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RESUMEN

El desarrollo de los métodos de andlisis en Bioquimicay Biologia Molecular hatenido, y continuara
teniendo, un gran impacto en el desarrollo de la Biotecnologia. Esta Asignatura responde ala necesidad
de desarrollar herramientas y habilidades especificas en una disciplina cientifica experimental como esla
Biotecnologia. La asignaturaintroduce a los estudiantes en |os fundamentos y aplicaciones de las
metodol ogias béasicas a utilizar en este campo. El programa de M étodos en Bioquimicay Biologia
Molecular que se presenta se ha confeccionado para las ensefianzas de segundo curso del grado en
Biotecnologiay no pretende ser una propuesta definitiva pues la aparicion de nuevas técnicas o la
modificacién de las existentes pueden aconsejar su incorporacion al temario. cada tema abarca una
técnica o grupo de técnicas afines. Los temas estan orientados de forma que tras una breve introduccién
de los fundamentos del método o grupo de métodos, se discute su utilizacion experimenta y sus
aplicaciones. Se ha seleccionado un elevado nimero de gjemplos de aplicaciones a diferentes teméticas
de investigacion en base a su importancia précticay a su interés pedagdgico.
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CONOCIMIENTOS PREVIOS

Relacién con otras asignaturas de la misma titulacion

No se han especificado restricciones de matricula con otras asignaturas del plan de estudios.

Otros tipos de requisitos

COMPETENCIAS

1102 - Grado de Biotecnologia

Disefar protocolos de separacion, purificacion y caracterizacion de moléculas bioldgicas.

Manejar adecuadamente los equipos y el material propio de un laboratorio de bioquimica y biologia
molecular.

Ser capaz de realizar un analisis integrado de expresion génica a nivel de transcriptoma, proteoma y
metaboloma.

RESULTADOS DE APRENDIZAJE

Disefiar protocol os de separacion, purificacion y caracterizacion de mol éculas biol 6gicas
Manegjar adecuadamente los equiposy €l material propio de un laboratorio de bioquimica.
Adaquirir conocimiento de las bases metodol 6gicas de |as técnicas utilizadas en estudios
molecul ares.

Conocimiento basico de las principales técnicas y métodos de investigacion.

Familiarizacion con las fuentes bibliogréficas, que permitaal estudiante encontrar, seleccionar,
entender y analizar lainformacion.

Entender y valorar la metodologia basi ca utilizada en trabaj os cientificos relacionados con la
Bioguimica.

Discusion publica de articul os cientificos

Capacidad de analizar lainformacion proporcionada en la bibliografia.

Capacidad de comunicacion con € resto de estudiantes de la metodologia utilizada en un articulo de
investigacion.

Capacidad de participacion en clase.

DESCRIPCION DE CONTENIDOS
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1. Tema 1. Caracterizacién de Moléculas de Interés Bioldgico

1. El estudio de los fendbmenos vitales. Experiencias in vivo e in vitro
2. Extraccién y purificacién de moléculas biolégicas

2.1. Desorganizacion de la materia viva

2.1.1. Homogenizacién total y limitada

2.1.2. Caracteristicas del medio de extraccion. Agentes protectores
2.2. Purificacién de macromoléculas

2.2.1. Separaciones preliminares. Precipitacion y dialisis.

2.2.2. Métodos de separacion preparativos y analiticos. Resolucion
2.2.3. Rendimiento y factor de purificacion.

3. Niveles de caracterizacién de biomacromoléculas

3.1. Niveles de caracterizacion de proteinas

3.2. Niveles de caracterizacion de &cidos nucleicos

3.3. Métodos de identificacion e informativos. Especificidad, exactitud, precisiéon y sensibilidad

2. Tema 2. Espectroscopia de Absorcion

1. Interaccién radiacién-materia

1.1. Naturaleza de la radiacion electromagnética

1.2. Formas de energia molecular. Restricciones cuanticas y distribucion de Boltzmann
1.3. Absorcion de radiacion. Grupos cromoéforos

