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1. ESTRUCTURA BASICA DEL PROGRAMA

OBJETIVO (S)
El objetivo general del curso es que el o la estudiante adquiera conocimientos que le permitan comprender y estudiar las enzimas desde el punto de vista
bioguimico, ademas de conocer el impacto, importancia y empleo de los biocatalizadores en el sector industrial. Al final del curso el alumno también tendra
capacidades tacticas que le permitan llevar a cabo ensayos a nivel laboratorio presencial y en linea, lo cual contribuiréd a reforzar conceptos tedricos abordados
en el programa.




CONTENIDO TEMATICO

UNIDAD 1. INTRODUCCION A LA BIOCATALISIS

1.1. Reacciones quimicas

1.2. Catalisis

1.3. Biocatalisis

1.4. Panorama de aplicaciones de biocatalizadores en la industria

UNIDAD 2. ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS Y SUS FUNCIONES.
2.1. Caodigo genético (codones) y aminoacidos.
2.2. Clasificacion y caracteristicas de los aminoéacidos.
2.3. Enlace peptidico.
2.4. Organizacion estructural de las proteinas.
2.5. Funciones de las proteinas.
2.6. Sintesis celular de enzimas (transcripcion, traduccion, modificaciones post-traduccionales).
2.7. Estructura proteica y su relacion con la actividad enzimatica.
2.8. Nomenclatura y clasificacion de las enzimas.
2.9. Ejemplos de mecanismos de reacciones enzimaticas.
2.9.1 Hidrolasas: Proteasas, carbohidrasas, esterasas y lipasas.

UNIDAD 3. CINETICA ENZIMATICA.
3.1 Aspectos termodindmicos de las reacciones.
3.2 Tipos de reacciones.
3.3 Complejos activados.
3.4 Estados de transicion.
3.5 Cinética enzimética en medios homogéneos (Michaelis-Menten).
3.6 Determinacion de parametros cinéticos en medios homogéneos (teoria y ejercicios).
3.7 Mecanismos de inhibicion enzimatica en medios homogéneos (teoria y ejercicios).
3.8 Cinética enzimatica en medios heterogéneos.
3.9 Reacciones enzimaticas con multiples sustratos.

UNIDAD 4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS Y DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA.
4.1 Métodos para cuantificacidn de proteinas (Bradford, Lowry, ELISA, etc., teoria y ejercicios).




4.2 Métodos para la deteccidn de actividad enzimatica:
4.2.1  Cromatografia
4.2.1.1 Cromatografia liquida
4.2.1.2 Cromatografia de gases
4.2.1.3 Cromatografia capa fina.
4.2.1.4 Cromatografia acoplada a detector de masas
4.2.2  Titulacion.
4.2.3  Espectrofotometria.
4.2.4  Métodos de Cribado de Alto Rendimiento.

4,25  Calculo de actividad enzimatica y cuantificacion de proteinas (Definicion de unidades y ejercicios).

UNIDAD 5. OBTENCION DE ENZIMAS.

5.1 Enzimas a partir de tejidos.
4.1.1 Vegetales.
4.1.2 Animales.

5.2 Enzimas a partir microorganismos nativos.
4.2.1 Bacterias.
4.2.2 Levaduras.
4.2.3 Hongos.
4.2.4 Arqueas.

5.3 Enzimas recombinantes (aspectos generales).

5.3.1  Sistemas de expresion mas empleados (Escherichia coli, Pichia pastoris, Aspergillus, células de insecto y mamifero, etc).

UNIDAD 6. PURIFICACION Y/O AISLAMIENTO DE ENZIMAS.
6.1 Concentracion de enzimas (Ultrafiltracion, liofilizacién, precipitacion).
6.2 Purificacion de enzimas por técnicas cromatograficas.
5.2.1 Intercambio I6nico y catidnico.
5.2.2 Interaccién hidrofébica.
5.2.3 Exclusién molecular.
5.2.4 Afinidad.
6.3 Identificacion de enzimas.
5.3.1 Electroforesis: SDS-PAGE en 1-D y 2-D.
5.3.2 Técnicas inmunoldgicas: Dotblot, Inmunoblot.
6.4 Descripcion de los rendimientos en la purificacion de enzimas (Tabla de purificacion).

