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| - Oferta Académica

Materia Carrera Plan Afo Periodo

BIOTECNOLOGIA LIC. EN BIOLOGIA MOLECULAR 11/06 2013 2° cuatrimestre

Il - Equipo Docente

Docente Funcion Cargo Dedicacion
SILVA, HUMBERTO DE JESUS Prof. Responsable P.Tit. Exc 40 Hs
SILVA, PATRICIA GISELA Prof. Colaborador JTP Exc 40 Hs
FERRARIS, MARIA DEL PILAR Aucxiliar de Préactico A.lraExc 40 Hs

[l - Caracteristicasdel Curso

Credito Horario Semanal

Teorico/Préactico |Tedricas| Practicasde Aula | Pract. delab/ camp/ Resid/ PIP, etc. | Total

OHs 5Hs 2Hs 1Hs 8Hs
Tipificacion | Periodo
B - Teoriacon précticas de aulay laboratorio 2° Cuatrimestre
Duracion
Desde Hasta | Cantidad de Semanas | Cantidad de Horas
08/08/2013 15/11/2013 15 120

IV - Fundamentacion

La biotecnologiaimplicala utilizacién de organismos vivos, sistemasy/ o procesos bioldgicos parala produccién de bienesy
servicios, constituyendo una disciplina multidisciplinaria donde convergen microbiologia, bioquimica, biologia molecular y
tecnologia. Esta caracteristica multidisciplinaria de la biotecnologia es el resultado de las interrel aciones existentes de una
gran variedad de fenémenos que ocurren naturalmente en los sistemas biol égicos y que deben ser entendidos, controlados y
optimizados haciala produccion, aspecto esencial de esta érea de la tecnologia.

V - Objetivos/ Resultados de Aprendizaje

L os objetivos fundamentales del curso propenden a una formacion basicadel alumno en el andlisis de bioprocesos. Esto
implica adquirir conocimientos en € aislamiento, conservacion y mejoramiento de cepas de uso industrial utilizando diversas
técnicas microbioldgicas y genéticas. Asimismo, esimportante adquirir € conocimiento de los principios del disefio racional
delaingenieriay tecnologia aplicados alos sistemas biol dgicos, de tal manera que las mejoras genéticas puedan ser
expresadas y escaladas anivel industrial particularmente en bioreactores con el grado de control de variables existentes en
los procesos fermentativos.

VI - Contenidos

PROGRAMA ANALITICO Y/O DE EXAMEN:
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.- ASPECTOS GENERALESDE BIOTECNOLOGIA

Temal

Biotecnologia. Definicidn. Biotecnologia microbiana. Procesos fermentativos. Fermentador. Tipos de procesos fermentativos.
Células microbianas. Metabolitos primarios y secundarios. Caracteristicas de |os metabolitos secundarios.
Biotransformaciones. Cronologia del desarrollo de laindustria fermentativa.. Biotecnol ogia moderna. Componentes basicos
de un proceso fermentativo. Bio-reactores. Tratamiento de efluentes. Aumento de eficienciatotal. Escalas de produccion.

I1.- AISLAMIENTO Y CONSERVACION DE CEPAS DE USO INDUSTRIAL

Tema 2.

Aislamiento de cepas de uso industrial. Criterios basicos. Métodos de aislamiento cony sin presién de seleccion. Métodos de
aislamiento con presion de seleccion. Medios liquidos: sistemas batch y continuo. “Wash out”. Prevencién del “wash out”.
Usos del quimiostato en aislamiento. Produccion de biomasa. Crecimiento simbi6tico y sintréfico. Metandgenos. Produccion
autotréficay heterotrofica de metano. Aislamiento de mutantes de ganancia metabdlica. Evolucion dirigida.
Biodesulfurizacion.

Tema 3.

M étodos de aislamiento sin presion de seleccion. Desarrollo del medio de 6ptima produccién. Aislamiento de
microorganismos productores de metabolitos primarios y secundarios. Uso de técnicas de biologia molecular para el
aislamiento de microorganismos productores de enzimas (Genémica). M etanomonooxigenasas. M etagendmica. Definicion.
Caracteristicas. Tipos. Andlisis metagendmico. Construccion y evaluacion de librerias gendmicas ambientales. Vectores de
clonacion. BAC, Cosmidos, Fosmidos. M etagendmica filogenéticay funcional. Conservacion de los microorganismos de
importanciaindustrial. Técnicas de conservacién. Control de calidad de cultivos conservados.

