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El desenvolupament dels metodes d'analisis en Biogquimicai Biologia Molecular hatingut, i continuara
tenint, un gran impacte en e desenvolupament de la Biotecnologia. Aquesta Assignaturarespon ala
necessitat de desenvolupar einesi habilitats especifiques en una disciplina cientifica experimental com és
laBiotecnologia. L'assignaturaintrodueix als estudiants en els fonamentsi aplicacions de les

metodol ogies basiquesa utilitzar en qualsevol tipus de técnica més especialitzada. El programade
Meétodes en Biogquimicai Biologia Molecular que es presenta sha confeccionat per a's ensenyaments de
segon curs del grau en Biotecnologiai no pretén ser una proposta definitiva doncs |'aparicioé de noves
tecniques o lamodificacié de les existents poden aconsellar la seuaincorporacio a temari.

Els temes estan orientats de manera que després d'una breu introducci ¢ dels fonaments del métode o grup
de métodes objecte del tema, es discuteix la seua utilitzacio experimental i les seues aplicacions. Cada
tema abasta una tecnica o un conjunt de tecniques afins. Es pretén discutir el maxim nombre d'exemples
de naturalesa diferent seleccionats sobre la base de la seuaimportancia practicai al seu interés pedagogic.
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CONEIXEMENTS PREVIS

Relacié amb altres assignatures de la mateixa titulacio

No heu especificat les restriccions de matricula amb altres assignatures del pla d'estudis.

Altres tipus de requisits

1102 - Grau Biotecnologia
- Dissenyar protocols de separacio, purificacio i caracteritzacié de molécules biologiques.

- Manejar adequadament els equips i el material propi d'un laboratori de bioguimica i biologia
molecular.

- Ser capag de realitzar una analisi integrada d'expressié génica a nivell de transcriptoma, proteoma i
metaboloma.

 Dissenyar protocols de separacio, purificacio i caracteritzacio de molecules biologiques

» Mangar adequadament els equipsi e material propi d'un laboratori de bioquimica

» Adaquirir coneixement de |es bases metodol 0giques de les técniques utilitzades en estudis
moleculars

» Coneixement basic de les principals técniques i méetodes d'investigacio

 Familiaritzacié amb les fonts bibliografiques, que permeta al'estudiant trobar, seleccionar, entendre
i analitzar lainformacio

» Entendrei valorar lametodologia basica utilitzada en treballs cientifics relacionats amb la
Bioguimica

 Discussio publicadarticles cientifics

» Capacitat d'andlitzar lainformagio proporcionada en labibliografia

» Capacitat de comunicacio amb laresta d'estudiants de la metodol ogia utilitzada en un article
dinvestigacio

» Capacitat de participacio en classe

DESCRIPCIO DE CONTINGUTS

1. Tema 1. Caracteritzacié de Molecules d'Interés Biologic

1. L'estudi dels fendmens vitals. Experiéncies in vivo i in vitro
2. Extracci6 i purificacié de molécules biologiques

2.1. Desorganitzacié de la matéria viva

2.1.1. Homogeneitzacio total i limitada

2.1.2. Caracteristiques del medi d'extraccié. Agents protectors
2.2. Purificacié de macromolécules

2.2.1. Separacions preliminars. Precipitacié i dialisi.
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2.2.2. Metodes de separaci6 preparatius i analitics. Resolucio

2.2.3. Rendiment i factor de purificacio.

3. Nivells de caracteritzacio de biomacromolécules

3.1. Nivells de caracteritzacié de proteines

3.2. Nivells de caracteritzaci6 d'acids nucleics

3.3. Metodes d'identificaci6 i informatius. Especificitat, exactitud, precisi6 i sensibilitat

2. Tema 2. Espectroscopia d'Absorci6

1. Interacci6 radiacié-materia

1.1. Naturalesa de la radiacié electromagnética

1.2. Formes d'energia molecular. Restriccions quantiques i distribucié de Boltzmann
1.3. Absorcio de radiacié. Grups cromofors

