCarthy ], Morandi O, Gysler C, Bucheli P. Molecular and biochemical
characterization of two aspartic proteinases TcAP1 y TcAP2 from Theobroma
cacao seeds. Planta 2002;215:754-62.

[19] Markwell M, Haas S, Bieber L, Tolbert NE. A modification of the Lowry procedure
to simplify protein determination in membrane and lipoprotein samples. Anal
Biochem 1978;87:206-10.

[20] Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage TA. Nature 1970;227:680-5.

[21] Benoist P, Schwencke ]. Native agarose-polyacrylamine gel electrophoresis
allowing the detection of aminopeptidase, dehydrogenase, and esterease activ-
ities at the nanogram level: enzymatic patterns in some Frankia strains. Anal
Biochem 1990;187:337-44.

[22] Degraeve P, Martial-Gros A. Purification and partial characterization of X-
prolyl dipeptidyl aminopeptidase of Lactobacillus helveticus ITG LH1. Int Dairy
]2003;13:497-507.

[23] Haddar A, Bougatef A, Agrebi R, Sellami-Kamoun A, Nasri M. A novel surfactant-
stable alkaline serine-protease from a newly isolated Bacillus mojavensis A21.
Purification and characterization. Process Biochem 2009;44:29-35.

[24] Sanz Y, Toldra F. Purification and characterization of an X-prolyl dipeptidyl
peptidase from Lactobacillus sakei. Appl Environ Microbiol 2001;67:1815-
20.

[25] Magboul A, McSweeney P. Purification and characterization of an X-prolyl-
dipeptidyl aminopeptidase from Lactobacillus curvatus DPC2024. Sciences
2000;80:385-96.

[26] Garcia-Alvarez N, Bordallo C, Gascon S, Suarez-Rendueles P. Purification and
characterization of a thermosensitive X-prolyl dipeptidyl aminopeptidase
(dipeptidyl aminopeptidase yscV) from Saccharomyces cerevisiae. Biochem Bio-
phys Acta 1985;832:119-25.

[27] Gémez de la Cruz M]. Degradacién de péptidos hidréfobos por bacterias lac-
ticas. Aplicacién en la eliminacién del sabor amargo en queso. Tesis Doctoral,
Universidad Complutense de Madrid, Espafia, 1996. p. 21-22.

[28] Biehl B, Voigt J. Biochemical approach to raw cocoa quality improvement. Com-
parison of seed proteins and proteases in their ability to produce cocoa aroma
precursors. In: Paper presented at Malaysian international cocoa conference,
20E21. 1994.

[29] Byun T, Kofod L, Blinkovsky A. Synergistic action of an X-prolyl dipeptidyl
aminopeptidase and a non-specific aminopeptidase in protein hydrolysis. ]
Agric Food Chem 2001;49:2061-3.

[30] Kalvatchev Z, Garzaro D, Guerra F. Theobroma cacao L.: Un nuevo enfoque para
nutricién y salud. Agroalimentaria vol. 004, No. 61998; p. 23-25.

[31] Biehl B, Ziegeler-Berghausen H, Srivastava S, Xiong Q, Passern D, Heinrichs
H. Cocoa specificity of proteolytic flavor precursors: the cocoa seed proteases
1991. In: Proceedings of the 1991 international cocoa conference: challenges
in the 1990s. 1991.

[32] Miyakawa H, Hashimoto I, Nakamura T, Ishibashi N, Shimamura S, Igoshi K.
Purification and characterization of an X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidase
from Lactobacillus helveticus LHE-511. Milchwissenschaft 1994;49:670-3.

[33] Miyakawa H, Kobayashi S, Shimamura S, Tomita M. Purification and character-
ization of an X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidase from Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus LBU-147. ] Dairy Sci 1991;74:2375-81.

[34] Guilloteau M, Laloi M, Michaux S, Bucheli P, McCarthy J. Identification and char-
acterization of the major aspartic proteinase activity in Theobroma cacao seeds.
J Sci Food Agric 2005;85:549-62.

[35] Tishinov K, Stambolieva N, Petrova S, Galunsky B, Nedkov P. Purification and
characterization of the sunflower seed (Helianthus annus L.) major aminopep-
tidase. Acta Physiol Plant 2009;31:199-205.

[36] Mercado-Flores Y, Noriega-Reyes Y, Ramirez-Zavala B, Hernandez Rodriguez C,
Villa-Tanaca L. Purification and characterization of aminopeptidase (pumAPE)
from Ustilago maydis. FEMS Microbiol Lett 2004;234:247-53.

[37] Davy A, Svendsen I, Sorensen S, Sorensen M, Rouster ], Meldal M, et al. Sub-
strate specificity of barley cysteine endoproteases EP-A and EP-B. Plant Physiol
1998;117:255-61.

[38] Kishimura H, Hayashi K, Ando S. Characteristics of carboxipeptidase B from
pyloric of the starfish Asterina pectinifera. Food Chem 2006;95:264-9.

[39] Cheng T, Ramakrishnan V, Chan S. Purification and characterization of cobalt-
activated carboxipeptidase from the hyperthermophilic archaeon Pyrococcus
furiosus. Protein Sci 1999;8:2474-86.

[40] Dong L, Cheng N, Wang M, Zhang ], Chang S, De-Xu Z. The leucyl
aminopeptidase from Helicobacter pylori is an allosteric enzyme. Microbiology
2005;151:2017-23.

[41] Bolumar T, Sanz Y, Aristoy MC, Todra F. Purification and properties of an
arginyl aminopeptidase from Debaryomyces hansenii. Int ] Food Microbiol
2003;86:141-51.

[42] Mohamed S, El-Badry M, Hamdy S, Abdel-Ghany S, Salah H, Fahmy A. Faschiola
gigantica: purification and characterization of a leucine aminopeptidase. ] Appl
Sci Res 2009;5:905-13.



AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo fue desarrollado en el Departamento de Graduados e
Investigacion en Alimentos en la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, del
Instituto Politécnico Nacional y en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal y
Biotecnologia del Colegio de Postgraduados, Campus Tabasco, bajo la direccion
de la Dra. Maria Eugenia Jaramillo Flores y de la Dra. Consuelo del Carmen

Bautista Mufioz.

Este proyecto cont6 con el apoyo financiero del Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca 217805 otorgada y PIFI;
SNI/COFAA-IPN; EDI/IPN SIP/IPN SIP-20100386 y Proyecto SEP/CONACyYT

Ciencia Basica 46704.

La materia prima, cacao criollo genotipo almendra blanca, cultivado en la
hacienda “La Joya” del municipio de Cunduacan, Tabasco fue otorgada por Sra.

Clara Echeverria.



o . ,
EI hombre encuentra a Dios detras

de cada puerta que la ciencia logra
abrir”.

Albert Einstein



DEDICATORIAS

A mi familia:

A mis padres Pedro y Epifania, a quienes les debo todo lo que soy, por confiar en mi por
apoyarme en todos mis proyectos, por su ejemplo de lucha y darme la fortaleza para
cumplirlos. A mi hermana, por su tenacidad y superacidon; a mi hermano Pedro, por su
paciencia y capacidad... quienes con su carifio iluminan mi vida y me alientan en cada

momento......por ellos y para ellos!

Con Amor

Lug



AGRADECIMIENTOS

Agradezco de manera especial a la Dra. Maria Eugenia Jaramillo Flores por
aceptarme para realizar esta tesis doctoral bajo su direccion. Por su apoyo y
confianza en mi trabajo, por guiar mis ideas, no solamente en el desarrollo de esta

tesis, sino también en mi formacién como investigador. Muchas gracias....

Quiero expresar también mi agradecimiento a la Dra. Consuelo Bautista, por creer
en mi para este proyecto, por invitarme a vivir una experiencia tan importante
como mi formacion como investigador. Le agradezco también el haberme facilitado
siempre los medios para llevar a cabo todas las actividades propuestas durante el

desarrollo de esta tesis.

Agradezco a mi comité tutorial, la Dra. Lidia Dorantes Alvarez por sus siempre
valiosas aportaciones durante todo el desarrollo de la tesis, al Dr. Gustavo F.
Gutiérrez por sus sugerencias para enriquecer los alcances de esta tesis, a el Dr.
Humberto Hernandez a quien ademas de sus acertadas aportaciones al trabajo,
agradezco haber respondido con un “Si” a mi llamada urgente desde Tabasco!!!.
Gracias. A la Dra. Claudia Benitez Cardoza por sus atentas y acertadas

sugerencias en mejora del trabajo.

Para mis compafieros de laboratorio, doctorandos y posdocs, tengo solo palabras
de agradecimiento. A Rocio Mtz por ser la primera en brindarme su amistad
sincera y su apoyo incondicional desde mi llegada al D.F., gracias amiguita
chilanga. A Rocio Nava, por su amistad, por su compafiia y por escucharme en
mis momentos de crisssis, gracias maestra. A Yanet por su calida y sincera
amistad y compartir momentos tan divertidos, gracias amigui oaxaquefia. A Abril
por estar siempre al pendiente de la amistad y mostrarme que a pesar de la

diferencia podemos coincidir., gracias abrileja. Graciasss....... amiguis!.



De igual manera a Raquel, por compartir sus experiencias y brindarme su valiosa
amistad, gracias Raquelito; a Juan Torruco, por ser un gran amigo que me brindo
todo su apoyo desde mi llegada al programa y esta ciudad, gracias maestro., a
Herry Permady, por tu amistad y compartir tus fines de semana con una gran
comida, gracias Herriaty, a Maricarmen, por ser la primer y gran amiga que Dios
puso en mi camino en esta ciudad; a Gisela, por su amistad y compafierismo en el

mundo de las proteinas, gracias Gis.

A mis compaferos y amigos que me han acompafiado durante éstos 4 afios: a
Juan Pablo, Alex, Laura, Ivonne, Fabian, Quintanilla, Freddy, David, Jacobo, por

su amistad y apoyo en esta etapa especial de mi vida....mil mil gracias!.

A mis amigos de siempre, Ricardo, por su amistad y carifio durante casi toda la
vida, a Sagrario por su carifio incondicional y de quien siempre he recibido
palabras de aliento; a mi amiga Oralia por todo su apoyo y amistad. A Juan Carlos
Pale porque a pesar del tiempo y la distancia siempre estas al pendiente de mis

logros.

Con carifio

Lug



INDICE

RESUMEN
ABSTRACT
1. ANTECEDENTES ...ttt ssnnnnnnnne 11
1.1 Aspectos generales del cultivo de cacao (Theobroma cacao L.).......... 11
3 I @ T o T g TV = V(o] T o 1 - 11
O = 1o ] = 1 o= PP 12
3 IR T I Y 1 o = Lo P 13
1.2. Proceso de germiNacCiOn .........oooiiuiiiiiiiiieeaee i 16
1.3. Clasificacion y nomenclaturade las enzimas ..........cccccvvvvvvviiiiieeeeeeennnnns 20
R 0 I =t To (o] 01T o] 10 F= TS T PR 22
1.3.2 EXOPEPLAASAS.....cvvviiiiiieeeeeeeeeiiiie e e et e e e e e 22
1.4. Xaa prolil dipeptidil aminopeptidasas (Xaa-Pro-DAP’S).......ccccccceeennnnnne 22
3 I 1 = 1S3 = Lo o ] o PR 22
O Y o o1 [ P 23
1.4.3. SUSHALO SINTELICO .. .uuuii e e e 23
1.4.4. MecanismOo CatalitiCO.........ccevviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
1.4.5. Propiedades MOIECUIArES..........cooveeeeiiiiieiiee e 25
1.4.6. DIStHIDUCION ...cooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 27
1.4.7. ASPectOs DIOIOQICOS.......cccoiiiiiiiiiie e 27
1.5 Purificacion de proteiNas ..........ooocuviiiiiiiiie e 30

1.6. Enzimas hidroliticas descritas en la semilla de Theobroma cacao L. .41

2. JUSTIFICACION ... 43
S HIPOTESIS .. 44
@ ] = N 1 i I 1 44
@ o= Yo CT=T aT=T - | SR 44
4.2 ODjetivoS PartiCUIAIES .........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 44
5. DESARROLLO EXPERIMENTAL ..coooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45
6. MATERIALES Y METODOS. ... .o 46
6.1 MATERIAL BIOLOGICO ....cciiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 46
B.1.1 MUBSEIEO ...ttt e et e e e e e e e eaa e e e e eenans 46
6.1.2 Condiciones de germinacion ..............coouuuiiiiiieeeeeeeeeeee e 46

I Y| 1 ] 51 1 46
6.2.1 Determinacién de humedad (Método de termobalanza) ....................... 46
6.2.2 Determinacion de actividad de agua (AW) .............ueeveemiiiiiiiiiiiiiiiiininn. 46

6.2.3 Obtencion de polvos secos cetdnicos de cacao o polvos secos de
= (01 =] (0] 1= PP 47

6.2.4 EXIractO €NZIMALICO .. ..o 47



6.2.5 Purificacion de la enzima Xaa-Pro-DAP ... 47

6.2.5.1 Precipitacion fraccionada con sulfato de amonio........................ 47
6.2.5.2 Didlisis y concentracion de proteinas .........ccccccvvevivviiieeeeeeennnnnns 48
6.2.5.3 Determinacion de actividad enzimatica ................ccevvvvviinivnnnnnnnns 48
6.2.5.4 Determinacion de proteinas..........oooviuueiiiiiiiieeen e 48
6.2.5.5 Cromatografia de Intercambio iONICO............cccvvveviiviiiiieieeieeenin, 49
6.2.5.6 Cromatografia de Interaccidn hidrofobica.............cccccccvviinnnnnnnns 49
6.2.6 PAGE-NALIVA .......uuuiiiiiieiiiiiiiiiiie et e e e e e eeaenann s 50
6.2.7 Tefiido de actividad Xaa-Pro-DAP en gel..........cccvvviiiiiiiiiiecieeeen, 50
(7R S N = [=Tox 1 (o T= 11 o o o 50
6.2.9 Determinacion de pesos moleculares mediante SDS-PAGE ................ 50
6.2.10 Tamafio molecular mediante dispersion dinamica de luz.................... 51
6.2.11Purificacion de la cistein peptidasa de T. cacao (tCCYS) ........cccvvvrnnnnns 51
6.2.11.1 Obtencion del extracto eNZIMALICO............uuvvrrvvmiiiiiiiiiiiiiiiiiiannns 51
6.2.11.2 Proceso de purifiCacion ..........cccccouiiiiiiiiiiieeeeiiieceeee e 52
6.3. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE EXTRACTOS ENZIMATICOS Y
ENZIMA Xa@-PrO-DAP ... 53
6.3.1. Determinacion de actividad peptidasa..........cccccevviiiiiiiiiiieieeeeeiiieee 53
6.3.2. Efecto de inhibidores y agentes reductores sobre la actividad
L2V 4= LT 53
6.3.3. Efecto de iones metalicos sobre la actividad enzimatica...................... 54
6.3.4. Determinacion de la agregacion (polimerizacion) molecular mediante
Dispersion dinAmiICa de [UZ ..........ccooviiiiiiii e, 54
6.4 CARACTERIZACION DE tCCYS ...iiiiiiieeieiiie e 54
0t A 1 4 To To | = o = USSP 54
6.4.2. Ensayo enzimatico (Actividad proteolitica) ............coeeuvvvieeeieeeniiiiiinnnee. 55
6.4.3. Peso molecular relatiVo ...............uuuuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeenees 55
6.4.4. Efecto de inhibidores y agentes reductores ............cccceeeeeeeeviinieninnnnnnns 55
6.4.5. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica............c.cccceeeeeeeeeeiiiiinnnnnnn. 56
6.4.6. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica....................... 56
6.4.7. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad .....................cooorninnnnnnnn. 56
7. RESULTADOS Y DISCUSION ....uiiiicii et e e 57
4% I 1= 0 1 o = o Lo o PP 57
7.2 Caracterizaciéon del extracto enzimatico E1 y purificacién de la enzima
XAA-PIO-DAP. .. s 61
7.2.1 Purificacion de la Xaa-Pro-DAP. .............uuuuuuumimimiiiiiiiiiiiiiieieninnnnn. 61
7.2.2 Determinacion del peso molecular relativo y tamafio molecular por
dispersion dinamica de IUZ............ovuuiiiiii e e 63
7.2.3 Actividades exopeptidasa en el extracto E1 de T.cacao L. .................. 66
7.2.4 Efecto de inhibidores sobre la actividad enzimatica..............cccccuvvvvnnnnns 69
7.2.5 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad Xaa-Pro-DAP de T.
(o7 Lo 1o 1 I PP 72



7.3 Caracterizacion del extracto enzimatiCo E2 .......ooovveieiieieieceeiiiee 74
7.3.1 Determinacion de peso molecular relativo de Xaa-Pro-DAP en el

eXtracto ENZIMALICO E2. ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiie bbb eeaeeeenaeaee 74
7.3.2 Actividad enzimética en el extracto enzimatico E2 de T. cacao............ 75
7.3.4. Efecto de cationes divalentes y sodio sobre la actividad Xaa-Pro-DAP
en el extracto eNZIMALICO E2 ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 81
7.3.5. Interacciones proteina-cation mediante dispersion dinamica de luz en el
L= 1o (O = gV g = Lo o B 84
7.3.6. Efecto de la temperatura y cationes sobre la actividad enzimatica en el
L= 1o (= gV g = U oo B 89
7.4 Purificacion de la cistein peptidasa (ICCYS) .coovvvievriviiiiiiiieiieeeeeeeeinn, 94
7.5 Caracterizacion de la cistein peptidasa (tCCYS) ...uuvrviiieriiiiiiiiiiiiiieeennene 98
7.5.1 Efecto del pH y temperatura sobre la actividad tcCys.............cccevvvvvnnnnn. 98
7.5.2 Efecto de la temperatura en la estabilidad de tcCys ...........cccccuvvunnnnes 100
7.5.3 Efecto de inhibidores y agentes sulfhidrilos ...........cccccooeiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 101
8. CONCLUSIONES ... 104
0. PERSPECTIV AS .. 106
10. BIBLIOGRAFIA oot e e e e e e e e eeaas 107



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Diversidad de frutos y semillas de cacao.. .........cccoeeeevvvvveiiiiiiiieeeeeeennns 15

Figura 2. Tipos de germinacCiOn. ...........ccoeeiaiiiuuiiiiieeee e e e e eeee s 17

Figura 3. Curva de absorcion de agua de las semillas y las actividades
metabdlicas asociadas con las diferentes fases.........cccccccvvviiiiiniinnnnn. 19

Figura 4. Mecanismo catalitico de la serin peptidasa, quimiotripsina

con el sustrato cromogeno N-succinil-L-fenilalanina 4-nitroanilida........ 25
Figura 5. Estructura de una Xaa-Pro-DAP (DPP-IV [INIM] de.........cccccuvrmmnnnnnnne 26
origen humano) ejemplo de la subfamilia SOB.. ............cccevvviiiiiiieennnn. 26
Figura 6. Esquema de la cromatografia de exclusibn molecular. . ....................... 37
Figura 7. Diagrama esquematico de la cromatografia de intercambio iénico....... 39
Figura 8. Esquema ilustrativo de la cromatografia de afinidad................ccccceeeee. 40

Figura 9. a) Cambios visibles ocurridos durante los 15 dias de germinacién de
semillas de cacao (Theobroma cacao L.), b) cambios en la actividad
enzimatica de Xaa-Pro-DAP, contenido de humedad y actividad de
agua, durante la germinacién de semillas de cacao genotipo criollo
almendra DIANCA. .........oovuiiiiie e 60

Figura 10. Purificacidon de la Xaa-Pro-DAP de semillas de cacao (Theobroma
(o7= (o= Lo 1 10y PO 62

Figura 11. PAGE-Nativa. Actividad Xaa-Pro-DAP detectada con el sustrato
Alanina-Prolina-4-metoxi-Beta-naftilamida (Ala-Pro-4upNA) en el
extracto enzimatico E1 al 40 % de saturacion con (NH4)2SO.. ............ 64

Figura 12. Andlisis de distribucion de tamafio molecular mediante dispersion
(o [ =0 g1 Tor= o L= U 65

Figura 13. PAGE-Nativa. Actividad de Xaa-Pro-DAP detectada con el sustrato
Alanina-Prolina-4-metoxi-Beta-naftilamida (Ala-Pro-4uBNA) en el

extracto enzimatico E2 al 80% de saturacion (NH4)2SOg. ....evvvvennnnn..... 74



Figura 14. Efecto de la temperatura sobre el tamafio de distribucion de las
interacciones en el extracto enzimatico E2 con los cationes Ba**, Zn*",
Cu?*, Co?*, Cd**, Mg?*, Ca®*y Na'* a1 mM a) 25 °C, b) 40 °C, c) 60 °C
+ (inserto CuCl,; 1 mM), d) 80 °C + (inserto CdCl, 1 mM).........cccee....... 86
Figura 15. Efecto de la temperatura sobre el tamafio de distribucion de las
interacciones en el extracto enzimético E2 con a) Cu?* a 25-60 °C b)
CO? @ 25-80 °C..ovvieieeee e 87
Figura 16. Efecto de cationes divalentes y sodio en la desnaturalizacion térmica
de Xaa-Pro-DAP en el extracto enzimético E2 a) cationes a 0.1 mM
y b) cationes a IMM. .....coooiiiiiii 88
Figura 17. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética de Xaa-Prolil
dipeptidil aminopeptidasa (Xaa-Pro-DAP) y sus interacciones
con CoCl,y CdCl; a concentraciones de 0.1 mMy 1 mM. ........ccoeeeeee. 90
Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de
aminopeptidasa (APE) y sus interacciones con CoCl,y CdCl, a
concentraciones de 0.1 MM Y 1 MM..........oooiiiiiiiiiiiii e 92
Figura 19. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de

carboxipeptidasa (CP) y sus interacciones con CoCl, y CdCl,a

concentraciones de 0.1 MM Yy 1.0 MM.........c.ooiiiiiiiiiii e, 93
Figura 20. Zimograma del extracto enzimatico de T. cacao. ..........ccccceeeeeeeeeeennnns 94
Figura 21. Cromatografia de intercambio anidnico en DEAE-Sepharosa............. 95

Figura 22. Analisis SDS-PAGE de las fracciones provenientes de la

cromatografia de intercambio anidénico DEAE-Sepharosa. .................. 96
Figura 23. Fraccionamiento de tcCys en cromatografia de intercambio

cationico en columna High S. ... 97

Figura 24. Analisis SDS-PAGE de las fracciones provenientes de la

cromatografia de intercambio cationico High S. ..., 98
Figura 25. Determinacion de pH Optimo de tCCyS. .....ooovvviiiiiiieiiieeicee e, 99
Figura 26. Perfil de actividad-temperatura de tcCyS. .......ccooeeviriiiiiiiiiiieeeeciie, 100
Figura 27. Estabilidad térmica de tCCYS. ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaeees 101



Figura 28. Densitogramas provenientes de SDS-PAGE de la fraccién HS1 en
ausencia de agentes quimicos (control) y en presencia de

inhibidores (1 mM) y agentes reductores (10 mMM). ........coceevvvvvevnnnnnnn. 103