I11.- MEJORAMIENTO DE CEPASDE USO INDUSTRIAL PARA LA PRODUCCION DE METABOLITOS
PRIMARIOS

Tema 4.l

Mejoramiento de microorganismos industriales. Optimizacion nutricional. Disefio factorial. Modificacion genética del
genoma. Variantes naturales. Mutantes inducidas. M utaciones con seleccion. Incremento de productividad. Seleccion de
mutantes inducidas con niveles incrementados de metabolitos primarios. Mecanismos de control de sintesisde metabolitos
primarios. Represion e inhibicion “Feed Back”. Postulacion de mutantes con alteracion en los mecanismos de control.

Tema4.2

M utaciones propuestas. M odificacién de la permeabilidad. Aislamiento de mutantes que no producen inhibidores o
represores. recuperacion de mutantes auxotroficas, evaluacion de productividad. Uso de auxotrofos en la produccion de
metabolitos primarios. Estudios fisiol égicos en quimiostato. Aislamiento de mutantes que no reconocen inhibidores o
represores. mutantes resistentes a andlogos, condiciones de superproduccion. Técnica de la placa gradiente, gjemplos.
Aislamiento de mutantes revertantes. Ejemplos. Uso de técnicas de seleccién combinadas. Biosintesis familiadel &cido
aspartico, técnicas moleculares. Andlisis de flujos metabdlicos.

V.- MEJORAMIENTO DE CEPAS DE USO INDUSTRIAL PARA LA PRODUCCION DE ENZIMASY
METABOLITOS SECUNDARIQOS.

Tema5.1

Seleccion de mutantes inducidas que sintetizan nivel es mejorados de enzimas industriales.Enzimas biosintéticas y
catabolicas. Métodos de control de enzimas catabdlicas. Aumento de productividad de enzimas catabdlicas. Mecanismos de
control. Represion, induccidn y represion catabolica. Aislamiento de mutantes catabdlicas en ausencia de inductores,
mutantes constitutivas: técnicas de aislamiento. Aislamiento de mutantes catabdlicas en presencia de represores. mutantes
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resistentes arepresion feed-back y catabdlica

Temab.2

Aislamiento de mutantes inducidas que producen rendimientos incrementados de metabolitos secundarios. Mg oramiento de
la productividad en la produccion de antibiéticos. Sistematizacion de la blsqueda al azar. Sistemas miniaturizados, aplicacién
alaproduccion de penicilina. Selecciédn dirigida de metabolitos secundarios. Aislamiento de mutantes auxotroficas.
Aislamiento de mutantes resistentes. Tipos posibles: andlogos de metabolitos primarios precursores de secundarios, efectos
feed-back de metabolitos secundarios, efectos toxicos de metabolito secundario en latropofase, presencia de precursores
toxicos en latropofase. Aislamiento de mutantes revertantes desde: auxdétrofos de metabolitos primariosy de mutantes no
productoras de metabolitos secundarios.

V.- BIOENERGETICA'Y ESTEQUIOMETRIA METABOLICA

Tema 6.1

Principios de termodinamica. La reaccion metabdlica. Productos finales del metabolismo. Estequiometriadel crecimiento
celular y de laformacion de productos. Balances de materia: balances elemental es, balance de el ectrones. Rendimiento
tedrico maximo. Estequiometria de la energia metabdlica. Termodindmicadel crecimiento celular. Calores de reaccion en
cultivos aerébicos y anaerébicos. Balances de energia en bioprocesos. Estimacion de coeficientes de rendimiento.
Formulacion de medios de cultivo.

VI.- CINETICAY METODOSDE CULTIVO

Tema7.1l

Cinéticadel crecimiento celular. Determinacién de la biomasa. Crecimiento en cultivo discontinuo. Crecimiento equilibrado.
Efecto de la concentracion de sustrato: ecuacion de Monod. Efecto de las condiciones de cultivo en lacinética celular.

Model os cinéticos de utilizacion de sustrato, formacién de producto y produccién de biomasa en cultivos celulares.

Tema 7.2

Demanday suministro. Cultivo batch alimentado. Cultivo continuo: quimiostato. Cultivo semicontinuo. Determinacion de los
parametros cinéticos. Determinacion de rendimientos y coeficientes de mantenimiento en quimiostato. Cinética de muerte
celular.