UNIDAD 7. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ENZIMAS.
7.1 Preferencia de sustrato.
7.2 Efecto de la temperatura.




7.3 Calculo de energia de activacion e inactivacion.
7.4 Efecto del pH en la actividad enzimatica.
7.5 Estabilidad de enzimas.
6.5.1 Temperatura.
6.5.2 pH.
6.5.3 Solventes.
7.6 Efecto de cofactores (metales, coenzimas).
7.7 Inhibicidn de la actividad enzimatica.
6.7.1 Métodos de inhibicidn enzimatica.
6.7.2  Calculo de la efectividad de inhibicion (I1Csp).

UNIDAD 8. MEJORAMIENTO DE ENZIMAS POR GENETICA MOLECULAR.
8.1 Conceptos fundamentales de biologia molecular.
8.2 Técnicas béasicas de manipulacién genética.
8.3 Microorganismos empleados en manipulacion genética.
7.3.1 Escherichia coli (cepas y plasmidos).
7.3.2 Pichia pastoris (cepas y plasmidos).
7.3.3 Aspergillus (cepas y plasmidos).
8.4 Evolucién dirigida.
8.5 Mutagénesis dirigida.

UNIDAD 9. MEJORAMIENTO DE ENZIMAS CON TECNICAS FISICOQUIMICAS.

9.1 Inmovilizacién de enzimas.
9.2 No covalente.
9.3 Covalente.
9.4 Unipuntual.
9.5 Multipuntual (CLECS, CLEAS).
9.6 Otras modificaciones (PEGilacion).
9.7 Ventajas y desventajas de los diferentes sistemas.

PRACTICAS DE LABORATORIO (TEORICO-PRACTICO).
- Teoria sobre la selectividad.
- Teoria sobre la enantioselectividad.

- Practica: Cribado de enzimas comerciales para la resolucion racémica de enantiémeros:
- Cuantificacidn de la actividad enzimatica de cada enzima con 2 sustratos (e.g. p-nitrofenil esteres).
- Cuantificacidn de la actividad enzimatica de cada enzima con 2 enantiomeros (e.g. R(S)-glicidil butirato).

Reporte de la practica con formato de congreso.




1. EVALUACION Y ACREDITACION

METODOS DE EVALUACION Examenes, tareas (analisis de articulos, ejercicios numéricos) y participacion.

EVIDENCIAS DE APRENDIZAJE Los alumnos entregaran por escrito tareas, examenes y reporte de la practica.

Escala de evaluacién: 0-10
CRITERIOS DE ACREDITACION Minimo aprobatorio: 8.0
Evaluacion:

- Examenes/practica 65%
-Tareas y participacion: 35%
Minimo 80% asistencia.

V. BIBLIOGRAFIA Y RECURSOS INFORMATICOS

BIBLIOGRAFIA

1) Aehle, W. Enzymes in industry production and applications [Online]. Weinheim; Chichester: Wiley-VCH ; John Wiley [distributor]. 2007.

2) Arndt, K. M. M. L. K. M. Protein engineering protocols, [Totowa (N.J.)], Humana press. 2007.

3) Copeland, R. A. Enzymes: A Practical Introduction to Structure, Mechanism, and Data Analysis., Wiley-VCH, Inc. 2000.

4) Frey, P. A. H. A. D. Enzymatic reaction mechanisms, Oxford [u.a., Oxford Univ. Press. 2007.

5) Nelson, D. L. and Cox, M.M. Lehninger principles of biochemistry, Seventh Edition, New York, WH Freeman and Company. 2017.

6) Reymond, J. M. Enzyme assays high-throughput screening, genetic selection, and fingerprinting [Online]. Weinheim, Germany: Wiley-VCH. 2006.
7) Articulos cientificos

OTROS RECURSOS

Articulos cientificos
Tesis de maestria y doctorado

PERFIL DEL FACILITADOR O FACILITADORA
Grado minimo maestria o equivalente en biotecnologia, enzimologia, biologia. Demostrar experiencia en la materia corroborada por la imparticion de cursos
relacionados, publicaciones, capitulos de libro, entre otros.




