Nombre del Curso:
BIOTECNOLOGIA ENZIMATICA

Objetivo del curso:

Brindar a los estudiantes una visidn actualizada de la bioprospeccién, identificacidn,
produccidn, purificacidn, caracterizacidon de enzimas, mejoramiento de las propiedades
enzimaticas y sus aplicaciones como biocatalizadores en procesos de interés
tecnolégico. Se profundizard en algunos aspectos del uso de las enzimas en procesos
industriales.

Periodo y frecuencia de dictado

Curso tedrico practico bienal para dictarse en semestre par.

Lugar de realizacion

Facultad de Ciencias

Docentes responsables:

Dr. Diego Vallés (PEDECIBA-Quimica/Bioquimica), Dra. Susana Castro (PEDECIBA-
Quimica y Biologia/Bioquimica), Dra Carolina Villadéniga (PEDECIBA-Biologia), Dr. Juan
Marizcurrena (PEDECIBA-Biologia).

Docentes participantes

Dra. Cecilia Giacomini (Prof. Titular, Area Bioquimica, DEPBIO, Facultad de Quimica;
PEDECIBA-Quimica); Dr. Agustin Castilla (Asistente Bioquimica, DEPBIO, Facultad de
Quimica; PEDECIBA-Quimica); Mag. Célica Cagide (Startup Antarka); Dr. Manuel
Sanguinetti (Asistente Seccién Bioquimica, Facultad de Ciencias; PEDECIBA-Biologia);
Dra. Vanesa Amarelle (Departamento de Bioquimica y Gendmica Microbianas, del
Instituto Clemente Estable; PEDECIBA-Biologia); Dra. Paola Panizza (Asistente Area
Microbiologia, DEPBIO, Facultad de Quimica; PEDECIBA-Quimica); Dr. Flavio Pazos
(Investigador Adjunto Senior, UBPyA, Instituto Pasteur; PEDECIBA-Quimica); Dra.
Leticia Méndez (UDEPI, CSIC); Mag. Betania Martinez y Stefano Valdesolo (Startup
Antarka).

Requerimientos previos de los estudiantes:

Los estudiantes de opten por realizar este curso deberan tener los siguientes conceptos
previos: Conocimientos basicos de la estructura y funcién de las macromoléculas
(proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos, lipidos); conceptos de cinética enzimatica,
bioenergética y metabolismo (vias catabdlicas y anabdlicas), vias de la informacion
génica (replicacién, transcripcion, traduccion, y regulacidn); conceptos generales de
estructura celular y membranas, procariotas y eucariotas. Nociones generales sobre
los microorganismos.

Cupo minimo y maximo

El curso tendra un cupo minimo para realizarse de 5 estudiantes y un cupo maximo de



16.

9. Modalidad y carga horaria

El curso consta de dos clases tedricas semanales virtuales sincrénicas y una semana y
media de clases practicas presenciales.

La carga horaria del curso es de 31,5 horas de tedricos (21 clases de 90 min cada una)
y un mdédulo préctico de 28 horas (siete laboratorios de 4 h cada uno), de asistencia
obligatoria.

Total créditos: 8

10. Descripcion de contenido.

Tedricos:

e Conceptos bdsicos de biotecnologia. Los diferentes tipos de biotecnologia.
Evolucion de la biotecnologia. Introduccién a la biotecnologia enzimatica.

e Generalidades sobre enzimas y sus aplicaciones biotecnolégicas

e Glicosidasas. Caracteristicas generales - definicion, clasificacién, mecanismos
cataliticos, bases de datos. Aplicaciones biotecnolégicas en procesos de hidrélisis
y sintesis del enlace glicosidico.

e Celulasas. Caracteristicas generales - definicién, clasificacién, mecanismos
cataliticos, bases de datos. Aplicaciones biotecnoldgicas en el procesamiento de
la pulpa de papel y en la produccién de los biocombustibles.

e Lipasas. Caracteristicas generales, definicion, clasificacién, mecanismos
cataliticos, bases de datos. Aplicaciones biotecnoldgicas.

e Proteasas, caracteristicas generales, definicién, clasificacién, mecanismos
cataliticos, bases de datos. Aplicaciones biotecnolégicas en procesos de hidrélisis
y sintesis del enlace peptidico.

e Llaccasas y peroxidasas. Caracteristicas generales - definicién, clasificacién,
mecanismos cataliticos, bases de datos. Sus multiples aplicaciones
biotecnoldgicas (industria papelera, textil, biosensores, etc.).

e Produccidon recombinante de proteinas en sistemas procariotas.

e Control del proceso de produccién. Introduccién al escalado.

e Produccidn recombinante de proteinas en sistemas eucariotas.

e Bioprospeccion basada en metagendmica funcional.

e Bioprospeccion de enzimas. Métodos basados en cultivo.

e Evolucidn dirigida de enzimas. Disefio racional como estrategia para el
mejoramiento de enzimas.

e Inteligencia artificial aplicada al mejoramiento de enzimas. Inmovilizacién de
enzimas.

e Inmovilizacion de enzimas. Métodos y aplicacién industrial.

e Emprendedurismo.

e Transferencia tecnolégica y propiedad intelectual.

e Estrategias de purificacion de enzimas

Practico

El médulo de practico constara de siete clases con una duracién de 4 h cada una. El



maodulo tratara sobre la produccidén recombinante, purificacién y caracterizacion parcial
de una hemoperoxidasa.

Laboratorio 1. Transformacion de células de E. coli BL21 competentes con el vector de
expresion pET28a(+) que contiene la secuencia codificante de la peroxidasa tipo DyP.
Discusion sobre cepas de E. coli para expresion recombinante, disefio de vectores de
expresion. Preparacion de material para clases posteriores.

Laboratorio 2. Cultivo en medio liquido de los clones que incorporaron el vector de
expresion. Muestreo a diferentes tiempos para determinar la turbidez a 600nm, peso
seco y contenido de glucosa en el sobrenadante de cultivo. Estos parametros nos
permitiran evaluar el crecimiento del cultivo, y verificar la expresién de proteina
producida a diferentes intervalos de tiempo.

Laboratorio 3. Visualizacién del perfil de expresidn de la proteina, a diferentes tiempos,
mediante SDS-PAGE. Procesamiento de datos del consumo de glucosa y curva de
crecimiento basada en las medidas de turbidez y peso seco. Célculo del rendimiento del
proceso.

Laboratorio 4. Lisis celular y fraccionamiento de las proteinas solubles e insolubles.
Purificacién de la enzima recombinante (conteniendo una etiqueta de poli histidinas)
mediante cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC) v,
posterior desalado mediante gel filtraciéon con una columna PD-10.

Laboratorio 5. Determinacidn de la actividad enzimatica y la concentracidn de proteinas
de la muestra original, la fraccién soluble e insoluble y la proteina purificada. Control
electroforético por SDS-PAGE y HPLC analitico.

Laboratorio 6. Procesamiento de los resultados y control de calidad.
Laboratorio 7. Presentacion de los resultados y entrega de informe.
11. Régimen de Ganancia

Evaluacion:

e El curso tendrd evaluacion continua, valorando la participaciéon y compromiso en
clase. La ganancia del curso se obtendra mediante la asistencia al 75% de las clases
tedricas y practicas.

® Presentacién de un informe grupal del médulo practico y presentacion oral del
mismo.

® Prueba de evaluacion escrita, individual.

Los estudiantes que logren como minimo el 50% de las instancias de evaluacion
(informe escrito, presentacién oral y evaluacion individual) aprobaran el curso.






