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1. Objetivos propuestos en la presentación del proyecto 
 
Este es un Proyecto de Innovación Educativa orientado al Aprendizaje a través de 
Proyectos (ABP) y, en particular, al Aprendizaje Basado en Investigación (ABI). El Objetivo 
General ha sido el diseño de cuatro pequeños proyectos de investigación que abarca 
desde la obtención de enzimas con microorganismos (microbiología industrial) a la 
aplicación de las mismas en bioprocesos, pasando por su purificación parcial (Biocatálisis, 
enzimología industrial, ingeniería química) para lo que se elaborarán diversos   materiales 
y herramientas docentes para una serie de materias que forman parte fundamental de las 
áreas de Bioquímica, Microbiología e Ingeniería Química. Para lograr este Objetivo 
General, se ha acometido, con diverso grado de desarrollo, la consecución de los diversos 
objetivos parciales, basados en el carácter autodidacta, emprendedor y colaborativo de los 
estudiantes de la Generación Z: 
 

a) Crear un clima de compromiso de los estudiantes, dado su conocido activismo social 
y preocupación global, mediante videos explicativos de los problemas a tratar de 
solucionar, de las estrategias disponibles y otros recursos didácticos ad-hoc. Es 
preciso interesar al estudiante en los problemas del mundo actual, en particular en la 
necesidad de analizar los procesos industriales actuales, sus consecuencias, la 
necesidad de mejorarlos y las posibilidades que la Química y la Ingeniería Verde 
abren. En particular, incidiremos en el uso de enzimas como biocatalizadores que 
permiten la obtención de productos de interés con un bajo consumo de materia y 
energía, utilizando la gran actividad y selectividad enzimática, disolventes de bajo o 
nulo impacto medioambiental, sistemas sin disolvente, etc. 
 

b) Establecer herramientas, protocolos y recursos que faciliten el aprendizaje 
colaborativo, permitiendo de esta forma potenciar las habilidades de los estudiantes. 
En este sentido, el trabajo de laboratorio en pequeños grupos en los que se 
distribuye el trabajo y se alienta la rotación en las tareas viene siendo común. Se 
potenciará aún más en este PIE. 
 

c) Desarrollar herramientas de autoaprendizaje que motiven a los estudiantes. Es de 
gran relevancia ayudar a los estudiantes a buscar información utilizando varias 
herramientas disponibles en Internet. 
 

d) Facilitar el acceso de los estudiantes a la información técnica y científica en el marco 
de los mini proyectos presentados y de la problemática que pretender solucionar. En 
particular, conviene dirigir a los estudiantes en el uso de herramientas disponibles en 
la Biblioteca de la Universidad Complutense de Madrid (Scifinder-n en particular). 
 

e) Establecer unas directrices que permitan la evaluación crítica de la información de 
forma previa a la experimentación y, a posteriori, facilitando el análisis y la síntesis. 
En este sentido, se facilitará al estudiante una serie de trabajos disponibles y 
realizados por los profesores que firman la presente propuesta y por sus 
colaboradores en años anteriores. 
 

f) Elaborar prácticas hands-on de laboratorio simples y progresivas orientadas a cuatro 
casos prácticos de gran relevancia actual que abarquen, en lo posible, las diversas 
tareas de los miniproyectos. Así se promociona el aprendizaje a través de la propia 
experiencia (learning by doing). En particular, se basarán en dos prácticas de 
cinética enzimática ya aplicadas en diversas asignaturas del Grado de Bioquímica, 
del Doble Grado de Bioquímica y Química, del Máster en Biotecnología Industrial y 
Ambiental y del Máster en Ingeniería Química e Ingeniería de Procesos de la 
Universidad Complutense de Madrid. 
 

g) Elaborar simuladores simples basados en software disponible en la UCM o de 
acceso libre y videos explicativos que constituyan prácticas virtuales (online) y/o 
herramientas de análisis matemático de los resultados obtenidos y de otros 
disponibles en la literatura científica. Estas herramientas permitan aprovechar las 



cualidades como nativos digitales de los estudiantes actuales. Queremos 
promocionar el aprendizaje clásico de los estudiantes por comparación de resultados 
con otros investigadores, tanto aquí como en el anterior objetivo. 
 

h) Desarrollar herramientas de autoevaluación y evaluación externa que permita 
comprobar los niveles de aprendizaje y capacitación alcanzados por los estudiantes. 
Se pretende favorecer un aprendizaje progresivo basado en una evaluación 
continua. En este caso, estas herramientas se están desarrollando en estos últimos 
años y se seguirán desarrollando en los venideros, en un esfuerzo continuo de 
mejora de los laboratorios de cinética enzimática por parte de los profesores del 
grupo “Físico-química de Procesos Industriales y Medioambientales (FQPIMA)”. 

