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MARIN NAVARRO JULIA VICTORIA
SENDRA PEREZ RAMON

GARCIA MURRIA MARIA JESUS

El desarrollo de los métodos separativos, para el aislamiento y purificacion y también para la
caracterizacién de biomoléculas en Bioquimica y Biologia Molecular ha tenido, y seguira teniendo, un
gran impacto en el desarrollo de la Biotecnologia. Esta asignatura responde a la necesidad de
desarrollar herramientas y habilidades especificas en una disciplina cientifica experimental como es la
Biotecnologia. La asignatura pertenece, junto con Métodos en Bioquimica y Biologia Molecular |, a la
materia Metodologia Bioquimica y ambas asignaturas introducen a los estudiantes en los fundamentos
y aplicaciones de las metodologias basicas de analisis, caracterizacion y separacion de biomoléculas y
diferentes agrupaciones o asociaciones de las mismas. En particular, el programa de Métodos en
Bioquimica y Biologia Molecular 1l se ha disefiado para el segundo curso del grado en Biotecnologia,
tras la imparticion de Métodos | en el primer cuatrimestre del mismo curso, y se trata de una propuesta
no definitiva, pues la emergencia de nuevas técnicas o la actualizacién de las ya existentes sugiera que
deben ser incorporadas al programa. Cada tema abarca una técnica o conjunto de técnicas
relacionadas para la separacion, purificacion y aislamiento de biomoléculas y/o asociaciones de
componentes biomoleculares. El desarrollo de los contenidos de los temas incluye una introduccién de
los fundamentos del método o conjunto de procedimientos, asi como la discusién de su utilizacién
experimental y posibles aplicaciones. Se describiran multiples ejemplos de aplicaciones.
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CONOCIMIENTOS PREVIOS

RELACION 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 / RESULTADOS DE APRENDIZAJE

Actuar con autonomia en el aprendizaje, tomando decisiones fundamentadas en diferentes contextos,
emitiendo juicios en base a la experimentacion y el andlisis y transfiriendo el conocimiento a nuevas
situaciones

Adquirir conocimientos de los fundamentos fisico-quimicos y las bases metodoldgicas de las técnicas
utilizadas en estudios moleculares

Capacidad de analisis, sintesis y razonamiento critico en la aplicacion del método cientifico
Capacidad para formar parte de equipos multidisciplinares, para el trabajo en equipo y la cooperacion

Capacidad para trabajar en el laboratorio incluyendo seguridad, manipulacion, eliminacion de residuos y
registro anotado de actividades

Colaborar eficazmente en equipos de trabajo, asumiendo responsabilidades y funciones de liderazgo y
contribuyendo a la mejora y desarrollo colectivo

Comprender protocolos de separacion, caracterizacion y analisis de moléculas bioldgicas

Contribuir en el disefio, desarrollo y ejecucion de soluciones que den respuesta a demandas sociales,
teniendo en cuenta como referente los Objetivos de Desarrollo Sostenible

Demostrar razonamiento critico y autocritico en el ambito de la titulacion, considerando aspectos tales
como la ética profesional, los valores morales y las implicaciones sociales de las diferentes actividades
realizadas

Disefar protocolos de separacion, purificacion y caracterizacion de moléculas biologicas

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

Proponer soluciones creativas e innovadoras a situaciones o problemas complejos, propios del ambito de
conocimiento, para dar respuesta a las diversas necesidades profesionales y sociales

Saber comunicarse de manera efectiva, tanto de forma oral como escrita, adaptandose a las
caracteristicas de la situacién y de la audiencia

36882 Métodos en Bioquimica y Biologia Molecular Il 2/7



Guia Docente

§ ) 36882 Meétodos en Bioquimica y Biologia Molecular Il
VNIVERSITAT © VALENCIA

Saber disefiar y ejecutar un protocolo completo de obtencién y purificacion de un producto biotecnoldgico

Saber utilizar la lengua inglesa en la redaccion de informes y para interpretar la informacion a partir de
protocolos, manuales y bases de datos

DESCRIPCION DE CONTENIDOS

Tema 1. Propiedades y caracterizacion de biomoléculas

El estudio de los fendmenos vitales. Experimentos in vivo e in vitro. Extraccion y purificacion de
moléculas bioldgicas. Desorganizacion de la materia viva. Homogenizacién total y limitada.
Aislamiento y Purificacion de macromoléculas. Separaciones preliminares. Precipitacion y didlisis.
Métodos de separacién preparativos y analiticos. Resolucion, rendimiento y grado de purificacion.

