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El desenvolupament dels meétodes separatius, per a l'aillament i purificacié i també per a la
caracteritzacié de biomolecules en Bioquimica i Biologia Molecular ha tingut, i continuara tenint,
un gran impacte en el desenvolupament de la Biotecnologia. Aquesta assignatura respon a la
necessitat de desenvolupar eines i habilitats especifiques en una disciplina cientifica experimental
com és la Biotecnologia. L'assignatura pertany, juntament amb Meétodes en Bioquimica i Biologia
Molecular |, a la matéria Metodologia Bioquimica i totes dues assignatures introdueixen als
estudiants en els fonaments i aplicacions de les metodologies basiques d'analisis, caracteritzacio
i separacié de biomolécules i diferents agrupacions o associacions d'aquestes. En particular, el
programa de Metodes en Bioquimica i Biologia Molecular Il s'ha dissenyat per al segon curs del
grau en Biotecnologia, després de la imparticio de Métodes | en el primer quadrimestre del mateix
curs, i es tracta d'una proposta no definitiva, perqué I'emergéncia de noves técniques o
I'actualitzacio de les ja existents suggerisca que han de ser incorporades al programa. Cada tema
abasta una técnica o conjunt de técniques relacionades per a la separacio, purificacié i aillament
de biomoléecules i/o associacions de components biomoleculars. ElI desenvolupament dels
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continguts dels temes inclou una introduccié dels fonaments del meétode o conjunt de
procediments, aixi com la discussio de la seua utilitzacié experimental i possibles aplicacions. Es
descriuran multiples exemples d'aplicacions.

CONEIXEMENTS PREVIS

RELACIO AMB ALTRES ASSIGNATURES DE LA MATEIXA TITULACIO

No s'ha especificat restriccions de matricula amb altres assignatures del pla d'estudis.

ALTRES TIPUS DE REQUISITS

COMPETENCIES / RESULTATS D' APRENENTATGE

Actuar con autonomia en el aprendizaje, tomando decisiones fundamentadas en diferentes contextos,
emitiendo juicios en base a la experimentacién y el analisis 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

Capacitat d'analisi, sintesi i raonament critic en I'aplicacié del metode cientific.
Capacitat per a formar part d'equips multidisciplinaris, per al treball en equip i la cooperacid.

Capacitat per a treballar en el laboratori incloent seguretat, manipulacio, eliminacié de residus i registre
anotat d'activitats.

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 caracterizaciéon de moléculas bioldgicas

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

Proposar solucions creatives i innovadores a situacions o problemes complexos, propis de I'ambit de

36882 Metodes en Bioquimica i Biologia Molecular Il 2/7



Guia Docent

X 36882 Métodes en Bioquimica i Biologia Molecular Il
VNIVERSITAT B VALENCIA

coneixement, per a donar resposta a les diverses necessitats professionals i socials

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

Saber dissenyar i executar un protocol complet d'obtencié i purificacié d'un producte biotecnologic.

Saber usar la llengua anglesa en la redaccié d'informes i per a interpretar la informacié a partir de
protocols, manuals i bases de dades.

DESCRIPCIO DE CONTINGUTS

Tema 1. Propietats i caracteritzacié de biomoleécules

L'estudi dels fenomens vitals. Experiments in vivo i in vitro. Extraccié i purificaci6 de moléecules
biologiques. Desorganitzacié de la materia viva. Homogeneitzacié total i limitada. Aillament i Purificacio
de macromolecules. Separacions preliminars. Precipitacio i dialisi. Métodes de separaci6 preparatius i
analitics. Resolucid, rendiment i grau de purificacio.

Tema 2. Centrifugacio

Introduccié: Fonament i definicions. Instrumentacié: Centrifugues i rotors. Modalitats de centrifugacio:
Centrifugacio diferencial. Centrifugacié zonal. Centrifugacié en gradient de densitat, procediments.
Centrifugacié isopicnica. Aplicacions de la centrifugacié. Rotors especials preparatius.
Ultracentrifugacio analitica: Ultracentrifuges, rotors i cél-lules de centrifugacié analitica. Aplicacions:
Determinacio de coeficients de sedimentacié i de masses moleculars.