VIl.- ANALISISY DISENO DE REACTORESBIOLOGICOS

Tema8.1
Procesos fisicos. Fendmenos de transporte en bioprocesos: transferencia de cantidad de movimiento, calor y masa. Aireacion
y agitacion. Eficiencia de latransferencia de oxigeno-KLa.

Tema8.2
Reactores homogéneos y heterogéneos. Principios de disefio. Tecnologia de |as fermentaciones. Tecnologia de reactores de
células animalesy de plantas. Monitoreo y control. Esterilizacion de bioreactores.

VIll.- RECUPERACION DE PRODUCTOS

Tema 9.1

Operaciones de separacion y purificacion. Operaciones primarias. ruptura celular, extraccion, filtracion, floculacion,
centrifugacion. Técnicas de alta resolucion. Tecnologia de membranas: transporte y mecanismos, micro y ultrafiltracion de
flujo tangencial, osmosisinversa. Electrodidlisis, disefio de mddulosy procesos. Cromatografia: métodos cromatograficos y
tipos de separaciones, materiales. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
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VII - Plan de Trabaj os Practicos

PROGRAMA DE TRABAJOS PRACTICOS:
TRABAJOS PRACTICOS DE AULA

Resolucion de Problemas:

Laresolucién de problemas orientados a andlisisy disefio de bioprocesos planificados en €l curso, en los cuales se relacionan
conceptos y metodol ogias provenientes de las ciencias biolégicas y de latecnologia, favorece laintegracion de los
conocimientos impartidos al alumno de manera explicativay analitica.

Lostemas incluidos en los problemas son previamente desarrollados en clases tedricas, pero en este caso aplicados a andlisis
cuantitativo de procesosy sistemas biol6gicos. Se propende a que el alumno sea capaz de mangjar estrategiasy reaizar

cél culos mateméticos, no demasiado compleos, que le ayudardn a comprender mas acabadamente y aplicar 1os conceptos
tedricos de la asignatura.

Se abordaran entre 30-40 problemas con un tiempo estimado de trabajo de 20 horas

TRABAJOS PRACTICOS DE LABORATORIO
1-Andlisisde cultivos discotinuos en condiciones aerébicas de levaduras.

Objetivos:

Estudiar las cinéticas de crecimiento de Saccharomyces cereviceae y Rhodotorula sp en cultivos en condiciones controladas
de temperatura y agitacion, evaluando |os siguientes parametros estequiométricos y cinéticos: biomasafinal alcanzada,
rendimiento celular, velocidad especifica de crecimiento, velocidad especifica de consumo de sustrato, velocidad especifica
de formacion de producto.

La gjecucion del trabajo préctico incluye las siguientes etapas:

a) Preparacion de medios de cultivo sdlidosy liquidos. Esterilizacion, siembralrepique de cepas de
Levaduras.

b) Cultivos delas levaduras a escala de laboratorio en agitador rotatorio.

¢) Cuantificacion de biomasa de |as levaduras mediante estimaciones por Densidad Opticay peso seco.

d) Evaluacién diferencial de la produccion de metabolitos primarios (etanol) en condiciones aerdbicas (Efecto Crabtree)
€) Consumo de la fuente carbonada. Efecto diduxico.
f) Discusion de resultados.

2-Produccion de metabolitos microbianos con actividad bioldgica.

Objetivos:

Detectar la actividad antimicrobiana de cultivos de Bacillus sp contra bacterias Gram-positivas, Gram- negativas, levadurasy
hongos filamentosos mediante la técnica de difusion en placay “well diffusion”.

Determinar la capacidad fungicida, fungistatica o fungilitica de los metabolitos bioactivos secretados por Bacillus sp en
cultivos discontinuos.

Lagecucion del trabajo préctico incluye | as siguientes etapas:

a) Repiques de los distintos microorgani smos indicadores.

b) Obtencion de sobrenadantes de cultivos de Bacillus sp libres de célulasy esporas (SLCE) mediante centrifugacion y
filtracion.

c¢) Determinacioén de la actividad antimicrobiana mediante latécnica de difusion en placay “well diffusion”

d) Evaluar el modo de accién del SLCE de Bacillus sp sobre S. cereviceae mediante cinéticas de muerte utilizando recuento
de microorganismos totales y viables.

€) Discusion de resultados.
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VI1II - Regimen de Aprobacion

Reglamento del Curso Régimen de aprobacion

Para aprobar la asignatura el alumno debera regularizar la misma mediante la aprobacion de los trabajos practicos y parciales
tanto tedricos como précticos de acuerdo con el siguiente reglamento.

