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Prerequisitos

No hay prerrequisitos oficiales. De todos modos, parte de los contenidos de algunas asignaturas de 1° curso y
3° curso son necesarios para poder seguir correctamente la asignatura. En especial, los de las asignaturas
siguientes: Bioquimica, Quimica e Ingenieria de Proteinas y Técnicas Instrumentales Basicas y Avanzadas

Objetivos y contextualizacion
Objetivos y contextualizacion

La asignatura Biocatalisis se centra en el estudio de los enzimas, sus propiedades y aplicaciones. El
conocimiento de los enzimas es clave en el marco de la Bioquimica, Biologia Molecular y ciencias
relacionadas, dado su papel como catalizadores de las reacciones biolégicas y de sus aplicaciones en los
procesos biotecnoldgicos. La asignatura analiza los enzimas desde diferentes perspectivas: actividad,
cinética, mecanismos y aplicaciones. El objetivo general de la asignatura es proporcionar los fundamentos
para el analisis, caracterizacion y uso de las enzimas desde las perspectivas de la investigacion y de la
aplicacion biotecnolégica y biomédica.

Objetivos concretos de la asignatura:

Conocimiento de las caracteristicas generales, clasificacion y métodos de ensayo de la actividad enzimatica.
Analisis de la cinética enzimatica y determinacion y significado de los parametros cinéticos.

Conocimiento de la inhibiciéon enzimatica y sus aplicaciones, especialmente en el campo de los farmacos.
Analisis del centro activo y conocimiento de los métodos de caracterizacion.

Analisis de los mecanismos enzimaticos y de regulacion.

Aplicaciones biomédicas y biotecnolédgicas de los enzimas.

Competencias

® Aplicar las principales técnicas asociadas a la utilizacion de sistemas biolégicos: DNA recombinante y
clonacion, cultivos celulares, manipulacién de virus, bacterias y células animales y vegetales, técnicas
inmunoldégicas, técnicas de microscopia, proteinas recombinantes y métodos de separacion y
caracterizacion de biomoléculas.



® Aplicar los recursos informaticos para la comunicacion, la busqueda de informacion, el tratamiento de
datos y el calculo.

® Aprender nuevos conocimientos y técnicas de forma auténoma.

® Buscar y gestionar informacién procedente de diversas fuentes.

® Buscar, obtener e interpretar la informacion de las principales bases de datos bioldgicos, bibliograficos
y de patentes y usar las herramientas bioinformaticas basicas.

® Describir las bases moleculares, celulares y fisiolégicas de la organizacion, funcionamiento e
integracién de los organismos vivos en el marco de su aplicacién a los procesos biotecnoldgicos.

® Disenar experimentos de continuacién para resolver un problema.

® Disefiar y ejecutar un protocolo completo de obtencién y purificacién de un producto biotecnolégico.

® Interpretar resultados experimentales e identificar elementos consistentes e inconsistentes.

® | eer textos especializados tanto en lengua inglesa como en las lenguas propias.

® Obtener informacion de bases de datos y utilizar el software necesario para establecer correlaciones

entre estructura, funcion y evolucion de macromoléculas.

Pensar de una forma integrada y abordar los problemas desde diferentes perspectivas.

Razonar de forma critica.

Trabajar de forma individual y en equipo.

Utilizar las metodologias analiticas para el ensayo de la actividad biolégica de los componentes

celulares, en especial enzimas, in vivo e in vitro.