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Técnicas de desintegracion celular................coooiiiiiiiiiiiiii i, 34
Cuadro 2. Cromatografias clasicas para purificacion de proteinas.................. 36
Cuadro 3. Purificacién de Xaa-Pro-DAP de la semilla de cacao T cacao L...... 61

Cuadro 4. Actividad exopeptidasas en Theobroma cacao frente a varios sustratos

(o f0] 1 ToTo =T 01 oo 1S NP 68

Cuadro 5. Efecto de los inhibidores y/o activadores sobre la actividad

exopeptidasa en Theobromacacao L...............ccovviiiiiiiiiiiiininn., 71

Cuadro 6. Efecto de cationes metalicos sobre la actividad de exopeptidasa en

Theobroma Cacan L.........coouveiiiii e 73
Cuadro 7. Actividad de exopeptidasas frente a varios sustratos cromogénicos.. 76

Cuadro 8. Efecto de inhibidores/activadores sobre la actividad exopeptidasa de

TheobrOMA CACAO L....enieeee e, 78

Cuadro 9. Efecto de diversos inhibidores sobre la actividad peptidasa diferentes

FUBNEES. oo 79

Cuadro 10. Comparacion de los efectos de inhibidores /cationes y sustratos sobre

la Xaa-prolil-dipeptidil aminopeptidasa de diversas fuentes. ............. 81

Cuadro 11. Efecto de cationes divalentes y sodio sobre la actividad exopeptidasa

de Theobhroma CACA0 L. ....uue e 83



RESUMEN

En el presente trabajo, se caracterizO parcialmente el sistema proteolitico de
extractos enzimaticos de Theobroma cacao, identificandose enzimas unidas a
membrana de tipo aminopeptidasa (APE), carboxipeptidasa (CP), cistein
peptidasa (Cys) y Xaa-Prolil dipeptidil aminopeptidasa (Xaa-Pro-DAP). Este
trabajo es el primer reporte sobre la actividad de la enzima Xaa-Pro-DAP (E.C.
3.4.14.5) en semillas de cacao geminado, encontrando la mayor actividad
enzimatica el dia 10 de germinacion. La Xaa-Pro-DAP fue aislada mediante
precipitacion con 40% (NH4).SO, y purificada parcialmente con dos pasos
cromatograficos. La actividad Xaa-Pro-DAP detectada en los extractos
enzimaticos (E1 [40 % (NH4)>SO4] y E2 [80 % (NH4).SO4]) con un peso molecular
relativo de 80 kDa y 60 kDa respectivamente, sélo fue activa en estado nativo. Su
actividad fue inhibida por los cationes Cu*'y Cd** y en un 44 %y 48 % por EDTA
y PMSF a 0.1 mM, indicando que la enzima Xaa-Pro-DAP parcialmente purificada
es una serin metalopeptidasa. La enzima mostro especificidad por Ala-Pro-pNA
como sustrato. También fue evaluado el efecto de los cationes y la temperatura en
la agregacion de las exopeptidasas en los extractos enzimaticos. De acuerdo a la
técnica de dispersion dindmica de luz, en E2 en presencia de Cd** (1 mM) se
detect6 solo un grupo de proteinas de 53.48 nm, el cual puede ser atribuido a
enzimas de tipo Xaa-Pro-DAP indicando termoestabilidad. Finalmente, la cistein
peptidasa de T. cacao (tcCys) detectada durante el proceso de caracterizacion de
la Xaa-Pro-DAP, se aisl6 través de precipitacion con 30 % (NH4).SO, y dos pasos
de intercambio i6nico. La tcCys tuvo un peso molecular relativo de 25 kDa, pH
optimo de 5.0, temperatura optima de 50°C y mostrando estabilidad térmica a
60°C. Su actividad proteolitica fue inhibida por PCMB, inhibidor tiol especifico y

recuperada por agentes reductores tales como glutation, BME y ditiotreitol.



ABSTRACT

In the present work, the proteolytic system in the germinated T. cacao enzymatic
extracts was partially characterized, identifying aminopeptidase (APE),
carboxypeptidase (CP), cysteine peptidase (Cys) and Xaa-Prolyl dipeptidyl
aminopeptidase (Xaa-Pro-DAP) membrane-bound enzymes. This work is the first
report on the activity of Xaa-Pro-DAP enzyme (E.C. 3.4.14.5) in seeds germinated
of cacao. The highest Xaa-Pro-DAP activity was found after 10 days of
germination. Xaa-Pro-DAP was isolated by precipitation with 40% (NH,).SO, and
partially purified with two chromatographic steps. The Xaa-Pro-DAP activity
detected in the enzymatic extracts (E1 [40 % (NH4).SO, and E2 [80 %
(NH4)2S04)), with a relative molecular weight of 80 kDa and 60 kDa respectively,
was active in the native state. Its activity was inhibited by Cu®* and Cd**, and 44%
and 48% by EDTA and PMSF at 0.1 mM, indicating that the partially purified Xaa-
Pro-DAP is a serine metallopeptidase. The enzyme showed specificity for Ala-Pro-
pNA as a substrate. Besides, the effect of cations and temperature on the
aggregation of exopeptidases in enzymatic extracts also was evaluated. According
to the dynamic light scattering, in enzymatic extract (E2) only one protein group of
53.48 nm was detected in the presence of Cd** (1 mM), which can be attributed to
a Xaa-Pro-DAP type enzyme indicating thermostability. Finally, the cysteine
peptidase of T. cacao (tcCys) was partially characterized, through precipitation with
30 % (NH4).SO, followed by two ion exchange chromatographic steps. The Cys
had a relative molecular weight of 25 kDa, pH optimum at 5.0, temperature
optimum of 50°C and showed thermal stability study, at 60°C. The proteolytic
activity was inhibited by thiol-specific inhibitor, PCMB and recovered by reductor

agents such as glutation, BME and dithitreitol.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Aspectos generales del cultivo de cacao (Theobroma cacao L.)
Se presume que la palabra cacao tuvo su origen en las palabras mayas

“Kaj” que significa amargo, y “Kab” cuyo significado es jugo. La fusion de estas
palabras dio como resultado la palabra “Kajkab” a la que después de agregarse el
sufijo”atl” que significa liquido, dio como resultado la palabra “Kajkabatl” que
posteriormente resultd en Kakauatl. Esta Udltima expresion cambié para
“cacahuatl”, para finalmente transformarse en “cacao” por facilidad de expresion
(Barahona, 1987).

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta tropical de la regién
amazonica y domesticada por las culturas prehispanicas mesoamericanas que lo
llamaban “alimento de los dioses”; los Mayas y Aztecas ademas de utilizarlo como
bebida también empleaban sus granos como moneda. Cristébal Colén llevd el
grano del cacao a Europa pero su uso no trascendiéo en aquel entonces. Unos
aflos mas tarde, Hernan Cortés descubrid la bebida amarga consumida por los
aztecas y envio los granos de caco y la receta al Rey Carlos V. Los espafioles
cambiaron la receta, afiadiendo azlcar y calentando los ingredientes para mejorar

el sabor (Enriquez, 1983).

En 1828 se invent6 la prensa para cacao que permitié la extraccion de
manteca de cacao. Hacia 1879, los suizos crearon el chocolate con leche y
chocolate sélido. A partir de entonces comenzé a desarrollarse una de las

industrias agroalimentarias mas importantes del mundo.

1.1.1. Origen y taxonomia
El cacao es una planta que se origind en América del Sur, en el area del

Alto Amazonas de acuerdo a los estudios de Pound, Chessman y otros. Debido al

sistema de vida ndmada que siempre llevaron los primeros habitantes de este
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continente, es dificil decir a ciencia cierta cual fue el lugar exacto de origen
(Enriquez, 1983).

Theobroma cacao L., pertenece a la familia Esterculiaceae. El género
Theobroma comprende 22 especies, todas originarias de los bosques himedos
tropicales de la América Ecuatorial (Mossu, 1990)

1.1.2. Botanica
Theobroma cacao fue el nombre dado por Linnaeus al arbol de cacao en la

primera edicidbn de Species Plantarum. El género Theobroma se divide en 6
secciones que contienen 22 especies, de estas T. cacao es la Unica que es

cultivada ampliamente (Toxopeus, 1985).

El habitat natural del género Theobroma esta en el mas bajo estrato del
bosque lluvioso siempre verde. Todas las especies silvestres del género se
encuentran en los bosques lluviosos del hemisferio occidental, desde los 18°N a
los 15 °S, es decir desde México, hasta el sur de la Amazonia en Brasil y Bolivia
(Toxopeus, 1985).

Las condiciones agroecologicas Optimas para el cultivo del cacao son
temperaturas medias-altas entre los 20 °C y 32 °C, con una temperatura Optima de
25 °C, y una humedad relativa alta es decir una precipitacién anual de 1, 150 a 2,
500 mm. La humedad relativa también es importante debido a que puede
contribuir a la propagacién de algunas enfermedades del fruto. Para un buen
desarrollo del cultivo deben evitarse las variaciones amplias de temperatura entre

el dia y la noche y los vientos excesivos.

El arbol de cacao crece hasta alcanzar hasta 20 metros de altura cuando
esta a la sombra de arboles forestales. Los arboles de cacao florecen dos veces al
afno, siendo el principal periodo de floracion en junio y julio. En los meses de

septiembre y octubre tiene lugar una segunda floracion pero mas pequefa. Asi la
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primera cosecha se concentra en los meses de octubre, noviembre y diciembre, y

la segunda durante marzo y abril (LOpez-Andrade y col., 2003).

El fruto — comunmente llamado “mazorca de cacao” — es una baya eliptica
de color amarillo, rojo, morado o café que puede alcanzar una longitud de 15 a 25
cm de largo por 7 a 10 cm de grueso. Cada fruto contiene entre 30 y 40 semillas,
con cotiledones de color blanco, purpura o marron-rojizo dependiendo del genotipo
y envueltas en una pulpa o mucilago muy himedo, blanco y dulce; razén por la
cual al cacao fresco o recién extraido de la mazorca se le denomina “cacao en
baba”. La semilla de cacao se conoce también como haba, grano o almendra,
tiene forma aplanada, ovoide, de 2 a 3 centimetros de longitud, 1.5 centimetros de
ancho y con una fina testa. Los cotiledones, que forman la mayor parte de la
semilla, son planoconvexos e irregularmente plegados. Tanto la testa como la
almendra son de color pardo rojizo que varia en diversas variedades comerciales
(Lépez-Andrade y col., 2003).

1.1.3. Diversidad
Los arboles de cacao tienden a ser agrupados por tradicion en tres grupos

principales llamados Criollo, Forastero y Trinitario; de los cuales muchos hibridos
han sido y continuaran siendo desarrollados (ITC, 2001) (Figura 1).

La diversidad es mas evidente en caracteres del fruto como la forma, relieve
de la superficie y color; asi como la forma de la semilla y el color de los
cotiledones y en menor grado en caracteres del porte, follaje y flores. Menos
visibles pero de gran importancia econémica son las diferencias de susceptibilidad

a enfermedades fungosas (Leo6n, 2000).

Los cacaos Criollos se caracterizan por tener frutos alargados, mazorcas de
color rojo o amarillo en la madurez, los cotiledones frescos son de color blanco o
violeta pélido. Requieren de un periodo corto para fermentar (2-3 dias), es muy
aromatico y se los designa comercialmente como “cacao fino”. Este grupo se

cultivo primeramente en Mesoamérica donde ya son muy raros, luego en
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Suramérica, se cruzaron con poblaciones forasteras, dando origen al grupo
Trinitario (Leon, 2000). Se ha reportado que los Criollos son extremamente
susceptibles a las enfermedades, especialmente a Phytophthora spp vy
Ceratocystis y no sobreviven a ataques persistentes de plagas (Toxopeus, 1985).

Los Trinitarios no son encontrados en estado silvestre, son descendientes
de cruces entre los Criollos y poblaciones locales de Forasteros; la mayor parte de
América del Sur estd ocupada por esta variedad. Las poblaciones de Trinitario
tienen caracteristicas de mazorca y semilla usualmente variables, debido a los
caracteres altamente contrastantes de sus ancestros (Ledn, 2000; Toxopeus,
1985).

Los Forasteros son un gran grupo que comprende tipos cultivados, semi-
cultivados y silvestres, se cree que tienen su origen en la Amazonia. Las
variedades de Forastero son por mucho las que producen el mayor tonelaje de
semilla cosechada, de las cuales las poblaciones de Amelonado son las mas
cultivadas (Leo6n, 2000; Toxopeus, 1985). Actualmente la mayoria de los arboles
plantados de Forastero son hibridos, ya sea entre variedades de Forastero o una
mezcla entre Criollo y Forastero. Estos hibridos son preferidos debido a la mayor
resistencia a las enfermedades conocidas y a que tienen una mayor produccion
(ITC, 2001). En México los genotipos predominantes se clasifican como Complejo
Genético Trinitario por ser producto de la hibridacion natural de los criollos, nativos

y forasteros (Foro Nacional Cacaotero, 2003).
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Figura 1. Diversidad de frutos y semillas de cacao. a) cacao forastero® b) cacao criollo ¢) trinitario.

! http:/iwww.directoalpaladar.com/ingredientes-y-alimentos/el-cacao-en-la-gastronomia.
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1.2. Proceso de germinacién
La germinacion incorpora aquellos eventos que se inician con la absorcion

de agua por la semilla seca y terminan con la elongacion del eje embrionario. El
proceso concluye cuando la radicula penetra y atraviesa las estructuras que
rodean al embriodn, lo que frecuentemente se conoce como “germinacion visible”
(Herrera y col., 2006). Existen dos tipos de germinacion, la germinacion epigea y
la hipogea. En las plantulas hipogeas, los cotiledones permanecen enterrados;
Unicamente la plimula atraviesa el suelo. ElI hipocétilo es muy corto,
practicamente nulo. A continuacion, el epicotilo se alarga, apareciendo las
primeras hojas verdaderas, que son, en este caso, los primeros 6rganos
fotosintetizadores de la plantula (Figura 2a). Este tipo de germinacién lo presentan

las semillas de los cereales (trigo, maiz, cebada, etc.) (Herrera y col., 2006).

La semilla de cacao posee un tipo de germinacion epigea, en la cual ocurre
un alargamiento del hipocétilo que lleva a los cotiledones y la yema embrionaria
por encima del nivel del suelo. Presentan este tipo de germinacion las semillas de
cebolla, lechuga, mostaza, etc. (Figura 2b) (Bewley, 1997). Las semillas de cacao,
una vez retiradas del fruto, germinan rapidamente, a los 4 6 6 dias después de la
siembra. Emergen primero la raiz y el hipocétilo, lo que ocasiona que los
cotiledones se eleven por encima del nivel del suelo (10 a 15 dias después de la
siembra). Los cotiledones abren exponiendo a la plumula, la cual empieza a crecer
al mismo tiempo que la raiz pero es mucho mas pequefia. La primera fase de
crecimiento termina con la maduracion de las primeras hojas (Lépez-Andrade y
col., 2003).

En 1957, Evenari (Herrera y col., 2006) dividio el proceso de germinacion
en tres fases (Figura 3):
Fase I: imbibicion. Con el ingreso de agua a la semilla durante la fase |, se
producen en forma temporal, alteraciones estructurales importantes, en particular
en las membranas. En la semilla seca, los componentes fosfolipidicos de la

membrana se encuentran en fase de gel, por lo que no estdn en su condicion
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normal, lo que provoca una salida inicial mayor de solutos y de metabolitos de bajo

peso molecular hacia la solucion que rodea a la semilla. No obstante, con la

las membranas retornan rapidamente a un estado cristalino

rehidratacion
hidratado, condicibn mas estable, por lo que practicamente cesa la pérdida de
solutos. La rehidratacion permite que las enzimas y estructuras presentes en la

semilla deshidratada, necesarias para el reinicio del metabolismo, se reactiven.
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Figura 2. Tipos de germinacién.’ a) germinacién epigea b) germinacién hipégea

* http://iescarin.educa.aragon.es
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En general, se requieren varias horas antes de que el metabolismo alcance
su pleno rendimiento. Durante ese periodo se observa la degradacion o reemplazo
de componentes dafiados. En forma simultdnea se observa la sintesis de ADN
para reparar aquel que hubiese sido dafiado durante la fase de maduracion y
deshidratacion, y la sintesis de ADN mitocondrial (Bewley, 1997).

Uno de los aspectos mas importantes durante las primeras horas de la
germinacion es la reconstitucion de las membranas. El organelo que sufre
mayores perturbaciones es la mitocondria. Esta, presente en la semilla seca, no es
funcional al inicio de la imbibicion, ya que sus membranas no estan
completamente reformadas. Aun asi, la curva de absorcién de agua (Figura 3)

coincide con la del proceso respiratorio.

Fase II: activacion metabdlica o germinacion sensu stricto. A diferencia de la
anterior, esta fase se caracteriza por un cese en la absorcion de agua y una
actividad respiratoria mas reducida. Durante esta fase ocurre la sintesis, a partir
de las reservas disponibles, de nuevas estructuras y compuestos necesarios para
las fases siguientes del desarrollo. En este sentido, y contrario a la fase lll, la
germinacién sensu stricto es principalmente anabdlica y por lo tanto endergdnica,

consumiendo la energia disponible.

Previo a la aparicion de la radicula, se producen cambios transcripcionales
en la elongacion y division celulares. En general, los genes que codifican para el
proceso de elongacién tienden a ser activados en forma temprana, en relacién con

la division celular.

Fase Ill: crecimiento de la radicula. Finalmente, en la fase Il tiene lugar la
emergencia de la radicula (crecimiento visible), concluyendo el proceso
germinativo, ya que el crecimiento subsecuente se considera un proceso separado

y marca el inicio del crecimiento de la plantula. Dentro de los requerimientos
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ambientales necesarios para la germinacion se consideran esenciales el agua, el
oxigeno y la temperatura. En ausencia de alguno de estos factores, la mayoria de
las semillas se mantendrian en un estado quiescente, aun sin reposo. En el caso
de las semillas recalcitrantes, como el cacao, se produciria una rapida disminucion

de la longevidad de la semilla.

A
!
a
© .
=
= ! Inicio & cién
o ! ra
§ I
[
a]
< Pérdida :
/ solutos 1
[ [
- ! tiempo
L 1 *
__ Reparacion ADN Divisidn celular >
< > Sintesis ADN
_ Sintesis proteina
" (ARN formado) Sintesis Proteina ~
(Nuevo ARNM) -
_ Reformacion membrana
D mitocondria - Sintesis de nuevas o
mitocondrias
Glucolisis >
Fosforizacion oddativa -

Movilizacién reservas

Figura 3. Curva de absorcion de agua de las semillas y las actividades metabdlicas
asociadas con las diferentes fases. | =fase de imbibicién; Il = germinacién sensu stricto; Ill =
crecimiento radicula (Herrera y col., 2006).
Posterior a la hidratacién de los distintos tipos de tejidos que conforman la
semilla, tienen lugar en ellos una serie de reacciones metabdlicas de hidrdlisis que

transforman las sustancias nutritivas de reservas en moléculas mas sencillas y
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asimilables para el embrion. Entre estas sustancias nutritivas de reserva se
encuentran los carbohidratos, lipidos y proteinas. La hidroélisis de las proteinas de
reserva es catalizada por diferentes tipos de enzimas proteoliticas, agrupados bajo
el nombre de peptidasas. A medida que progresa la germinacion, las fracciones
proteinicas de reserva se transforman en otras de menor peso molecular,
especialmente pequefios péptidos y aminoacidos. Estas proteinas de reserva
acumuladas en la semilla durante su desarrollo, sirven como fuente de nitrégeno,
azufre y carbono durante la germinacion de la propia semilla (Shotwell y Larkins,
1988). Se ha reportado que en las semillas dicotiledoneas, como en el caso del
cacao, la degradacion de las proteinas de reserva, va acompafiada por
consiguiente de una acumulacién de aminoacidos libres en los cotiledones
(Bewley y col., 1997).

1.3. Clasificacion y nomenclatura de las enzimas
Las enzimas que catalizan la ruptura hidrolitica de un enlace peptidico se

denominan hidrolasas, segun la Lista de la Comision de Enzimas, E.C. Esta
primera lista, principalmente la parte encargada de las peptidasas (perteneciente a
la clase 3, subclase 3.4), ha experimentado la mayor revisién, basada en las
recomendaciones de un grupo de expertos del Comité de Nomenclatura de la
Union de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB),

(www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/enzyme.html).

Las peptidasas —segun la base de datos MEROPS- se clasifican en familias.
Una familia es un grupo de peptidasas homadlogas en base a las similitudes de la
secuencia de aminoacidos Cada familia es identificada por una letra
representando el tipo catalitico de las peptidasas junto con un namero Unico.
Algunas familias son divididas en subfamilias debido a la evidencia de una
divergencia con la familia, por ejemplo S1A, S1B. Ademas, cada clase de enzimas
posee inhibidores caracteristicos, lo que permite su clasificacion dentro de un

determinado grupo (http://merops.sanger.ac.uk). Estas ocho clases de enzimas

proteoliticas basados en la naturaleza de los grupos responsables de la catalisis

son:
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1. Aspartil peptidasas (A). Poseen uno o mas grupos carboxilo (generalmente
acido aspartico) en su sitio activo. Inhibidas por pepstatina. Como ejemplo
renina y pepsina.

2. Cistein peptidasas (C). Caracterizadas por poseer un grupo tiol (-SH) del
aminoacido cisteina en su centro activo. Activadas por ditiotreitol (DDT) e
inhibidas por 4-cloromercuribenzoato.

3. Glutamil peptidasas (G). Caracterizadas por poseer acido glutdmico en su
centro activo.

4. Metalopeptidasas (M). Poseen uno o dos iones metélicos en su centro
activo (en la mayoria de los casos Zn®"). Inhibidas por etilén-diamino-
tetraacético (EDTA).

5. Asparagin peptidasas (N). Caracterizadas por poseer al menos un residuo
de asparagina en su centro activo.

6. Serin peptidasas (S). Poseen al menos un residuo de serina en su centro
activo y son inhibidas especificamente por diisopropil-fosfofluoridato y otros
organofosforados. Entre ellas tripsina, leucil endopeptidasa o prolil
aminopeptidasa.

7. Treonin peptidasas (T). Poseen al menos un residuo de treonina en su
centro activo.

8. Peptidasas no clasificadas (U) Se incluyen aqui peptidasas de mecanismo

catalitico desconocido.

Clasicamente las enzimas proteoliticas se dividieron en exopeptidasas y
endopeptidasas. Las primeras hidrolizan enlaces proximos (uno de dos residuos) a
los extremos N 6 C-terminal de la cadena polipeptidica, mientras que las
endopeptidasas actuarian sobre los enlaces distantes de los extremos de la
cadena.
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1.3.1 Endopeptidasas
De acuerdo a su metabolismo catalitico en: aspartil peptidasas, cistein

peptidasas, glutamil peptidasas, metalopeptidasas, asparagin peptidasas, serin

peptidasas, treonin peptidasas y peptidasas no clasificadas.