2. Espectroscopia de absorcion. Generalidades

2.1. Medida de la absorcién. Componentes fundamentales de un espectrofotometro
2.2. Ley de Lambert-Beer

2.2.1. Absorbancia y coeficiente de extincién

2.2.2. Desviaciones. Punto isosbéstico

2.2.3. Estudio de mezclas de cromaoforos.

3. Espectroscopia en la regién de infrarrojo (IR)

3.1. Espectros de vibracion de enlace

3.1.1. Los enlaces como osciladores arménicos

3.1.2. Espectrofotometria IR. Preparacion de muestras

3.2. Aplicaciones bioguimicas

3.2.1. Bandas de absorcién tipicas de acidos nucleicos y proteinas

3.2.2. Intercambio deuterio-protio

3.3.3. Dicroismo IR

3.3. Otras formas de espectroscopia vibracional (FTIR y Raman)

4. Espectroscopia en la region ultravioleta-visible (UV-V)

4.1. Espectros electronicos

4.1.1. Saltos electrénicos. Grupos cromoforos en la regién UV-V

4.1.2. Espectrofotometria UV-V. Caracteristicas

4.2. Aplicaciones bioquimicas

4.2.1. Absorcion de las proteinas en el UV-V. Espectroscopia diferencial de perturbacién
4.2.2. Absorcion de los acidos nucleicos en el UV-V. Efecto hipercrémico

4.2.3. Valoracion de actividades enzimaticas. Reacciones acopladas. Sustratos artificiales
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4.2.4. Colorimetria. Cuantificacion de proteinas

3. Tema 3. Espectroscopia de Fluorescencia

1. Disipacién de energia por moléculas excitadas

1.1. Procesos radiantes y no radiantes. Fluorescencia y fosforescencia

1.2. Caracteristicas estructurales de los compuestos fluorescentes

2. Espectroscopia de fluorescencia. Generalidades

2.1. ParAmetros que caracterizan la emision fluorescente

2.1.1. Vida media en el estado excitado y rendimiento cuantico

2.1.2. Desplazamiento de Stokes. Efecto del entorno

2.2. Medida de la fluorescencia

2.2.1. Aparato. Espectros de excitacion y emisién. Correccién de espectros
2.2.2. Relacion entre intensidad y concentracion

2.2.3. Extincion. Tipos de extintores. Ecuacién de Stern-Volmer

2.2.4. Resolucién temporal de la fluorescencia

2.3. Utilidad comparada con la espectroscopia de absorcion

3. Aplicaciones bioquimicas

3.1. Fluorescencia intrinseca y extrinseca de proteinas, acidos nucleicos y membranas
3.2. Valoracion de actividades enzimaticas. Luminiscencia

3.3. Polarizacion de la fluorescencia. Aplicacion al estudio de membranas
3.4. Transferencia de energia inducida por resonancia (FRET). Medida de distancias moleculares
3.5. Estudios celulares

3.5.1. Microscopia de fluorescencia. Inmunofluorescencia

3.5.2. Citémetros y clasificadores celulares activados por fluorescencia
3.5.3. Medida de Ca2+ y pH intracelulares

4. Tema 4. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

1. Resonancia magnética nuclear (RMN). Generalidades

1.1. Momento magnético del nlcleo. Cuantizacion bajo un campo externo
1.2. El experimento de RMN. Aparato

1.3. Espectros RMN. Caracteristicas

1.3.1. Desplazamiento quimico

1.3.2. Acoplamiento espin-espin.

1.3.3. Relajacién longitudinal y transversal. Anchura e intensidad de bandas
1.3.4. Secuencias de pulsos. RMN multidimensional.

2. Aplicaciones

2.1. Estudios in vitro

2.1.1. Estructura y dindmica de macromoléculas y membranas

2.1.2. Valoracion de actividades enzimaticas y uniéon de ligandos

2.2. Estudios in vivo

2.2.1. Determinacion de pH y metabolitos intracelulares

2.2.2. Estudio de rutas metabdlicas

2.2.3. Formacion de imagenes
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5. Tema 5. Espectrometria de masas

1. Introduccién. Fundamento fisico.

2. Espectrometro de masas

2.1. Volatilizacién e ionizacién de muestras.

2.1.1. Volatilizacién directa

2.1.1.1. lonizacién por impacto electrénico (EI)

2.1.1.2. lonizacién quimica (CI)