Resultados de aprendizaje

1. Aplicar los recursos informaticos para la comunicacioén, la busqueda de informacion, el tratamiento de
datos y el calculo.
2. Aprender nuevos conocimientos y técnicas de forma auténoma.
Buscar y gestionar informacion procedente de diversas fuentes.
4. Calcular e interpretar los parametros cinéticos de las reacciones enzimaticas, mediante métodos
graficos y utilizando programas informaticos.
Disefiar experimentos de continuacion para resolver un problema.
Disefiar, ejecutar y evaluar un protocolo basico de obtenciéon y purificacion de un enzima.
7. Evaluar la idoneidad de los métodos de determinacion de actividades enzimaticas y analizar el efecto
de las condiciones experimentales de ensayo.
8. Explicar las bases estructurales y los principales mecanismos de catalisis enzimatica y su regulacion.
9. Explicar los fundamentos fisico-quimicos de la catalisis enzimatica.
10. Identificar los principales mecanismos de inhibicion enzimatica, conocer su significado biologico y
calcular e interpretar las correspondientes constantes.
11. Interpretar resultados experimentales e identificar elementos consistentes e inconsistentes.
12. Leer textos especializados tanto en lengua inglesa como en las lenguas propias.
13. Obtener informacion sobre la base estructural de los enzimas y sus mecanismos en las principales
bases de datos.
14. Pensar de una forma integrada y abordar los problemas desde diferentes perspectivas.
15. Razonar de forma critica.
16. Trabajar de forma individual y en equipo.
17. Utilizar el conocimiento de los organismos vivos y sus sistemas enzimaticos para el disefio de procesos
y la obtencion de productos biotecnoldgicos.
18. Utilizar estas técnicas para identificar, clonar, expresar genes y proteinas utiles en el disefio y
obtencion de enzimas.
19. Utilizar las bases de datos de enzimas en relacion a la actividad, funciones bioldgicas y aplicaciones.
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Contenido
Tema 1. Introduccién a la biocatalisis.

Concepto de biocatalisis. Mercado y utilizacion de los biocatalizadores. Prejuicios en la utilizacion de enzimas.
Perspectiva historica. Olas de innovacion en la biocatalisis. Ventajas e inconvenientes de los biocatalizadores.
Diferentes tipos de procesos de biocatalisis. Sistemas celulares y enzimaticos: propiedades. Factores a
considerar en un proceso de biocatalisis: fuente del biocatalizador y optimizacién del proceso.



Tema 2. Propiedades, clasificacion y nomenclatura de las enzimas.

Propiedades generales de las enzimas: Concepto y significacion biologica, quimica y practica. Definiciones.
Complejo enzima-sustrato. Disminucion de la energia de activacion. Estado de transicion. Cofactores
enzimaticos. Nomenclatura y clasificacion de las enzimas. Bases de datos con informacion de enzimas.

Tema 3. Métodos de determinacion de la actividad enzimatica y de obtencién de enzimas.

Obtencion y caracterizacion de las enzimas. Fuentes de obtencidn. Técnicas para la extraccion de enzimas.
Métodos de determinacion de la actividad enzimatica. Velocidad inicial: concepto, determinacion,
representacion. Unidades de actividad enzimatica. Efecto de la concentracion de enzima.

Tema 4. Analisis de la cinética enzimatica.

Cinética enzimatica. Reacciones con un sustrato. Efecto de la concentracion de sustrato: ecuaciéon de
Michaelis-Menten. Estado pre-estacionario y estado estacionario: conceptos. Hipdtesis de estado estacionario:
tratamiento de Briggs-Haldane. Reacciones enzimaticas con mas de un complejo intermedio enzima-sustrato.

Tema 5. Determinacion de los parametros cinéticos.

Determinacion de los parametros cinéticos. Métodos con representaciones lineales: Lineweaver-Burk,
Eadie-Hofstee y Hanes-Woolf. Otros métodos. Significado de los parametros cinéticos kcat, KM y kcat / KM.
Ecuacion de Michaelis-Menten para reacciones reversibles: relacion de Haldane.

Tema 6. Inhibicién de la catalisis enzimatica.

Inhibicion de la catalisis enzimatica: tipos de inhibidores. Inhibidores reversibles: inhibicién competitiva,
inhibicion acompetitiva y mixta (incluye la inhibicién no competitiva). Modelo general. Analisis grafico de los
diferentes tipos de inhibicidon. Determinacién de las constantes de inhibicién. Concepto de IC50 y su relacion
con las constantes de inhibicion. Inhibicion por exceso de sustrato. Discriminacion entre sustratos
competitivos. Inhibidores pseudoirreversibles e inhibidores irreversibles. Marcadores por afinidad. Inhibidores
suicidas. Utilizacion de inhibidores como farmacos.

Tema 7. Andlisis de la cinética enzimatica en reacciones con mas de un sustrato.