Tema 3. Cromatografia

Introduccioé: definicions, generalitats, nomenclatura. Fonament i classificacio dels metodes
cromatografics. Cromatografia sobre superficie plana: cromatografia en paper i en capa fina.
Cromatografia en columna: fonament i operacions basiques. Parametres cromatografics. Capacitat i
resolucio: Selectivitat i Eficiencia, concepte de plat teoric.

Cromatografia d'adsorcié: Cromatografia d'intercanvi idnic, tipus i formes d'elucié, cromatoenfocament;
Cromatografia d'hidrofobicitat; Cromatografia d'afinitat, Preparacié de la fase estacionaria, modes
d'elucié; Cromatografia d'afinitat artificial, cromatografia sobre metalls immobilitzats-IMAC,
cromatografia sobre colorants immobilitzats; Altres tipus de cromatografia d'adsorcio, cromatografia
sobre hidroxiapatit. Cromatografia d'exclusié molecular, fonament i aplicacions. Cromatografia liquida
d'alta resolucié-HPLC: Instrumentacid; Fases estacionaries, tipus de columnes; HPLC de fase reversa
HPLC-RP. Cromatografia sobre matrius magnetiques.

Tema 4. Electroforesi

Introduccio: Fonament i definicions. Meétodes de tincio. Electroforesi lliure i electroforesi zonal.
Electroforesi capil-lar. Electroforesi en suports no restrictius. Aplicacions.
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Electroforesi de proteines en suports restrictius: Representacioé de Ferguson, Electroforesi en gels de
poliacrilamida (PAGE), Electroforesi en sistema discontinu, Electroforesi en condicions desnaturalizants
(SDS-PAGE), Electroforesi en gels de gradient de poliacrilamida (PAGGE). Electrotransferencia i
inmunodeteccié (Western-blot). Isoelectroenfocament i electroforesi bidimensional. Aplicacions.

Electroforesi d'acids nucleics. Gels d'agarosa. Transferéncia a membranes. Aplicacions.

Tema 5 Espectroscopia de masses de Biomolécules

Introduccid. L'espectrometre de masses: modes de ionitzacio; analitzadors de masses; métodes de
fragmentacio. Espectres de Masses: intensitat; relaci6 massa/carrega; resolucio; variabilitat isotopica i
calcul de la massa d'un 6. Aplicacions Bioquimiques: Protedomica i Metabolomica: identificacio,
quantificacio i metodes d'adquisicio.

6. Practiques de Laboratori

Realitzacié d'una practica a desenvolupar en 5 sessions de 4 hores, al llarg d'una mateixa setmana
(practica intensiva).

Practica: Purificacié i analisi de la ribulosa-1,5-bisfosfat carboxilasa oxigenasa (RubisCO) de fulles de
taronger. Es partira del teixit vegetal i després de realitzar I'extraccié de les proteines totals s'iniciaran
passos successius de purificacié de RubisCO utilitzant precipitacié diferencial, centrifugacid, dialisi i
cromatografia d'intercanvi ionic. Es prendran aliquotes al llarg de tot el procés de purificacid per a la seua
posterior analisi mitjangant quantificacié espectrofotometrica de les proteines totals i electroforesis en
gel de poliacrilamida desnaturalizant amb SDS (SDS-PAGE). Finalment, es dura a terme I'analisi d'imatge
del gel de poliacrilamida per a calcular el rendiment i factor de purificacié al llarg del procés de
purificacid. Aixi mateix, s'analitzara la massa molecular de les dues subunitats que componen I'enzim i
s'estimara la relacio estequiometrica d'aquestes.

VOLUM DE TREBALL (HORES)

ACTIVITATS PRESENCIALS
Activitat Hores
Teoria 40,00
Practiques a l'aula 15,00
Laboratori 20,00
Total hores 75,00
ACTIVITATS NO PRESENCIALS
Activitat Hores
Assisténcia a altres activitats 0,00
Elaboracio de treballs individuals o en grup 0,00
Estudi i treball autbnom 40,00
Preparacio de classes 55,00
Preparacio d'activitats d'avaluacié 17,50
Resolucié de casos practics 0,00
Total hores 112,50
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METODOLOGIA DOCENT

Classes de teoria: L'assignatura esta plantejada per a potenciar I'aprenentatge actiu dels
estudiants. Aixi, les classes tedriques es conceben com a introduccions a cada tema,
presentant els continguts més rellevants emprant principalment mitjans audiovisuals, i on es
descriuran les técniques d'investigacio i s'intentara donar una visioé global i interrelacionada
d'aquestes.