2. Espectroscopia d'absorcio. Generalitats

2.1. Mesura de lI'absorcid. Components fonamentals d'un espectrofotometre

2.2. Llei de Lambert-Beer

2.2.1. Absorbancia i coeficient d'extincio

2.2.2. Desviacions. Punt isosbeéstic

2.2.3. Estudi de mescles de cromofors.

3. Espectroscopia en la regi6 d'infraroig (IR)

3.1. Espectres de vibracio d'enllag

3.1.1. Els enllagos com a oscil-ladors harmonics

3.1.2. Espectrofotometria IR. Preparacio-de maostres

3.2. Aplicacions bioquimiques

3.2.1. Bandes d'absorci6 tipiques d'acids nucleics | proteines

3.2.2. Intercanvie deuteri-proti

3.3.3. Dicroisme IR

3.3. Altres formes de espectroscopia vibracional (FTIR i Raman)

4. Espectroscopia en la regi6 ultraviolada-visible (UV-V)

4.1. Espectres electronics

4.1.1. Salts electronics. Grups cromofors en la regié UV-V

4.1.2. Espectrofotometria UV-V. Caracteristiques

4.2. Aplicacions bioquimiques

4.2.1. Absorcio de les proteines en I'UV-V. Espectroscopia diferencial de pertorbacio
4.2.2. Absorcio dels acids nucleics en I'UV-V. Efecte hipercromic

4.2.3. Valoracié d'activitats enzimatiques. Reaccions acoblades. Substrats artificials
4.2.4. Colorimetria. Quantificacié de proteines

3. Tema 3. Espectroscopia de Fluorescéncia

1. Dissipacio d'energia per molécules excitades

1.1. Processos radiants i no radiants. Fluorescencia i fosforescéncia
1.2. Caracteristiques estructurals dels compostos fluorescents

2. Espectroscopia de fluorescéncia. Generalitats

2.1. Parametres que caracteritzen |'emissi6 fluorescent
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2.1.1. Vida mitjana en I'estat excitat i rendiment quantic

2.1.2. Desplacament de Stokes. Efecte de I'entorn

2.2. Mesura de la fluorescéncia

2.2.1. Aparell. Espectres d'excitacié i emissié. Correccié d'espectres

2.2.2. Relaci6 entre intensitat i concentracio

2.2.3. Extinci6. Tipus d'extintors. Equacio de Stern-Volmer

2.2.4. Resolucio temporal de la fluorescéncia

2.3. Utilitat comparada amb la espectroscopia d'absorcio

3. Aplicacions bioquimiques

3.1. Fluorescéncia intrinseca i extrinseca de proteines, acids nucleics-i-membranes
3.2. Valoraci6 d'activitats enzimatiques. Luminescencia

3.3. Polaritzacio de la fluorescéncia. Aplicacio a I'estudi de membranes

3.4. Transferéncia d'energia induida per ressonancia (FRET). Mesura de distancies moleculars
3.5. Estudis cel-lulars

3.5.1. Microscopia de fluorescéncia. Inmunofluorescencia

3.5.2. Citometres i classificadors cel-lulars activats perfluorescéncia

3.5.3. Mesura de Ca2+ i pH intracel-lulars

4. Tema 4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

1. Ressonancia magnética nuclear (RMN). Generalitats

1.1. Moment magnétic del nucli. Quantizacio sota un camp extern
1.2. L'experiment de RMN. Aparell

1.3. Espectres RMN. Caracteristiques

1.3.1. Desplagament quimic

1.3.2. Acoblament espin-espin.

1.3.3. Relaxacio6 longitudinal i transversal. Amplaria i intensitat de bandes
1.3.4. Sequencies de polsos. RMN multidimensional.

2. Aplicacions

2.1. Estudis in vitro

2.1.1. Estructura i dinamica de macromolécules i membranes
2.1.2. Valoracio d'activitats. enzimatigues i unié de lligands

2.2. Estudis in vivo

2.2.1. Determinacio'de pH'i metabolits intracel-lulars

2.2.2. Estudi de rutes metaboliques

2.2.3. Formacio d'imatges

5. Tema 5. Espectrometria de masses

1. Introduccié. Fonament fisic.

2. Espectrometre de masses

2.1. Volatilitzacié i ionitzacioé de mostres.
2.1.1. Volatilitzacio directa

2.1.1.1. lonitzaci6 per impacte electronic (El)
2.1.1.2. lonitzacié quimica (Cl)
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2.1.2. Volatilitzacié i ionitzaci6 assistida per matriu