 
La siguiente figura da una idea de las líneas de trabajo a desarrollar e indica la distribución 
de responsabilidades de los miembros del equipo de investigación. 
 

 
 
La figura que se muestra a continuación indica el flujo de trabajo de cada pequeña línea de 
investigación. 

 
   



2. Objetivos alcanzados 
 
Durante la ejecución del proyecto se siguió el esquema planteado en la propuesta 
original, implementándose dos de las prácticas de laboratorio en diferentes asignaturas 
del Máster de Biotecnología Industrial y Ambiental (Bioprocesos y Biorreactores, 
asignatura obligatoria del primer cuatrimestre, del Grado en Bioquímica, del Doble Grado 
en Química y Bioquímica (en estos dos títulos en la asignatura obligatoria compartida 
denominada Fundamentos del Diseño de Biorreactores), y del Máster de Ingeniería 
Química: Ingeniería de Procesos (en la asignatura obligatoria anual de primer curso 
Análisis Avanzado de Reacciones y Reactores). Las etapas que se han seguido se 
pueden ver en la siguiente figura: 
 

 
 
En principio, con el objeto de extender lo ya desarrollado para asignaturas asociadas a la 
Ingeniería Química y, en particular, a la Cinética Química Aplicada (modelización cinética 
avanzada), se planteó la posibilidad de obtener las enzimas o biocatalizadores a partir de 
bacterias y hongos cultivados en matraz Erlenmeyer en condiciones estériles y desarrollar 
procedimientos sencillos de purificación por precipitación fraccionada (choque térmico, 
gradiente con sales de amonio, adición progresiva de antidisolventes orgánicos). Sin 
embargo, la complejidad de su implementación, apreciada en las primeras reuniones del 
equipo de trabajo, y la conveniencia de las asignaturas arriba citadas para progresar en el 
desarrollo de herramientas de Cinética Química Aplicada, aconsejó progresar por esta 
vía, seleccionando varias enzimas de tipo industrial con la colaboración de D. Ramiro 
Martínez, Account Manager en España de la multinacional Novozymes, con la que hace 
muchas décadas que los profesores de este equipo colaboran. 
 
Se partía de dos prácticas desarrolladas según el esquema de la Figura 2 y relativas a la 
deslactosación de leche desnatada y a la isomerización enzimática de glucosa y fructosa, 
ya que ambas reacciones son de una enorme importancia en industria alimentaria. La 

primera reacción que catalizada por una -galactosidasa de Kluyveromyces fragilis y 
Novozyme la comercializa con el nombre de Lactozym Pure 6000 HG. El segundo 
proceso es clave para la producción de jarabes ricos en fructosa (HCFS) a partir de la glu-
cosa obtenida por hidrólisis enzimática de almidón y dextrosas (probablemente el proceso 
enzimático de mayor tonelaje hoy en día). A partir de este material, se decidió centrar el 
trabajo en enzimas de tipo industrial que procedían de Novozymes o de una pequeña 
empresa alemana (ASA Spezialenzymes GmbH), abordando tres prácticas concretas: 



a) La hidrólisis de celobiosa con -glucosidasa de Aspergillus fumigatus suministrada por 
ASA Spezialenzymes GmbH. 
 
b) La síntesis de ésteres de ibuprofeno y glicerina con la lipasa B de Candida antarctica, 
una enzima bien conocida y comercializada por Novozymes en su forma soluble con el 
nombre de Lipozyme CALB-L. 
 
c) La degradación oxidativa de catecol, un conocido contaminante aromático de la familia 
de los fenoles, mediante el uso de una lacasa de Myceliophthora thermophila expresada 
en Aspergillus oryzae también comercializada por Novozymes  denominada Novozym 
51003. 
 
En estas prácticas se han alcanzado diversos objetivos: 
 
1) Estudio de la situación previa mediante análisis de la bibliografía y de los recursos que 
ya poseía el grupo de trabajo. 
 
2) Desarrollo de guiones detallados de laboratorio, tanto en lo que se refiere a la 
introducción teórica de cada tema, como en el trabajo práctico en laboratorio y posterior 
de análisis cinético de los datos obtenidos. 
 
3) Desarrollo de vídeos basados en las clases habituales que se imparten en presencial 
para el desarrollo de cálculos cinéticos a partir de los datos experimentales obtenidos por 
los estudiantes. 
 
4) Implementación de prácticas en asignaturas de Títulos de Máster y Grado. 
 
5) Análisis inicial de los resultados obtenidos, integrándolos en las tendencias observadas 
y comparadas entre prácticas habituales de laboratorio (“clásicas”, donde nos centramos 
en la docencia de un concepto concreto) y las nuevas prácticas orientadas al Aprendizaje 
Basado en Investigación (ABI). 
 
En los cursos próximos, el objetivo es ir ampliando e integrando estas prácticas ABI en las 
diversas asignaturas mencionadas y, en un futuro, extenderlas a otras del Máster de 
Biotecnología Industrial y Ambiental. 
 