Reacciones con mas de un sustrato: notacion de Cleland. Mecanismo secuencial ordenado, mecanismo
secuencial estadistico, mecanismo de doble desplazamiento (ping-pong). Tratamiento matematico y analisis
grafico. Métodos para la determinacion del tipo de mecanismo. Intercambio isotépico y efecto isotdpico.

Tema 8. Cinética de los estados efimeros o fugaces ("transients").

Caracteristicas de los métodos de cinética rapida. Métodos de mezcla: flujo continuo ("continuous flow"), flujo
detenido ( "stopped-flow") y flujo extinguido ( "quenched-flow"). Métodos de relajacion: salto de temperatura
(T-jump), salto de presion (P-jump). Analisis del "Burst" de una reaccién: determinacion de la concentracion de
centros activos. "Bursts" y "lags".

Tema 9. Efecto del pH y de la temperatura en las reacciones enzimaticas.

Accion de la temperatura sobre la cinética enzimatica. Representacion de Arrhenius. Enzimas de organismos
extremofilos. Efectos del pH sobre la cinética enzimatica. lonizacion de residuos esenciales. Influencia del pH
sobre los parametros cinéticos. Evaluacion de las constantes de ionizacion. Identificacion de los grupos
ionizables implicados en los procesos de union y catalisis. Efectos del micro entorno sobre el pK.

Tema 10. Cooperatividad y Alosterismo.

Unién de ligandos a proteinas. Concepto y tipos de cooperatividad. Analisis de la cooperatividad. Unién del
oxigeno a la hemoglobina. Modelos de cooperatividad. Modelo de Monod, Wyman y Changeux. Explicacion de
los efectos cooperativos homotropics por el modelo MWC. Enzimas al.lostérics. Sistemas K y sistemas V.
Modelo de Koshland, Nemethy y Filmer. Determinacion del modelo de cooperatividad que sigue una
determinada enzima. Ejemplo de enzima con regulacién alostérica: aspartato carbamil transferasa.



Tema 11. Especificidad enzimatica.

El centro activo, especificidad y estructura tridimensional. Definicion de centro activo. Caracteristicas del
centro activo. Teorias sobre el acoplamiento entre la enzima y el sustrato. Teoria de Fisher (llave-cerradura).
Teoria de Koshland ("induced fit" o acoplamiento inducido). La hexoquinasa como ejemplo deacoplamiento
inducido. Hipétesis de la unién a tres puntos. Hipotesis que implican tension. Estabilizacion del estado de
transicion. Evidencias que apoyan la teoria del estado de transicion. Anticuerpos cataliticos. Aplicaciones de
los anticuerpos cataliticos.

Tema 12. Estudio del centro activo.

El centro activo. Identificacion de los centros de union y de catalisis. Marcado con una parte del sustrato.
Utilizacion de sustratos artificiales. Modificacién quimica con inhibidores irreversibles especificos. Marcadores
por afinidad. Inhibidores suicidas, ejemplos con interés farmacoldgico. Mutagénesis dirigida. Las
serina-proteasas: subtilisina. Comparacion de la mutagénesis y el marcaje quimico. Investigacion de la
estructura tridimensional de proteinas: rayos X, RMN, modelado molecular. El alcohol deshidrogenasa.
Endonucleasas de restriccion. Mecanismos "editoriales" y de correccion de errores: aminoacil-tRNA
sintetasas.

Tema 13. Mecanismos de catalisis enzimatica.

Mecanismos de catalisis. Introduccién a los mecanismos de la accion enzimatica. Catalisis acido-basica.
Catalisis covalente. Piridoxal fosfato. Catalisis con iones metalicos. Mecanismos de la alcohol deshidrogenasa
y la anhidrasa carbénica. Efecto del entorno: catalisis electrostatica. El lisozima. Mecanismo de la subtilisina.
La superodxido dismutasa. Efectos de proximidad y orientacion. Canalizacion de intermediarios. Enzimas
multifuncionales. Enzimas con funciones adicionales no enzimaticas "moonlighting enzymes".

Tema 14. Cofactores y ribozimas.

Cofactores y ribozimas. Actividad catalitica del RNA. Tipo de ribozimas. El ribosoma esuna ribozima.
Significado bioldgico de las ribozimas. Aplicaciones de las ribozimas.