2.1.2.1. Bombardeig atomic (FAB)

2.1.2.2. Desorcio per plasma (PDI) i per laser (MALDI)
2.1.2.3. Electrospray (ESI) i spray ionic (I1SI)

2.2. Acceleraci6, enfocament i deteccié de ions

2.2.1. Aparells de trajectoria guiada

2.2.2. Aparells de ressonancia de ciclotré (ICRMS)

2.2.3. Aparells de temps de vol (TOF)

2.3. Espectres de masses

2.3.1. Intensitat, exactitud i resolucio.

2.3.2. Variabilitat isotopica. Massa monoisotopica i mitjana.
3. Aplicacions bioquimiques:

3.1. Identificacié de compostos organics de massa molecular xicoteta
3.2. Estudi de proteines

3.2.1. Identificaci6é de proteines

3.2.2. Sequenciacio de proteines i peptids

3.2.3. Detecci6 de modificacions postraduccionals

3.2.4. Experiments de marcatge isotopic en proteomica.

6. Tema 6. Cromatografia

1. Introduccié. Definicions, generalitats i nomenclatura

2. Fonament i Classificacié dels métodes cromatografics
3. Cromatografia en paper

4. Cromatografia en capa fina (TLC)

5. Cromatografia en columna: fonament i operacions basiques
5.1. Parametres cromatografics

5.2. Capacitat i resolucio

5.2.1. Selectivitat

5.2.2. Eficiéncia, concepte de plat teoric

6. Cromatografia d'adsorcio

6.1. Cromatografia d'intercanvi ionic

6.1.1. Tipus de bescanviadors de ions

6.1.2. Formes d'elucio

6.1.3. Aplicacions'de la cromatografia d'intercanvi de ions
6.1.4. Cromatoenfocament

6.2. Cromatografia de hidrofobicitat

7. Cromatografia d'afinitat

7.1. Preparacio de la fase estacionaria

7.2. Mecanismes d'elucio

7.3. Cromatografia d'afinitat artificial

7.3.1. Cromatografia sobre metalls immobilitzats-IMAC
7.3.2. Cromatografia sobre colorants immobilitzats

8. Altres tipus de cromatografia d'afinitat. Cromatografia sobre hidroxiapatit
9. Cromatografia d'exclusié molecular
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9.1. Fonament: principi de separacio

9.2. Aplicacions

10. Cromatografia liquida d'alta resolucio-HPLC
10.1. Instrumentacio

10.2. Fases estacionaries: tipus de columnes
10.3. HPLC de fase reversa HPLC-RP

10.4. Altres tipus de HPLC.

10.4.1. UPLC.

10.4.2. HPLC monolitica

11. Cromatografia sobre matrius magnétiques

7. Tema 7. Centrifugacio

1. Introduccié:

1.1. Fonament i definicions

1.2. Teoria de la centrifugacio

2. Instrumentacio

2.1. Tipus de centrifugues

2.2. Tipus de rotors

2.3. Ultracentrifugues preparatives i analitiques

3. Modalitats de centrifugacié

3.1. Centrifugacio diferencial: Aplicacions

3.2. Centrifugaci6 zonal

3.2.1. Centrifugacié en gradient de densitat

3.2.2. Centrifugacio isopicnica

3.2.3. Fraccionament de gradient

3.2.4. Aplicacions

3.3. Rotors especials preparatius

4. Ultracentrifugacié analitica

4.1. Ultracentrifugues, rotors'i cél-lules de centrifugacio analitica
4.2. Aplicacions

4.2.1. Determinacio de coeficient de sedimentacio
4.2.2. Determinacioé de masses moleculars

8. Tema 8. Electroforesi

1. Introduccié: Fonament i definicions

1.1. Parametres electroforétics: mobilitat

1.2. Electroforesi lliure i electroforesi zonal

2. Electroforesi en suports no restrictius

3. Electroforesi de proteines en suports restrictius

3.1 Electroforesi en gels de poliacrilamida (PAGE)

3.1.1. Tincio de gels de poliacrilamida

3.1.2. Estimacié de masses moleculars: representacié de Ferguson
3.1.3. PAGE en sistema discontinu
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3.2 PAGE en condicions desnaturalitzant

