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RESUMEN

El desarrollo de los métodos de andlisis en bioguimicay biologia molecular hatenido, y continuara
teniendo, un gran impacto en el desarrollo de la biotecnologia. Esta asignatura pretende que el alumno
conozca, entre en contacto y llegue a familiarizarse con aquellas técnicas experimentales de bioquimicay
biologia molecular mas comunes en la actualidad. Se intentara ademas que el estudiante desarrolle
habilidades practicas especificas indispensables en una disciplina cientifica empirica. La asignatura
introduce alos estudiantes en el manegjo de instrumental basico del laboratorio de bioquimicay biologia
molecular, en la obtencién de parametros fisico-quimicos de biomoléculas y en lainterpretacion de
aquellos datos resultantes.

El objetivo del programa es complementar |os conocimientos sobre las técnicas y metodologia empleadas
en laboratorios de bioguimica, explicadas en la asignatura tedrica (M étodos en Bioquimicay Biologia
Molecular). Para ello se proponen una serie de experimentos ligados con el orden tematico de la mayoria
de las lecciones del programatedrico. En la asignatura Précticas Integradas de M étodos, de tipo
exclusivamente préactico, e programa no es estatico ya que la aparicion de nuevas técnicas, métodos o
procedi mientos experimental es pueden aconsejar laincorporacion de estas innovaciones al programa.
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VNIVERSITAT G D VALENCIA

L as clases précticas consistiran en 11 sesiones con un total de 42 horas que se realizarén en dos blogques
(de 21 horas cada uno). El primero de ellos, consistente en 6 sesiones arealizar en distintas semanas (de
formano intensiva), incluye experimentos de espectrofotometria, espectrofluorimetriay diversas de sus
aplicaciones. Las experiencias arealizar en este primer bloque se corresponden con |os contenidos
tedricos explicados en € primer cuatrimestre en la asignatura de teoria, M étodos en Bioguimicay
Biologia Molecular. El segundo bloque (5 sesiones més) arealizar de forma intensiva en una semana,
incluye experimentos y técnicas separativas y de purificacion, cuyos fundamentos tedricos se explicaen
el segundo cuatrimestre en la asignatura de teoria, Métodos en Bioquimicay Biologia Molecular.

L as sesiones practicas incluiran una breve introduccion de los fundamentos del método o grupo de
métodos que se emplearan, su manejo experimental y de como procesar |os datos obtenidos. Cada
préactica puede abarcar unatécnica o un grupo de técnicas afinesy varias de sus aplicaciones. Los
experimentos a realizar son sencillos, de fécil realizacion de modo que resulten pedagogicosy puedan ser
interpretados por |os estudiantes tras procesado de resultados.

Laasistencia atodas |as sesiones de laboratorio es obligatoria e indispensable para que |a asignatura sea
evaluada.

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

Para cursar esta asignatura se necesita haber cursado o estar cursando la asignatura de Métodos en
Bioguimica y Biologia Molecular

COMPETENCIAS

1102 - Grado de Biotecnologia
- Disenfar protocolos de separacion, purificacién y caracterizacién de moléculas bioldgicas.

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

RESULTADOS DE APRENDIZAJE

» Mangjar adecuadamente los equiposy el material basico propio de un laboratorio de bioquimicay
biologia molecular

» Comprender y seguir correctamente protocol os de separacion, caracterizacion y andlisis de
molécul as bioldgicas.

* Interpretar y discutir los resultados experimentales y elaborar correctamente una memoria técnica
sobre ellos.
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» Capacidad de preparar, disefiar, realizar, interpretar y discutir experimentos en equipo con otros
alumnos.

 Capacidad de comunicacion con el resto de estudiantes en la discusion de la metodol ogia utilizada
en larealizacion de las experiencias.