Tema 15. Regulacion de la actividad enzimatica.

Regulacién de la actividad enzimatica. Modificacion de la concentracion de enzima. Regulacion de la sintesis
y degradacion de las enzimas. Mecanismos de degradacion. Variacion de la velocidad enzimatica en funcion
de la concentracion de sustrato, producto y cofactores. Activacién por precursor y retro inhibicion. Significado
funcional de la cooperatividad y el Alosterismo. Control hormonal. Isoenzimas.
Polimerizacién-despolimerizacion. Union a otras proteinas. Modificacion covalente irreversible. Modificacion
covalente reversible. Sistemas de cascada enzimatica.

Tema 16. Aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas de las enzimas.

Enzimas en bioquimica clinica y biotecnologia. Enzimas como agentes terapéuticos. Enzimas indicadores de
patologias. Enzimas plasmaticos. Factores que afectan los niveles de los enzimas plasmaticos. Ejemplos de
enzimas con interés diagndstico. Aminotransferasas. Creatina quinasa. Lactato deshidrogenasa. Indicadores
del infarto de miocardio. Enzimas como reactivos en bioquimica clinica. Enzimas y errores congénitos del
metabolismo, ejemplos. Enzimas en la industria. Produccién en gran escala de enzimas. Aplicaciones:
farmacos, industria alimentaria, detergentes, industria textil. Enzimas inmovilizados. Enzimas como
biosensores.

Tema 17. Evolucién dirigida.

Métodos para mejorar la biocatélisis. Disefio y sintesis de nuevos catalizadores. Evolucion dirigida.
Generacion de mutantes. Seleccion y cribado de la actividad enzimaticadeseada. Re-disefio de enzimas para
modificar su termoestabilidad y enantioselectividad. Evolucion adaptativa en el laboratorio.

PROBLEMAS



Habra cinco sesiones de resolucion de problemas, en las que se plantearan problemas de purificacion de
enzimas, determinacion de parametros cinéticos en ausencia y presencia de inhibidores, asi como
caracterizacion de mecanismos de inhibicion y elucidacion de los mecanismos de reacciones bi-sustrato.

Entrega de trabajos en grupo (por el Campus Virtual)

Durante el curso se realizaran dos entregas (a través de la plataforma del campus virtual) de tematicas
relacionadas con temas tratados en clase. Se podran hacer por grupos de dos o tres personas.

PRACTICAS
Se organizan en 2 sesiones de 4 horas, una sesién de una hora y una sesién de tres horas.

Programa: Caracterizacion de una enzima sobreexpresado en la levadura (Saccharomyces cerevisiae).
Analisis de I'estereospecificitat de la reaccién para con diferentes sustratos empleando cromatografia de
gases. Determinacion de los parametros cinéticos en condiciones de estado estacionario, utilizando "software
especifico.

Metodologia

La asignatura de Biocatalisis consta de clases tedricas, entrega de trabajos en grupo (por el campus virtual),
clases de problemas y clases de practicas. A continuacién se describe la organizacion y la metodologia
docente que se seguira en estas actividades.

Clases de teoria:

El contenido del programa de teoria sera impartido principalmente en forma de clases magistrales con soporte
audiovisual. Las presentaciones utilizadas en clase estaran a disposicion de los alumnos en el Campus Virtual
de la asignatura antes del inicio de cada uno de los temas. Estas sesiones expositivas constituiran la parte
mas importante del apartado de teoria. Es recomendable que los alumnos dispongan del material publicado
en el Campus Virtual en forma impresa para poder seguir las clases con mas comodidad. Se aconseja que los
alumnos consulten de forma regular los libros recomendados en el apartado de Bibliografia de esta guia
docente para consolidar y clarificar, si es necesario, los contenidos explicados en clase. También es
aconsejable que los alumnos utilicen los enlaces indicados en el Campus Virtual, que contienen videos y
animaciones relacionados con los procesos explicados en clase.

Resolucion y entrega de trabajos en grupo:

Esta actividad pretende trabajar la competencia del trabajo en equipo, mediante la organizacién del alumnado
en grupos de trabajo en los que todos los miembros deberan participar activamente en la redaccion y
presentacion de los trabajos.

