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RESUMEN

Las proteasas son enzimas capaces de hidrolizar enlaces peptidicos, por lo que
estas enzimas se aplican en distintos procesos biotecnoldgicos en donde se requiera
hidrolizar proteinas. Tanta es su importancia a nivel comercial que se estima que las
proteasas abarcan cerca del 60% del mercado mundial de enzimas. Sin embargo, las
proteasas comerciales usadas actualmente, provenientes de organismos mesofilos,
presentan una actividad optima a temperaturas cercanas a 60°C, siendo ineficientes

al ser aplicadas a temperatura ambiental.

Debido a este problema, se ha planteado reemplazar estas enzimas, por otras que
actuen eficientemente a temperaturas menores. En este punto, surge la
microbiologia antartica, como nueva fuente de proteasas con propiedades Unicas.
Estas enzimas, llamadas también “enzimas psicréfilas”, o “psicrozimas”, presentan
una temperatura Optima de catalisis que puede oscilar entre 20°C y 45°C, una
constante catalitica, kca, de dos a ocho veces superior que las enzimas comunes, asi

también como una mayor termosensibilidad.

En esta tesis, se planted la caracterizacién de proteasas provenientes de bacterias
aisladas en la Isla Rey Jorge, Antartica. De un trabajo previo, se seleccionaron dos
cepas, identificadas como Flavobacterium sp. y Pseudoalteromonas issachenkonii,
las cuales secretaban un extracto con actividad proteolitica, que presentaba
caracteristicas que sugerian la presencia de enzimas psicréfilas. Por esto, se
propuso purificar y caracterizar estas proteasas, comparando su eficiencia a 25°C

frente a proteasas usadas actualmente en biotecnologia.

A partir de cultivos bacterianos, se purificaron las proteasas mediante precipitacion
con sulfato de amonio y cromatografia de intercambio anionico, siendo
posteriormente identificadas por espectrometria de masas. Estas enzimas fueron
caracterizadas funcionalmente mediante ensayos con azocaseina como sustrato,

evaluando temperatura y pH oOptimo de catalisis, estabilidad enzimatica frente a



temperatura, energia de activacion, efecto de inhibidores, y determinacion de

constantes cataliticas, entre otras cosas.

Con estos ensayos, se identificaron y caracterizaron dos proteasas, llamadas O1 y
H2. O1, identificada como metaloproteasa M43, presenté una temperatura optima de
catalisis de 35°C, un pH éptimo en el rango 7,5-10,0, una energia de activacion de
27,6 kJ mol™ y un valor de ks de 180 s™. La proteasa H2, identificada como serino
proteasa S8, presentd una temperatura optima de 40°C, pH éptimo en el rango 9,5-

10,5, energia de activacion de 47,9 kJ mol™, y un valor de key de 174 s

Al ser comparados estos parametros con las proteasas usadas actualmente en
biotecnologia, las proteasas H2 y O1 presentaron caracteristicas que lleva a
clasificarlas como enzimas psicrofilas, remarcando su eficiencia a bajas temperaturas,
y su potencial uso industrial. Es por esta razén que a futuro, se propone evaluar la
efectividad de estas enzimas en varios sustratos usados en la industria, asi también
como disefiar métodos de produccién a mayor escala, utilizandose el trabajo de esta
tesis como base para la aplicacion biotecnologica de estas dos proteasas de

bacterias antarticas.