1.3.2 Exopeptidasas
Las exopeptidasas son enzimas hidroliticas cuya accion se limita a uno u otro

terminal de la cadena polipeptidica. Se clasifican de acuerdo a la especificidad que
muestran por un determinado sustrato y se les suele asignar un nombre
convencional que indica el extremo del péptido (grupo a-amino o a-carboxilo)
frente al cual son activos y el tamafio del fragmento liberado (aminoéacido,
dipéptido o tripéptido aislado) (NC-IUBMB). Este grupo comprende:

a) Las aminopeptidasas (L-aminoacil péptido hidrolasas EC 3.4.11.) que
catalizan la reaccion de liberacion secuencial de aminoacidos del extremo
amino terminal.

b) Las carboxipeptidasas (Peptidil aminoacido hidrolasas EC 3.4.12) que
catalizan la liberacién secuencial de aminoécidos del extremo carboxilo
terminal.

c) Las dipeptidasas (Dipéptido hidrolasas EC 3.4.13) que hidrolizan dipéptidos
con sus grupos amino y carboxilo libres.

d) Las dipeptidil aminopeptidasas (Dipeptidil péptido hidrolasas EC 3.4.15) que

liberan dipéptidos en el extremo amino terminal.

Dentro de éste ultimo grupo de exopeptidasas, se encuentran las Xaa-prolil
dipeptidil aminopeptidasas (Xaa-Pro-DAP), enzimas que en este trabajo han sido
investigadas en cacao. Las caracteristicas principales de este tipo de enzimas se

describen en las paginas de la siguiente seccion.

1.4. Xaa prolil dipeptidil aminopeptidasas (Xaa-Pro-DAP’s)

1.4.1 Clasificacion
- Clasificacion enzimatica de la NC-UIBMB: E.C 3.4.14.5

- Clasificacion de peptidasas: Clan SC, familia S9, MEROPS ID: P27487.
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1.4.2. Accion
Libera dipéptidos de los extremos amino terminal, teniendo preferencia por Pro

en la pendltima posicion de oligopéptidos (Magboul y McSweeney, 2000).

1.4.3. Sustrato sintético
Los sustratos cromogénicos que se utilizan con mas frecuencia para la

evaluacion de la actividad dipeptidil aminopeptidasica son los derivados de la p-
nitroanilida (pNA), bien sean aminoacidos o bien dipéptidos. La enzima Xaa-Pro-
DAP descrita por Garcia-Alvarez y col. (1985) y posteriormente por Magboul y
McSweeney, (2000), presente en las bacterias acido lacticas, tiene mucha
especificidad por el sustrato Ala-Pro-pNA, seguido de Arg-Pro-pNA y Gly-Pro-NA.
La utilizacion de estos péptidos como sustratos resulta muy practico, ya que la
enzima actla liberando el aminoacido correspondiente y la p-nitroanilina, un
compuesto de color amarillo, que absorbe a 405 nm de longitud de onda. De la
reaccion se deduce que la enzima especificamente hidroliza enlaces peptidicos
que involucran al grupo carbonilo de la prolina, colocada como segundo residuo

amino (Gallo y col., 2005).

1.4.4. Mecanismo catalitico
Al pertenecer al grupo de las serin peptidasas, la enzima Xaa-Pro-DAP

comparte el mecanismo catalitico de estas enzimas. Este mecanismo consiste en
una fase de acilacion en la que se forma un intermediario covalente acilenzima,
con liberacion del primer producto, y una fase de desacilacién en la que una
molécula de agua rompe el intermediario con liberaciéon del segundo producto.
Todas estas enzimas tienen un centro activo, tres aminoacidos absolutamente
conservados, Serina, Histidina y Aspartato, conjunto que recibe el nombre de
triada catalitica. Al centro activo de la enzima se une el sustrato. En este caso, se
presenta como sustrato un cromogeno muy utilizado en los ensayos de
guimiotripsina, la N-succinil-L-fenilalanina 4-nitroanilida (Figura 4). (Copeland,
2000).
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Figura 4. Mecanismo catalitico de la serin peptidasa, quimiotripsina con el sustrato
cromoégeno N-succinil-L-fenilalanina 4-nitroanilida. Los aminoacidos que conforman la triada
catalitica (Ser, His y Asp) se muestran en color rojo (Copeland, R., 2000).

1.4.5. Propiedades moleculares
Es una serin peptidasa ya que contiene un residuo de serina en su sitio activo.

De acuerdo a su estructura 3D, se ha reportado que esta enzima de origen
eucaridtica consiste en un dominio de 8 laminas  y un dominio a/f hidrolasa, el
cual forma el dominio catalitico con dos pequenas a-hélices de la secuencia N-
terminal. Este dominio helicoidal, de todas las enzimas perteneciente al clan SC
presenta residuos importantes para su especificidad enzimética (Figura 5)

(Rasmussen y col, 2003; Engel y col., 2003).
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Figura 5. Estructura de una Xaa-Pro-DAP (DPP-IV [IN1M] de
origen humano) ejemplo de la subfamilia S9B. El dominio
N-terminal esta de color rojo, el dominio catalitico es verde,

el dominio helicoidal y méas pequefio es naranja y la triada
catalitica es magenta con una representacion de esfera 'y
palillos (Rasmussen y col., 2003).

En bacterias &cido lacticas, la Xaa-Pro-DAP se ha reportado con pesos
moleculares relativos de 82 kDa en Lactococcus lactis (Pérez-Guzman y col.,
2006), en Lactobacillus sakei identificada con un peso molecular de 88 kDa,
sugiriendo estar compuesta de dos subunidades de peso moleculares
equivalentes, (Sanz y Toldr4, 2001), en Lactobacillus curvatus DPC2024 se
reportd un peso molecular estimado de 97.4 kDa (Magboul y McSweeney, 2000),
Miyakawa y col.(1991) identificaron un peso molecular de 90 kDa en Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus LBU-147, la cual en condiciones nativas presentaba
270 kDa de PM, sugiriendo estar compuesta de tres subunidades de
aproximadamente peso molecular equivalente. En mamiferos, Xaa-Pro-DAP ha
sido reportada como un homodimero con una subunidad de peso molecular en el
rango de 110 a 130 kDa (88 kDa después de la desglicosilacién. En cebada fue
identificada como una glicoproteina monomérica con un peso molecular estimado
de 105 kDa (85 kDa después de la desglicosilacion) (Davy y col., 2000).

Es inhibida por Fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF), inhibidor especifico de
serin peptidasas y por el acido p-cloromercuribenzoato (Magboul y McSweeney,

2000), en cebada se reporto la Diprotina A y B como inhibidores de su actividad
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enzimatica (Davy y col., 2000), en Lactobacillus sakei los cationes (Cu®**, Zn** y
Hg*") inhibieron fuertemente la actividad de Xaa-Pro-DAP y los agentes quelantes
tales como EDTA y o-fenantrolina tuvieron poco efecto en la actividad de la
enzima purificada (Sanz y Toldr4a, 2001). Su pH 6ptimo ha sido reportado
alrededor de pH 6.5.0-7.5 (Sanz y Toldra, 2001; Miyakawa y col., 1991, Magboul y
McSweeney, 2000).

1.4.6. Distribucion
La Xaa-Pro-DAP es la peptidasa especifica de prolina méas estudiada en

bacterias acido lacticas (Christensen y col., 1999; El-Soda, 1993). La enzima
también es conocida como dipeptidil peptidasa IV, la contraparte en mamiferos
(Sanz y col., 2001). Esta enzima inicialmente fue identificada en higado de rata
(Hopsu-Havu y Glenner, 1966) y consecuentemente purificada de varios tejidos de
mamiferos (Cunningham y O"Connor, 1997). La actividad Xaa-Pro-DAP también
ha sido reportada en insectos, levaduras (Bordallo y col., 1984) y plantas
(Besanovay col., 1987; Stano y col., 1994b; Stano y col., 1997; Davy y col., 2000).

1.4.7. Aspectos biologicos
Hopsu-Have y Glenner en 1966 identificaron la actividad de Xaa-Pro-DAP

en higado de rata y en rifiobn de cerdo, reportando que esta enzima presenta
habilidad de hidrolizar el extremo carboxilo terminal de la prolina en Gli-Pro-2-

naftilamida, la cual generalmente no es hidrolizada por otras enzimas.

Consecuentemente Xaa-Pro-DAP fue purificada de varios tejidos de
animales y de bacterias, reportandose estar involucrada en un numero de
procesos bioldgicos, tales como la asimilacion intestinal, activacién inmunoldgica
de células T y B y el reciclamiento de péptidos con prolina en su estructura
(Cunningham y O"Connor, 1997). Se ha encontrado en altas concentraciones en
las membranas celulares de intestino e higado, donde se cree estar involucrada
en la absorcion y recliclamiento de péptidos que contienen prolina en su

estructura, ya que ratas deficientes de Xaa-Pro-DAP perdieron peso cuando
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fueron alimentadas con gliadina, una proteina rica en prolina (Cunningham y
O’Connor, 1997).

Las Xaa-prolil dipeptidil aminopeptidasas han sido identificadas en bacterias
acido-lacticas y un numero de ellas han sido purificadas de cultivos de
Lactococcus y Lactobacillus (Kunji y col., 1996; Law y Haandrikman, 1997). Los
genes de X-prolil dipeptidil aminopeptidasa han sido secuenciados de Lc lactis
ssp. cremoris P8-2-47 (Mayo y col., 1991), Lc. lactis ssp. lactis NCDO 763 (Nardi y
col., 1991), Lb. helveticus 53/7 (Vesanto y col., 1995) y Lb. helveticus CNRZ 32
(Yuksel y col., 1996).

La funcion fisiolégica de Xaa-prolil dipeptidil aminopeptidasa en bacterias
acido lacticas es facilitar la digestion de proteinas ricas en prolina, tales como la
caseina, y liberar aminoacidos libres esenciales para su crecimiento en la leche.
Las caseinas son proteinas ricas en residuos de prolina, los cuales por su
estructura inusual modifican la conformacién de los péptidos y restringen su
escision por endo y exopeptidasas comunes. Ademas, se ha reportado que los
péptidos que contienen prolina estan involucrados con el sabor amargo en el
queso (Visser y col., 1983), mientras que la prolina liberada le imparte un sabor
dulce (Biede y Hammond, 1979). Por lo tanto, ésta es necesaria para liberar la
prolina de los péptidos amargos por la accién de peptidasas especificas. La Xaa-
prolil dipeptidil aminopeptidasa exhibe altos niveles de actividad que otras enzimas
especificas de prolina, y ha sido considerada una de las mas importantes en los
procesos de degradacion de caseina, debido a su alta especificidad por este

sustrato (Booth y col., 1990a).

La dipeptidil aminopeptidasa parece jugar un papel importante en conjunto
con otras enzimas proteoliticas tales como proteinasas y aminopeptidasas de
bacterias &cido lacticas en la formacion de dipéptidos absorbibles en yogurt
(Miyakawa y col., 1991).
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En plantas, la funcion de Xaa-Pro-DAP no esta claramente establecida, sin
embargo esta actividad ha sido detectada en semillas de amapola (Besanova y
col., 1987; Stano y col., 1997) y pepinillos (Stano y col., 1994b) y en callos de
ginseng (Stano y col., 1994a), y se sugiere que juega un papel en la movilizacion
y/o utilizacion de proteinas de reserva durante la germinacion. La actividad de
Xaa-prolil dipeptidil aminopeptidasa en pepino fue localizada principalmente en el
tejido vacuolar y epidermis de raices e hipocatilos, incrementandose durante la

germinacion (Stano y col., 1994b).

Davy y col., 2000, purificaron y caracterizaron la actividad de dipeptidil
peptidasa IV en cebada (Hordeum vulgare L.) con una probable localizacion en el
embrion o el escutelo. Durante la germinacion, las proteinas de reserva,
localizadas en el endospermo, son degradadas inicialmente por una combinacion
de endo y exopeptidasas secretadas de alrededor de la aleurona y tejido del
escutelo (Koehler y Ho, 1990). Péptidos pequefios de dos o cinco residuos de
aminoacidos se acumulan en el endospermo en concentraciones milimolares, y
son subsecuentemente transportados por via especializada al epitelio escutelar
del embrién, donde son degradados a aminoé&cidos libres (Higgins y Payne, 1981).
La mayor parte de los péptidos liberados por accion de ésta enzima tienen un
residuo Pro en segunda y/o pendultima posicion, basado en el conocimiento de su
especificidad y patron de escisidén en la hordeina (proteina que contiene dominios
ricos en Pro y GIn con secuencias repetitivas) (Davy y col., 1998). Asi, la dipeptidil
peptidasa IV podria estar involucrada en este Ultimo paso de movilizacion de
proteinas de reserva liberando dipéptidos, tripéptidos y aminoacidos en el escutelo
y/o embrion. Los di y tripéptidos liberados después podrian ser degradados a
aminoacidos libres por aminopeptidasas y dipeptidasas (Sopanen, 1976) y
carboxipeptidasas (Breddam y Sorensen, 1987), las cuales también estan

presentes en el embrién de cebada (Dal Degan y col., 1994).
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1.5 Purificacion de proteinas

1.5.1 Tendencias actuales sobre purificacion de proteinas

El aislamiento y purificaciéon de una proteina de interés es un primer paso
esencial antes de investigar sus propiedades estructurales y funcionales. Los
métodos cromatogréficos tradicionales requieren con frecuencia varios pasos que
consumen tiempo con procedimientos costosos. Bajo esta perspectiva, se han
propuesto alternativas como la purificacion de proteinas via adsorbentes de
membrana que ofrece una ventaja en rapidez y sencillez pero con un aislamiento
efectivo. Los procedimientos de aislamiento utilizan las membranas con una
estructura de poro favorable, permitiendo velocidades de flujo elevadas sin causar
la caida de presion, y por consiguiente se evita el estrés a las estructuras
proteicas (Suck y col., 2006). Ademas, la transferencia de masa se lleva a cabo a
través de conveccion mas que difusion, permitiendo procesos de separacion
rapidos, a diferencia de la columnas empacadas donde la difusion de los solutos
en la matriz es lenta (Gosh, 2002). Las membranas especificas estan disponibles
con diferentes funcionalidades, incluyendo ligandos para intercambio idnico,

cromatografia de agentes quelantes y afinidad (Suck y col., 2006).

Se han desarrollado protocolos de purificacion mas eficientes, tales como el
uso de la cromatografia de afinidad en la cual metales quelantes (Li y col., 2001; Li
y col.,, 2002) o ligandos especificos (Mills y col., 2006) son inmovilizados en
resinas activadas y su union selectiva es utilizada para separar las proteinas
objetivo. Subsecuentemente la incorporacién de marcadores especificos en las
proteinas de interés cambi6 la cromatografia de afinidad de una técnica exética a
un protocolo de purificacion de rutina (Schmitt y col., 1993; Lichty y col., 2005).
Ahora las columnas disefladas para reconocer especificamente estos marcadores
ligados han llegado a convertirse en el método de eleccion e inicialmente
sostienen la promesa de purificacién del extracto celular crudo a una proteina
homogénea en un solo paso. En realidad, alcanzar esta promesa es un evento
raro, ya que por ejemplo, la unidbn no especifica de proteinas con histidinas

expuestas en la superficie del entorno celular frecuentemente resulta en que
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varias proteinas coeluyen a través de las columnas de afinidad con la proteina de
interés (Bolanos-Garcia, 2006).

Ademas, también se ha mostrado que las proteinas unidas a iones metalicos
pueden separarse en resinas con alta afinidad en cromatografias de afinidad
metaloinmovilizada (IMAC por sus siglas en inglés, immobilized metal affinity
chromatography) (Kung y col., 2009; Dalal y col., 2008; Mills y col., 2006). Han
sido disefiados algunos métodos para eliminar las uniones no especificas (Westra
y col., 2001; Franken y col., 2000) y separar las otras proteinas que se ligan a
estas resinas de afinidad (Jiang y Hearn, 1996) dando algunas mejoras, pero aun
no eliminan completamente éstos problemas. Como consecuencia, la purificacion
de las proteinas de interés frecuentemente requiere uno 0 mMAs pasos
cromatograficos acoplados a cromatografia de afinidad para alcanzar una proteina
altamente pura (McCluskey y col., 2007; Coulombe y Meloche, 2002). Ademas, en
algunos casos es posible la pérdida de informacion debido a la interferencia del
marcador en el ensayo enzimatico, demeritando la estructura y funcion de la
proteina (Bonetta, 2006).

En los ultimos afios se han desarrollado diversos protocolos automatizados
para el proceso de purificacion de proteinas. Cada uno de estos protocolos es
disefiado en torno a la purificacién por cromatografia de afinidad, cada uno en un
solo paso, sistema alto rendimiento/gran capacidad (high-throughput HT)
(Fisher y col., 2006; Bonetta, 2006) o cromatografia de afinidad como primer paso
en protocolos de columnas duales (Bhikhabhai y col., 2005; Sigrell y col., 2003). El
uso de instrumentos como el BioOpix 10 (Teledyne Isco, Lincoln) ha sido disefiado
para purificar en paralelo hasta 10 proteinas de fusion, considerando variables
como pH, medios y gradientes (Fisher y col., 2006). También se han disefiado
nuevos protocolos para obtener proteinas puras sin un marcador. Por ejemplo, es
posible usar aptameros para purificar proteinas pero ellos son extremadamente
complejos, inciertos y aun no son apropiados para el sistema alto rendimiento

(high-throughput) (Javaherian y col., 2009).
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Todas esas aplicaciones estan disefladas para trabajar exclusivamente con
proteinas marcadas, y también tienen poca flexibilidad de permitir al usuario
seleccionar el tipo y el orden de los pasos cromatograficos. DeMarco y col. (2009)
han disefiado un protocolo totalmente automatizado para purificar proteinas
marcadas y proteinas no marcadas que permite al usuario seleccionar el tipo y
la secuencia de los protocolos cromatogréaficos, permitiendo ajustar el criterio de
seleccion de fracciones que son usados en cada protocolo. Se han probado
métodos separados automatizando los pasos de carga de muestra, lavado de
columna, elucién de la muestra y coleccién de fracciones para cromatografias de
intercambio idnico, afinidad por metales, interaccion hidrofébica vy filtracion en gel.
Estos métodos individuales son disefiados para ser acoplados y corridos
secuencialmente en cualquier orden para alcanzar un protocolo de purificacion de

proteinas flexible y totalmente automatizado (DeMarco y col., 2009).

El proceso de purificacion sigue siendo ain muy empirico, y un método
unificado para purificar proteinas sin un marcador de afinidad todavia no esta
disponible (Adhikari y col., 2010). Para la purificacion de proteinas industrialmente
importantes, principalmente en cuestiones gendmicas, no es factible para las
industrias el uso de marcadores (6 x His- 0 GST) debido al costo-efectividad y por
el costo de las columnas. Adhikari y col. (2010) formularon un método Unico de
purificacién de proteinas basicas, especificamente en proteinas recombinantes
de E. coli. Encontrando que si el pH del regulador es meramente una unidad de
pH por debajo se punto isoeléctrico (pl) de las proteinas recombinantes, la
mayoria de pueden ser ligadas a una columna de intercambio catidnico.
Especificamente el método podria funcionar para proteinas por debajo del criterio
de pl-1 = 6.94, siendo el primer protocolo de purificacion de proteinas basado en
predicciones tedricas y consecuente seleccion de pH del regulador de purificacion

y el pl de la proteina a purificar.
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1.5.2 Purificacion clasica de proteinas

Como se describi6 en la seccién anterior existen muchas metodologias
alternativas para la purificacion de una proteina, sin embargo la metodologia
clasica sigue hoy en dia empleandose con muy buenos resultados. A continuacion
se describen los protocolos mas comunmente aplicados y que fueron llevados a

cabo en el presente trabajo de investigacion.

e Obtencidn del extracto crudo

El primer paso de las técnicas de purificacion de proteinas y enzimas, es la
ruptura de las células y liberacion de la enzima en un extracto acuoso. Existen
muchos métodos de desintegracion celular, para los diferentes tipos de células
(Cuadro 1). Las células vegetales son generalmente mas dificiles de desintegrar
que las animales debido a la pared celular celulésica. No es recomendable el uso
de un tratamiento de ruptura mas vigoroso que el necesario, ya que las enzimas

labiles podrian inactivarse una vez liberadas en solucién (Lépez y Valadez, 2008).

Una vez que la proteina se ha extraido de su entorno natural esta expuesta a
muchos agentes que pueden dafiarla. Los cambios bruscos de pH, acidos y bases
fuertes, temperaturas extremas y accion de las proteasas, son los principales
factores que pueden desnaturalizar las proteinas. Para evitar o minimizar estos
factores la manipulacion de las proteinas durante el proceso de purificacion suele
llevarse a cabo en disoluciones tamponadas, a bajas temperaturas (4 °C) y se
procura que el proceso sea lo mas corto posible, ademas en ocasiones es
necesario afiadir el tampdén de extraccibn agentes protectores de grupos
especificos de la proteina o bien inhibidores de proteasas (Pérez y col., 2006).

El extracto es preparado después de la desintegracién celular, mediante
centrifugacion para retirar el material insoluble. En el caso de tejidos vegetales, es
importante el uso de algun agente que controle procesos indeseables durante la
homogenizacion. Un problema particular con muchas plantas es su contenido de

compuestos fendlicos, los cuales oxidan —principalmente bajo la influencia de
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polifenol oxidasas enddgenas- para formar compuestos oscuros. Estos pigmentos
ligan a las proteinas y reaccionan covalentemente para inactivar muchas enzimas.
Se recomiendan dos acciones para este problema. Primero, la adicion de tiol
compuestos tales como B-mercaptoetanol, minimiza la accion de fenol oxidasas.
Segundo, la adicién de polivinilpirrolidona es con frecuencia Gtil en la adsorcion de
compuestos fendlicos. Finalmente, para la extraccion de proteinas de membrana

es util el empleo de un detergente para lograr su solubilizacion (Scopes, 1994).

Cuadro 1. Técnicas de desintegracion celular (Scopes, 1994).

Técnica Ejemplo Principio
Ligero
Lisis celular Eritrocitos Ruptura osmética de la membrana celular.
Digestion Tratamiento de lisozima de

Digestion de la pared celular, permitiendo

enzimética bacteria
la ruptura de la membrana celular.
Solubilizacion Extraccion con tolueno de  Pared celular (membrana) parcialmente
quimica/autdlisis levaduras solubilizada quimicamente; enzimas liticas
liberadas completan el proceso.
Homogenizador . p , .
mgnual Tejido de higado Células liberadas de la membrana celular,
forzadas a través de pequefios espacios.
Molienda Musculo, etc. Células rotas durante proceso de
molienda mediante fuerza de cizalla.
Moderado
Homogenizador Tejido muscular, la mayoria . .
) - . Z Cortar a intervalos células grandes vy
de cuchilla de tejidos animales, tejidos

separar en pequefas.
de plantas. P Peq

Molienda con

. Tejido de plantas, bacteria
abrasivo

Microasperezas rasgan la pared celular.

Vigoroso

Células forzadas a través de un pequefio

orificio a muy altas presiones; fuerzas de

cizalla rompen las células.

Microescala de alta presion de ondas de

sonido causan ruptura por fuerzas de

cizalla y cavitacion.

Molino de cuentas Suspensiones de células Vibracion rapida con cuentas de cristal
rompen la pared celular.