2.1.2. Volatilizacion e ionizacion asistida por matriz
2.1.2.1. Bombardeo atémico (FAB)

2.1.2.2. Desorcién por plasma (PDI) y por laser (MALDI)
2.1.2.3. Electrospray (ESI) y spray i6nico (I1SI)

2.2. Aceleracién, enfoque y deteccion de iones

2.2.1. Aparatos de trayectoria guiada

2.2.2. Aparatos de resonancia de ciclotron (ICRMS)
2.2.3. Aparatos de tiempo de vuelo (TOF)

2.3. Espectros de masas

2.3.1. Intensidad, exactitud y resolucion.

2.3.2. Variabilidad isot6pica. Masa monoisotopica y promedio.
3. Aplicaciones bioquimicas:

3.1. Identificaciéon de compuestos organicos de masa molecular pequefia
3.2. Estudio de proteinas

3.2.1. Identificacion de proteinas

3.2.2. Secuenciacioén de proteinas y péptidos

3.2.3. Deteccion de modificaciones postraduccionales
3.2.4. Experimentos de marcaje isotdpico en protedmica.

6. Tema 6. Métodos Isotdpicos

1. Principios fundamentales del empleo de is6topos en bioquimica
2. Desintegracion radiactiva

2.1. Tipos de emision. Espectros 3

2.2. Cinética de la desintegracion

2.3. Unidades de radiactividad. Radiactividad especifica
3. Deteccion y cuantificacion de radiactividad

3.1. lonizacién de gases

3.1.1. Camaras de ionizacion

3.1.2. Contadores proporcionales

3.1.3. Contadores Geiger-Muller

3.2. Contadores de excitacion o de centelleo

3.2.1 Centelleo de liquidos

3.2.1.1. Analizadores de altura de pulso

3.2.1.2. Extincién

3.3.1.3. Contaje Cerenkov
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3.2.2. Contador de centelleo sélido

3.2.3. Estadistica del contaje radiactivo

3.3. Generacién de Reacciones quimicas: Deteccién fotografica.

4. Autorradiografia

4.1. Generalidades

4.1.1. Emulsién autorradiogréafica. Caracteristicas de los rastros autoradiograficos.
4.1.2. Resolucién, eficiencia, fondo

4.2. Métodos autorradiograficos

4.2.1. Métodos de contacto temporal. Pantallas amplificadoras. Fluorografia
4.2.2. Métodos de contacto permanente.

4.3. Autorradiografia molecular

4.4. Autorradiografia para microscopia electrénica

4.5. Alternativas de la autorradiografia: Detectores de imagen en superficie
4.5.1. Detectores electronicos de superficie (Instantimager)

4.5.2. Detectores de imagen fotoestimulable (Fosforolmager)

5. Empleo de radioisétopos en investigacion bioquimica

5.1. Estudios in vivo

5.1.1. Velocidad y tiempo de recambio de un metabolito. Dilucidn isotépica
5.1.2. Estudio de secuencias metabdlicas. Pulsos de radiactividad. Relaciones precursor-producto
5.1.3. Estudio del transporte a través de membrana