3. Metodología empleada en el proyecto 
 
Para la realización de este Proyecto de Innovación Educativa se siguieron las siguientes 
pautas: 
 
1) Identificación de información previa: se analizaron los recursos disponibles para el 
grupo de trabajo, bien porque fueran trabajos de investigación previos del grupo o artículos 
generados a partir de dichos trabajos, bien disponibles de forma libre y general a partir de 
bases de datos bibliográficas. 
 
2) Reuniones y contactos con socios colaboradores: en este caso, una vez planteados 
los diversos temas de investigación, se contactó con Novozymes Spain SL y con ASA 
Spezialenzymes GmbH para determinar que preparaciones enzimáticas estarían a 
disposición de forma sencilla para la implementación de prácticas en diversas asignaturas. 
 
3) Desarrollo de guiones de laboratorio: tanto de las sesiones experimentales como de 
las sesiones de cálculo, para los casos que se pudieran plantear a partir de la 
disponibilidad habitual de enzimas industriales tanto de Novozymes Spain SL como de 
ASA Spezialenzymes GmbH. 
 
4) Desarrollo de vídeos de soporte: sobre todo para las sesiones de cálculo, tanto de 
análisis gráfico como de análisis numérico. 
  



4. Recursos humanos 
 
El equipo que ha desarrollado el presente Proyecto de Innovación Educativa es 
Interfacultativo e Interdepartamental, ya que sus miembros pertenecen al Departamento de 
Ingeniería Química y Materiales de la Facultad de Ciencias Químicas y al Departamento de 
Bioquímica y Biología Molecular, en particular, a la Sección departamental BBM en 
Biología (Facultad de Biología y Geología de la Universidad Complutense de Madrid). La 
siguiente lista muestra los datos fundamentales de los investigadores, profesores y PAS 
que han participado: 
 
Responsable  Miguel Ladero Galán    PDI Complutense 
       mladerog@ucm.es 
 
Miembro  Iván Aldama Amado    PAS Complutense    
       ivan.aldama@estumail 
 
Miembro  Celia Álvarez González   Estudiante  

cealva03@ucm.es 
 

Miembro  Itziar Arias Escanciano   Estudiante Doctorado / Doctora 
itziaria@ucm.es 
 

Miembro  Miguel Arroyo Sánchez   PDI Complutense    
       arroyo@bbm1.ucm.es 
 
Miembro  Juan Manuel Bolívar Bolívar   PDI Complutens 

juanmbol@ucm.es 
 

Miembro  Lourdes Calvo Garrido   PDI Complutense  
lcalvo@pdi.ucm.es 
 

Miembro  Mª Isabel De La Mata Riesco  PDI Complutense  
idlmata@pdi.ucm.es 
 

Miembro  Alberto García Martin    Estudiante  
albega13@ucm.es 
 

Miembro  Jorge García Montalvo   Estudiante 
jorgar10@ucm.es 
 

Miembro  Álvaro Lorente Arévalo   Estudiante 
alvalore@estumail.ucm 
 

Miembro  Víctor Martin Domínguez   Estudiante 
vicmartindominguez@gmail.com  

 
Miembro  Tomas Pedregal Garrido   PAS Complutense  

tpedrega@ucm.es 
 

Miembro  Javier Rocha Martin    PDI Complutense 
javrocha@ucm.es 
 

Miembro  Ana Isolina Saborido Modia   PDI Complutense 
asaborid@ucm.es 
 

Miembro  Victoria Eugenia Santos Mazorra  PDI Complutense    
       vesantos@pdi.ucm.es 
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5. Desarrollo de las actividades 

 
Durante la ejecución de este Proyecto de Innovación Educativa se han seguido las etapas 
y tareas reflejadas en la Figura 2. Se pueden clasificar en los siguientes apartados: 
 
1) Estudio de la situación previa mediante análisis de la bibliografía y de los 
recursos que ya poseía el grupo de trabajo 
 
