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RESUMEN

Las proteasas son enzimas importantes para diversas aplicaciones biotecnolégicas,
debido a que son catalizadores biolégicos altamente eficientes y especificos, sin
embargo la aplicacion de las enzimas a nivel industrial se ha visto limitada por varios
factores, principalmente su alto costo, inestabilidad y disponibilidad en cantidades
pequefias, lo cual se han ido superando por la busqueda de enzimas estables a
condiciones extremas y la investigacion de nuevas técnicas como la inmovilizacion
de las enzimas. El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la purificacion,
caracterizacion e inmovilizacion de proteasas de excrecién de Staphylococcus sp.
de las salineras de Maras-Cusco. Los extractos obtenidos por fermentacion
sumergida se concentraron por liofilizacion, estos se trataron en sistemas
cromatograficos de afinidad, intercambio anidnico Yy filtracién en gel, asi mismo se
adapto la electroelucién como método de purificacion, para la inmovilizacion de la
proteasa se usaron soportes de gelatina y poliacrilamida. Los extractos de
Staphylococcus sp. N10, obtuvieron una actividad enzimatica de 29.25 U/mL/min y
28.2 U/mL/min en los medios de cultivo MH y TSB respectivamente, segun la SDS-
PAGE y zimograma con gelatina se identific6 una proteasa con un peso de 60 kDa,
esta enzima se purificdé usando cromatografia de intercambio anionico (QAE
Sephadex A-50) y filtracion en gel (Sephadex 100 G) obteniendo un grado de pureza
de 13.56 veces mas frente al extracto inicial y un rendimiento de 7.1 % de la
actividad total, sin embargo se obtuvieron mejores resultados por electroelucion
purificAndose 32.4 veces mas, con una recuperacion de la actividad total de 17.5%,
la enzima se confirm6 como metaloproteasa, con actividad optima a pH 7.0 y
temperatura de 40°C. La inmovilizacién de la proteasa, se realizé a partir de los
extractos de la cepa N10, que tuvo mejor resultado usando gelatina de pescado
preactivado con glutaraldehido al 10%, recuperando el 64% de actividad después

del segundo uso.