Préviament a les classes teoriques els estudiants disposaran d'informacié bibliografica i de
material proporcionat pel professor i publicat en Aula Virtual. Es pretén que en aquestes
classes hi haja una participacié activa per part dels alumnes. Es fomentara aquesta
participacié a través de la resolucié de qliestions. El professor podra sol-licitar el lliurament de
gliestions resoltes. Aquesta activitat permetra conéixer com els alumnes assimilen els
conceptes i aixi avaluar millor el treball de l'estudiant.

Classes de problemes. Les classes de problemes es plantejaran de manera que els estudiants
resolguen part dels mateixos a l'aula sota la supervisié del professor i treballant a vegades en
equip amb altres companys. Els estudiants disposaran des del comengament del curs de
llistats de problemes proposats relacionats amb els diferents temes del programa. També es
podra dur a terme la discussio d'articles cientifics, on els alumnes, juntament amb el professor
comentaran un article d'investigacio, proposat pel professor, relacionat amb els temes el
programa. A continuacio, es resoldran una seérie de gliestions sobre els objectius, metodologia,
resultats i conclusions del treball de recerca.

Sessions practiques de laboratori: Préviament a les classes practiques els estudiants
disposaran d'informacié bibliografica i de material a través de |'Aula Virtual. El professor
proporcionara a l'alumne un quadernet/guia que contindra no sols els protocols a seguir sin6
també referéncies bibliografiques i unes qliestions d'autoavaluacié per a resoldre al llarg de les
practiques. Aix0 assegurara que els estudiants posseeixen uns coneixements basics per a la
realitzacio i aprofitament de les tasques practiques.

Les sessions practiques es plantejaran de manera que els estudiants participen en la
realitzacio dels experiments, incloent-hi el desenvolupament de la practica, I'obtencio de dades
i el procés d'elaboracio i interpretacié dels resultats per a proporcionar finalment unes
conclusions de I'experiment. Tot aix0 en el laboratori docent i sota la supervisié del professor i
treballant en equip amb els companys. En finalitzar les practiques, els alumnes resoldran i
presentaran un "questionari de resultats”, amb els resultats obtinguts i les conclusions extretes,
per a posar de manifest també la seua capacitat de formalitzar i comunicar dades cientifiques.

AVALUACIO

Es realitzara una prova escrita sobre els continguts (teoria, problemes i practiques) del programa de
I'assignatura que determinaras el 80% de la qualificacié de I'assignatura. Aquest examen haura de ser
superat (nota de 5 sobre 10) per a poder aprovar l'assignatura.

L'avaluacié de les practiques de laboratori representara el 15% de la nota final de l'assignatura i
s'obtindra mitjancant el seguiment individualitzat de les activitats de I'estudiant, a través de I'elaboracio
de qliestionaris i la seua participacio activa en classe. L'assisténcia a totes les sessions de laboratori és
indispensable perque es puga avaluar aquesta part de I'assignatura.
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La qualificacié final de I'assignatura tindra en compte la participacié de l'estudiant en les classes (un 5%
de la nota).

Per a superar l'assignatura sera necessari haver obtingut una qualificacié global igual o superior a 5
sobre 10, havent aprovat cadascuna de les parts: proves escrites i practiques de laboratori. Les
qualificacions de laboratori i participacié en les classes s'afegiran una vegada superats els examens
escrits.

Avaluacié de la segona convocatoria. Se seguiran els mateixos criteris d'avaluacié que s'han exposat
per a la primera convocatoria i consistira en un examen unic sobre tots els continguts de I'assignatura
(80%), incorporant la qualificacié de les practiques de laboratori (15%) i participacio en classes (5%).

En cas que s'aproven les practiques de laboratori, perd no l'assignatura en el seu conjunt, la qualificacié
de practiques es mantindra per al curs segiient.
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