La metodologia de esta actividad sera la siguiente:

Al inicio del curso los alumnos se organizaran en grupos de dos o tres personas, inscribiendo los grupos a
través del Campus Virtual antes de la fecha limite indicada por el profesor (véase Programacion de la
asignatura). Los grupos trabajaran los temas indicados para esta actividad fuera del horario de clase. Los
trabajos se entregaran a través del Campus Virtual. La calificacion obtenida sera aplicable a todos los
miembros del grupo de trabajo al que pertenezca el alumno.

Los enunciados de las entregas se publicaran a través del Campus Virtual donde también se indicaran las
fechas de entrega.

Clases de resolucion de problemas:

Habra 5 sesiones de problemas que se dedicaran a la resolucién de los tipos de problemas mas relacionados
con los contenidos del programa de teoria. Se pretende que estas clases sirvan para consolidar los



contenidos previamente trabajados en las clases de teoria y también para que el alumno se familiarice con
algunas de las estrategias experimentales, con la interpretacion de datos cientificos y la resolucion de
problemas basados en situaciones experimentales reales.

Los enunciados de los problemas se entregaran a través del Campus Virtual con antelacion a la clase de
problemas en la que se vayan a tratar.

Clases de practicas:

Habra dos sesiones de 4 horas, una sesion de una hora y una sesion de tres horas, con el siguiente
contenido:

1.- Determinacion de la actividad de la enzima Bdh1p en extractos de levadura (que sobre-expresan esta
enzima). Célculo de la actividad en U / mL de extracto, frente diferentes sustratos.

2.- Determinacion de los parametros cinéticos para la enzima Bdh1p frente acetoina. Preparacion de mezclas
de reaccion con diferentes sustratos. Determinacion de las velocidades iniciales frente acetoina y
determinacion de los parametros cinéticos con una hoja de calculo.

3.- Separacion de sustratos y productos de las mezclas de reaccién por extraccion con acetato de etilo.
Caracterizacion de los sustratos y productos de la reaccién de Bdh1p mediante la separacion de los mismos
en una columna quiral ubicada en un cromatografo de gases.

4.- Utilizacion de un programa informatico para la determinacion de los parametros cinéticos de Bdh1p.
Analisis de diferentes patrones de inhibicién. Utilizacion de un programa informatico para estudiar la estructura
de las enzimas.

Tutorias

Se realizara una sesioén de tutoria del grupo clase antes de las pruebas parciales 1y 2 y, a peticién de los
alumnos, tutorias individuales. En caso de que el nimero de solicitudes sea elevado se realizaran, de manera
adicional, tutorias de aula que se anunciarian oportunamente a través del Campus Virtual. El objetivo de estas
sesiones sera el de resolver dudas, repasar conceptos basicos y orientar sobre las fuentes de informacion
consultadas.

Material disponible en el Campus Virtual de la asignatura:
Presentaciones utilizadas por el profesor en las clases de teoria. Entregas. Enunciados de los problemas.

Protocolo de las clases practicas. Calendario de las actividades docentes (clases de aula, tutorias y
evaluaciones).

Actividades
Titulo Horas ECTS  Resultados de aprendizaje
Tipo: Dirigidas
Clases de resolucion de problemas 5 0,2 1,7,4,6,10, 15, 16
Clases de teoria 35 1,4 2,3,9,8,12,13, 14, 15, 16, 18, 17, 19
Sesiones de practicas de laboratorio 12 0,48 2,1,7,3,4,5,11,15, 16, 19

Tipo: Supervisadas

Tutorias en grupo 2 0,08 3,14, 15

Tipo: Auténomas

Elaboracién de la memoria de practicas 1 0,44 2,1,7,3,4,5,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 19



Estudio 40 1,6 2,3,9,8,12,13, 14,15, 16, 19

Resolucion de los problemas 15 0,6 1,7,3,4,6,10, 11,13, 15, 16

Evaluacion
Pruebas parciales de teoria. Evaluacion individual (5/10).

- La evaluacion de esta actividad se realizara mediante dos pruebas escritas en las que el alumno debe
demostrar su grado de consecucion de los conceptos teoricos.