Prensa de French Bacteria, células vegetales

Ultrasonicacion Suspensiones de células
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e Precipitacion con sulfato de amonio y didlisis
Una vez solubilizadas, se someten a una purificaciéon, comiunmente hecha

con sulfato de amonio y a esto se le conoce como precipitacion por sales. La
precipitacion por sales es la base de los procedimientos de purificacion empleados
mas comunmente y es la etapa inicial de los procesos de purificacién de proteinas.
Es una consecuencia primaria de la competencia entre los iones de la sal que se
han afiadido y los demas solutos disueltos por las moléculas de solvatacion.
Cuando las concentraciones de sal son altas, se hallan solvatados tantos iones
que se han afadido que la cantidad del grueso de disolvente de que se dispone
llega a ser insuficiente para disolver solutos. De aqui que las interacciones soluto-
soluto se hacen mas fuertes que las interacciones soluto-disolvente y el soluto
precipita (Voet y Voet, 2006).

Posteriormente, las sales deben ser retiradas del precipitado mediante la
didlisis. La dialisis es un proceso que separa moléculas de acuerdo con su
tamafo, mediante el empleo de membranas semipermeables que contienen poros
de dimensiones inferiores a las moleculares. Estos poros permiten que las
moléculas pequefias se difundan a través de la membrana pero bloqueen el
transito de moléculas mayores. El acetato de celulosa y nitrocelulosa son los

materiales de dialisis comunmente usados (Voet y Voet, 2006).

Las proteinas pueden ser purificadas en forma activa con base a sus
caracteristicas, tales como la solubilidad, tamafio, carga y afinidad especifica
(Long y col., 2008). Los tipos de cromatografias generalmente usados en una

purificacion proteica se muestran en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Cromatografias clasicas para purificacion de proteinas

(Long y col., 2008).

Caracteristica

Tipo de

molecular cromatografia Caracteristicas Aplicacién
El fraccionamiento es
mejor en las dltimas
Resolucibn moderada para el etapas de la purificacion.
fraccionamiento 'y buena para En cualguier momento
Tamafio Filtracion en gel tampones intercambiadores. puede ser utilizado los
Capacidad limitada por el volumen intercambiadores y podra
de muestra. existir una limitacion
respecto al volumen de la
muestra.
L, Es mas efectiva en las
La resolucion puede ser alta. _.
. g primeras fases del
. Capacidad alta no limitada por el ; .
Intercambiador . fraccionamiento cuando
Carga A volumen de la muestra. La velocidad .
iGnico , se van a manipular
puede ser muy elevada dependiendo ;
. grandes volumenes.
de la matriz.
Puede ser utilizado en
cualquier fase, pero es
L, : mejor aplicarla cuando la
L, Resolucion buena. Capacidad muy JoT apl
. Interaccion - fuerza ionica es alta tras
Polaridad . g alta y no limitada por el volumen de S
hidrofébica . la precipitacion con sales
la muestra. Velocidad alta. <
0 después de un
intercambiador iénico.
La resolucion puede ser elevada. Puede emplearse en
Capacidad puede ser alta o baja, cualquier etapa, aunque
Afinidad Afinidad dependiendo del ligando y no normalmente no es
limitada por el volumen de la recomendable en las

muestra. Velocidad elevada.

primeras fases.

e Cromatografia de exclusion molecular.
La separacion estd basada en los diferentes volumenes moleculares de los

solutos. El tiempo de elucién, es proporcional al peso molecular de los mismos,

por lo que no es muy usada con compuestos de alto peso molecular. En este

procedimiento se emplean geles no i6nicos de particula uniforme y porosa, como

fase estacionaria (L6pez y Valadez, 2008).

La separacion de moléculas atendiendo su tamafio molecular y a su forma,

utiliza las propiedades de tamiz molecular, construido con una gran variedad de

materiales porosos. El término filtracion en gel, se utiliza para describir la
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separacion de las moléculas de distinto tamafio, utilizando estos materiales con
estructura de gel. Entre los materiales que se utilizan en mayor proporcion, estan
los geles dextranos con enlaces cruzados (sephadex), agarosa (sepharosa, bio-

gel A, sagavac), poliacrilamida (bio-gel P) (Lopez y Valadez, 2008).

El principio general es sencillo, una columna de particulas de un gel o granulos
de vidrio poroso esta en equilibrio con un disolvente adecuado para las moléculas
que hay que separar. Las moléculas grandes, que son completamente excluidas
de los poros, pasaran por entre los espacios intersticiales, mientras que las
moléculas mas pequefias se distribuirdn entre el disolvente del interior y del
exterior del tamiz molecular y por lo tanto, pasaran por la columna a una velocidad

inferior (Figura 6).

a) b) c) d) e)

wyto

Cantidad de

Molécuas L

Granukos— menores Vlumen de efluyente

de gel
- Mokculas
mapores \

j |, ] & ! L) ‘ '

Figura 6. Esquema de Ia cromatografla de exclusmn molecular (a) Granulo de gel cuya
periferia se representa por una linea fina, constituido por la matriz del gel (lineas gruesas
onduladas). Las moléculas mas pequefias (puntos rojos pequefios) penetran en el espacio interno
del disolvente del granulo del gel. Sin embargo, las moléculas de mayor tamafio (puntos azules
mayores) son demasiado grandes para penetrar por los poros del gel. (b) La disolucion de la
muestra penetra en la columna del gel (los granulos del gel se representan ahora por circulos). (c)
Las moléculas menores pueden introducirse en el gel y por consiguiente, emigran a través de la
columna con mas lentitud que las moléculas mayores, que son excluidas del gel. (d) Las moléculas
mayores emergen desde la columna y son recogidas separadamente de las moléculas menores
que precisan de disolvente adicional para la elucién desde la columna. (e) Diagrama de elucion.
(Voet y Voet, 2006).
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e Cromatografia de intercambio i6nico
La cromatografia de intercambio i6nico es uno de los procedimientos mas

comunes para la purificacion de proteinas. Basado en las interacciones carga-
carga entre las proteinas en el extracto y las cargas inmovilizadas en la resina del
intercambiador iénico. Las resinas son de dos tipos: intercambio cationico e
intercambio anionico. Si la carga neta de la superficie de las proteinas es positiva,
ellas se unen a la columna de intercambio catiénico. Por otra parte, el pH del
regulador de unién debe ser por debajo del punto isoeléctrico (pl) de la proteina
para una union exitosa a la columna. Para eluir las proteinas retenidas en la
columna, se suele ir subiendo la fuerza ionica de la fase movil (cominmente con
NaCl), eluyendo primero las proteinas mas débilmente retenidas y cuando la
fuerza i6nica sea mayor saldran las proteinas mas cargadas y por lo tanto mas
retenidas (Figura 7). Comunmente las resinas de intercambio catiénico contienen
derivados de sulfato (resinas-S), mientras que los intercambiadores anidnicos
(resinas CM) contienen iones de derivados de carboxilato (Chern y col., 2009). Sin
embargo, existen pocos reportes que muestren que 1 o 2 proteina (s) han sido
purificadas en un solo paso de cromatografia de intercambio i6énico debido a su
baja especificidad (Chern y col., 2009; Adhikari y col., 2008). Las columnas de
intercambio i6nico son en general comparativamente menos caras que las
columnas con marcadores de afinidad. Un costo menor es altamente deseable,
pero la opcion solo existe si es posible purificar las proteinas sin algin marcador
de afinidad (Adhikari y col., 2010).
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Figura 7. Diagrama esquematico de la cromatografia de intercambio i6nico. El area
sombreada representa al intercambiador idnico y las bandas coloreadas representan a las diversas
proteinas. (a) La mezcla de proteinas se halla retenida por la porcién superior de intercambiador en
la columna cromatografica. (b) A medida que progresa la elucion, las diversas proteinas se separan
en bandas definidas como consecuencia de sus diversas movilidades sobre el intercambiador bajo
las condiciones que prevalecen en la disolucion. (c) La primera banda de proteina se ha aislado
como una fraccion separada del efluyente de la columna. (d) Diagrama de elucion de la mezcla de
proteinas procedentes de la columna (Voet y Voet, 2006).

e Cromatografia de interaccion hidrofébica

Se trata de un método similar al anterior con la Unica diferencia de que la fase
estacionaria es apolar (hidrofébica), es decir, la proteina se pega al soporte por los
resto de aminoacidos apolares, cuanto mas residuos de este tipo tenga en su
superficie, mas apolar ser4, mas se retendra en la columna y se eluira mas tarde.
En este caso la elucion se realiza aumentando la apolaridad de fase movil.
Mientras que solo las proteinas mas hidrofébicas se unen a cadenas alifaticas
cortas inmovilizadas a baja concentracion de sal, la cromatografia hidrofébica
puede ser extendida sobre todas las proteinas, ya que las interacciones
hidrofébicas incrementan con la fuerza e incremento de concentracion de sal. En
particular, el sulfato de amonio es uno de los de mayor interaccion hidrofobica,

pero también son usados sales de cloruro (1-2 M). Las proteinas que son mas
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fuertemente absorbidas a bajas concentraciones de sal son generalmente aquellas
con baja solubilidad de agua: globulinas, proteinas asociadas a membrana, y otras
gue precipitan a un rango bajo de saturacion de sulfato de amonio (arriba de 40 %

de saturacion) (Scopes, 1994; Garret y Grisham, 2005).

e Cromatografia de afinidad

Todas las moléculas, particularmente las proteinas, poseen una estructura
tridimensional compleja. Los ligandos que tienen la habilidad de reconocer una
region estructural de una molécula, son usados en lo que se denomina
cromatografia de afinidad. Esta interaccion puede ser extremadamente especifico
y los ligandos podran interaccionar con solo un tipo de moléculas, o el ligando
puede ser disefiado de tal manera que reconozca un grupo de moléculas
estructuralmente similares (Voet y col., 2008). En este caso también se utiliza el
incremento de fuerza idnica para eluir las proteinas. En la Figura 8 se muestra de

manera esquematica el fundamento de esta separacion.
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Figura 8. Esquema ilustrativo de la cromatografia de afinidad (Lenihnger, 2008)
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Hasta ahora existen escasos reportes sobre el uso de éstas técnicas de
purificacion para el estudio de enzimas proteoliticas presentes en cacao, sin
embargo éstas han sido investigadas y verificado su papel en la formacion de los

precursores del sabor del cacao.

1.6. Enzimas hidroliticas descritas en la semilla de Theobroma
cacao L.

En semillas maduras de cacao no germinado, se ha identificado actividad
proteolitica predominante de una endoproteinasa aspartica (AP). Esta actividad se
ha encontrado en niveles muy altos en la semilla de cacao, comparado con los
niveles detectados en las semillas de otras plantas (Voigt y col.,, 1997). La
actividad de esta enzima parcialmente purificada resulté ser 6ptima a pH muy bajo
(pH 3.5) y es inhibida por pepstatina A (Biehl y col., 1993). Posteriormente, se
purificé otra proteinasa aspartica, la cual resultd estar formada de dos péptidos (29
y 13 kDa) derivados de un unico zimdgeno precursor de 42 kDa (Voigt y Biehl,
1995). La enzima escinde sustratos proteinicos entre los residuos de aminoacidos
hidrofébicos para producir oligopeptidos con residuos de aminoacidos hidrofobicos
al final (Voigt y col., 1994). Mediante el uso de anticuerpos especificos para la
aspartil proteinasa purificada, Voigt y Biehl (1995) demostraron que esta enzima
se acumula en presencia de la globulina clase-vicilina (7S) durante la maduracion
del grano. A través de la germinacién, su actividad permanece constante durante
los primeros dias de la germinacion y no disminuye hasta antes del ataque de
degradacion de la globulina (Voigt y Biehl, 1995). Laloi y col., (2002) aislaron y
caracterizaron dos genes codificantes de aspartil proteinasa (tcAP1 y tcAP2) a
partir de la semilla de cacao, ambos genes se expresan durante el desarrollo de la
semilla. Estos genes son expresados en la etapa temprana del desarrollo y sus
niveles de mRNA disminuyen hacia la etapa final de maduracién de las semillas.
tcAP2 es expresado en niveles muchos mas altos que tcAP1; sin embargo, el nivel
del RNAmM de tcAP2 se incrementa levemente durante la germinacion. Ambos
genes comparten un 73 % de identidad. El hecho de que ambos genes tengan
diferentes patrones de expresion, sugiere que ambas peptidasas pueden tener

diferentes funciones en la maduracién de las semillas y durante la germinacion
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(Laloi y col., 2002).También se ha identificado una actividad carboxipeptidasa, la
cual es inhibida por PMSF y ademas pertenece a la clase de serin peptidasas.
Esta es estable sobre un amplio rango de pH con un méaximo de actividad a pH
5.8. Esta enzima no degrada proteinas nativas pero preferencialmente rompe
aminoacidos hidrofébicos del carboxilo terminal de péptidos. Aun, péptidos con
residuos de arginina, lisina o prolina en el carboxilo terminal son aparentemente
resistentes a la degradacion. Se ha encontrado que el grado de hidrolisis no solo
es determinado por aminoacidos en el carboxilo terminal, sino también es afectado

por el residuo de aminoécido vecino (Bytof y col., 1995).

De acuerdo a la patente 7122366 en la cual se han reportado
endoproteinasas de cacao (Bucheli y col., 2004), se ha identificado la actividad de
una cistein endoproteinasa cuyo pH 6ptimo es de 5. Esta actividad enzimatica se
cree que no escinde las proteinas de almacenamiento nativas en semillas no
germinadas. La actividad de cistein endoproteinasa incrementa durante el proceso
de germinacion cuando la degradacion de la proteina globular ocurre (Biehl y col.,
1996). Hasta el momento, el papel de esta enzima en la generacion del aroma de
cacao no ha sido reportado. Hansen y col. (1998), realizaron estudios sobre la
determinacién de las actividades enzimaticas de endopeptidasa, aminopeptidasa y
carboxipeptidasa presentes en la semilla de cacao durante la fermentacion. La
proteinasa aspartica o endopeptidasa conservé el 50 % de la actividad enzimética
después de 4 dias de fermentacion, no se inactivé con el secado solar ni artificial,
lo cual indic6 una gran estabilidad durante todo el proceso de fermentacion. La
carboxipeptidasa resulté mas estable que la aminopeptidasa, conservando entre el
50 y 15 % de su actividad, después de 3 o 4 dias de fermentacion
respectivamente y no resulté inactivada por secado solar y artificial. La
aminopeptidasa tuvo un pH optimo de 7.0, y fue muy sensible a la fermentacion,
conservando solamente el 5 % de su actividad después de dos dias de
fermentacioén; sin embargo, fue estable al secado solar y artificial. Dichas enzimas

permanecieron activas en la semilla seca (Hansen y col., 1998).
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2. JUSTIFICACION

Se han reportado una gran cantidad de trabajos sobre la bioquimica de las
aspartil proteinasas (AP), las cuales hidrolizan a las proteinas de reserva del
cacao durante los procesos de germinacion (para dar lugar al desarrollo de la
plantula) y fermentaciéon (generacion de los péptidos y aminoacidos libres,
precursores del sabor y aroma) de la semilla (Biehl y col., 1982b, Bucheli y col.,
2001; Hansen y col., 1998, Laloi y col., 2002; Voigt y col., 1993). También se han
purificado las aspartil peptidasas (AP), y se han caracterizado molecularmente al
menos dos de los genes que codifican para dichas peptidasas (Laloi y col., 2002).
Sin embargo, no se han reportado estudios sobre la presencia de enzimas tipo
Xaa-prolil dipeptidil aminopeptidasa (Xaa-Pro-DAP), asi como su posible
participacion en el proceso de germinacion en las semilla de cacao (Theobroma.
cacao. L.) en conjunto con otras enzimas tales como las cistein peptidasas, éstas

Gltimas con potenciales aplicaciones en la industria alimentaria.

De acuerdo a lo anterior, en este trabajo se propone la purificacion vy
caracterizacion bioquimica de la actividad de Xaa-Pro-DAP, asi como la
caracterizacion parcial del sistema proteolitico del cacao (T. cacao L.) criollo
almendra blanca, poniendo de manifiesto las diferentes actividades exopeptidasas
durante el proceso de germinacién, destacando el aislamiento de cistein

peptidasas.

Debido a que la enzima Xaa-Pro-DAP no ha sido detectada previamente en
cacao, la purificacién y caracterizacion de esta enzima contribuird a los esfuerzos
para el entendimiento del sistema proteolitico de T. cacao y el papel de estos

sistemas en el proceso de germinacion.
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3. HIPOTESIS

La enzima Xaa-Pro-DAP esta presente durante el proceso de germinacion
de la semilla de cacao (Theobroma cacao L.) y en conjunto con otras enzimas de
tipo cistein peptidasas, participa en la degradacion de las proteinas de reserva.
Los niveles de actividad enzimatica detectados, permitiran aislar, purificar y

caracterizar bioquimicamente a la enzima Xaa-Pro-DAP.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Realizar una caracterizacién bioquimica de la actividad de Xaa-Pro-DAP,

asi como el aislamiento de enzimas de tipo cistein peptidasas en semillas de

cacao (Theobroma cacao L.) germinado.

4.2 Objetivos Particulares

4.2.1 Evaluar los niveles de la actividad de Xaa-Pro-DAP en la semilla de cacao
(T. cacao L.) durante el proceso de germinacion.

4.2.2 Obtener extractos enzimaticos de la semilla de cacao germinado mediante
precipitacion fraccionada y realizar su caracterizacion bioquimica.

4.2.3 ldentificar actividad de exopeptidasas en los extractos enzimaticos
obtenidos de la semilla de cacao germinado.

4.2.4 Purificar la enzima con actividad de Xaa-Prolil dipeptidil aminopeptidasa
(Xaa-Pro-DAP) identificada en el proceso de germinacion.

4.2.5 Caracterizar bioquimicamente a la(s) peptidasa (s) con actividad de Xaa-
Pro-DAP, presente(s) durante el proceso de germinacion de la semilla de T.
cacao L.

4.2.6 Estudiar el efecto de agregacion de peptidasas en los extractos enzimaticos
en presencia de iones metalicos y su relacion con su estabilidad térmica.

4.2.7 Purificar la enzima de tipo cistein peptidasa identificada en cacao
germinado.

4.2.8 Realizar la caracterizacion bioquimica de la enzima cistein peptidasa

presente en el cacao germinado.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 MATERIAL BIOLOGICO

6.1.1 Muestreo
Se trabajé con semillas de cacao (Theobroma cacao L.) provenientes de

plantas del genotipo criollo almendra blanca, cultivado en el Rancho “La Joya”
ubicada en la Rancheria Rio Seco la. Seccién del Municipio de Cunduacén,
Tabasco, la cual exporta a Suiza e Italia principalmente. EI muestreo se llevo a

cabo durante segunda cosecha de los meses de marzo y abril del 2007.

6.1.2 Condiciones de germinacion
Se usaron semillas frescas desprovistas del mucilago, las cuales fueron

lavadas con hipoclorito de sodio al 1% y lavadas tres veces con agua destilada
estéril. Las semillas fueron puestas a germinar sobre agrolita himeda en charolas
germinativas a 25 °C con un periodo de luz/oscuridad de 12 horas. Las semillas
germinadas fueron colectadas cada 24 horas durante 15 dias después de la
imbibicion (Laloi y col., 2002). Durante todo el periodo de germinacion se
monitored la actividad enzimética de Xaa-Pro-DAP (UAE), el contenido de agua

(X) y la actividad de agua (Aw).

6.2 METODOS

6.2.1 Determinacion de humedad (Método de termobalanza)
El contenido de humedad de las semillas fue determinado midiendo la

pérdida de masa a 100 ° C, durante 2 h. utilizando una termobalanza (Brainweigh,
modelo MB300, USA) (Cruz-Silveira y col., 2010).

6.2.2 Determinacién de actividad de agua (Aw)
Las semillas de aproximadamente 2 g, fueron trituradas a homogeneidad y

colocadas en pequefios recipientes para la determinacion de actividad de agua
(Aw) por medio del equipo Aqualab 4TE de Decagon Device Inc. (Pullman, WA,
USA) de acuerdo con las especificaciones del manual del fabricante (Método
978.18, AOAC, 2005).
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6.2.3 Obtencion de polvos secos ceténicos de cacao o polvos secos de
acetona

Los polvos secos de acetona (PDA-Power Dry Acetone) se obtuvieron de
acuerdo al método descrito por Hansen y col. (1998). La grasa fue removida del
polvo por adicion de 10 ml/g de hexano a 4 °C y agitacion constante durante 2 h.
Finalmente, el solvente fue eliminado de la muestra y éste fue secado a 30 °C.
Para remover los polifenoles, el polvo de la semilla desengrasada fue extraido
cinco veces con solucion de acetona al 80 % (v/v) y las Ultimas tres veces con
acetona al 100 %. Las suspensiones fueron centrifugadas a 4 °C durante 5 min a
5000 x g y 20,000 x g para las tres ultimas extracciones. Finalmente, el solvente
fue evaporado de la pasta resultante a temperatura ambiente. Esta fue molida
hasta obtener un polvo homogéneo. Los polvos secos de color blanco/ligeramente

amarillo fueron almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis.

6.2.4 Extracto enzimatico
El extracto enzimatico fue obtenido de acuerdo a Davy y col., (2000) con

algunas modificaciones como a continuacion se describe. A partir de una relaciéon
de 15 mg de PDA y 30 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) en 900 pl de regulador
de fosfato 0.1 M (pH 7.0) conteniendo 1 % de triton X-100. La mezcla fue agitada
durante 30 min a 37 °C y después centrifugada a 20,000 x g durante 10 minutos a
4 °C.

6.2.5 Purificacion de la enzima Xaa-Pro-DAP
6.2.5.1 Precipitacion fraccionada con sulfato de amonio

El sobrenadante obtenido en 6.2.4 fue precipitado a 40 % de saturacion de
sulfato de amonio. El precipitado fue colectado mediante centrifugacion a 17,000 x
g durante 20 min a 4 °C y el precipitado obtenido fue disuelto en un volumen
minimo de regulador de fosfato de sodio 20 mM (pH 7.0) y dializado durante 24 h
a 4 °C con el mismo regulador (Davy y col., 2000). Este extracto enzimatico (E1)
se caracterizé bioguimicamente y a partir de éste se llevo a cabo el aislamiento y
purificacion de la enzima Xaa-Pro-DAP asi como su caracterizacion

correspondiente.
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Del sobrenadante obtenido al precipitar al 40 % de saturacion con sulfato de
amonio, se continué con la precipitacion fraccionada al 80 % de saturacion de
sulfato de amonio y se obtuvo el extracto enzimatico (E2) que también se
caracterizo bioguimicamente y en el cual se realizé el estudio de agregacion de las

peptidasas presentes.

6.2.5.2 Dialisis y concentracion de proteinas
Las fracciones de proteina obtenidas por precipitacion con sulfato de

amonio fueron dializadas en Membranas de celulosa Spectra/Por 6 de 10,000
MWCO contra regulador de fosfatos 20 mM (pH 7.0). Los dializados fueron
concentrados por ultrafiltracion empleando una membrana de 10 kDa de corte de
peso molecular (Amicon ® Millipore) y enseguida se les determind concentracion

de proteinas y actividad enzimatica (Gallo y col., 2005).