En una primera reunión en la facultad de Ciencias Químicas se presentaron las prácticas 
ya elaboradas y desarrolladas en cursos académicos anteriores que seguían la filosofía 
de Aprendizaje Basado en Investigación. En esencia, eran prácticas de aplicación de 
enzimas industriales habitualmente donadas por Novozymes Spain SL, empresa con la 
que se colabora en investigación en biocatálisis desde hace décadas, orientadas a la 
deslactosación de leche y a la isomerización de glucosa en fructosa (y  viceversa, aunque 
la reacción reversa no tiene interés industrial, siempre está presente. Estas dos prácticas 
tenía en común varios aspectos relevantes: los productos y procesos son de interés 
industrial, la metodología es común tanto en lo que respecta al análisis de muestras por 
HPLC –un método relativamente complejo para un nivel de Grado e, incluso, en un Máster 
universitario- como en el análisis de los datos por métodos estadísticos de regresión y, 
finalmente, están orientados a resolver problemas relevantes para la sociedad tanto en el 
sector de alimentación como en el de salud. De esta forma, se trata de unas prácticas de 
laboratorio que, por su naturaleza, podrían suscitar un profundo interés en el alumnado. 
En esa misma reunión se propusieron varias prácticas más y se consideró que, dado que 
era de interés implantar alguna de ellas en alguna asignatura relevante de Grado o de 
Máster, era mejor centrarse en el uso de enzimas industriales. Así, se quedó en contactar 
con las empresas para conocer cuáles serían las enzimas más fácilmente disponibles en 
la práctica. También se quedó en recoger la bibliografía y los recursos que ya estaban a 
disposición en lo relativo a los temas que se eligieran en función de la disponibilidad de 
preparados industriales. 
 
2) Desarrollo de guiones detallados de laboratorio, tanto en lo que se refiere a la 
introducción teórica de cada tema, como en el trabajo práctico en laboratorio y 
posterior de análisis cinético de los datos obtenidos 
 
Se seleccionaron tres prácticas al disponer de preparados enzimáticos tanto de ASA 
Spezialenzymes como de Novozymes Spain SL, bien a bajo precio, bien de forma gratuita  
siempre en cantidad adecuada incluso para grupos numerosos de estudiantes: la 

hidrólisis de celobiosa con -glucosidasa, la síntesis de un profármaco de ibuprofeno y 
glicerina con efecto surfactante mediante el uso de una lipasa, y la oxidación biocatalítica 
de catecol con una lacasa. A partir de aquí, se obtuvo más bibliografía, mucha ya 
disponible porque ya había Tesis Doctorales y Trabajos Fin de Máster del grupo sobre 
estos temas. También se elaboraron guiones de prácticas tanto en lo relativo al trabajo 
experimental de laboratorio, como a la interpretación gráfica y estadística de los datos 
obtenidos, según se detalla en el anexo que acompaña a este informe. 
 
3) Desarrollo de vídeos basados en las clases habituales que se imparten en 
presencial para el desarrollo de cálculos cinéticos a partir de los datos 
experimentales obtenidos por los estudiantes 
 
A partir de la experiencia que tuvimos durante el primer y segundo curso bajo la pandemia 
de COVID 19, elaboramos vídeos con las clases de presentación de las prácticas y de los 
cálculos que fueran fáciles de seguir por el estudiante. Para ello utilizamos la función de 
grabación de voz de PowerPoint y sus herramientas de generación de vídeos porque, en 
nuestra experiencia, este software es habitual en docencia, sencillo en su manejo y evita 
la generación de retrasos entre la imagen y la voz, un aspecto importante cuando se usa 
el puntero láser. 
 
4) Implementación de prácticas en asignaturas de Títulos de Máster y Grado 
 



En el primer cuatrimestre del curso pasado, 2022/23, ya teníamos disponible el material 
para la práctica de síntesis del profármaco de ibuprofeno como una estrategia de revalori-
zación de glicerina. Decidimos implementarla como primera práctica de la asignatura 
“Bioprocesos y Biorreactores” del Máster de Biotecnología Industrial y Ambiental de la 
UCM, donde ya habíamos desarrollado prácticas similares en cursos anteriores. En este 
caso, se utilizó Berkeley Madonna v10.1 como herramienta de cálculo, más accesible a 
estudiantes con un menor uso de este tipo de programas. Esta misma práctica se utilizó 
también en el segundo cuatrimestre en la asignatura “Análisis Avanzado de Reacciones y 
Reactores”. En este caso, con un alumnado mucho menos heterogéneo y muy habituado 
a utilizar software de simulación de procesos industriales, se optó por explicarles el uso 
del programa Aspen Custom Modeler v12.1, de la suite Aspen Plus. 
 

 

 
 
 



 
 

Figura 4: Análisis preliminar del impacto de prácticas de laboratorio 
Basadas en sistema ABI previas y desarrolladas en este PIE 

 
 
Para los estudiantes del Doble Grado de Química y Bioquímica y del Grado en 
Bioquímica, que cursan juntos la asignatura “Fundamentos del Diseño de Biorreactores” 
se desarrolló la práctica de oxidación de catecol mediante lacasas. En este caso, ya que 
estos estudiantes están acostumbrados a protocolos complejos de trabajo en laboratorio, 
se extendió la parte experimental. Además, se disponía de sistemas de toma de datos 
online, evitando el uso de HPLC, y obteniendo numerosos datos. Se pudo utilizar enzima 
libre y también inmovilizar la enzima y, de esa forma, comparar la capacidad catalítica de 
ambas formas enzimáticas. De nuevo, para el análisis, se aplicó un pequeño programa 
implementado en Berkeley Madonna 10.4. 
 