5.1.4. Métodos de doble marca

5.2. Estudios in vitro

5.2.1. Valoraciones enziméticas y estudio de mecanismos de reaccién
5.2.2. Cambio isotoépico

6. Is6topos pesados no radiactivos

6.1. Porcentaje en exceso de un isétopo pesado. Deteccion

6.2. Is6topos pesados en proteGmica cuantitativa

7. Tema 7. Electroforesis

1. Introduccién: Fundamento y definiciones

1.1. Pardmetros electroforéticos: movilidad

1.2. Electroforesis libre y electroforesis zonal

2. Electroforesis en soportes no restrictivos

3. Electroforesis de proteinas en soportes restrictivos

3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

3.1.1. Tincion de geles de poliacrilamida

3.1.2. Estimacion de masas moleculares: representacion de Ferguson
3.1.3. PAGE en sistema discontinuo

3.2 PAGE en condiciones desnaturalizantes

3.2.1. SDS-PAGE

3.2.2. Estimacion de masas moleculares de proteinas por SDS-PAGE
4. Isoelectroenfoque

5. Electroforesis bidimensional

6. Electroforesis de acidos nucleicos
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6.1. Geles de agarosa

6.2. Métodos de tincion de acidos nucleicos. Transferencia a membranas
6.3. Electroforesis de campo pulsante

7. Electroforesis capilar

8. Tema 8. Cromatografia

1. Introduccién. Definiciones, generalidades y nomenclatura

2. Fundamento y Clasificacién de los métodos cromatograficos
3. Cromatografia en papel

4. Cromatografia en capa fina (TLC)

5. Cromatografia en columna: fundamento y operaciones béasicas
5.1. ParAmetros cromatograficos

5.2. Capacidad y resolucion

5.2.1. Selectividad

5.2.2. Eficiencia, concepto de plato tedrico

6. Cromatografia de adsorcion

6.1. Cromatografia de intercambio iGnico

6.1.1. Tipos de intercambiadores de iones

6.1.2. Formas de elucion

6.1.3. Aplicaciones de la cromatografia de intercambio de iones
6.1.4. Cromatoenfoque

6.2. Cromatografia de hidrofobicidad

7. Cromatografia de afinidad

7.1. Preparacion de la fase estacionaria

7.2. Mecanismos de elucion

7.3. Cromatografia de afinidad artificial

7.3.1. Cromatografia sobre metales inmovilizados-IMAC

7.3.2. Cromatografia sobre colorantes inmovilizados

8. Otros tipos de cromatografia de afinidad. Cromatografia sobre hidroxiapatito
9. Cromatografia de exclusion molecular

9.1. Fundamento: principio de separacién

9.2. Aplicaciones

10. Cromatografia liquida de alta resolucion-HPLC

10.1. Instrumentacion

10.2. Fases estacionarias: tipos de columnas

10.3. HPLC de fase reversa HPLC-RP

10.4. Otros tipos de HPLC.

10.4.1. UPLC.

10.4.2. HPLC monolitica

11. Cromatografia sobre matrices magnéticas

33176 Métodos en Bioquimica y Biologia Molecular



_ _ ~ Guia Docente
33176 Métodos en Bioquimica y Biologia Molecular

R

VNIVERSITAT G D VALENCIA

9. Tema 9. Centrifugacioén

1. Introduccioén:

1.1. Fundamento y definiciones

1.2. Teoria de la centrifugacion

2. Instrumentacion

2.1. Tipos de Centrifugas

2.2. Tipos de Rotores

2.3. Ultracentrifugas preparativas y analiticas

3. Modalidades de centrifugacion

3.1. Centrifugacion diferencial: Aplicaciones

3.2. Centrifugacién zonal

3.2.1. Centrifugacion en gradiente de densidad

3.2.2. Centrifugacién isopicnica

3.2.3. Fraccionamiento de gradiente

3.2.4. Aplicaciones

3.3. Rotores especiales preparativos

4. Ultracentrifugacion analitica

4.1. Ultracentrifugas, rotores y células de centrifugacion analitica
4.2. Aplicaciones

4.2.1. Determinacion de coeficiente de sedimentacion
4.2.2. Determinacion de masas moleculares

VOLUMEN DE TRABAJO

ACTIVIDAD Horas % Presencial
Clases de teoria 86,00 100
Practicas en aula 30,00 100
Tutorias regladas 4,00 100
Preparacion de actividades de evaluacién 34,00 0
Preparacion de clases de teoria 86,00 0
Preparacion de clases préacticas y de problemas 60,00 0
TOTAL| 300,00

METODOLOGIA DOCENTE

La asignatura esta planteada para potenciar el aprendizaje activo de |os estudiantes. Por este motivo las
clases tedricas se conciben como introducciones generales a cada tema en donde se presentaran las
técnicas de investigacion y se intentara dar una vision global e interrelacionada de las mismas.
Previamente a las clases tedricas |os estudiantes dispondran de informacion bibliograficay de material
proporcionado por el profesor. Se pretende que en estas clases haya una participacion muy activa por
parte de los alumnos.
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L as clases de problemas se plantearan de forma que los estudiantes resuelvan parte de |os mismos en €l
aula bagjo la supervision del profesor y trabajando en equipo con otros comparieros.