6.2.5.3 Determinacion de actividad enzimatica
La actividad de Xaa-Pro-DAP, fue determinada mediante el uso de Alanina-

prolina-p-nitroanilida (Ala-Pro-pNA; Bachem, Bubendorf, Switzerland) como
sustrato. La mezcla de reaccion incluy6 250 pl de regulador fosfato 0.1 M (pH 7.0)
conteniendo 1 % de triton X-100; 120 pl de agua destilada, 30 pl de la solucion de
sustrato (10 mM en agua) y 100 pl de extracto enzimatico. Después de 30 min de
incubacion a 37 °C, la reaccion fue detenida con 400 pl de ZnSO4 (5 % wi/v) y 100
ul de Ba (OH), (7.5 % wi/v), seguido de centrifugacion a 15,000 x g durante 10 min.
La absorbancia de la p-nitroanilina liberada por la reaccion fue medida a 405 nm.
Una unidad de Xaa-Pro-DAP (U) fue definida como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1umol de p-nitroanilina del sustrato por minuto bajo las
condiciones de ensayo descritas (Mercado-Flores, 2004; Sanchez-Mundo y col.,
2010).

6.2.5.4 Determinacion de proteinas
La concentraciéon de proteina fue determinada durante el curso de la

purificacion de la enzima mediante el método de Folin-Lowry modificado por
Markwell y col. (1978) usando albumina sérica bovina como estandar y midiendo
la absorbancia a 280 nm. Se agregaron 100 pl de extracto enzimatico con 200 pl
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agua destilada. Posteriormente, se agregaron en agitacion constante, 1000 ul de
reactivo A (Na,COs3; al 2 %, NaOH al 0.4 %, SDS al 1 %, Tartrato de sodio y
potasio al 0.16 %) mas reactivo B (CuSO4 5 H,O al 4 %) en una proporcion de
100:1, se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente. A continuacién se
agregaron en agitacion constante, 100 ul del reactivo Folin-Ciocalteu diluido 1:1.
La mezcla fue agitada en vortex e incubada a 37 °C durante 45 min. Los péptidos

revelados se leyeron a una longitud de onda de 660 nm.

6.2.5.5 Cromatografia de Intercambio idnico
La fraccion proteica (E1) obtenida mediante precipitacion con sulfato de

amonio fue aplicada a una columna High Q Macro-Prep® (1.5 cm X 18 cm, Biorad,
Hercules, CA 94547, USA) previamente equilibrada con regulador de fosfato 20
mM (pH 7.0). Se colectaron fracciones de 2 ml con el mismo regulador; la elucion
se llevo a cabo con un gradiente lineal de 0-1.0 M NaCl en regulador de fosfato de
sodio a 20 mM (pH 7.0) a un flujo de 0.2 ml/min, con monitoreo a 280 nm (FPLC-
Econo Pump, Biorad, Hercules, CA 94547, USA). La concentracion de proteinas y
la actividad con Ala-Pro-pNA fueron medidas. Las fracciones con mayor actividad
enzimatica fueron mezcladas, dializadas con regulador de fosfato de sodio 20 mM
(pH 7.0) a 4°C y concentradas por ultrafiltracion con una membrana de 10 kDa de
corte de peso molecular (Amicon ® Millipore) (Sdnchez-Mundo y col., 2010).

6.2.5.6 Cromatografia de Interaccion hidrofobica
Las fracciones activas de la High Q Macro-Prep® fueron ajustadas a 1.5 M

de sulfato de amonio y cargadas a una columna Octyl-Sepharosa CL-4B (1.5 cm x
18 cm, GE Healthcare SE-751 25 Uppsala, Sweden), previamente equilibrada con
regulador de fosfato de sodio 50 mM (pH 7.0), conteniendo 1.5 M de (NH)>SO..
Las proteinas ligadas fueron eluidas con un gradiente lineal 1.5-0 M (NH;).SO,4 en
regulador de fosfato de sodio 50 mM (pH 7.0), a un flujo de 0.2 ml/min y un
volumen de fraccién de 2 ml, monitoreado a 280 nm (FPLC-Econo Pump, Biorad,
Hercules, CA, USA). Las fracciones con actividad enzimatica mas alta fueron
colectadas, dializadas contra regulador de fosfato de sodio 20mM (pH 7.0) a 4 °C,

concentradas por ultrafiltracion y usadas para la caracterizacion de la enzima.
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Todos los pasos de purificacién fueron realizados a 4 °C (Sanchez-Mundo y col.,
2010).

6.2.6 PAGE-Nativa
Se realizaron geles mediante electroforesis en condiciones nativas de

acuerdo a Laemmli (1970). La concentracion de acrilamida en el gel concentrador
y separador fue del 4 y 10 % (p/v) respectivamente. Las corridas electroforéticas
se llevaron a cabo a 50 V (voltaje constante) durante 5 h.

6.2.7 Teiido de actividad Xaa-Pro-DAP en gel
La deteccion post electroforética de la actividad de la enzima fue realizada

de acuerdo a la técnica descrita por Benoist y Schwencke (1990) y Degraeve y
Martial-Gros (2003) con ligeras modificaciones. El gel fue equilibrado con 10 ml de
regulador de fosfato de sodio 0.1 M (pH 7.0) y 2 ml del sustrato Alanina-Prolina-4-
metoxi-Beta-naftilamida (Ala-Pro-4MBNA.HCI; Bachem, Bubendorf, Switzerland)
10 mM disuelto en Dimetilsulféxido-(DMSOQO) al 30 %). El gel fue incubado a 37 °C
en una mezcla fresca de 2 ml de Fast Garnet GBC (11 mg/ml en DMSO al 50 %)
(Sigma Chemical, USA) hasta la aparicién de bandas naranjas, las cuales indican

la presencia de la actividad Xaa-Pro-DAP.

6.2.8 Electroelucion
Después de que la proteina fue separada mediante electroforesis bajo

condiciones nativas como anteriormente fue descrita, se visualizé la banda de
interés y fue cortada para ser electroeluida mediante el uso de un electroelutor
(Biorad Modelo 422 con membrana de 10 kDa de corte de peso molecular)
siguiendo las indicaciones del fabricante; se mantuvieron constantes 60 mA
durante aproximadamente 8 horas. A la fraccion electroeluida se le determiné la

actividad enzimatica Xaa-Pro-DAP (Sanchez-Mundo y col., 2010).

6.2.9 Determinacion de pesos moleculares mediante SDS-PAGE

La purificacion de la peptidasa fue monitoreada por electroforesis en gel en
presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) de acuerdo a Laemmli (1970).
La concentracion de acrilamida en el gel concentrador y separador fue del 4 y 12

-50 -



% (p/v) respectivamente. Para su realizacion se tomaron 15 ul de las muestras
para ser cargadas en cada carril del gel. La migracion fue llevada a cabo a 110 V
durante 3 h. Los geles fueron tefiidos con azul brillante de Coomassie G250 y con
plata usando el Kit comercial Silver Stain Plust (BioRad, USA). Los geles tefiidos
con azul de Coomasie y el destefiido del gel se realizé mediante lavado con
agitacion constante durante 1 h 15 min con etanol al 50 %, se continu6 el lavado
con una solucion de etanol/acido; acético/agua en una proporcion 3:7; 6:3 (v/v). La
tincion con plata fue realizada de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Silver

Stain Kit, Sigma). Finalmente los geles fueron secados para su posterior analisis.

Los pesos moleculares de las fracciones proteicas fueron calculados
usando estandares de Amersham Pharmacia Biotech de bajo peso molecular
conteniendo Fosforilasa B (97 kDa), Albumina (66 kDa), Ovoalbimina (45 kDa),
Anhidrasa Carbonica (30 kDa), Inhibidor de tripsina (20 kDa), a-lactoalbumina
(14.4 kDa). ElI peso molecular de la enzima estudiada se determiné por

interpolacion en una curva estandar.

6.2.10 Tamafo molecular mediante dispersiéon dinamica de luz
El analisis de distribucibn de didmetro hidrodinamico de la proteina

parcialmente purificada fue determinado mediante la técnica de dispersion
dindmica de luz (DLS) en un Malvern Zetasizer Nano Series S-90 (Malvern
Instruments, Malvern England) bajo las siguientes condiciones: una temperatura
de 25 °C y una concentracion de proteina 0.1416 mg/ml de acuerdo a la Norma
ISO 13321 (International Standard 1SO 13321; Kaszuba y col., 2007; Jachimska y
col., 2008).

6.2.11Purificacién de la cistein peptidasa de T. cacao (tcCys)
6.2.11.1 Obtencidn del extracto enzimatico

Los extractos crudos de PDA fueron preparados de acuerdo a Rajeswari y
col. (2009) con ligeras modificaciones. Los polvos de cacao fueron mezclados con
cuatro volumenes de regulador de Tris-HCI 0.05 M, pH (7.2), conteniendo 1 % de
triton X-100, 2 mM B-mercaptoetanol, 1 mM de EDTA, 1mM PMSF y 200 g of
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polivinilpolipirrolidona (PVPP). El extracto fue filtrado a través de cuatro capas de
tela y el filtrado fue centrifugado a 10, 000 rpm durante 5 min a 4 °C. El
sobrenadante fue utilizado para el aislamiento de la enzima tcCys. Todos los
procedimientos de separacion fueron llevados a cabo 4 °C, a menos que se

indique en otra parte.

6.2.11.2 Proceso de purificacion
El extracto crudo de la enzima (endoproteinasa) fue preparado como se

describié previamente a partir de 100 g de PDA y fue sometido a precipitacién con
sulfato de amonio. El precipitado obtenido a 30 % de saturacion con sulfato de
amonio fue colectado y disuelto en un cantidad minima de regulador de extraccion
y dializada contra regulador Tris-HCI 0.01 M (pH 7.2), conteniendo 2 mM 3-
mercaptoetanol, 1 mM EDTA y 1mM PMSF a 4 °C (en una relacién de volumen
1:200 con cambios cada 2 h durante 12 h) (Rajeswari y col., 2009; Ramakrisha,
2007).

Para la purificacion de la enzima tcCys, se realizaron cromatografias de
intercambio anionico y cationico. El dializado fue cargado a una columna de
DEAE-celulosa (1.5 cm x 18 cm, Pharmacia Biotech, Uppsala Sweden)
previamente equilibrada con regulador Tris- HCI 0.01 M (pH 7.0) conteniendo 2
mM B-ME y 1 mM de los inhibidores EDTA y PMSF utilizando el sistema FPLC
(FPLC-EconoPum, Biorad, Hercules, CA 94547, USA). Las proteinas ligadas
fueron eluidas con un gradiente lineal de incremento de fuerza i6énica de NaCl
(0.5M) en el regulador de equilibrio y las fracciones (2 ml) fueron colectadas,
dializadas y concentradas por ultrafiltracion con una membrana de 10 kDa de corte
de peso molecular (Amicon® Millipore). Las fracciones con mayor actividad
enzimatica fueron mezcladas y cargadas en la columna Macro-Prep® High-S
Support (1.5 cm x 18 cm, Biorad, Hercules, CA, 94547) previamente equilibrada
con regulador de acetato de sodio 0.02 M (pH 5.5) conteniendo 2 mM [B-ME,
inhibidores EDTA y PMSF a 1 mM. Las fracciones fueron colectadas (2 ml) y
almacenadas a -20 °C. El criterio de pureza de cada estado fue monitoreado
mediante SDS-PAGE al 10 % (Rajeswari y col., 2009).

-52 -



6.3. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE EXTRACTOS
ENZIMATICOS Y ENZIMA Xaa-Pro-DAP

6.3.1. Determinacion de actividad peptidasa
La actividad de la enzima Xaa-Pro-DAP frente a sustratos derivados de la p-

nitroanilida fue determinada de acuerdo con las condiciones de ensayo de
actividad enzimatica descrita previamente en 6.2.5.3, tanto en los extractos (E1 y
E2) y en fraccidn parcialmente purificada. Los sustratos cromogénicos usados en
el analisis fueron los siguientes: Arginina-prolina-p-nitroanilida (Arg-Pro-pNA),
Glicina-prolina-p-nitroanilida (Gly-Pro-pNA), Alanina-alanina-prolina-p-nitroanilida
(Ala-Ala-Pro-pNA) y Alanina-p-nitroanilida (Ala-pNA) en ambas concentraciones 1
y 10 mM para analizar la actividad Xaa-Pro-DAP. La actividad aminopeptidasa fue
ensayada con Ala-pNA, lisina-p-nitroanilida (Lys-pNA) y Leucina-p-nitroanilida
(Leu-pNA) y la actividad tipo-carboxipeptidasa fue probada con benzoil-tirosina-p-
nitroanilida (Bz-Tyr-pNA) (Mercado-Flores y col.,, 2004, Pérez-Guzman y col.,
2006).

6.3.2. Efecto de inhibidores y agentes reductores sobre la actividad
enzimatica

Los efectos de diferentes inhibidores y agentes reductores sobre la actividad
enzimatica fueron estudiados en los extractos enzimaticos (E1 y E2) y en la
enzima parcialmente purificada, utilizando 4-(2-aminoetil) bencenosulfonil fluoruro
(AEBSF), fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), acido etilén-diamino-tetraacético
(EDTA), p-cloromercuricobenzoico (PCMB), ditiotreitol (DTT), leupeptina,
pepstatina, bestatina, diprotina, pefabloc, B-mercaptoetanol y cisteina a
concentraciones de 0.1 y 1.0 mM. La enzima fue incubada en presencia de cada
inhibidor durante 30 min a 37 °C seguida del ensayo enzimatico con Ala-Pro-pNA
como sustrato. La actividad de la enzima ensayada en ausencia de inhibidores fue
tomada como el 100 % (Haddar y col., 2009; Sanz y Toldr4, 2001; Gallo y col.,
2005).

-53 -



6.3.3. Efecto de iones metalicos sobre la actividad enzimatica
Los efectos de varios iones metalicos sobre la actividad enzimatica también

fueron investigados los extractos enziméticos (E1 y E2) y en la enzima
parcialmente purificada. La muestra fue pre-incubada con los iones metalicos a 0.1
y 1.0 mM a 37 °C durante 30 min. Los iones metalicos empleados fueron los
siguientes: Ba**, Zn**, Cu®, Co**, Cd*, Mg*, Ca*' y Na'. La actividad de la
enzima Xaa-Pro-DAP fue determinada como se indicé previamente usando Ala-
Pro-pNA como sustrato. La actividad de la enzima en ausencia de los iones

metalicos fue considerada como 100 % (Haddar y col., 2009).

6.3.4. Determinacion de la agregacién (polimerizacion) molecular mediante
Dispersion dindmica de luz

Los cambios en la distribucion del diametro hidrodinamico de proteinas en los
extractos enzimaticos (E1 y E2) debido a la temperatura y a los cationes
ensayados en 6.3.3 fueron determinados mediante la técnica de dispersion
dindmica de luz (DLS) en un Malvern Zetasizer Nano Series S-90 (Malvern
Instruments, Malvern England) bajo las siguientes condiciones: a 25 °C y un
intervalo de temperatura de 30 °C a 80 °C con incrementos graduales de 10 °C,
una concentracion de proteina en E1 de 0.019 mg/ml y 0.017 mg/ml en E2 de
acuerdo a la Norma ISO 13321 (International Standard 1SO 13321; Kaszuba y col.,
2007; Jachimska y col., 2008).

Durante el experimento realizado en el extracto enzimético (E2) se tomaron
muestras en cada temperatura de ensayo y se les determind la actividad
enzimatica de Xaa-Pro-DAP asi como la actividad de las enzimas aminopeptidasa

y carboxipeptidasa.

6.4 CARACTERIZACION DE tcCys
6.4.1. Zimograma

El zimograma se realizd partir de electroforesis en condiciones nativas en
geles de poliacrilamida para identificar la presencia de actividad proteolitica.

Después de la electroforesis en gel se incub6 en caseina al 2 % (en regulador de
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fosfatos 20 mM pH 7.0). Después los geles se tifien con azul de coomassie para
detectar las areas no tefiidas del gel que nos indican la presencia de actividad
proteolitica (Chung y Yang, 2008).

6.4.2. Ensayo enzimatico (Actividad proteolitica)
Cada una de las fracciones de las columnas fue colectada y monitoreada para

tcCys como a continuacion se describe. La actividad endopeptidasa fue medida
mediante el uso del sustrato cromogénico, azocaseina (Sigma A2765, USA),
siguiendo el método descrito por Afaf y col. (2004). Se incubaron 50 pl de extracto
enzimatico con 500 pl de acetato de sodio 100 mM (pH 4.5) y 100 ul de
azocaseina al 3 % y ajustados a 1 ml con agua destilada. El ensayo fue llevado a
cabo a 37 °C durante 1 h, después se detuvo con la adicion de 200 ul de acido
tricloroacetico al 20 % (v/v). Después la proteina precipitada fue removida por
centrifugacion (12,000 g durante 5 min a temperatura ambiente) y la absorbancia
del sobrenadante fue leida a 440 nm contra el testigo de reactivos. Una unidad de
actividad proteolitica fue definida como pg de caseina hidrolizada por hora bajo las

condiciones de ensayo definidas.

6.4.3. Peso molecular relativo
El peso molecular fue estimado mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) de acuerdo a Laemmli (1970). Los geles fueron
tefidos con azul Brillante de Coomassie. Los densitogramas fueron disefiados con
el programa 1Dscan EX 3.1.

6.4.4. Efecto de inhibidores y agentes reductores
El efecto de inhibidores especificos sobre la actividad proteolitica fue

determinada mediante la pre-incubacion de la preparacion de peptidasa con un
inhibidor o reductor durante 20 min y monitoreada en SDS-PAGE al 10 %. Los
inhibidores de Cistein peptidasas (p-cloromercuribenzoato [PCMB] y leupeptina),
inhibidores de Serin peptidasas (fenilmetilsulfonil fluoruro [PMSF]) y de metalo
peptidasas (acido etilenediaminotetracetico [EDTA]) a concentracién de 1 mM; los
agentes reductores (BME, glutation, cisteina y DTT) a 10 mM (Afaf y col., 2004;
Rajeswari y col., 2009).
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6.4.5. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica
El efecto del pH sobre la actividad enzimética fue determinada llevando a

cabo el experimento a diferentes pH’s usando regulador de acetato de sodio 100
mM (pH 4-5), fosfato de sodio 100 mM (pH 6-7) y Tris-HCI 100 mM (pH 8-9). La
actividad enzimatica fue realizada como se describié anteriormente en 6.4.2

utilizando azocaseina al 3 % como sustrato.

6.4.6. Efecto de la temperatura sobre la actividad enziméatica
La actividad enziméatica, se determiné siguiendo el método descrito en 6.4.2

incubandose la mezcla de reaccion a diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70 y
80 °C) siguiendo la técnica de Muzziotti, 2008 con ligeras modificaciones. Se

utilizé el regulador acetato de sodio 100 mM (pH 4.5) en la mezcla de reaccion.

6.4.7. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad
El extracto fue pre-incubado a distintas temperaturas (30, 40, 50, 60, 70 y

80 °C) durante 1 h. Al finalizar el periodo de incubacion la muestra se dejo enfriar
hasta temperatura ambiente. Posteriormente se inici6 el ensayo enzimatico
descrito en 6.4.2 usando regulador de acetato de sodio 100 mM (pH 4.5)
(Muzziotti, 2008).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se describen los resultados y discusion presentados en 4
partes: la primera correspondiente al estudio de actividad enzimatica Xaa-Pro-DAP
durante el proceso de germinacion de cacao; la segunda que describe la
caracterizacion bioquimica del extracto enzimatico (E1) asi como la purificacion y
caracterizacion bioquimica de la enzima Xaa-Pro-DAP; la tercera seccion
correspondiente a la caracterizacion bioquimica del extracto enzimatico (E2) asi
como el estudio de agregacion de peptidasas realizado en el mismo y finalmente
la ultima seccion referente a la purificacion y caracterizacion de la cistein

peptidasa (tcCys).

7.1. Germinacién
Durante el estudio se observaron tres etapas de germinacion con la

presencia de maximos de contenido de agua y actividad enzimética durante el

proceso germinativo.

l.- La primera etapa () comprendida entre los dias 1 y 7 de germinacion.
Etapa en la cual se detectaron contenidos de humedad de alrededor de 0.58
gH,O/gds. Durante este periodo, se observO que a partir del tercer dia de
imbibicion de la semilla, los cotiledones emergen del sustrato debido al
crecimiento del hipocdétilo, asi mismo desaparece el color blanco de la semilla
tornandose a color verde claro, éste cambio se atribuye a la diferenciacion de los
cloroplastos en los cotiledones, transformandolos en o6rganos fotosintéticos
actuando como si fueran hojas, correspondiente al tipo de germinacién epigea que
presenta el cacao. En el dia 7, al final de la etapa (I) se identificaron los valores
mas bajos de humedad (0.28 gH,O/gds) y de actividad de agua (0.9695), sin
embargo existe una actividad de agua considerable para que la semilla continte el
proceso germinativo y por otra parte las enzimas también comienzan a

incrementar su actividad (3.55 UAE) que es mas evidente en los préximos dias.

Il.- En la segunda etapa (Il) comprendida entre 8-10 dias de germinacion,

se detectd un incremento en la actividad enzimética, especificamente el dia 10 del
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proceso con valores de actividad Xaa-Pro-DAP de 13 UAE que también coinciden
con los valores maximos contenido de agua y de actividad de agua, 1.32
gH,O/gds y 0.98 respectivamente. Estos resultados indican que de acuerdo a las
condiciones de germinacion de este tipo de cacao criollo, en el dia 10 existe una
actividad proteolitica estimulada por los niveles de humedad y agua disponible
para las reacciones propias del proceso del proceso germinativo. Por otra parte,
los resultados podrian estar relacionados con los cambios drasticos en las
proteinas vacuolares, como se ha observado mediante microscopia electrénica
después de los dias 10-13 de germinacion de las semillas de cacao; periodo en el
cual las proteinas vacuolares incrementaron su tamafio y se fusionaron en una
vacuola central la cual se observo 6pticamente vacia (Biehl y col., 1982b). Durante
este periodo se observdé que la radicula penetra y atraviesa la cubierta del
cotiledon, en algunos casos alcanza la ruptura del mismo, dando paso en los dias

siguientes al desarrollo del epicotilo.

lll.- Una tercera etapa (lll) fue observada con los dias 10-14 de germinacion
en la cual se observé una disminucion en la actividad enzimatica (4.44 UAE) y en
el contenido de agua (0.96 gH,O/gds) y visualmente se aprecia el desarrollo del
epicotilo. Finalmente, en el dia 15 la actividad enziméatica y el contenido de agua
incrementaron marcadamente, posiblemente debido al inicio del siguiente proceso,
el desarrollo de la plantula, esto coincide visualmente con la aparicion de las
primeras hojas (Figura 9a y b).