5) Análisis inicial de los resultados obtenidos, integrándolos en las tendencias 
observadas y comparadas entre prácticas habituales de laboratorio (“clásicas”, 
donde nos centramos en la docencia de un concepto concreto) y las nuevas prácticas 
orientadas al Aprendizaje Basado en Investigación (ABI). 
 
Finalmente, tal como se puede apreciar en la Figura 4, se hizo un análisis de las 
calificaciones obtenidas por diversos grupos de estudiantes para las prácticas aquí 
desarrolladas y prácticas similares anteriores, todas desarrolladas como ABI (lo que 
incluye trabajo en laboratorio, visita a instalaciones, búsqueda de bibliografía e 
interpretación cuantitativa de datos), en comparación con otra práctica habitual orientada 
a entender un determinado concepto, la transferencia de materia gas-líquido de oxígeno, 
una práctica más clásica y más sencilla. 
 
En la figura se puede apreciar que las calificaciones con metodología ABI tienden a ser 
mejores que con prácticas clásicas simples. En este tipo de proyectos, con bastante 
experimentalidad y mucha interpretación de datos, los estudiantes más habituados a su 
manejo y aquellos con mayor nota de entrada (DG Química y Bioquímica; G Bioquímica) 
obtenían calificaciones algo más elevadas. Estos últimos mostraban un enorme, y 
creciente, interés en todas las actividades. 
 
 
  



6. Anexos 

 

Bibliografía y materiales previos 

 

Los guiones de prácticas elaborados y en proceso se han basado en diversos trabajos 

previos de los componentes del grupo de trabajo. Por líneas de investigación y temas 

propuestos en el presente proyecto de investigación educativa, se mencionan las 

principales referencias. 

 

1) Hidrólisis de celobiosa con -glucosidasa de Aspergillus fumigatus (preparado 

enzimático de ASA Spezialenzymes con el nombre comercial -Glucosidase 1000) 

 

Mateusz Wojtusik, Hidrólisis enzimática de materiales lignocelulósicos. Tesis Doctoral 

UCM. Presentada en la Facultad de Ciencias Químicas el 7 de septiembre de 2018. 

https://produccioncientifica.ucm.es/documentos/5d3664ce299952263c4d32a8  

 

Alvarez-Gonzalez, C., Santos, V. E., Ladero, M., Bolivar, J. M. (2022). Immobilization-

stabilization of β-glucosidase for implementation of intensified hydrolysis of cellobiose in 

continuous flow reactors. Catalysts, 12(1), 80. 

 

2) Síntesis de ésteres de ibuprofeno y glicerina con la lipasa B de Candida 

antarctica, una enzima bien conocida y comercializada por Novozymes en su forma 

soluble con el nombre de Lipozyme CALB-L 

 

Marianela Ravelo Velasquez. Producción de monoglicérido de ibuprofeno catalizada 

por lipasas. Tesis Doctoral UCM. Presentada en la Facultad de Ciencias Químicas el 

11 de marzo de 2016. 

https://produccioncientifica.ucm.es/documentos/5d1df63029995204f7663eb9  

 

Ravelo, M., Gallardo, M. E., Ladero, M., Garcia-Ochoa, F. (2022). Synthesis of 

Ibuprofen Monoglyceride Using Novozym® 435: Biocatalyst Activation and Stabilization 

in Multiphasic Systems. Catalysts, 12(12), 1531. 

 

3) Degradación oxidativa de catecol, un conocido contaminante aromático de la 

familia de los fenoles, mediante el uso de una lacasa de Myceliophthora thermophila 

expresada en Aspergillus oryzae también comercializada por Novozymes  

denominada Novozym 51003. 

 

Lorente-Arevalo, A., Garcia-Martin, A., Ladero, M., Bolivar, J. M. (2022). Chemical 

reaction engineering to understand applied kinetics in free enzyme homogeneous 

reactors. Enzyme engineering: Methods and protocols, 277-320. 

 

Lorente-Arevalo, A., Ladero, M., Bolivar, J. M. (2021). Intensification of oxygen-

dependent biotransformations catalyzed by immobilized enzymes. Current Opinion in 

Green and Sustainable Chemistry, 32, 100544. 

 

 

  

https://produccioncientifica.ucm.es/documentos/5d3664ce299952263c4d32a8
https://produccioncientifica.ucm.es/documentos/5d1df63029995204f7663eb9


Guiones y material de laboratorio 

1) Hidrólisis de celobiosa con -glucosidasa de Aspergillus fumigatus 

Guion de la práctica 

 

 



 

 

 



 

 

 



Aproximación gráfica al mejor modelo cinético (elegir el modelo cinético) 

 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



Análisis numérico con Berkeley Madonna 

La explicación es meticulosa, paso a paso, y la presentación consta de 55 diapositivas. 

Aquí se presentan, a modo de ejemplo, las ocho primeras y las dos últimas. 