En las clases de discusién de articul os, 10s alumnos participaran en una discusion dirigida por el profesor
gue facilitara alos estudiantes un articulo de investigacion relacionado con el temay una serie de
cuestiones acerca de |os objetivos, metodol ogia, resultados y conclusiones del articulo.

EVALUACION

Se redlizard dos pruebas escritas (parciaes) sobre los contenidos y actividades de la asignatura. Cada
examen parcial constara de dos partes: teoria (6 puntos) y problemas (4 puntos). Las dos partes han de ser
superadas independientemente para aprobar la asignatura aungue la calificacion del primer parcial sera
compensable si es superior a4,5.

REFERENCIAS

Basicas

- A. Textos que cubren la totalidad o la mayor parte de la asignatura

-Barcelo, F. Técnicas Instrumentales en Bioquimica y Biologia. Colleccié6 materials didactics. Ed.
Universitat de Les llles Balears, 2003

-Creighton, T.E. The Physical and Chemical basis of Molecular Biology, Helvetian Press, 2010
-Cooper, T.G. "Instrumentos y técnicas de bioquimica" Ed. Reverté, 1984

-Freifelder, D. "Técnicas de bioquimica y biologia molecular" Ed. Reverté, 1979

-Garcia Segura, J.M., Gavilanes, J.G., Martinez del Pozo, A., Montero, F., Ofaderra, M. Y Vivanco, F.
Técnicas instrumentales de andlisis en Bioquimica. Ed. Sintesis, 1996

-Garcia Segura, J.M. Espectroscopia in vivo por resonancia magnética Ed., 1991

-Holme, D.J. y Peck, H. "Analytical Biochemistry" 3th edition. Ed. Prentice Hall, 1998

-Roca, P., Oliver, J. y Rodriguez, A.M. Bioquimica: técnicas y métodos Ed Hélice. 2004.

-Scopes, R.K. "Protein purification" 2a ed. Springer Verlag, 1987

-Serdyuk, I.N., Zaccai, N. Zaccai, J. Methods in molecular biophysics Ed. Cambridge University Press,
2007.

-Sheeham, D. Physical biochemistry: Principles and applications 2nd edition. Ed. Wiley Blackwell,
2009.

-Wilson, K y John Walker, J. (Eds) Principles and Techniques of Biochemistry and Molecular Biology.
Ed. Cambridge University Press. 2006
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ADENDA COVID-19

Esta adenda solo se activara si la situacion sanitaria lo requiere y previo acuerdo del Consejo de
Gobierno

1. Contenidos

L os contenidos no se han modificado.

2. Volumen detrabajo y planificacién temporal de la docencia

Al tratarse de una asignatura anual, tan sélo guedaba menos del 25% de la asignatura por tratar.

L os contenidos se han mantenido y también la planificacion temporal del programa.

3. Metodologia docente

Se hallevado a cabo docenciano presencial. Se haincluido en Aula Virtual las presentaciones PPT
grabadas (locutadas) de |os contenidos que quedaban por impartirse, tanto de sesiones de teoria como de
problemas.

Se ha utilizado el foro de AulaVirtual y el correo electronico para laresolucion de dudas alos alumnos.

En el calendario hay prevista unatutoria por subgrupo que se llevara a cabo on line, asi como con
presentaciones grabadas de resolucion de cuestiones 'y problemas adicionales.

4. Evaluacion

Se mantiene los criterios de evaluacion y la ponderacion de teoriay problemas planteados inicialmente.

El examen sellevaraa cabo on line. Si por causas técnicas, algun estudiante no pudierarealizar el examen
online, debera comunicarlo por correo electronico con la suficiente antelacion. Asi mismo, si durante la
realizacion del examen no se pudiera completar el mismo por fallos técnicos. En ambos casos se redlizara
una prueba aternativa de tipo ORAL.

Dado lo extraordinario de la situacion y la generalizacion de los examenes online, apelamos ala
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responsabilidad y ala ética de |os estudiantes durante su realizacion. Si se detectara algun intento de copia
u otro tipo de fraude, se adoptaran con rigor las medidas disciplinarias aplicables en estos casos.

5. Bibliografia No hay cambios ya que €l material y bibliografia disponible son suficientes para el
seguimiento de la asignatura
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