Es notable que se detectaron concurrentemente valores maximos y
minimos de actividad enzimética y del contenido de agua, lo cual sugiere la
existencia de diferentes niveles de interaccién agua-proteina durante el proceso
completo de germinacion, lo anterior se refleja en los diferentes niveles de
actividad proteolitica detectados. De acuerdo con los resultados, el hecho de que
los mayores niveles de actividad de la Xaa-Pro-DAP fue observado durante la
tltima etapa del periodo de germinacion sugiere que la enzima en conjunto con

otras peptidasas, juega un posible papel en la degradacién de las proteinas de
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reserva durante la germinaciéon de semillas de cacao, participando en la
movilizacion de los amino&cidos necesarios para el crecimiento del embrion, dicha
funcién ha sido atribuida en otras plantas (Ramakrishna, 2007; Stano y col., 1997,
1994b). Dado que ésta ultima etapa corresponde a la iniciacion de cambios
morfolégicos visibles, tales como la elongacién del eje embrionario y emergencia
de la radicula; la enzima puede estar involucrada en el desarrollo de la planta y

expresada en otros 6rganos ademas de los cotiledones.
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Figura 9. a) Cambios visibles ocurridos durante los 15 dias de germinacion de semillas de
cacao (Theobroma cacao L.), b) cambios en la actividad enzimatica de Xaa-Pro-DAP,
contenido de humedad y actividad de agua, durante la germinacion de semillas de cacao
genotipo criollo almendra blanca.
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7.2 Caracterizacién del extracto enzimatico E1 y purificacion de la
enzima Xaa-Pro-DAP.

7.2.1 Purificacion de la Xaa-Pro-DAP.

El perfil de elucion de la cromatografia de intercambio iGnico mostro tres
picos (HQP1, HQP2 y HQP3) que presentaron actividad Xaa-Pro-DAP (Figura
10a). El pico HQP1 (fracciones 6-8) eluyo antes que el gradiente salino iniciara. La
elucion del pico HQP2 (fracciones 10-13) fue observada a 0.3 M NacCl, y por lo
tanto la fraccion fue retenida débilmente por la columna, posiblemente debido a
una baja concentracidon de residuos de aminoacidos con una carga neta negativa.
Finalmente, el pico HQP3 (fracciones 30-32) fue retenido fuertemente en la
columna, eluyendo a 1 M NaCl. El pico 2 (HQP2) mostré la mayor actividad
enzimatica y se sometid6 a cromatografia de interaccion hidrofobica en una
columna de Octyl-Sepharosa CL-4B, del cual se generaron tres picos con
actividad Xaa-Pro-DAP (Figura 10b). El pico OSP1 (fracciones 1-3) eluy6 a 1.5 M
(NH4)2SOq4, El pico OSP2 (fracciones 20-23) eluyé a 0 M (NH4).SO4. El dltimo pico
(OSP3) tuvo la mayor actividad enzimatica. Después del dltimo paso de
purificacion, la enzima fue purificada 37.53 veces con un rendimiento de 21.97 %y
una actividad especifica de 16.66 UAE/mg proteina. Los resultados del

procedimiento de purificacién son resumidos en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Purificacion de Xaa-Pro-DAP de la semilla de cacao T cacao L.

Estado de Purificacion Prateina  Actividad ACt'V'g.ad F_qctor_ , Rendimiento
Total Total Especifica Purificacion
(mg) (U? (UAE/mg) (%)
Extracto crudo 9.7684 4.3376 0.4440 1.00 100.00
Precipitacion con sulfato
de amonio (40%) 49118 4.1433 0.8435 1.89 95.00
Intercambio Ionico con 445 1 796 12.3013 27.70 41.50
HQ Sepharosa
Interaccion Hidrofobica — h575 g 9533 16.6660 37.53 21.97

con Octyl-Sepharosa

#Una unidad de enzima estéa definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar una mol
pNA por min, usando Ala-Pro-pNA como sustrato.
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Figura 10. Purificaciéon de la Xaa-Pro-DAP de semillas de cacao (Theobroma cacao L). a)
Cromatografia de intercambio i6nico en HQ-Sepharosa; b) cromatografia de interaccién
hidrofébica en Octyl-Sepharosa CL-4B.
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7.2.2 Determinacion del peso molecular relativo y tamafio molecular por
dispersion dinamica de luz

El peso molecular relativo de la proteina nativa fue estimado en 80 kDa
(Figura 11). La enzima no mostro actividad en presencia de SDS, y por tanto debe
encontrarse en un estado polimérico para ser activa (ésta es activa solo en estado
nativo). Esto es debido a la naturaleza cooperativa del proceso de agregacion y
también porque a ciertas concentraciones de proteina resulta favorable para la
molécula agregarse, debido a un incremento en las interacciones inter-
moleculares entre monomeros que resulta en un estado de baja energia
comparada con el mondémero solo. A través del estudio de dindmica molecular en
una solucion del extracto enzimatico (E1) a una concentracion de 0.09-0.019
mg/ml, se observé que el monémero tiene una fuerte tendencia a agregarse bajo
condiciones nativas (Figura 12a). A 25 °C, coexisten un tetramero y un agregado
de alto peso molecular (inserto en Figura 12a), el tetrdmero formé un 97.3 % de la
poblacién en la distribucion de peso molecular. Conforme la temperatura
incrementa, el tetramero se desdobla en dimeros con la presencia de un polimero
de muy alto peso molecular (mostrado en el inserto de la Figura 12a), el cual
indica el inicio del proceso de desnaturalizacion. A 40 °C, se observaron
octdmeros y dimeros, mientras que 50 °C coexisten pentameros y monémeros, y
finalmente a 80 °C Unicamente se observaron monémeros de la proteina. Estos
mondmeros tienen un diametro de 33.28 nm y un indice de polidispersidad (Pdl)

de 0.072 en un sistema mono-disperso (Figura 12Db).

La enzima parcialmente purificada a una concentracion de 0.1416 mg/ml

mostro una sola especie de 166 nm de diametro molecular (Figura 12b).
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Figura 11. PAGE-Nativa. Actividad Xaa-Pro-DAP detectada con el sustrato Alanina-Prolina-4-
metoxi-Beta-naftilamida (Ala-Pro-4uBNA) en el extracto enzimatico E1 al 40 % de saturacién con
(NH4),SO,4. Donde M= Marcador de bajo peso molecular. E= extracto enzimatico E1.
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Figura 12. Andlisis de distribucion de tamafio molecular mediante dispersion dindmica de
luz. a) Promedio de la distribucién de tamafio molecular durante el tratamiento térmico de Xaa-
Pro-DAP vy b) distribucién de tamafio molecular en condiciones nativas at 25 °C.de la Xaa-Pro-
DAP parcialmente purificada
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7.2.3 Actividades exopeptidasa en el extracto E1 de T. cacao L.
Las peptidasas identificadas en el proceso de purificacion fueron

solubilizadas a pH neutro usando 1 % de tritdn X-100, indicando que son enzimas
ligadas a membrana. Una de las razones de la escasa informacion disponible
sobre las propiedades de las enzimas de cacao es probablemente la dificultad de
lograr su completa solubilizacién. Los resultados de las pruebas de la actividad
enzimatica sobre diferentes sustratos se muestran en el Cuadro 4. Con respecto a
los diferentes sustratos probados, el grado de hidrélisis de los sustratos a
concentraciones de 10 mM fue la siguiente, en orden decreciente: Ala-pNA > Gly-
Pro-pNA > Ala-Pro-pNA > Leu-pNA > Ala-Ala-Pro-pNA > Arg-Pro-pNA > Bz-Tyr-
pNA > Lys-pNA. La actividad mas alta frente a los sustratos con X-Pro como
secuencia N-terminal se detect6 con Gly-Pro-pNA, seguido por Ala-Pro-pNA, Ala-
Ala-Pro-pNA y Arg-Pro-pNA. La actividad relativa frente a estos sustratos mostro
que el residuo N-terminal ejerce un efecto en la especificidad de la enzima con el
siguiente orden de preferencia: glicina, alanina y arginina.

La actividad aminopeptidasa (APE) también fue identificada y los valores
mas altos fueron encontrados con el sustrato Ala-pNA seguido de Leu-pNA,
ambos a 10 mM. La aminopeptidasa no especifica (Tipo N) (E.C. 3.4.11.1) es una
aminopeptidasa con amplia especificidad de sustrato que ha sido encontrada en
numerosas cepas de bacterias acido lacticas, siendo muy activa con Lys-pNA,
Leu-pNA (Gomez de la Cruz, 1996) y Ala-pNA (Magboul y McSweeney, 2000).
APE ha sido reportada como la segunda enzima mas prevaleciente después de la
peptidasa aspartica (AP) (E.C. 3.4.23) en semillas de cacao fermentadas. Por
consiguiente, el sustrato Lys-pNA también probado, tuvo un bajo grado de
hidrélisis comparado con Ala-pNA y Leu-pNA a 10 mM. Con respecto a Lys-pNA,
se observd mayor actividad a 1 mM que a 10 mM, lo cual sugiere un fenbmeno de

inhibicion por sustrato frente a la enzima APE.

El sustrato Bz-Tyr-pNA fue hidrolizado a una mayor proporcion a 10 mM

que a 1 mM, confirmando la presencia de actividad carboxipeptidasa (CP) (E.C.
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3.4.17). Se ha reportado una actividad sinérgica entre la aspartil peptidasa y
carboxipeptidasa durante la fermentacion de cacao (Biehl y Voigt, 1994). De
manera similar, Xaa-Pro-DAP de Lactobacillus sanfranciscensis CB1 y una
aminopeptidasa no-especifica (Tipo N) mostraron un efecto sinérgico en el
incremento del grado de hidrdlisis del gluten (Byun y col., 2001). Por tanto, los
resultados obtenidos muestran que estas enzimas trabajan de manera concertada
durante el proceso de germinacién para degradar las proteinas de reserva, un

proceso requerido en la formacion de las plantulas.

La enzima Xaa-Pro-DAP es importante en cacao porque las semillas de
cacao contienen un grupo de proteinas que tienen prolina en su estructura (en
concentraciones de 0.72-1.97 %), las cuales son los sustratos naturales de la
enzima (Kalvatchev y col.,, 1997). Como se muestra en el Cuadro 4, la
especificidad de la enzima Xaa-Pro-DAP parcialmente purificada de T. cacao fue
observada con sustratos de p-NA. Los maximos rangos de hidrdlisis fueron
obtenidos cuando la prolina estaba en N-penultima posicidn en los sustratos
ensayados. Entre los sustratos colorimétricos, Ala-Pro-pNA fue hidrolizado en la
mayor proporcion, lo cual indica una alta preferencia por el aminoacido Ala
adyacente a prolina, seguido por Gly-Pro-pNA, Arg-Pro-pNA y Ala-Ala-Pro-pNA. El
grado de hidrélisis incrementd en todos los sustratos con secuencia X-Pro en N-
terminal comparado con el extracto (E1), indicando alta actividad Xaa-Pro-DAP
debida al proceso de purificacion, el cual también disminuy6 la concentracion de
actividad de tipo aminopeptidasa y carboxipeptidasa. Una preferencia de sustrato
similar fue reportada para la enzima purificada de L. sakei, la cual hidroliz6 casi
exclusivamente sustratos con secuencia X-Pro amino terminal (Bordallo y col.,
1984) mostrando preferencia por Ala, Arg y Gly, en orden decreciente (Sanz y
Toldra, 2001).

Por otra parte, también fue detectada la hidrolisis de los sustratos Leu-pNA
(L y 10 mM), Lys-pNA y Bz-Tyr-pNA (10 mM), indicando que las enzimas
aminopeptidasa y carboxipeptidasa estaban aun presentes en las fracciones de la
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enzima parcialmente purificada, aunque sus actividades fueron bastante bajas
comparadas con la actividad de Xaa-Pro-DAP detectada en la enzima
parcialmente purificada. Leu-pNA mantuvo el nivel de hidrolisis detectado en el
extracto enzimatico (E1), mientras que Lys-pNA y Bz-Tyr-pNA disminuyeron sus
actividades hasta casi la mitad de los detectados en el extracto enzimatico (E1). El
sustrato Ala-pNA no fue hidrolizado, indicando la ausencia de aminopeptidasa no-
especifica. Es claro, sin embargo que la actividad Xaa-Pro-DAP incrementd casi
10 veces comparada con la actividad encontrada en el extracto enzimatico (E1)
durante el curso de la purificacion. Hasta ahora, se contaba con escasa
informacion sobre las caracteristicas bioquimicas de aminopeptidasas y

carboxipeptidasas presentes en cacao.

Cuadro 4. Actividad exopeptidasas en Theobroma cacao frente a varios sustratos
cromogeénicos.

Actividad especifica (UAE"/mg)

Sustrato® (valor promedio + S.D. (n=3))
1mM 10 mM
Extracto enzimatico E1
Ala-pNA 1.51 £ 0.022 2.35+0.017
Gly-Pro-pNA 0.93 £ 0.003 1.91 £ 0.001
Ala-Pro-pNA 0.88 £ 0.030 1.73+0.011
Leu-pNA 0.70 £ 0.016 1.62 + 0.000
Ala-Ala-Pro-pNA 0.81 £ 0.001 1.30 £ 0.023
Arg-Pro-pNA 0.52 £ 0.009 1.14 + 0.005
Bz-Tyr-pNA 0.59 £ 0.007 0.90 + 0.060
Lys-pNA 0.90 £ 0.001 0.73 £ 0.009
Xaa-Pro-DAP
parcialmente purificada

Ala-Pro-pNA 4.81 +0.001 24.06 + 0.001
Gly-Pro-pNA 2.84 £ 0.002 6.41 + 0.002
Arg-Pro-pNA 1.09 £ 0.002 4.37 £ 0.001
Ala-Ala-Pro-pNA 0.65 £+ 0.001 2.18 £ 0.002
Leu-pNA 0.65 £ 0.001 1.33+0.001
Bz-Tyr-pNA 0.24 £ 0.001 0.54 £ 0.003
Lys-pNA n.d. 0.45 £ 0.002
Ala-pNA n.d. n.d.

n.d. = No detectada.

4 pNA = p-Nitroanilida, Bz = benzoil.

® Una unidad de enzima es definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar una mol de
pNA por min.
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7.2.4 Efecto de inhibidores sobre la actividad enzimatica
El Cuadro 5 muestra los efectos de los inhibidores sobre la actividad Xaa-

Pro-DAP en el extracto enzimatico (E1) de T. cacao. Los mejores inhibidores a 0.1
mM fueron PMSF, PCMB y pepstatina, los cuales causaron una disminucion de
54, 40 y 39 % del maximo de actividad, respectivamente. Incrementos en el poder
inhibitorio directamente proporcional a la concentracién solo fueron observados
con leupeptina (12-29 %), diprotina (18-29 %) y PCMB (40-49 %). Los quimicos
gue reaccionan con grupos sulfhidrilos, B-mercaptoetanol, cisteina y ditiotreitol no
tuvieron efecto. La incubacion con PCMB caus0 una inactivacion considerable de
la actividad de Xaa-Pro-DAP. Esto indica el posible involucramiento del grupo (s)
funcional sulfhidrilo en o cerca del sitio activo de la enzima, lo cual confirma la
presencia de cistein peptidasa, la cual ha sido previamente aislada (Biehl y col.,
1991). Estos autores mencionan que es muy probable que ésta no participe en la
hidrolisis de proteinas de reserva en semillas no germinadas. Por otro lado, su
actividad se incrementa durante el proceso de germinaciéon cuando ocurre la
degradacion de proteinas globulares de reserva. Sin embargo, todas las Xaa-Pro-
DAP provenientes de bacterias acido lacticas citadas en la literatura son
consideradas como serin peptidasas; muchos autores han reportado que los
grupos sulfhidrilos también podrian ser importantes para la actividad de la enzima

(Miyakawa y col., 1994; Miyakawa y col., 1991).

Con respecto a los inhibidores especificos de serin peptidasas probados
tales como leupeptina, AEBSF, pefabloc y PMSF, solo leupeptina y PMSF tuvieron
un efecto inhibitorio. La presencia de una carboxipeptidasa ha sido reportada en
cacao, la cual ha sido caracterizada como una serin peptidasa que actla sobre
aminoécidos hidrofébicos y es inhibida por PMSF. Las diferencias observadas
entre los diferentes inhibidores de serin peptidasas mostraron que la sulfonilacion
de la proteina es un mecanismo de inhibicibn mas efectivo que la acilacién. La
actividad de Xaa-Pro-DAP fue reducida un 39 % por 0.1 mM de pepstatina A, un
inhibidor de peptidasa aspartica. Se sabe que la actividad de AP permanece

constante durante los primeros dias de la germinacion y no disminuye antes de la
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degradacion de globulina (Guilloteau y col., 2005). Los inhibidores de
metalopeptidasas analizados en el presente estudio mostraron inhibicion en el
rango de 0-14 % para bestatina, 18-29 % para diprotina Ay 11-21 % para EDTA.
De acuerdo con estos resultados, el extracto enzimatico (E1) de T. cacao
germinado contiene una cistein metalopeptidasa ademas de las enzimas
aminopeptidasa y carboxipeptidasa. Las enzimas carboxipeptidasa Yy
aminopeptidasa fueron originalmente identificadas en cacao y otras plantas como

metalopeptidasas (Tishinov y col., 2009; Mercado-Flores y col., 2004).

Para determinar las propiedades bioquimicas de la Xaa-Pro-DAP
parcialmente purificada, la actividad enzimatica fue medida en presencia de
diferentes inhibidores enziméticos (Cuadro 5). Uno de los inhibidores enzimaticos
fue el agente quelante EDTA (0.1 mM), el cual caus6 una disminucion de 44 % de
la actividad original, indicando que los iones metalicos estan involucrados en la
funcibn o estabilidad de la enzima. Esto significa que la Xaa-Pro-DAP
parcialmente purificada es una metaloenzima. Estos resultados difieren de los
reportes de Xaa-Pro-DAP de Lactobacillus helveticus ITG LH1 (Degraeve y
Martial-Gros, 2003), la cual no fue inactivada por agentes quelantes tales como el
EDTA o 1, 10 fenantrolina. La actividad de Xaa-Pro-DAP parcialmente purificada
fue reducida un 25 % por bestatina a 0.1 mM, un inhibidor de leucina
aminopeptidasa, pero este efecto sobre la actividad disminuyé a 1 mM, debido
probablemente a la inactivacién de la aminopeptidasa presente, reflejandose en
una menor o nula accion proteolitica de la aminopeptidasa sobre la Xaa-Pro-DAP.
Esta enzima fue ligeramente inhibida por un inhibidor de dipeptidil aminopeptidasa
(diprotina A a 0.1 mM). La pepstatina A, un inhibidor de peptidasa aspartica, no
tuvo efecto en su actividad enzimatica (Cuadro 5). Bajo las mismas condiciones, la
enzima fue inhibida un 48 % y 36 % por inhibidores de serin peptidasas, PMSF a
0.1 mM y leupeptina a 1.0 mM. El efecto de AEBSF y pefabloc; otros inhibidores
de serin peptidasas, fue insignificante (Cuadro 5). Los resultados de estos
inhibidores de serin peptidasa corroboran que la Xaa-Pro-DAP es una serin
peptidasa.
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Adicionalmente, los agentes reductores ditiotreitol, cisteina y B-
mercaptoetanol, asi como el agente de grupos sulfhidrilos PCMB, no tuvieron
algun efecto sobre su actividad. Estos resultados sugieren que la Xaa-Pro-DAP
parcialmente purificada no pertenece a la familia de cistein peptidasa. La actividad
de cistein peptidasa identificada en el extracto enzimatico (E1) no fue detectada
en la Xaa-Pro-DAP sema-purificada, debido probablemente a su eliminacion

durante el proceso de purificacion.

Cuadro 5. Efecto de los inhibidores y/o activadores sobre la actividad
exopeptidasa en Theobroma cacao L.

Actividad relativa® (%)

Inhibidor® E_xtr,a'cto _Xaa—Pro—DAP_
Enzimatico E1 parcialmente purificada

0.lmM 1.0mM 0.1 mM 1.0 mM
Diprotina A 82 71 76 86
PMSF 46 68 52 83
EDTA 89 79 56 61
PCMB 60 51 115 99
Leupeptina 80 76 92 64
Pepstatina A 61 80 82 84
Bestatina 86 154 75 126
AEBSF 102 112 91 97
Pefabloc 115 131 92 101
Cisteina 109 104 64 92
B-mercaptoetanol 72 115 74 97
Ditiotreitol 85 109 62 70
Blanco 100 100 100 100

 Expresada como un porcentaje de hidrolisis de Ala-Pro-pNA en la ausencia de cualquier agente
quimico afiadido, a el cual fue dado el valor de 100%.

® PMSF, fenil metil sulfonil fluoruro; EDTA, &cido etilen diamino tetracético; PCMB, p-cloro
mercuribenzoato, AEBSF, 4-(2-aminoetil) bencenosulfonil fluoruro.
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7.2.5 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad Xaa-Pro-DAP de T.

cacao L.

El Cuadro 6 muestra el efecto de iones metalicos sobre la actividad de Xaa-
Pro-DAP en el extracto enzimético (E1) y en la enzima parcialmente purificada.
Se ha reportado que los iones de Ca** y Mg®" incrementan la actividad de cistein
peptidasa (Davy y col., 1998); la ausencia de este efecto sobre Xaa-Pro-DAP
corrobora la conclusiébn que ésta es una serin peptidasa mas que una cistein
peptidasa. Co** y Ca?" (1 mM) inhibieron la actividad enzimética un 52 y 51 %
respectivamente, mientras que otros cationes divalentes probados causaron un
31-48 % de inhibicién. De acuerdo con algunos autores, los cationes Cu?*, Hg*" y
Zn?* son fuertes inhibidores de la actividad Xaa-Pro-DAP en bacterias tales como
L. helveticus CNRZ 32, L. delbrueckii subsp bulgaricus y L. acidophilus. En
Lactobacillus sakei estos cationes no tuvieron efecto inhibitorio significativo (Sanz
y Toldr4, 2001). La actividad de Xaa-Pro-DAP disminuyo al incrementar la fuerza

ionica por el efecto del NaCl en el extracto enzimatico.

La actividad de Xaa-Pro-DAP parcialmente purificada fue inhibida un 44 %y
67 % por la presencia de 1.0 mM de Cu®"y Cd?*, respectivamente. Una inhibicién
similar por Cu®"y Cd?* fue encontrada para Xaa-Pro-DAP de L. sanfranciscensis
CB1 (Gallo y col., 2005). Los otros cationes divalentes probados tuvieron poco o
nulo efecto sobre la enzima parcialmente purificada (Cuadro 6). Los iones de
cobalto a 0.1 mM incrementaron la actividad enzimatica un 34 %, pero esto no
sucede cuando la concentracion de sal fue de 1 mM. Este efecto es debido
probablemente a la escisién proteolitica de Xaa-Pro-DAP por la enzima residual
cobalto-activada carboxipeptidasa y aminopeptidasa. Algunos estudios sobre el
efecto del cobalto en carboxipeptidasas (Kishimura y col., 2006; Cheng y col.,
1999) y aminopeptidasas (Dong y col., 2005; Bolumar y col., 2003) reportaron
incrementos de 1.7 a 50 veces la actividad original usando de 4 uM a 1 mM CoCl,.
Sin embargo, no toda la actividad aminopeptidasa citada en la literatura es

considerada cobalto-activada y algunos autores han reportado fuerte inhibicion de
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una leucina-aminopeptidasa por Co®* a 10 mM (Mercado-Flores, 2004; Mohamed y
col., 2009).

Finalmente, la diferencia causada por adicion de NaCl a 0.1 mM no tuvo
efecto sobre la actividad de la enzima parcialmente purificada, mientras que el
incremento de la fuerza i6nica disminuyo la actividad enzimatica (Cuadro 6).