DESCRIPCION DE CONTENIDOS

1. Part 1. Métodos espectroscopicos: Espectroscopia de absorcion y fluorescencia.

Realizacion de cuatro practicas a desarrollar en dos sesiones de 4,5 horas, dos sesiones de 4 horas y
dos sesiones de 2 horas, en distintas semanas (no intensivo)

Practica 1: Introduccion a la espectrofotometria UV - visible: Colorimetria y espectrofotometria. Medidas
de absorbancia de croméforos en disolucion. Calculo del coeficiente de extincion. Ley de Lambert-Beer.
Limitaciones de la ley. Célculo de concentraciones de solutos en mezclas. Estudio del efecto
hipercromico.

Practica 2: Cuantificacién de metabolitos por espectrofotometria y andlisis cinético de una enzima por
turbidimetria. Determinacién enzimética y espectrofotométrica de la concentracion de etanol.
Determinacion de la actividad lipasa mediante un ensayo turbidimétrico.

Practica 3: Interacciéon proteina-ligando seguida por fluorimetria. Manejo del espectrofluorimetro.
Espectros de excitacion y emision. Utilizacion del ANS como fluoroforo sensor de polaridad. Andlisis de,
la interaccién proteina ligando.

Practica 4: Sondas fluorescentes: Determinacién de Ca2+ y pH en disoluciones. Analisis de la variacion
de los espectros de excitacion de los fluor6foros QUIN2 y 5-carboxi4,5-dimetilfluoresceina con la
concentracion de Ca2+ y con el pH, respectivamente. Determinacion de Ca2+ y pH en disoluciones
problema.

2. Parte 2. Métodos de separacién y purificacion de biomoléculas.

Realizaciéon de una préctica a desarrollar a lo largo de cinco sesiones (4 de 4.5 horas y 1 de 3 horas,
intensivo 1 semana), utilizando métodos cromatograficos, electroforéticos y de centrifugacion basica.
Aplicacion a la purificacion, caracterizacion y andlisis de la proteina RuBisCO.

Practica 5: estudio de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa de hojas de naranjo. Técnicas
separativas. Extraccion y purificacion de una proteina (RuBisCO) utilizando precipitacion diferencial,
centrifugacion, dialisis, cromatografia y electroforesis en gel de poliacrilamida. Andlisis del rendimiento y
factor de purificacion.
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VOLUMEN DE TRABAJO

ACTIVIDAD Horas % Presencial

Précticas en laboratorio 42,00 100

Préacticas en aula 3,00 100

Estudio y trabajo autbnomo 12,00 0

Preparacion de actividades de evaluacion 18,00 0

Preparacion de clases préacticas y de problemas 15,00 0
TOTAL 90,00

METODOLOGIA DOCENTE

Previamente a las clases préacticas | os estudiantes dispondran de informacion bibliogréficay de material a
travésdel Aula Virtual. El profesor proporcionaraal alumno un cuadernillo/guia que contendra no solo
los protocolos a seguir sino también referencias bibliogréficas y unas cuestiones de autoeval uacion para
resolver alo largo de las précticas. Ello asegurara que | os estudiantes poseen unos conocimientos bésicos
paralarealizacion y aprovechamiento de las tareas précticas.

L as sesiones préacticas se plantearan de forma que | os estudiantes participen en larealizacién de los
experimentos, incluyendo el desarrollo de la practica, la obtencién de datosy el proceso de elaboracién e
interpretacién de |os resultados para proporcionar finalmente unas conclusiones del experimento. Todo
ello en € laboratorio docente y bajo la supervision del profesor y trabajando en equipo con los
compafieros. Al finalizar las préacticas (después de 15 dias de cada parte), |os alumnos presentaran un
cuestionario de resultados, con los resultados obtenidos y |as conclusiones extraidas, para poner de
manifiesto también su capacidad de formalizar y comunicar datos cientificos.

EVALUACION

Se realizara una prueba escrita (examen) sobre los contenidos y actividades realizadas durante las
sesiones practicas de las dos partes de la asignatura: Parte | (Précticas 1-4) y Parte |l (Précticab).

Cada parte tendré un valor de un 40 % de la calificacion final. Seré necesario obtener una puntuacion
como minimo de 1,8/4 (o de 4,5/10) en cada una de las partesy un 5 en total para aprobar la asignatura.