1.- El alumno deberarealizar latotalidad de los trabajos précticos, cuyo temario y fecha de realizacién se conocera a
comenzar €l cuatrimestre.

2.- Antes de comenzar cada trabajo préactico el alumno debera consultar la guia de trabaj os préacticos de la asignaturay
completar e estudio con las explicaciones, seminarios y/o teoria relacionados al tema.

3.- Los alumnos seran evaluados por los docentes para verificar sus conocimientos en formaoral u escrita, antes, durante o a
finalizar el trabajo préactico.

4.- Los alumnos deberan aprobar el 100% de los trabajos practicos. Para tener derecho alarecuperacion de los mismos se
debera asistir y aprobar de primerainstanciael 75% de los trabajos practicos.

5.- Los alumnos deberan rendir dos examenes parcial es tedricos en fechas establecidas.

6.- Lano asistencia alos trabajos préacticos y/o evaluaciones parciales se considerara como No aprobado.

7.- Los alumnos deberan aprobar el 100% de las eval uaciones parcial es pudiendo completar un total de 3 recuperaciones. Los
alumnos que trabajen y las madres con hijos menores tendran derecho a una recuperacion més de las establecidas.

En todos los casos el alumno debera:

Tener un comportamiento en clases y trabajos practicos acorde con su calidad de estudiante universitario.

Presentarse a los trabaj os practicos correctamente uniformado con delantal limpio y cabello corto o recogido, ufias cortas y
limpiasy calzado cerrado, no olvidarse que es un area donde se manipulan microorgani smos.

Considerar laletray la redaccién en la g ecucion de sus pruebas, cuidando que su calidad sea acorde ala de un estudiante
universitario.

EXAMEN FINAL
El alumno debera aprobar un examen final tedrico en base al Programa Analitico y/o de Examen

I X - Bibliografia Basica

[1] Stanbury, P.F. y Whitaker, A. Principles of Fermentation Technology. Pergamon Press.

[2] Atkinson, B. y Mavituna, F. Biochemical engineering and biotechnology handbook, Stockton Press.
[3] Doran, P. Principios de ingenieria de |os procesos.

[4] Pirt, S.J. Principles of microbe and cell cultivation.

[5] Aiba, S., Humphrey, A. y Millis, N. Biochemical engineering.

X - Bibliografia Complementaria

[1] Bailey J. y QOllis, D., Biochemical engineering fundamentals.

[2] Krumphanzl. V., Sikyta, B. Y Vanek, Z. Overproduction of Microbial Metabolites Academic Press. London.

[3] Sebek, O.K.y Laskin A.L. Genetic of Industrial Micro-organisms. American Society for Microbiology. Washington. .
[4] Stubble, H. Induced Mutation and their utilization. Academic Verlag, Berlin.

[5] Elander, R.P. y Espenshade, M.A. The role of microbial geneticsin industrial microbiology. In Industrial Microbiology.
(Ed. Miller, B.M. y Litsky, W.L.) McGraw Hill. New Y ork.

[6] Yamada, K., Kinoshita, S., Tsunoda, T. Y Aida, K. The microbia production of amino-acids. Halstead Press, New Y ork.
[7] ACS Simposium Series (271) Purification of fermentation products.

[8] Dechow, F. Separation and purification techniquesin biotechnology
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X1 - Resumen de Objetivos

Adgquirir conocimientos en el aislamiento, conservacion, mejoramiento de cepas de uso industrial utilizando diversas
técnicas microbiol 6gicas-genéticas y de los principios del disefio racional de laingenieria-tecnologia aplicados alos sistemas
bioldgicos.

X1l - Resumen del Programa

|.- Aspectos general es de biotecnologia.

I1.- Aislamiento y conservacion de cepas de uso industrial.

I11.- Mg oramiento de cepas de uso industrial parala produccion de metabolitos primarios.

IV.- Mg oramiento de cepas de uso industrial parala produccion de enzimasy metabolitos secundarios.
V.- Bioenergéticay estequiometria metabdlica.

V1.- Cinéticay métodos de cultivo.

VII.- Andlisisy disefio de reactores biol 6gicos.

VI1II.- Recuperacién de productos.

X1 - Imprevistos
|
XIV - Otros
|
ELEVACION y APROBACION DE ESTE PROGRAMA
Profesor Responsable
Firma:
Aclaracion:
Fecha:
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