 

 



 

 

 



 

 



 

 

De todo este material se dispone de vídeos adecuados para el apoyo a la docencia 

online y presencial. En el Campus Virtual de las asignaturas se puede poner a 

disposición de los estudiantes datos de laboratorio, códigos de programa, guías de 

usuario como la Guía de Berkeley Madonna 10.4: 

 

chrome-

extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://www.berkeleymadonna.com/down

loads/BM_Users_Guide_10.4.pdf 

 

Este programa es libre, al menos para llevar a cabo los cálculos de regresión no lineal 

típicos en estas prácticas, y disponible en: 

https://www.berkeleymadonna.com/jmadonna/jmadrelease.html 



Se dispone de un programa similar para Aspen Custom Modeler v12.1 aplicable en los 

tres casos de estudio desarrollados en este Proyecto de Innovación Educativa. En la 

actualidad, y dentro de un PIE asociado a este, se ha desarrollado un programa similar 

en Excel. El objetivo es seleccionar el modelo cinético más adecuado para representar 

la realidad experimental y determinar los valores óptimos de los parámetros cinéticos. 

 

2) Síntesis de un profármaco y surfactante basado en glicerina e ibuprofeno 

mediante la acción de la lipasa B de Candida antarctica 

Guion de la práctica 

 

 

 



 

 



 

 



 

 



 
Programa Aspen Custom Modeler v12.1 (código fuente del programa principal) 
 
Model BPBR2022 
//Variables 
 
kdir as realvariable; 
krev as realvariable; 
Cenz as realvariable; 
CIb0 as realvariable; 
X as realvariable; 
 
KIb as realvariable; 
KMG as realvariable; 
KIbinh as realvariable; 
 
//Modelo 1: Orden cero para la reacción directa y uno para la reacción inversa 
 
//$X=kdir*Cenz/Cib0-krev*Cenz*X; 
 
//Modelo 2: Orden uno puro reversible 
 
//$X=kdir*Cenz*(1-X)-krev*Cenz*X; 
 
//Modelo 3: Michaelis-Menten reversible: Hiperbólico con términos para ibuprofeno y 
monoglicérido en el denominador 
 
$X=(kdir*Cenz*(1-X)-krev*Cenz*X)/(1+KIb*CIb0*(1-X)+KMG*CIb0*X); 
 
//Modelo extra: Michaelis-Menten reversible con inhibición por ibuprofeno 
 
//$X=(kdir*Cenz*(1-X)-krev*Cenz*X)/(1+KIb*CIb0*(1-X)+KMG*CIb0*X+KIbinh*CIb0^2*(1-
X)^2); 
 



End 
 
Programa Berkeley Madonna v10.4 (código fuente del programa principal) 
 
{Parámetros del método de integración} 
METHOD RK4 
STARTTIME = 0 
STOPTIME=60 ;Deja de calcular a las 100 unidades de tiempo 
DT = 0.02 ;Integra cada 0.02 unidades de tiempo 
Dtout=1 ; muestra datos cada 1 min 
 
{Balances a sustratos y productos} 
{Reacción: Glicerina + Ibuprofeno-----> Monoglicerido de ibuprofeno} 
 
d/dt(Ib)=-r 
d/dt(Glib)=r 
Init (Ib)=IBzero  
Ibzero=50 ; condición inicial en mM 
Init (Glib)=0 ; condición inicial en mM 
limit Ib >=0 
 
{Modelos cinéticos} 
{Modelo 1: Orden cero para la reacción directa y uno para la reacción inversa} 
r=kdir*E-Krev*E*Glib 
 
{Modelo 2: Orden uno puro reversible} 
;r=kdir*E*Ib-Krev*E*Glib 
 
{Modelo 3: Michaelis-Menten reversible: Hiperbólico con términos para ibuprofeno y 
monoglicérido en el denominador} 
 
;r= (Kdir*E*Ib-Krev*E*Glib)/(1+Kib*Ib+KGlib*Glib) 
 
{Modelo extra: Michaelis-Menten reversible con inhibición por ibuprofenor} 
 
;r= (Kdir*E*Ib-Krev*E*Glib)/(1+Kib*Ib+KGlib*Glib+KiIb*Ib^2) 
kdir=20 ; (unidades depende del modelo usado *min-1)  
krev=20 ; (unidades depende del modelo usado *min-1)  
Kib= 20 ;mM 
KGlib=50 ;mM 
KiIb=50 ;mM 
E= 0.042 ; concentración de enzima 
 
{Expresión del rendimiento} 
x=(Ibzero-Ib)/Ibzero 
 
  



Informe de un estudiante (muestra anónima) 

 
  



 
  



 
  



 
  



 
  



 
  



 
  



 
  



 
  



 
  



 
  



 
  



 
  



 