Tema 2. Centrifugacion

Introduccion: Fundamento y definiciones. Instrumentacion: Centrifugas y rotores. Modalidades de
centrifugacion: Centrifugacion diferencial. Centrifugacién zonal. Centrifugacién en gradiente de
densidad, procedimientos. Centrifugacion isopicnica. Aplicaciones de la centrifugacién. Rotores
especiales preparativos. Ultracentrifugacion analitica: Ultracentrifugas, rotores y células de
centrifugacion analitica. Aplicaciones: Determinacion de coeficientes de sedimentaciéon y de masas
moleculares.

Tema 3. Cromatografia

Introduccion: definiciones, generalidades, nomenclatura. Fundamento y clasificacion de los métodos
cromatograficos. Cromatografia sobre superficie plana: cromatografia en papel y en capa fina.
Cromatografia en columna: fundamento y operaciones basicas. Parametros cromatograficos.
Capacidad y resolucion: Selectividad y Eficiencia, concepto de plato tedrico.

Cromatografia de adsorcion: Cromatografia de intercambio idnico, tipos y formas de elucion,
cromatoenfoque; Cromatografia de hidrofobicidad; Cromatografia de afinidad, Preparacién de la fase
estacionaria, modos de elucion; Cromatografia de afinidad artificial, cromatografia sobre metales
inmovilizados-IMAC, cromatografia sobre colorantes inmovilizados; Otros tipos de cromatografia de
adsorcioén, cromatografia sobre hidroxiapatito. Cromatografia de exclusién molecular, fundamento y
aplicaciones. Cromatografia liquida de alta resolucion-HPLC: Instrumentacion; Fases estacionarias,
tipos de columnas; HPLC de fase reversa HPLC-RP. Cromatografia sobre matrices magnéticas.

Tema 4. Electroforesis

Introduccion: Fundamento y definiciones. Métodos de tincion. Electroforesis libre y electroforesis zonal.
Electroforesis capilar. Electroforesis en soportes no restrictivos. Aplicaciones.

Electroforesis de proteinas en soportes restrictivos: Representacion de Ferguson, Electroforesis en geles
de poliacrilamida (PAGE), Electroforesis en sistema discontinuo, Electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), Electroforesis en geles de gradiente de poliacrilamida (PAGGE).
Electrotransferencia e inmunodeteccion (Western-blot). Isoelectroenfoque y electroforesis bidimensional.
Aplicaciones.
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Electroforesis de acidos nucleicos. Geles de agarosa. Transferencia a membranas. Aplicaciones.

Tema 5. Espectroscopia de masas de biomoléculas

Introduccion. El espectrometro de masas: modos de ionizacion; analizadores de masas; métodos de
fragmentacion. Espectros de Masas: intensidad; relacio;n masa/carga; resolucidn; variabilidad isotépica
y calculo de la masa de un ion. Aplicaciones Bioquimicas: Protedmica y Metaboldmica: identificacion,
cuantificacién y métodos de adquisicién.

6. Practicas de Laboratorio

Realizacion de una practica a desarrollar en 5 sesiones de 4 horas, a lo largo de una misma semana
(practica intensiva).

Practica: Purificacion y andlisis de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RubisCO) de hojas de
naranjo. Se partira del tejido vegetal y tras realizar la extraccién de las proteinas totales se iniciaran pasos
sucesivos de purificacion de RubisCO utilizando precipitacion diferencial, centrifugacion, didlisis y
cromatografia de intercambio idnico. Se tomaran alicuotas a lo largo de todo el proceso de purificaciéon
para su posterior andlisis mediante cuantificacion espectrofotométrica de las proteinas totales y
electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante con SDS (SDS-PAGE). Finalmente, se llevara a
cabo el andlisis de imagen del gel de poliacrilamida para calcular el rendimiento y factor de purificacion a
lo largo del proceso de purificacion. Asimismo, se analizara la masa molecular de las dos subunidades
que componen el enzimay se estimara la relaciéon estequiométrica de las mismas.