Cuadro 6. Efecto de cationes metalicos sobre la actividad de exopeptidasa en
Theobroma cacao L.

Actividad relativa® (%)

Sal N Xaa-Pro-DAP
Metalica 2UEED EHUEE parcialmente purificada
0.1 mM 1.0 mM 0.1 mM 1.0 mM
BaCl, 74 69 84 76
CoCl, 117 48 134 75
ZnCl, 70 59 77 85
CacCl, 104 49 96 82
CucCl, 74 52 63 56
MgCl, 89 115 72 98
CdCl, 97 55 98 33
NaCl 108 75 103 84

 Expresada como un porcentaje de hidrolisis de Ala-Pro-pNA en la ausencia de cualquier sal
metalica afiadida, a el cual fue dado el valor 100%.
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7.3 Caracterizacion del extracto enzimatico E2

7.3.1 Determinacion de peso molecular relativo de Xaa-Pro-DAP en el
extracto enzimatico E2.

En la Figura 13 se muestra la Xaa-Pro-DAP proveniente del extracto enzimatico
en PAGE-Nativa revelado con Ala-Pro-4uBNA, obteniéndose un peso molecular
relativo de 60 kDa. Basado en ensayos en geles SDS-PAGE, en presencia de

SDS, la enzima no presenta actividad enzimatica.

97 kDa

v

66 kDa

v

<+— 60 kDa

v

45 kDa

3l1kba —»

205 kDa —-»

M E

Figura 13. PAGE-Nativa. Actividad de Xaa-Pro-DAP detectada con el sustrato Alanina-Prolina-4-
metoxi-Beta-naftilamida (Ala-Pro-4puBNA) en el extracto enziméatico E2 al 80% de saturacion
(NH,)>S0O,4. Donde M= Marcador de bajo peso molecular y E: Extracto enzimético E2.
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7.3.2 Actividad enzimatica en el extracto enzimatico E2 de T. cacao
Los resultados de la actividad enzimatica sobre los diferentes sustratos

ensayados se muestran en el Cuadro 7. El grado de hidrolisis en orden
decreciente, a una concentracion de sustrato de 10 mM fue a continuacion: Gly-
Pro-pNA > Ala-Pro-pNA > Leu-pNA > Lys-pNA > Arg-Pro-pNA > Ala-pNA > Ala-
Ala-Pro-pNA > Bz-Tyr-pNA. De los sustratos con prolina en la N-penultima
posicion, el mayor grado de hidrélisis se obtuvo con Gly-Pro-pNA a 10 mM,
seguido de Ala-Pro-pNA, Arg-Pro-pNA y Ala-Ala-Pro-pNA, lo que muestra la
preferencia de la Xaa-Pro-DAP por el aminoacido Gly adyacente a la prolina,

seguido por alanina y finalmente arginina.

Al aumentar la concentracion de sustrato se incremento la actividad, tal que
con Gly-Pro-pNA se obtuvo un incremento de actividad de 8.7 veces en 10 mM
con respecto a 1 mM, mientras que con Leu-pNA el incremento fue de 2.2 veces, y
para Ala-Pro-pNA fue de 1.7 veces, para los restantes las variaciones fueron muy
pequefias 0 no sufrieron cambios. Las actividades mas altas de Xaa-Pro-DAP en
bacterias lacticas han sido reportadas contra sustratos con N-terminal no cargados
(Ala o Gly) o residuos basicos (Arg) (Sanz y Toldra, 2001). Dada la presencia de
éstas enzimas durante la germinacion de la semilla de cacao, y su especificidad
por prolina (aminoacido que representa un 0.72-1.97 % de las proteinas de
cacao), el papel que probablemente juegan en conjunto con otras peptidasas es

participar en la hidrolisis de las proteinas de reserva.

De acuerdo a la actividad frente a Leu-pNA, sustrato para aminopeptidasas
y por la accion inhibitoria presentada por bestatina, se identifico actividad
aminopeptidasa (APE), con los mayores grados de hidrdlisis con Leu-pNA seguido
de Lys-pNA a 10 mM (Cuadro 7). De igual forma, se ensayo0 el sustrato Ala-pNA,
encontrandose un menor grado de hidrdélisis en comparacion con Leu-pNA y Lys-
pNA a 10 mM. La aminopeptidasa no especifica Tipo N [EC 3.4.11.1] identificada
en una gran numero de bacterias lacticas, presenta una gran actividad frente a
Lys-pNA, Leu-pNA (Gomez de la Cruz, 1996) y Ala-pNA (Magboul y McSweeney,
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2000). En cacao fermentado, la actividad aminopeptidasica es considerada la
segunda enzima mayoritaria después de la aspartil peptidasa (AP) [EC 3.4.23]
(Hansen y col., 1998). Debido a la hidrdlisis del sustrato Bz-Tyr-pNA, reportado
como especifico para enzimas tipo carboxipeptidasas con preferencia por
aminoé&cidos hidrofébicos en el extremo carboxilo terminal, se confirmd la

presencia de actividad carboxipeptidasa (CP)[ EC 3.4.17].

Cuadro 7. Actividad de exopeptidasas frente a varios sustratos cromogénicos.

Actividad especifica (UAE"/mg)

Substrato? (valor promedio + S.D. (n=3))

1mM 10 mM
Gly-Pro-pNA 0.092 + 0.001 0.796 £ 0.006
Ala-Pro-pNA 0.315+0.001 0.542 + 0.007
Leu-pNA 0.221 £ 0.008 0.493 + 0.006
Lys-pNA 0.275 + 0.005 0.366 £ 0.001
Arg-Pro-pNA 0.249 + 0.007 0.293 + 0.001
Ala-pNA 0.278+ 0.009 0.285 + 0.009
Ala-Ala-Pro-pNA 0.249 £ 0.001 0.277 £ 0.008
Bz-Tyr-pNA 0.194 + 0.001 0.254 + 0.003

% pNA = p-Nitroanilida, Bz = benzoil.
® Una unidad enzimatica se definié como la cantidad de enzima necesaria para liberar una mol de
pNA por min.

7.3.3. Efecto de inhibidores/activadores sobre la actividad enzimatica en el
extracto enzimético E2 de T. cacao.

El Cuadro 8 muestra el efecto de diferentes inhibidores sobre la actividad de la
enzima Xaa-Pro-DAP revelando que a 0.1 mM los mejores inhibidores fueron
bestatina, PCMB y diprotina A, con 52, 48 y 47 % de inhibicidon respectivamente;
mientras que a 1 mM, los mejores inhibidores fueron AEBSF, pefabloc y diprotina,

con ésta ultima se obtuvo un 44 % de actividad relativa. Diprotina A (lle-Pro-lle) ha
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sido identificada como un potente inhibidor competitivo de peptidasas con
actividad de dipeptidil peptidasa IV (DPP 1V) (Rigolet y col., 2005). En cebada, se
ha reportado una actividad relativa del 3 % con diprotina A a 0.1 mM (Cuadro 9)
(Davy y col., 2000) y en Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus LBU-147, una
actividad relativa del 15 % con la secuencia lle-Pro-lle de diprotina A (Miyakawa y
col., 1991).

La reduccion del 48 % de la actividad Xaa-Pro-DAP en presencia de PCMB a
0.1 mM, asi como la recuperacion de la actividad enzimatica por agentes
reductores (B-mercaptoetanol y cisteina) sugieren la presencia de una cistein
peptidasa. Mediante estudios de dicroismo circular (CD) (datos no mostrados) se
encontré baja estructura secundaria 6 de tipo “random coil”, o que sugiere la
presencia de cistein peptidasas en el extracto E2 de cacao. En S. marcescens, se
ha estudiado que la actividad endonucleasa, la cual posee grupos-SH, es afectada
bajo la influencia de PCMB mostrando cambios en la estructura secundaria en el

espectro CD (Filimonova y col., 2001).

Los inhibidores de metalo-peptidasas, bestatina y EDTA redujeron un 52 % y
29 % la actividad Xaa-Pro-DAP a concentraciones de 0.1 mM. Estos niveles de
inhibicion indican la presencia de una metalo-proteina. Los inhibidores tal como
PMSF, bestatina, EDTA en concentracién de 1.0 mM ejercieron un menor efecto
inhibitorio sobre la actividad de Xaa-Pro-DAP. Esto debido a la presencia de
diferentes peptidasas en el extracto enzimatico, las cuales también son inhibidas
por los diferentes compuestos, reflejandose en una menor accion proteolitica,
incrementando indirectamente la actividad Xaa-Pro-DAP en estudio; éste es el
caso de la enzima aminopeptidasa reportada como serin peptidasa (Haddar, y col.,
2009).

En el Cuadro 9 se muestra la especificidad de cada uno de los inhibidores
probados asi como el efecto inhibitorio sobre las enzimas identificadas en este

estudio, entre ellas las carboxipeptidasas y aminopeptidasas de tipo
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metalopeptidasas. En general, las Xaa-Pro-DAP’s de diferentes especies de
Lactobacillus y Lactococcus han sido identificadas como serin y cistein peptidasas
debido a su inhibicibn con PMSF y PMCB respectivamente. En cebada (Hordem
vulgare), uno de los pocos reportes al respecto en plantas, la DPP IV presenta
perfiles de inhibicion similares para Xaa-Pro-DAP de cacao, sensibles a AEBSF y
diprotina, inhibidores de serin peptidasas especificas de prolina.

Cuadro 8. Efecto de inhibidores/activadores sobre la actividad exopeptidasa de
Theobroma cacao L.

Actividad relativa® (%)

Inhibidor®
0.1 mM 1.0 mM
Leupeptina 76 94
Pepstatina A 55 53
Bestatina 48 79
Diprotina A 53 44
AEBSF 89 48
Pefabloc 84 44
PMSF 76 81
EDTA 71 83
PCMB 52 78
B-mercaptoetanol 69 84
Cisteina 53 90
Ditiotreitol 70 77

% Expresada como un porcentaje de hidrolisis de Ala-Pro-pNA en la ausencia de cualquier agente
quimico afiadido, a el cual fue dado el valor de 100 %.

® PMSF, fenil metil sulfonil fluoruro; EDTA, &cido etilen diamino tetracético; PCMB, p-cloro
mercuribenzoato, AEBSF, 4-(2-aminoetil) bencenosulfonil fluoruro.

-78 -



Cuadro 9. Efecto de diversos inhibidores sobre la actividad peptidasa diferentes

fuentes.
Inhibidor
de Especificidad del inhibidor Enzimas/Origen Referencias
peptidasas
AEBSF® Inhibidor irreversible de serin  Xaa-Pro-DAP®/ Presente estudio
peptidasas. Inhibe por acilacion el sitio Theobroma cacao
activo de la enzima. DPP IV': Hordeum Davy y col.,(2000)
vulgare
Pefabloc Soluble en agua y relativamente no Xaa-Pro-DAP / Theobroma  Presente estudio
toxico, inhibidor irreversible de cacao
trombina y otras serin peptidasas. Xaa-Pro-DAP/ Lb. curvatus Magboul y
Inhibe por acilacion del sitio activo de DPC2024 McSweeney (2000)
la enzima.
PMSF® Inhibe irreversiblemente serin  Xaa-Pro-DAP/Lc. lactis  Pérez-Guzmany
peptidasas por sulfonilacién del residuo  ssp. cremoris NRRL634 col.,( 2006)
de serina del sitio activo de la CP% Kluyveromyces Ramirez-Zavala y
peptidasa. No inhibe metalo-, aspartil y marxianus col., (2004)
la mayoria de las cistein peptidasas.
Bestatina Inhibidor de metalopeptidasas. Inhibe APE": Ustilago maydis Biehl y col., (1991)
aminopeptidasas (notablemente B) de
superficie celular y leucina-
aminopeptidasa.
Pepstatina  Pentapeptido  derivativo. Inhibidor AP": Theobroma cacao Guilloteau y col.,
reversible de peptidasas asparticas (2005)
(AP)
Leupeptina  Aldehido tripeptido. Inhibidor CP: Kluyveromyces Ramirez-Zavala y
competitvo de serin 'y cistein marxianus col., (2004)
peptidasas. Hook y col., (1984)
PCMB* Agente con alta especificidad por Xaa-Pro-DAP/Lb. Gallo y col., (2005)
grupos sulfhidrilos. sanfranciscensis CB1 Magboul y col.,
Xaa-Pro-DAP / Lb. (2000)
curvatus DPC 2024
EDTA® Inhibidor de metalopeptidasas APE: Ustilago maydis Mercado-Flores y
col., (2004)
Diprotina Inhibidor reversible de la metalo- DPP IV: Hordeum vulgare Davy y col., (2000)

peptidasa dipeptidil aminopeptidasa IV

Xaa-Pro-DAP / Theobroma
cacao

Presente estudio

4 AEBSF: 4-(2-aminoetil) bencenosulfonil fluoruro

® PMSF: fenil metilsulfonil fluoruro

°PCMB: p-cloromercuribenzoato

4 EDTA: acido etilenediaminetetraacético

¢ Xaa-Pro-DAP: Xaa- Prolil dipeptidil aminopeptidasa
"DPP IV: Dipeptidil aminopeptidasa IV

9 CP: Carboxipeptidasa

f‘ APE: Aminopeptidasa

' AP: Aspartil peptidasa
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Los agentes bloqueadores de serin peptidasas, AEBSF y pefabloc inhibieron
un 52 % y 56 % la actividad enzimatica, sugiriendo que residuos de serina podrian
estar participando en la catélisis de la enzima, como ocurre con otras Xaa-Pro-
DAP de origen microbiano (Cuadro 10) (Magboul y McSweeney, 2000). Sin
embargo, otro inhibidor de serin peptidasas, PMSF a 0.1 mM sdlo redujo un 24 %
la actividad de Xaa-Pro-DAP, la leupeptina, la cual también inhibe cistein
peptidasas, tuvo el mismo efecto sobre la actividad enzimatica. Las diferencias
mostradas por los diversos inhibidores de serin peptidasas revelaron que el
mecanismo de acilaciéon del sitio activo de la enzima es mas efectivo que la
sulfonilacion, en contraste de la Xaa-Pro-DAP obtenida con precipitacion al 40 %

de saturaciéon (Sanchez-Mundo y col., 2010).

El Cuadro 8 resume la especificidad de los diferentes inhibidores enziméticos
con su correspondiente mecanismo de inhibicién, los cuales han sido usados en
diversas peptidasas de diferentes fuentes de plantas y microorganismos, entre
ellas las enzimas Xaa-Pro-DAP, APE, CP y AP. En general, AEBSF, pefabloc y
PMSF, inhibidores de serin peptidasas, han mostrado efecto sobre las Xaa-Pro-
DAP de origen bacteriano asi como en DPP IV de cebada, siendo ésta ultima
también afectada por diprotina A, lo cual coincide con los resultados obtenidos en
el presente estudio. Asimismo, el PCMB también ha inhibido la actividad Xaa-Pro-
DAP de origen bacteriano, como lo hizo con la Xaa-Pro-DAP de nuestro caso de
estudio. Por otra parte, bestatina, EDTA y leupeptina han tenido efecto inhibitorio

sobre APE y CP de diferentes origenes y las detectadas en este estudio.

Los resultados revelaron la presencia de al menos tres caracteristicas
estructurales de las peptidasas Xaa-Pro-DAP en el extracto enzimatico E2 de T.
cacao: a) una de tipo serin-peptidasa, b) otra tipo cistein-peptidasa y c) caracter
metalico, ademas de una carboxipeptidasa y una aminopeptidasa. Las enzimas
aminopeptidasa y carboxipeptidasa han sido reportadas como metalo-peptidasas
(Tishinov y col., 2009; Biehl y col., 1991; Ramirez-Zavala y col., 2004).
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Cuadro 10. Comparacion de los efectos de inhibidores /cationes y sustratos sobre
la Xaa-Prolil-dipeptidil aminopeptidasa de diversas fuentes.

Sustrato Inhibidor
Origen o Cation Referencia
Theobroma cacao L.  Gly-Pro pNA, cu®, Mg*, PCMB®, AEBSF, Presente estudio
Ala-Pro-pNA  Ca* Diprotina A
Hordeum vulgare L. n.d n.d PMSF’, AEBSF® Davy y col.,
Diprotina A (2000)
Lb. helveticus ITG Ala-Pro-pNA,  Sn**, Hg*", PCMB?, NEM?, Degraeve y
LH1 Arg-Pro-pNA  Cu*"zn* Fe?** PMSFY EDTA® Martial-Gros,
(2003)
Lb. sanfranciscensis ~ Gly-Pro-pNA  Zn**, Hg*", PCMB?, Gallo y col.,
CB1 Mn** 3,4Dicloroisocumarina, (2005)
Lb. delbrueckii ssp.  Ala-Pro-pNA,  Hg™", Cu™, PCMB?, PMSF® Mercado-Flores
bulgaricus LBU 147  Arg-Pro-pNA  Fe”*, Fe** Diprotina A y col., (2004)
Gly-Pro-pNA
Lb. sakei CECE Ala-Pro-pNA,  Hg**, Ccu™, PMSF? Sanz y Toldra
4808 Arg-Pro-pNA zn* (2001)
Lb. curvatus DPC Ala-Pro-pNA,  Hg**, cu™, PCMB?, PMSF*, Magboul y
2024 Arg-Pro-pNA,  Cd**, zn** EDTA® McSweeney
Gly-Pro-pNA (2000)
Lc. lactis ssp. Arg-Pro-pNA,  n.d. PMSF? Pérez-Guzman y
cremoris NRRL 634  Lys-Pro-pNA col., (2006)

n.d.: No determinado.

4 PCMB: p-cloromercuribenzoato
® AEBSF: 4-(2-aminoetil) bencenesulfonil fluoruro

“ EDTA: 4cido etilenediaminotetraacético

4 PMSF: fenilmetilsulfonil fluoruro

®*NEM: N-etilmaleimida

7.3.4. Efecto de cationes divalentes y sodio sobre la actividad Xaa-Pro-DAP

en el extracto enzimético E2

El Cuadro 11 describe el efecto de los cationes divalentes y el sodio sobre

la actividad enzimatica. La presencia de Cu®" a 0.1 mM disminuyé la actividad 46

%; los cationes Ba**, Mg** y Ca** a 0.1 mM disminuyeron la actividad un 38, 34 y

30 % respectivamente. Los cationes restantes disminuyeron la actividad en niveles
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de 27 % con Cd** y de 20 % con Co**. Los cationes Ca®"y Mg?* causaron un 46 %
de inhibicién a 1mM y el Zn?* un 30 %, mientras que se observé un ligero efecto
(10-14%) en presencia de Na' y Ba**. Al incrementar la concentracién de los
cationes (Ba**, Cd**, Cu®*, Na'y Co?") a 1 mM, su poder inhibitorio fue bajo,
resaltando el caso del Co** que indujo la recuperacién completa de la actividad
enziméatica Xaa-Pro-DAP. Estos resultados probablemente debido a las
interacciones entre peptidasas con menor especificidad por el sustrato empleado,
tales como AP, APE y CP, de tal manera que la actividad de Xaa-Pro-DAP es
favorecida indirectamente. Para la APE de U. maydis, la presencia de Cu®*, Hg*" y
Zn** a 1 mM indujeron la inhibicién completa en la enzima purificada. Otros

2 Ni** y Mn? tuvieron un fuerte efecto inhibitorio sobre la

cationes, tales como Co
APE (Mercado-Flores y col., 2004). Los cationes Cu®*, Hg** y Zn?*, han sido
reportados como fuertes inhibidores de la actividad Xaa-Pro-DAP de L. helveticus
ITG LH1 y L. delbrueckii subsp bulgaricus. En Lactobacillus sakei, estos cationes
causaron un 53 % a 78 % de inhibicidn, mientras que otros cationes no tuvieron
efecto inhibitorio sobre la actividad (Sanz y Toldra, 2001). El efecto de la fuerza
i6nica debida al cloruro de sodio revelé que la actividad aumenta al incrementarse
la fuerza idnica en el medio. La coordinacién de cationes monovalentes juega un
papel influyente en muchas reacciones catalizadas por enzimas (Di Cera, 2006;
Page y Di Cera, 2006). Debido a las limitadas propiedades electrostaticas, el Na* y
K" son los agentes Optimos para la estabilizacion del estado conformacional activo
de una enzima o facilitando las interacciones electrostaticas entre enzima y

sustrato (Page y Di Cera, 2008).

El Cuadro 10 describe una comparacion del efecto de inhibidores/cationes y
especificidad de sustratos de Xaa-Pro-DAP de diferentes origenes. Los datos
obtenidos en el presente trabajo es uno de los pocos reportes de Xaa-Pro-DAP en
plantas, ademas de su estudio en cebada, en contraste a los abundantes estudios
en bacterias acido-lacticas, las cuales utilizan sustratos ricos en prolina para su
crecimiento. Estos estudios comparten caracteristicas con la Xaa-Pro-DAP de
cacao en este estudio: sensibilidad a inhibidores de serin peptidasas (PMSF,
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AEBSF), inhibicion por diprotina A y PCMB, y en algunos casos, reduccion de la
actividad por agentes quelantes. Asimismo, la inhibicién por los iones Cu** y Hg?*
es la reportada mas frecuentemente. Finalmente, la Xaa-Pro-DAP de estudio
mostro preferencia por sustratos Gly-Pro-pNA y Ala-Pro-pNA, este ultimo

hidrolizado en la mayoria de las Xaa-Pro-DAP de origen bacteriano.

Cuadro 11. Efecto de cationes divalentes y sodio sobre la actividad exopeptidasa
de Theobroma cacao L.

Actividad relativa (%)

Sal metalica
0.1 Mm 1.0 mM
BaCl, 62 90
CoCl, 80 102
CdCl, 73 76
ZnCl, 81 70
CuCl, 54 74
NacCl 51 86
CacCl, 70 54
MgCl, 66 54

® Expresada como un porcentaje de hidrélisis de Ala-Pro-pNA en ausencia de cualquier sal
metalica afiadida, la cual fue dado el valor de 100 %.
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7.3.5. Interacciones proteina-cation mediante dispersion dindmica de luz en

el extracto enzimético E2

Los efectos de las sales sobre la agregaciéon de la proteina fueron
monitoreados por dispersion dinamica de luz debido a su alta sensibilidad, por lo
qgue la hace una herramienta util para este tipo de estudios. Los valores de la
intensidad del diametro promedio en nandmetros y el indice de polidispersidad
(Pdl) (un estimado del amplio de la distribucién) fueron determinados como se
define en 1ISO13321 (1996).