Oxidación de catecol empleando lacasas para detectar catecol 6 

3) Oxidación biocatalítica de catecol con una lacasa de Myceliophthora 

thermophila expresada en Aspergillus oryzae 

Guion de la práctica 

 

Práctica 2 Cinética enzimática 

 

Empleo de lacasas para la oxidación 

del catecol 
 

 

 

  



1) Introducción 

Las reacciones oxidativas son una de las transformaciones más importantes de la 
industria química, sobre todo en el campo farmacéutico y en química fina. Su importancia 
está aumentando en el procesamiento, valorización y mejora de materia lignocelulósica en 
el campo de las biorrefinerías. Esto, permite sustituir los métodos clásicos que generan 
compuestos oxidantes tóxicos, baja selectividad y reacciones secundarias, pero 
actualmente son más rentables.  
Estas enzimas son dependientes de oxígeno ya que lo emplean como sustrato estando su 
actividad limitada por la baja solubilidad del oxígeno y por las limitaciones en su 
transporte. Por lo tanto, para estudiar el proceso se requerirá un estudio cinético del 
consumo de oxígeno y del transporte del oxígeno en el reactor. 1 
Dentro de las enzimas oxidativas, en esta práctica se estudiarán las lacasas. Las lacasas 
(EC 1.10.3.2) son enzimas que pertenecen a la familia de las polifenol oxidasas que 
emplean cobre para la transferencia de electrones y emplean oxígeno como aceptor de 
electrones generando agua. Son capaces de oxidar una amplia variedad de sustratos 
como compuestos fenólicos, aminas aromáticas y lignina (Polímero formado por 
compuestos fenólicos), entre otros. Presentan la ventaja de que presentan una alta 
estabilidad, amplia especificidad de sustrato y capacidad de trabajar en condiciones 
suaves reduciendo costes de operación. 
Su mecanismo de acción viene dado por su estructura, en la cual hay 4 átomos de cobre 
que van a ser fundamentales en la oxidación de los diferentes sustratos. El primer sitio de 
oxidación del sustrato es el cobre T1 coordinado con una cisteína y dos histidinas y 
después existe un sitio secundario formado por tres átomos de cobre (uno T2 y dos T3) 
coordinados también con dos histidinas. Una vez oxidado el sustrato en el sitio primario 
los electrones se transfieren del cobre T1 a los átomos de cobre T2/T3, donde se va a 
producir la reducción del oxígeno a agua. La capacidad de oxidación de las lacasas va a 
depender de el potencial redox del cobre T1 (En torno a 420-790 mV). 

 
Figura 1: Mecanismo de acción de las lacasas sobre compuestos fenólicos. 2 

Son enzimas que van a ser producidas y utilizadas por una gran variedad de organismos 
como hongos, bacterias, plantas e insectos, siendo las lacasas fúngicas las más 
empleadas industrialmente. 3 
Presentan una gran diversidad de aplicaciones entre las que destacan: 

 Tratamiento de aguas residuales y biorremediación: Los compuestos fenólicos son 

un grupo importante de contaminantes del medio ambiente debido a su elevada 

toxicidad y persistencia. Estas enzimas son capaces de oxidar estos compuestos 

generando compuestos menos tóxicos, por lo que las lacasas están ganando 

interés en este campo. 

 Blanqueamiento en la industria papelera: En la producción de papel un paso 

fundamental es el blanqueamiento de la pulpa para la eliminación de la lignina 



para mejorar las calidad del papel. En este caso el tratamiento con lacasas permite 

la oxidación de lignina produciendo su degradación, permitiendo un 

blanqueamiento de papel en condiciones más suaves que el proceso químico. 

 Producción de bebidas: En la industria de zumos un paso muy importante es la 

clarificación y estabilización de los zumos ya que en el proceso de obtención de 

zumos existen una gran variedad de compuestos fenólicos que pueden alterar sus 

propiedades organolépticas. Por lo tanto, la oxidación de estos compuestos 

permite un control de la presencia de estos compuestos. 4 

Debido a su elevado interés, pero sus elevados costes se están investigando la 
inmovilización sobre diferentes soportes para permitir su reutilización y aumentar su 
productividad. Así como, la inmovilización va a permitir un incremento de la estabilidad en 
condiciones más adversas. Sin embargo, presenta inconvenientes ya que se puede 
alterar las propiedades de la enzima reduciendo su actividad por cambios 
conformacionales y problemas estéricos en el sitio activo, así como problemas funcionales 
y de transferencia de materia cambiando sus propiedades cinéticas. En este caso, se va a 
emplear un soporte de agarosa que es un polímero de galactosas modificada con 
polietilenimina. En este caso la superficie de la agarosa estará cubierta de grupos amino 
cargados positivamente a los que se adsorberá la enzima por intercambio iónico. 5 

 
 
 

2) Objetivo 
El objetivo de esta práctica va a ser el estudio de la cinética de consumo de oxígeno de 
enzimas oxidativas. Este objetivo principal se divide tres subobjetivos: 

i) Determinación de la actividad de enzimas oxidativas mediante la 

cuantificación de la velocidad inicial de consumo de oxígeno disuelto. 

ii) Inmovilización de enzimas oxidativas y determinación de actividad 

mediante la cuantificación de la velocidad inicial de consumo de oxígeno 

disuelto. 

iii) Determinación del modelo cinético de la oxidación de catecol catalizado por 

lacasa (polifenol oxidasas). 