- Cada una de las pruebas tendra un peso global del 25%. La primera estara programada a mediados del
semestre y la segunda a finales del semestre. Las dos pruebas incluiran preguntas cortas relacionadas con
las clases de teoria.

Prueba de problemas. Evaluacion individual (1/10).

El dia de la segunda prueba parcial se deberan resolver tres problemas de los tipos tratados en las clases de
problemas. El resultado de esta prueba tendra un peso global del 10%.

Entregas por el Campus Virtual. Evaluacion grupal (2,5/10). Esta actividad no es recuperable.

Se realizaran durante el curso dos entregas relacionados con el contenido dado en las clases de teoria. Los
trabajos elaborados en grupos de 2-3 personas se entregaran a través del Campus Virtual. Para la valoracién
se tendra en cuenta no solo la resolucion correcta del trabajo sino también su planteamiento y presentacion.
Todo el grupo recibira la misma calificacion.

Si se considera necesario, el profesor podra solicitar que se rellene de manera individual un cuestionario
referente al trabajo del grupo. Aunque los resultados de este cuestionario no tendran, de entrada, un peso
especifico en la calificacion de la asignatura, en caso de detectar valoraciones negativas de una persona por
parte del resto de miembros de su grupo que demuestren que no ha participado en el trabajo, la calificacién
obtenida por el grupo no se le aplicara o bien se le podra reducir.

Asistencia a las clases practicas y realizacion de la memoria. Evaluaciongrupal (1,5/10). Esta actividad no es
recuperable.

El alumno debera llevar el material adecuado como bata, gafas de proteccion y el guién de practicas
(previamente trabajado en casa). Se evaluara la actitud del alumno en el laboratorio, asi como su trabajo. El
alumno entregara una memoria de practicas el dia fijado por el profesor en la que habra respondido las
cuestiones planteadas. La evaluacion de la actitud supondra el 25% de la nota y la evaluacion de la memoria
presentada, el 75% restante del total de la nota.

Evaluacion global de la asignatura.

La evaluacion global de la asignatura incluira las calificaciones de las dos pruebas parciales de teoria, la
prueba de problemas, la calificacion de las entregas trabajadas en grupo y la calificacién de las practicas de
laboratorio. Sobre un total de 10 puntos sera necesario obtener una calificacién global igual o superior a 5
puntos para el total de la evaluacion de la asignatura.

Las personas que, por causa justificada y habiendo recibido la autorizacion previa del profesor, no formen
parte de ningun grupo de trabajo no habran podido demostrar la superacion de algunas competencias y
resultados de aprendizaje de la asignatura. En este caso, la calificacion maxima que podran obtener en la
asignatura sera de 7,5 puntos sobre 10.

Para aprobar la asignatura se requiere que la nota de teoria + la nota de problemas + la nota de entregas por
el campus virtual + la nota de practicas sumen un minimo de 5 puntos de 10 posibles.

Prueba de recuperacion.



Para participar en la prueba de recuperacion, el alumnado debe haber sido previamente evaluado en un
conjunto de actividades el peso de las cuales equivalga a un minimo de dos terceras partes de la calificacion
total de la asignatura o modulo. Por lo tanto, el alumnado obtendra la calificacion de "No Evaluable" cuando
las actividades de evaluacion realizadas tengan una ponderacion inferior al 67% en la calificacion final.

El dia de la prueba de recuperacion, habra una prueba de recuperacion del primer parcial, otra del segundo
parcial y otra de problemas. El alumnado puede presentarse a cualquiera de ellas. En el caso de querer
mejorar la calificacion, el alumnado también se podra presentar en cualquiera de las pruebas: la realizacion de
esta nueva prueba (o pruebas) supone la renuncia a la primera calificacion.

Actividades de evaluacién

Titulo Peso Horas ECTS Resultados de aprendizaje
Asistencia a clases practicas y realizacion de la 15 20 0,8 2,1,7,3,4,5,6,10, 11,12, 13, 14, 15,
memoria 16, 19
Examenes parciales de teoria 50 4 0,16 3,5,9, 8,10, 11, 14, 15, 18, 17
Prueba de resolucién de problemas 10 2 0,08 7,4,6,10, 15
Trabajo de Grupo, entregado a través del campus 25 4 0,16 2,1,7,13, 16,19
virtual
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