Con respecto a el extracto enzimético (E2), la intensidad de distribucién de
tamafio a 25 °C revel6 tres grupos proteicos de alrededor de 8.281 nm, 151.4 nmy
4987 nm de diametro, mostrando un mayor estado de asociacion en el intervalo de
151.4 nm con una intensidad de 73.1 %. Las interacciones (proteina-catién) del
extracto enzimatico con los diferentes cationes probados ambos, a
concentraciones de 0.1 y 1 mM a 25 °C revelaron, de acuerdo a la distribucion de
diametros hidrodinamicos, tres grupos de agregacién (10 nm; 10<100 nm;
100=4000 nm). La observaciéon de un alto porcentaje de intensidad en la sefal,
pone en evidencia que las interacciones proteina-cation mas importantes fueron
para CdCl, y CuCl, a 0.1 mM, presentando para CdClI, tres grupos con didmetros
hidrodinamicos de 12.7 nm (20 %), 141 nm (76 %) y 5021 nm (4 %) y para CuCl,
de 9.9 nm (8 %), 104.9 nm (90 %) y 4801 nm (2 %). Son notables las interacciones
con CaCl, a 0.1 mM y 1 mM, las cuales alcanzaron la mayor intensidad de los
cationes probados con un diametro hidrodindmico de 153.1-131.6 nm. Esta
distribuciéon de tamafio es multi-modal, es decir, revela la presencia de diferentes
grupos proteicos, indicando agregacion proteica que se refleja en pérdida de
actividad enzimética de Xaa-Pro-DAP (Cuadro 11). Al incrementar la fuerza iénica
en el medio con la adicién de las sales a 1 mM (Figura 14a) se induce una menor
variacion en la distribucion de tamafo, pero con el mismo comportamiento multi-
modal, indicando que la agregacion inducida por los cationes a 1 mM podria
deberse a la unién de un ibn metélico en un sitio especifico de la proteina. Existe

evidencia de que iones metalicos pueden acelerar el proceso de agregacién de
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diversas proteinas como ocurre en el proceso de desnaturalizacion y agregacion
de B-lactoglobulina A (BLG-A) en la presencia de los iones metalicos de Cu®*" y
Zn?* (Stirpe y col., 2008). Sin embargo, destacan las interacciones con el CuCl, y
el CdCl,, en las cuales los tamafios de distribucion son monomodales, con
diametros hidrodinamicos de 158.5 y 119 nm con un indice de polidispersidad
(Pdl) = 0.242 y 0.211 respectivamente, indicando una tendencia de tamafio
molecular homogéneo o de polidispersidad media; lo anterior esta relacionado con
el incremento en la actividad enzimética de Xaa-Pro-DAP debido a una menor
agregacion proteica produciendo desnaturalizacién inducida por los iones. El
CoCl, favorecido la agregacion de varios grupos con diferentes tamafos
moleculares, en contraste con su efecto sobre la actividad, la cual es restablecida
almM.

Los incrementos de temperatura revelaron una mayor variacion en la
distribucion de didmetros hidrodinamicos generados en las interacciones con las
sales en estudio; sin embargo, la formacion de agregados moleculares (interacciéon
proteina-cation) se observaron entre 10 nm y 70 nm (Figura 14b), esto es muy
evidente a 0.1 mM a 40 °C y 50 °C.

A 40 °C, con 0.1y 1.0 mM, se observaron agregados mayores que 5000 nm
(Figura 14b), que llegan a desnaturalizarse a temperaturas superiores a 50 °C
(Figura 14c), generando agregados de gran tamafo, excepto los formados con
MgCl,, indicando que probablemente le confiere estabilidad térmica a los
polimeros. Para CuCl, a 1 mM, el comportamiento monomodal se mantiene hasta
los 60 °C con un tamafio promedio de 154.9 nm y PdI=0.224 (inserto Figura 14c;
Figura 15a). Una distribucion similar es obtenida con CdCl, a 1 mM (inserto Figura
14d; Figura 15b), pero ésta se mantiene hasta 80 °C, es decir, estos cationes
favorecen la estabilizacion proteica, ya que no hay un incremento evidente en los

tamafos de las proteinas subsecuente al proceso de desnaturalizacion.
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a) Size Distribution by Intensity 25°C b) Size Distribution by Intensty 40°C
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Figura 14. Efecto de la temperatura sobre el tamafio de distribucién de las interacciones en el
extracto enziméatico E2 con los cationes Ba*", Zn*", Cu**, Co**, Cd**, Mg*, Ca®*y Na'* a 1 mM a) 25 °C,
b) 40 °C, c) 60 °C + (inserto CuCl, 1 mM), d) 80 °C + (inserto CdCl, 1 mM).
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Figura 15. Efecto de la temperatura sobre el tamafio de distribucién de las interacciones en el

extracto enzimatico E2 con a) Cu®* a 25-60 °C b) Cd*" a 25-80 °C.

Como se observa en la Figura 16a, los diferentes cationes probados,
comparados con la proteinas nativas, forman agregados de mayor tamafio
molecular a 25 °C, mientras que a 30 °C so6lo CaCl,, ZnCl, y BaCl, formaron
agregados de mayor tamafio que las proteinas nativas. En contraste, con
incremento de temperatura, se formaron polimeros de gran tamafio con la proteina
en ausencia de cationes, mostrando que éstos protegen la enzima contra la

desnaturalizacion térmica.

Con respecto a la fuerza idnica, a temperaturas superiores de 70 °C, ésta
favorece la desnaturalizacion de la proteina. Con el aumento de la concentracion
de cationes a 1 mM (Figura 16b), CuCl, mantuvo las proteinas en agregados de
mayor tamafo desde 25 °C hasta 60 °C, comparado con la proteina nativa. Por
arriba de 70 °C, se formaron polimeros de alrededor de 264 nm, pero de menor
tamafo que la proteina en ausencia de cationes (353 nm). La fuerza i6nica no tuvo
efecto sobre el proceso de agregacion hasta 70 °C, después de la cual, se

favorecié la desnaturalizacion de las proteinas.
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Figura 16. Efecto de cationes divalentes y sodio en la desnaturalizacion térmica de Xaa-Pro-
DAP en el extracto enzimético E2 a) cationes a 0.1 mM y b) cationes a 1mM.
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7.3.6. Efecto de la temperatura y cationes sobre la actividad enzimatica en el

extracto enziméatico E2

A 25 °C, se detectaron 1.6 UAE de Xaa-Pro-DAP, la cual se incremento,
iniciando a 50 °C con 2.9 UAE y continu6 en ascenso hasta 19.7 UAE a 80 °C,
indicando activacion por temperatura (Figura 17a). En presencia de CoCl, a 0.1
mM, la actividad presentd el mismo comportamiento y, al aumentar la
concentracion a 1 mM, se alcanz6 una actividad maxima de 25.7 UAE a 70 °C,
disminuyendo a 19.74 UAE al final del ensayo (80 °C) (Figura 17b); sin embargo la
adicion de CdCl, a 1.0 mM logra una mayor estabilidad térmica de la enzima Xaa-
Pro-DAP a 80 °C, obteniendo 28 UAE (Figura 17c). A 0.1 mM, el efecto de CdCl,
es muy similar. De acuerdo a lo anterior, enzimas de tipo Xaa-Pro-DAP pueden
ser atribuidas como el Unico grupo proteico detectado en DLS en presencia de
CdCl,, correspondiente a 34,87 nm a 50 °C hasta los 80 °C con 53,48 nm (Figura
15b).
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Figura 17. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de Xaa-Prolil dipeptidil
aminopeptidasa (Xaa-Pro-DAP) y sus interacciones con CoCl, y CdCl, a concentraciones de
0.1 mMy1mM.
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La actividad APE tuvo un comportamiento debido a la desnaturalizacion
térmica, iniciando a 40 °C con 0.7 UAE y finalmente 0.5 UAE a 80 °C (Figura 18a).
Los niveles detectados de actividad APE fueron bajos comparados con la actividad
Xaa-Pro-DAP detectada en el extracto enzimatico. Sin embargo, en presencia de
CoCl,a 1 mM, la actividad APE se estabilizo, detectandose 1.0 UAE a 60 °Cy 1.2
UAE a 80 °C (Figura 18b). Se han reportado incrementos de 1.7 a 50 veces de la
actividad original de enzimas carboxipeptidasas (Kishimura y col., 2006; Cheng y
col., 1999) y aminopeptidasas (Dong y col., 2005; Bolumar y col., 2003) cobalto-
activadas, usando 4 uM a 1 mM de CoCl,. No obstante, también han sido
detectada la inhibicion de APE por Co** a 10 mM (Mercado-Flores y col., 2004;
Mohamed y col., 2009). El efecto del CdCl, sobre la actividad APE no fue
significativa, aunque la menor actividad enzimatica fue detectada a 60 °C (0.483

UAE), un valor menor del obtenido en ausencia del catién (Figura 18c).

Finalmente, la actividad de tipo carboxipeptidasa presentd un
comportamiento aleatorio, identificando 0.6 UAE a 40 °C hasta 0.4 UAE a 80 °C
(Figura 19a). La presencia de CoCl, a 0.1 mM y 1 mM no ejercié un efecto
evidente sobre la actividad CP (Figura 19b) mientras que la adicion de CdCl, a
ambas concentraciones logré recuperar ligeramente la actividad CP de 0.34-0.30
UAE a 60 °C hasta 0.64-0.63 UAE al final de la prueba (Figura 19c).
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7.4 Purificacion de la cistein peptidasa (tcCys)

La protedlisis enzimética detectada con un peso molecular relativo de 101
kDa en el extracto al 30 % de (NH,4).SO, se aprecia en la Figura 20.

66.0kDa —>»

30.0kDa —»

201 kba —»

M

Figura 20. Zimograma del extracto enzimético de T. cacao. M: Marcador de proteinas; E:
extracto enzimatico al 30 % (NH,4),SO,, indicando la protedlisis sobre la caseina como sustrato.

La Figura 21 muestra el perfil de elucion de la cromatografia de intercambio
anionico, con tres picos (DEAE1l, DEAE2 y DEAE3) con actividad de tipo Xaa-
prolil-dipeptidil aminopeptidasa (Xaa-Pro-DAP), cuyas fracciones también fueron
probadas para actividad de cistein peptidasas, encontrando actividad en DEAE2.
El pico DEAE1 (fracciones 20-28) eluyeron con 0.45 M NaCl. Los picos DEAE2
(fracciones 40-44) y DEAE 3 (fracciones 49-51) fueron retenidos fuertemente en la
columna, eluyendo a 0.5 M NaCl. De acuerdo a la electroforesis de la Figura 22,
s6lo se detectan los picos DEAEL1 y DEAE2 con un perfil de bandas muy similares
entre si; en el pico DEAE1 no fue posible observar fracciones proteicas, a pesar
de presentar el mayor contenido de proteinas y de actividad Xaa-Pro-DAP. Lo
anterior posiblemente se deba a un alto contenido de actividad proteolitica y
degrade las enzimas presentes, como ha sido reportado por (Esparza, 2008) en

otro estudio.
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Figura 22. Analisis SDS-PAGE de las fracciones provenientes de la cromatografia de
intercambio anionico DEAE-Sepharosa. Donde M: Marcador de bajo peso molecular; 1: Extracto
al 30% de (NH,),SO,4; 2: DEAE1 (fracciones 20-28); 3: DEAE2 (fracciones 40-44) y 4: DEAE3
(fracciones 49-51).

El pico DEAE 2 fue inyectado en la columna Macro-Prep® High-S Support
de intercambio cationico, la cual eluyé dos picos (Figura 23), el pico HS1
(fracciones 20-22) con 0.4 M NacCl y el pico HS2 (fracciones 36-39) con 0.5 M de
(NH4)2SO4. En la Figura 24 se muestra el perfil electroforético de las fracciones

provenientes del dltimo paso cromatogréfico.
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Figura 23. Fraccionamiento de tcCys en cromatografia de intercambio catiénico en columna
High S.

De las fracciones obtenidas en el proceso de purificacion, la banda con
peso molecular relativo de 25 kDa, se le atribuye la caracteristica de cistein
peptidasa y es la mayoritaria en todos los casos aunque no se ha logrado la
homogeneidad de la preparacion final ya que aun estan presentes otras bandas.
Este valor (25 kDa) es muy similar al obtenido en otras fuentes ya que los pesos
moleculares relativos Mrs de las cistein peptidasas de plantas estudiadas estan
generalmente en el rango de 23-30 kDa, tales como la cistein peptidasa de
cebada (29-37 kDa) (Poulle y Jones, 1988; Koehler y Ho, 1988, 1990a; Zhang y
Jones, 1996), maiz (12-36 kDa) (De Barros y Larkins, 1990), horse gram (30.2
kDa) (Rajeswari y col., 2009) y frutos de Pseudananas macrodontes (25 y 27 kDa)
(Lépez y col., 2000). Sin embargo, también se han reportado de mayor tamafio

como la cistein peptidasa de trigo (60 kDa) (Afaf y col., 2004).
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Figura 24. Andlisis SDS-PAGE de las fracciones provenientes de la cromatografia de
intercambio catiénico High S. Donde M: Marcador de bajo peso molecular, E: Extracto al 30% de
(NH4)»S04, HS1: Pico 1 (fracciones 20-22) y HS2: Pico 2 (fracciones 36-39).

7.5 Caracterizaciéon de la cistein peptidasa (tcCys)
7.5.1 Efecto del pH y temperatura sobre la actividad tcCys

La cistein peptidasa tuvo un pH éptimo de 5.0 (Figura 25). Este valor es
similar a el pH 6ptimo de otras cistein peptidasas (Rajeswari y col., 2009). Lo
anterior sugiere que ésta actla en un compartimiento celular acido tal como la
vacuola como ha sido reportado por otros autores (Afaf y col., 2004; Watanabe y
col., 2009). Sin embargo, a pH 9.0 se observo un ligero incremento de actividad
proteolitica, esto puede estar relacionado con la presencia de posibles cistein
peptidasas alcalinas, y al parecer se encuentren localizadas en el citosol, como se
ha reportado en cebada (Watanabe y col.,, 2009), frutos de Pseudananas

macrodontes (LOpez y col., 2000) y latex de Ervatamia coronaria (Nallamsetty y
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col.,2003) con pH 6ptimo desde neutro a pH 8 y 8.5; al contrario de otras cistein
peptidasas conocidas, las cuales exhiben pH &cidos éptimos mostrando la mayor
actividad con valores de 4-5 (Afaf y col., 2004, Rajeswari y col., 2009).

Existen reportes sobre las discrepancias en los pH 6ptimos de cistein
peptidasas dependiendo del sustrato ensayado, ya que un sustrato dado tendra
nuMerosos grupos ionizables con valores de pKa similares. El pH 6ptimo obtenido
con un sustrato proteico refleja mas sobre el pH-susceptibilidad intermedia del
sustrato a la protedlisis que sobre la influencia del pH sobre la peptidasa como
catalizador (Rajeswari y col., 2009; Koehler y Ho, 1990; Bol6n y Sussex, 1987;
Belozersky y col., 1989).

140
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95

90

Actividad proteasa (U/ml)

pH

Figura 25. Determinacién de pH 6ptimo de tcCys. La azocaseina es el sustrato usado para el
ensayo enzimatico.

La enzima tcCys mostro una temperatura 6ptima a 50 °C (Figura 26). Este
resultado coincide con la temperatura 6ptima reportada en cistein peptidasas de
trigo (Afaf y col., 2004, Asano y col., 1999), en Ervatamina A y B de latex de
Ervatamia coronaria se identificO una temperatura 6ptima de alrededor de 50-55
°C (Nallamsetty y col., 2003; Kundu y col., 2000). También han sido detectadas
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muy frecuentemente temperaturas optimas de 40-45 °C en cistein peptidasas de
diversas fuentes (Koehler y Ho, 1988, 1990a).
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Figura 26. Perfil de actividad-temperatura de tcCys. La azocaseina es el sustrato usado para el
ensayo enzimatico. Los ensayos fueron realizados en regulador de acetato de sodio 100 mM
(pH.4.5).

7.5.2 Efecto de latemperatura en la estabilidad de tcCys
El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la peptidasa tcCys es

mostrada en la Figura 27. La enzima tcCys fue estable a 60 °C con una actividad
proteolitica de 267.5 U, la cual disminuye a 70 y 80 °C. Estos resultados son
similares a los reportados en una cistein peptidasa en hojas de cebada, la cual
disminuy6 su actividad en un 50 % a la temperatura de 55 °C (Watanabe y col.,
2009), en trigo a 50 °C pierde el 45 % de actividad (Afaf y col., 2004). Por otra
parte, se observa que finalizar el ensayo a 80 °C la actividad proteolitica no se
pierde totalmente como ocurre con otras cistein peptidasas estudiadas (Afaf y col.,
2004; Rajeswari y col., 2009), sugiriendo que la enzima tcCys podria continuar
activa a una mayor temperatura. En este sentido, en cacao se han reportado
enzimas termoestables durante el proceso de fermentacion, tales como la
endoproteinasa aspartica la cual presentd la mayor actividad enzimatica a
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temperaturas de 48 °C (72 h) conservando un 50 % su actividad, no se inactivo
con el secado solar ni artificial, lo cual indicé una gran estabilidad durante todo el
proceso de fermentacion y la carboxipeptidasa con mayor actividad a 45 °C (96 h)
conservando entre el 50 y 15 % de su actividad (Hansen y col., 1998; Amin y col.,
1998).
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Figura 27. Estabilidad térmica de tcCys. La azocaseina es el sustrato usado para el ensayo
enzimatico en regulador de acetato de sodio 100 mM (pH.4.5).

7.5.3 Efecto de inhibidores y agentes sulfhidrilos
El efecto de diferentes inhibidores y agentes reductores sobre la tcCys

peptidasa de T. cacao fue examinada en el perfil electroforético representado en
los densitogramas en la Figura 28. La actividad de la enzima fue estimulada por
los agentes reductores Glutation, BME y DTT. Asi los agentes reductores glutation,
BME y DTT a concentracion de 10 mM presentaron un incremento del area de 211

%, 176 % y 150 % con respecto al area de la banda (679.14 = 100 %) con un peso
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molecular relativo de 25 kDa en ausencia de dichos agentes. El incremento en la
intensidad de la banda proteica con la adicion de los agentes sulfhidrilos,
establecen la naturaleza tiol de la enzima. Se ha reportado en cistein peptidasas
de soya un efecto favorable en presencia de agentes sulfhidrilos, tales como el
BME (Asano y col., 1999).

Con respecto a los inhibidores especificos de cada clase de peptidasas
(metalo, serin y cistein) con la finalidad de investigar el residuo de aminoéacido (s)
que contribuyen al sito activo de la enzima. Asi sélo el PCMB, considerado un
inhibidor especifico para cistein peptidasas, a concentracion de 1 mM redujo un
76.45 % el area de la banda identificada en el densitograma (Fig. 28). Esto es
probablemente debido a los efectos del PCMB sobre los grupos-SH los cuales son
importantes para el correcto plegamiento de enzimas sulfhidrilicas. Lo anterior
indica que esta peptidasa es un miembro de las cistein peptidasas. Los otros
inhibidores especificos de enzimas tipo serin y cistein (PMSF y leupeptina) y de
caracter metélico (EDTA) no presentaron efecto inhibitorio sobre la enzima. No
obstante, el efecto inhibitorio podria ser mas evidente al incrementar el tiempo de
contacto de la enzima con los diferentes quimicos, logrando un mayor tiempo de

accion ~5h como se ha experimentado en otros reportes (Renier y col., 2004).
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8. CONCLUSIONES

1.

Generales:

El mayor nivel de actividad de Xaa-Pro-DAP se detectdé el dia 10 del
proceso de germinacion.

En el dia 10 de germinacion, se detectaron también los valores maximos de
contenido de humedad y actividad de agua, lo que indica diferentes niveles
de interaccion agua-proteina durante todo el proceso germinativo.

El sistema proteolitico en los extractos de T. cacao germinado ha sido
parcialmente purificado, identificando enzimas asociadas a membrana de
tipo aminopeptidasa (APE), carboxipeptidasa (CP), cistein peptidasa
(tcCys) y Xaa-Prolil dipeptidil aminopeptidasa (Xaa-Pro-DAP).

La actividad de Xaa-Pro-DAP detectada en los extractos (E1 y E2) fue
activa sélo en estado nativo, con un peso molecular relativo de 80 kDa y 60
kDa respectivamente.

. Caracterizacion del extracto E1 y la enzima Xaa-Pro-DAP:

La actividad Xaa-Pro-DAP en el extracto (El1) fue sensible a
concentraciones de 0.1 mM por PMSF, PCMB vy pepstatina A, los cuales
inhibieron la actividad un 54, 40 y 39 % respectivamente.

Todos los cationes, excepto Co**, Ca®*" y Mg®" disminuyeron la actividad
enziméatica.

En el extracto enzimético E1 se identifico la presencia de una cistein
metalopeptidasa debido a su activacién por agentes reductores.

La enzima Xaa-Pro-DAP parcialmente purificada mostr6 una alta
especificidad por el sustrato Ala-Pro-pNA pero aun estan presentes
actividades aminopeptidasa y carboxipeptidasa. La Xaa-Pro-DAP

parcialmente purificada es una serin metalopeptidasa.
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[ll. Caracterizacion del extracto E2:

9. La enzima Xaa-Pro-DAP en el extracto (E2) fue inhibida por iones
divalentes tales como Cu?* (0.1 mM) y Ca** y Mg®* (ImM), en ausencia de
iones divalentes se incrementé la actividad por efecto de temperatura con
valores de 2.9 UAE 50 °C y 19.7 UAE a 80 °C.

10.La adicién de iones de Cd?* favorece la estabilidad enzimatica (E2) y de
acuerdo al analisis DLS, solo se detecta un solo grupo proteico de 53,48 nm
a 80 °C atribuido a enzimas de tipo Xaa-Pro-DAP, indicando
termoestabilidad.

11. La actividad APE fue estabilizada por iones Co?* mientras que sobre la
actividad CP, Co?" no tuvo efecto significativo. A pesar de que los niveles de
actividad APE y CP fueron menores a los detectados por Xaa-Pro-DAP, las
tres enzimas lograron mantener actividad residual después de los 80 °C

indicando una baja desnaturalizacion térmica.

IV. Caracterizacion de la cistein peptidasa (tcCys):

12. La tcCys fue estable a 60 °C y con un pH acido 6ptimo de 5.0 pero con
buena actividad a pH 9.0; fue sensible a PCMB. Estas propiedades fueron
similares a aquellas cistein peptidasas empleadas en la industria de
alimentos.

13. Los resultados de este trabajo contribuyen al estudio de enzimas Xaa-Pro-
DAP, APE, CP y tcCys importantes por su participaciéon en la degradacion
de proteinas de reserva durante la germinacion de cacao, y dada la escasa
informacion sobre este tipo de enzimas de origen vegetal, muestra la

relevancia de este estudio.
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9. PERSPECTIVAS

1. Realizar estudios sobre las transiciones de fase de la semilla en funcion de
la Aw.

2. Obtener hasta homogeneidad molecular la Xaa-Pro-DAP tipo sulfhidril
peptidasa identificada en los extractos enzimaticos.

3. Realizar estudios de calorimetria diferencial de barrido para complementar
los estudios de agregacion de peptidasas y comprobar la estabilidad de la
Xaa-Pro-DAP en presencia de los iones de Cd** y Co*".

4. Estudiar y caracterizar las peptidasas APE y CP también identificadas en el
presente trabajo para lograr un mayor entendimiento del sistema
proteolitico del cacao durante el proceso de germinacion.

5. Obtener hasta homogeneidad molecular la enzima Xaa-Pro-DAP para
realizar la secuenciacion del extremo amino-terminal con la finalidad de
obtener mas informacibn con respecto a la posible funcibn y su
participacion durante el proceso de germinacion.

6. Realizar estudios de biologia molecular, para la identificacion del gen (es)
codificantes para Xaa-Pro-DAP 'y Dbuscar posibles aplicaciones

biotecnoldgicas.
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