 

 
 

 

3) Procedimiento 

Lacasa 



Para llevar a cabo esta práctica se va a emplear Catecol como sustrato, una lacasa 
comercial Novozym 51003® (Novozymes, Dinamarca). La reacción se llevará a cabo en 
tampón fosfato pH 7,0 50 mM en viales de vidrio de 10 mL midiendo la evolución del 
oxígeno con el tiempo empleando un sensor de oxígeno de fibra óptica y un sensor de 
oxígeno (Pyroscience Gmbh, Alemania). 
Como soporte de inmovilización se empleará Agarosa 4-BCL (ABT, EEUU) modificada 
con polietilenimina (Sigma-Aldrich, EEUU). 

 
 

A) Estudio oxidación catecol por lacasas 
El primer paso de esta práctica será medir la actividad enzimática de la lacasa 
para estudiar la actividad que se añade en cada ensayo. 
1º Añadir 4,9 mL de Catecol 1 mM e incubar a 30 ºC 5 min para que el medio 
alcance la temperatura deseada. 
2º Se añaden 100 µL de la preparación enzimática que tiene una 
concentración de 0,3 g/L y se empieza a registrar la evolución el oxígeno. 
3º Tras 5-10 min de reacción se para el experimento y se calcula la velocidad 
inicial de la reacción calculando la pendiente de la recta de consumo de 
oxígeno. A partir de la pendiente se estima la actividad de la enzima en U/mL. 
 

B) Estudio cinético de la oxidación del catecol 
Una vez conocida la actividad de la enzima se va a realizar el estudio cinético 
de oxidación de catecol mediante un procedimiento análogo a la medida de 
actividad. 
1º Se añaden 4,9 mL de Catecol a diferentes concentraciones (1 mM o 5 mM) 
dependiendo del experimento y se deja que alcance la temperatura requerida 
(30 ºC). 
2º Se adicionan 100 µL de la preparación enzimática proporcionada a 
diferentes concentraciones (0,6-1,2 g/L) y se empieza a medir el consumo de 
oxígeno durante 15-30 min hasta que se estabilice la concentración de 
oxígeno. Estos datos serán empleados en la sesión de cálculos. 
 

C) Estudio actividad de la enzima inmovilizada en Agarosa-PEI 
Tras estudiar la cinética de la lacasa sobre el catecol y conocer su actividad se 
va a estudiar la actividad de la enzima inmovilizada proporcionada. 
1º Al igual que en los casos anteriores se van a incubar 4,9 mL de catecol 1 
mM hasta alcanzar los 30 ºC. 
2º Se agita la suspensión de enzima inmovilizada para que sea una solución 
homogénea. Se añaden 100 µL de la suspensión al medio de reacción y se 
empieza a registrar la concentración de oxígeno disuelto. 
3º Se mide el consumo de oxígeno durante 5-15 min hasta que deje de 
disminuir la concentración de oxígeno. 
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Aproximación gráfica al mejor modelo cinético (elegir el modelo cinético) 

 

 



 

 

 



 
 
Programa Berkeley Madonna v10.4 (código fuente del programa principal) 
 

{Parámetros del método de integración} 
METHOD RK4 

STARTTIME = 0 

STOPTIME=10 ;Deja de calcular a los 10 min 

DT = 0.001 ;Integra cada 0.02 unidades de tiempo 

Dtout=0.016 ; muestra datos cada segundo 

{Balances a sustratos y productos} 
{Reacción:  2 Catecol + O2 ----> 2 Quinona + 2 H2O} 
d/dt(C)=-2*r ; mM/min  
d/dt(O2)=-r ; mM/min 

Init (C)=Czero ; condición inicial en mM 

Init (O2)= O2zero ; condición inicial en mM 

limit C >=0 

limit O2 >=0 

{Modelos cinéticos} 
{orden cero} 
;r=k*E ; mM/min 

{unisustrato irreversible: orden 1} 
;r=k*E*O2 ; mM/min 

{unisustrato irreversible MM} 
r=k*E*O2/(Km+O2) ; mM/min 

k=2 ; (unidades depende del modelo usado)  
Km= 0.1 ;mM 

{Condiciones de cada experimento} 
E= 0.04492 ;mg/mL 

Czero= 1 ; mM 

O2zero= 0.220 ; mM 
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