VOLUMEN DE TRABAJO (HORAS)

ACTIVIDADES PRESENCIALES
Actividad Horas
Teoria 40,00
Practicas en aula 15,00
Laboratorio 20,00
Total horas 75,00
ACTIVIDADES NO PRESENCIALES
Actividad Horas
Asistencia a otras actividades 0,00
Elaboracion de trabajos individuales o en grupo 0,00
Estudio y trabajo auténomo 40,00
Preparacion de clases 55,00
Preparacion de actividades de evaluacion 17,50
Resolucién de casos practicos 0,00
Total horas 112,50

METODOLOGIA DOCENTE
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Clases de teoria: La asignatura esta planteada para potenciar el aprendizaje activo de los estudiantes. Asi,
las clases tedricas se conciben como introducciones a cada tema, presentando los contenidos mas
relevantes empleando principalmente medios audiovisuales, y donde se describiran las técnicas de
investigacion y se intentara dar una vision global e interrelacionada de las mismas.

Previamente a las clases tedricas los estudiantes dispondran de informacion bibliografica y de material
proporcionado por el profesor y publicado en Aula Virtual. Se pretende que en estas clases haya una
participacion activa por parte de los alumnos. Se fomentara esta participacion a través de la resolucién de
cuestiones. El profesor podra solicitar la entrega de cuestiones resueltas. Esta actividad permitira conocer
cémo los alumnos asimilan los conceptos y asi evaluar mejor el trabajo del estudiante.

Clases de problemas. Las clases de problemas se plantearan de forma que los estudiantes resuelvan parte
de los mismos en el aula bajo la supervision del profesor y trabajando en ocasiones en equipo con otros
compaferos. Los estudiantes dispondran desde el comienzo del curso de listados de problemas
propuestos relacionados con los distintos temas del programa. También se podra llevar a cabo la
discusién de articulos cientificos, donde los alumnos, junto con el profesor comentaran un articulo de
investigacion, propuesto por el profesor, relacionado con los temas el programa. A continuacion, se
resolveran una serie de cuestiones acerca de los objetivos, metodologia, resultados y conclusiones del
trabajo de investigacion.

Sesiones practicas de laboratorio: Previamente a las clases practicas los estudiantes dispondran de
informacion bibliografica y de material a través del Aula Virtual. El profesor proporcionara al alumno un
cuadernillo/guia que contendra no sélo los protocolos a seguir sino también referencias bibliograficas y
unas cuestiones de autoevaluacién para resolver a lo largo de las practicas. Ello asegurara que los
estudiantes poseen unos conocimientos basicos para la realizacion y aprovechamiento de las tareas
practicas.

Las sesiones practicas se plantearan de forma que los estudiantes participen en la realizaciéon de los
experimentos, incluyendo el desarrollo de la practica, la obtencidn de datos y el proceso de elaboracién e
interpretacion de los resultados para proporcionar finalmente unas conclusiones del experimento. Todo
ello en el laboratorio docente y bajo la supervision del profesor y trabajando en equipo con los
companieros. Al finalizar las practicas, los alumnos resolveran y presentaran un ;cuestionario de
resultados;, con los resultados obtenidos y las conclusiones extraidas, para poner de manifiesto también
su capacidad de formalizar y comunicar datos cientificos.

EVALUACION

Se realizara una prueba escrita sobre los contenidos (teoria, problemas y practicas) del programa de la
asignatura que determinards el 80 % de la calificacion de la asignatura. Este examen tendra que ser
superado (nota de 5 sobre 10) para poder aprobar la asignatura.

La evaluacion de las practicas de laboratorio representara el 15% de la nota final de la asignatura y se
obtendra mediante el seguimiento individualizado de las actividades del estudiante, a través de la
elaboraciéon de cuestionarios y su participacion activa en clase. La asistencia a todas las sesiones de
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laboratorio es indispensable para que se pueda evaluar esta parte de la asignatura.

La calificacion final de la asignatura tendra en cuenta la participacion del estudiante en las clases (un 5%
de la nota).

Para superar la asignatura sera necesario haber obtenido una calificacion global igual o superior a 5 sobre
10, habiendo aprobado cada una de las partes: pruebas escritas y practicas de laboratorio. Las
calificaciones de laboratorio y participacion en las clases se afiadiran una vez superados los examenes
escritos.

Evaluacion de la segunda convocatoria. Se seguiran los mismos criterios de evaluacién que se han
expuesto para la primera convocatoria y consistira en un examen unico sobre todos los contenidos de la
asignatura (80%), incorporando la calificacion de las practicas de laboratorio (15%) y participacion en
clases (5%)

En caso de que se aprueban las practicas de laboratorio, pero no la asignatura en su conjunto, la
calificacion de practicas se mantendra para el curso siguiente.
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