3.2.1. SDS-PAGE

3.2.2. Estimacié de masses moleculars de proteines per SDS-PAGE
4, Isoelectroenfocament

5. Electroforesi bidimensional

6. Electroforesi d'acids nucleics

6.1. Gels d'agarosa

6.2. Métodes de tincié d'acids nucleics. Transferéncia a membranes
6.3. Electroforesi de camp pulsant

7. Electroforesi capil-lar

9. Tema 9. Métodes Isotopics

1. Principis fonamentals de I'ocupacio d'isotops en bioquimica
2. Desintegracio radioactiva

2.1. Tipus d'emissio. Espectres 3

2.2. Cinetica de la desintegraci6

2.3. Unitats de radioactivitat. Radioactivitat especifica

3. Detecci6 i quantificacié de radioactivitat

3.1. lonitzacié de gasos

3.1.1. Cambres d'ionitzacio

3.1.2. Comptadors proporcionals

3.1.3. Comptadors Geiger-Muller

3.2. Comptadors d'excitacio o de centelleig

3.2.1 Centelleig de liquids

3.2.1.1. Analitzadors d'altura de pols

3.2.1.2. Extincio

3.3.1.3. Contaje Cerenkov

3.2.2. Comptador de centellege solid

3.2.3. Estadistica del contaje radioactiu

3.3. Generacio de Reaccions quimiques: Deteccio fotografica.
4. Autoradiografia

4.1. Generalitats

4.1.1. Emulsié autoradiografica. Caracteristiques dels rastres autoradiografics.

4.1.2. Resolucio, eficiencia, fons

4.2. Metodes autorradiografics

4.2.1. Metodes de contacte temporal. Pantalles amplificadores. Fluorografia
4.2.2. Metodes de contacte permanent.

4.3. Autoradiografia molecular

4.4. Autoradiografia per a microscopia electronica

4.5, Alternatives de la autoradiografia: Detectors d'imatge en superficie
4.5.1. Detectors electronics de superficie (Instantimager)

4.5.2. Detectors d'imatge fotoestimulada (Fosforolmager)

5. Ocupacié de radioisotops en investigacio bioquimica

5.1. Estudis in vivo
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5.1.1. Velocitat i temps de recanvi d'un metabolit. Dilucio isotopica

5.1.2. Estudi de sequiéncies metabdliques. Polsos de radioactivitat. Relacions precursor-producte
5.1.3. Estudi del transport a través de membrana

5.1.4. Metodes de doble marca

5.2. Estudis in vitro

5.2.1. Valoracions enzimatiques i estudi de mecanismes de reacci6

5.2.2. Canvi isotopic

6. Isdtops pesats no radioactius

6.1. Percentatge a I'excés d'un isotop pesat. Deteccio

6.2. IsOtops pesats en protedOmica quantitativa

VOLUM DE TREBALL

ACTIVITAT Hores % Presencial
Classes de teoria 86,00 100
Practiques en aula 30,00 100
Tutories reglades 4,00 100
Preparacio d'activitats d'avaluacié 34,00 0
Preparacio de classes de teoria 86,00 0
Preparacio de classes practiques i de problemes 60,00 0
TOTAL| 300,00

METODOLOGIA DOCENT

L'assignatura esta plantejada per.a potenciar |'aprenentatge actiu dels estudiants. Per aguest motiu les
classes teoriques es conceben com a introduccions generals a cada tema on es presentaran les técniques
dinvestigacio i Sintentara donar unavisio.global i interrelacionada de les mateixes. Préviament ales
classes teoriques els estudiants disposaran d'informacio bibliograficai de material proporcionat pel
professor. Es pretén que en aquestes classes hi haja una participacié molt activa per part dels alumnes.

L es classes de problemes es plantejaran de manera que els estudiants resolguen part dels mateixos en
I'aula sota la supervisio del professor i treballant en equip amb els companys.

En les classes de discussio d'articles, els alumnes participaran en una discussio dirigida pel professor que
facilitara als estudiants un article d'investigacio relacionat amb el temai una série de guiestions sobre el's
objectius, metodologia, resultats i conclusions de l'article.

AVALUACIO

Esrealitzara dues proves escrites (parcials) sobre els contingutsi activitats de |'assignatura. Cada examen
parcia constara de dues parts: teoria (5,5 punts) i problemes (4,5 punts). Les dues parts han de ser
superades independentment per aprovar |'assignatura encara que la qualificacié del parcial s sera
compensable si és superior a4,5.
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20009.

-Wilson, K y John Walker, J. (Eds) Principles and. Techniques of Biochemistry and Molecular Biology.
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