L as notas compensables se guardaran solo durante el curso académico. El 20 % restante de la calificacion
provendra de la valoracién de la participacion del estudiante y de las respuestas a las cuestiones
planteadas durante

y después de larealizacién de las practicas, mediante la evaluacion de | as contestaciones alos
cuestionarios presentados a finalizar las sesiones practicas de las dos partes.
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En € caso de haber suspendido el examen, lanotadel cuestionario se guardara hasta el curso académico
siguiente y la asistencia a las précticas serd voluntaria.

Para optar a una nueva calificacion del cuestionario de resultados sera necesario asistir atodas las
sesiones practicas.

REFERENCIAS

Basicas

- Primera parte (practicas 1-4)

-Bergmeyer, U. (1984) "Methods in enzymatic analysis" 3rd ed. Verlag Chemie

-Cornell, N.W. y Veech, R. (1983) "Enzymatic measurement of ethanol or NAD in acid extracts of
biological samples”. Anal. Biochem., 132, 418-423

-Cuatrecasas, P., Fuchs, S. y Anfinsen, C.B. (1967) "Catalytic properties and specificity of the
extracellular nuclease of Staphylococcus aureus”. J. Biol. Chem. 242, 1541-1547.

-Diaz, P,. y Daban, J.-R. (1986) "Enzymatic probes for histone-DNA complexes: micrococcal nuclease
activity under conditions useful for the investigation of chromatin structure”. J. Biochem. Biophys.
Meth., 13, 57-59.

-Instructions for the analysis using test-combinations de Boehringer Mannheim Biochimica (1995)
"Methods of enzymatic bioanalysis and food analysis". Boehringer Mannheim Biochemicals

-Moller, M. y Denicola, A. (2002) Study of protein-ligand binding by fluorescence Biochem. Mol. Biol.
Edu. 30, 309-312.

-Sugihara, A. et al. (1986) Biochemistry 25, 3430

-Stryer, L. (1968) "Fluorescence spectroscopy of proteins" Science, 162, 526-533

-von Tigersrom, R.G. y Stelmaschuk, S. (1989) The use of Tween 20 in a sensitive turbidometric assay
of lipolytic enzymes Can. J. Microbiol. 35, 512-514.

-Walker, J.R.L. (1992) "Spectrophotometric determination of enzyme activity: alcohol dehydrogenase
(ADH)". Biochem. Educ., 20, 42-43.

- Segunda parte (practica 5)

Andersson, |. (2008): Catalysis and regulation in Rubisco, J. Exp. Bot., 59, 1555-1568 (hemeroteca de
ciencias).

Andersson, |. y Backlund, A. (2008): Structure and function of Rubisco. Plant Physiol. Biochem. 46,
275-291 (hemeroteca de ciencias).

Atha, D. H. y Inghamg, K.C. (1981): Mechanism of precipitation of proteins by polyethylene glycols. J.
Biol. Chem., 256, 12108-12117 (hemeroteca de ciencias).

Deutscher, M.P. (ed.) (1990): Guide to protein purification, Academic press, San Diego (biblioteca del
departamento).

Gutteridge, S. y Gatenby, A. A. (1995): RuBisCO synthesis, assembly, mechanism and regulation.
Plant Cell 7, 809-819 (hemeroteca de ciencias).

Pefiarrubia, L., Moreno, J. y Carrasco, P. (1988): A visual-electrophoretic method for following the
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purification of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase oxygenase. Biochem. Educ., 16, 234-236
(hemeroteca de ciencias).

Pefiarrubia, L. y Moreno, J. (1988): Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase from citrus
leaves. Phytochemistry, 27, 1999-2005 (hemeroteca de ciencias).

Schneider, G., Lindgvist, Y. y Brandén, C.l. (1992): RuBisCO: structure and mechanism. Annu. Reuv.
Biophys. Biomol. Struct., 21, 119-143 (hemeroteca de ciencias).

Spreitzer, R.J. y Salvucci, M.E. (2002): Rubisco: structure, regulatory interactions, and possibilities for
a better enzyme. Annu. Rev. Plant Biol. 53, 449-475 (hemeroteca de ciencias).
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