BIOTECNOLOGIA Curs 2006-07

TECNIQUES INSTRUMENTALS BASIQUES

PROGRAMA
Objetivo

El objetivo general es que el alumno conozca las principales técnicas
instrumentales que se desarrollan en el laboratorio y que pueden necesitar a lo
largo de sus estudios y actividad profesional.

Tema 1: Técnicas cromatogréaficas.

1.1 Introduccidn. Concepto general. Tipos. Clasificacion.

1.2 Cromatografia sobre soporte horizontal. Cromatografia de reparto en papel
y en capa fina.

1.3 Cromatografia en columna. Fundamentos. Operaciones bésicas en la
cromatografia convencional.

Tema 2: Cromatografia de filtracion en gel.

2.1  Principio de la filtracion en gel.
2.2  Caracteristicas de los medios cromatograficos.
2.3 Aplicaciones. Determinacion del peso molecular. Ejemplos.

Tema 3: Cromatografia de intercambio iénico.

3.1 Principios. Equilibrio del intercambio ionico.

3.2 Métodos de elucién: continuo (por gradiente), discontinuo (por escalas).
3.3 Tipos de medios cromatograficos.

3.4 Aplicaciones. Ejemplos.

Tema 4: Cromatografia hidrofobica.

4.1 Principio de la cromatografia hidrofébica. Factores que afectan la
interaccion.

4.2 Tipos de medios cromatogréficos.

4.3 Aplicaciones. Ejemplos.

Tema 5: Cromatografia de afinidad.

5.1 Principio de la cromatografia de afinidad.

5.2 Preparacion de la fase estacionaria.

5.3 Vida media de los complejos. Métodos de elucién por tandas.
5.4 Aplicaciones de cromatografia de afinidad.

5.5 Cromatografia sobre hidroxiapatito.



Tema 6: Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

6.1 Fundamentos y caracteristicas.

6.2 Instrumentacion.

6.3 Tipos de fases estacionarias: fase inversa, exclusion por tamafo,
intercambio i6nico. Aplicaciones.

Tema 7: Cromatografia de gases.

7.1 Cromatografia de gases. Fundamentos.
7.2 Instrumentacion. Detectores.
7.3 Aplicaciones.

Tema 8: Estrategias de purificacion de macromoléculas por técnicas
cromatograficas.

8.1 Factores a considerar, rendimiento, pureza, rapidez, coste, etc..
8.2 Etapas de purificacion. Optimizacion de cada etapa. Cromatografias tipicas
de cada etapa. Enlazes logicos entre cromatografias. Ejemplos.

Tema 9: Electroforesis.

9.1 Introduccién. Movimiento de los iones en un campo eléctrico. El proceso
electroforético.

9.2 Soportes para la electroforesis.

9.3 Tipos de electroforesis.

Tema 10: Electroforesis de proteinas.

10.1 Soportes no restrictivos. Inmunoelectroforesis.

10.2 Soportes restrictivos. Tipos de electroforesis: desnaturalitzante / nativa,
continua / discontinua. Electroforesis SDS-PAGE. Transferencia a membrana
(Western)

10.3 Determinacion del peso molecular por electroforesis.

10.4 Electroforesis bidimensional. Electroenfoque.

10.5 Tinciones y métodos de deteccion.

Tema 11: Electroforesis de acidos nucleicos.

11.1 Movilidad electroforética del DNA.
11.2 Tipos: nativa / desnaturalizante, DNA / RNA, acrilamida / agarosa.
11.3 Determinacion del peso molecular.



11.4 Transferencia a membrana (Southern, Northern).

11.5 Electroforesis de campo pulsante. Electroforesis de gradiente térmico.
Electroforesis capilar. Electroforesis bidimensional.

11.6 Tinciones y métodos de deteccion.

Tema 12: Técnicas basadas en el analisis electroforético.

12.1 Determinacion de la estructura terciaria de las proteinas. Analisis
conformacionales de las proteinas. Andlisis de la homogeneidad y pureza de
una preparacion proteica.

12.2 Andlisis de la curvatura de fragmentos de DNA. Analisis de topoisémeros.
Geles de retardo. Footprinting.

Tema 13: Técnicas inmunoldgicas.

13.1 Estructura de los anticuerpos.

13.2 Aspectos practicos de la obtencidon de anticuerpos. Preparacion de
anticuerpos monoclonales.

13.3 Reaccidn antigeno-anticuerpo. Reaccion de antigenos macromoleculares
y anticuerpos en disolucién. Inmunoprecipitacion.

13.4 Reaccion antigeno / anticuerpo sobre soporte sdlido. Elisa.
Inmunoelectroforesis.

13.5 Utilizaciéon de anticuerpos para la determinacion de macromoléculas en
membrana y en cortes histoldgicos. Anticuerpos secundarios. Amplificacién de
sefal. Sistemas enzimaticos de deteccidn. Sistemas quimioluminiscentes de
deteccion.

Tema 14: Is6topos radioactivos.

14.1 Introduccion. Cinética de desintegracion. Isétopos utilizados en
Bioquimica.

14.2 Procedimientos y métodos de marcaje. Marcaje in vivo. Marcaje de acidos
nucleicos. Marcaje de proteinas.

14.3 Deteccion de la radiacion. Detectores de ionizacion. Contadores de
centelleo. Autoradiografia. Métodos alternativos a la autoradiografia
(phosphorimaging).

14.4 Proteccion en el uso de is6topos radioactivos. Sistemas
guimioluminiscentes como alternativa a los is6topos radioactivos

Tema 15: Reaccion en cadena de la polimerasa: PCR.

15.1 Introduccion. Fundamentos de la técnica. Especificidad y rendimiento.
Disefio de los cebadores (programas informaticos). Efecto "plateau”. Factores
que afectan la PCR. Optimizacién de la reaccion.

15.2 Aplicaciones en investigacion: aplicaciones en investigacion: amplificacion
de DNA, secuenciacion, mutagénesis, PCR in situ, RT PCR,



Rapid amplification of cDNA ends (RACE), PCR cuantitativo, Ligation mediated
PCR (LM PCR).

15.3 Aplicaciones clinicas: diagnosis de infecciones viricas, deteccion de RFLP
y enfermedades hereditarias. Aplicaciones legales.

Tema 16: Filtracion por membrana y dialisis.

16.1 Dialisis y filtracibn molecular. Equilibrio de didlisis.
16.2 Tipos de filtros 0 membranas: nitrocelulosa, acetato, fibra de vidrio, nylon.
Aplicaciones.

Tema 17: Citometria de flujo.

17.1 Principio de la citometria de flujo. Instrumentacién. Aplicaciones.
Ejemplos.

Tema 18: Métodos potenciométricos.

18.1 Principio de los métodos potenciométricos. Electrodos indicadores,
metalicos o de membrana.

18.2 Instrumentos para la medicion de los potenciales de pila. Aplicacion de la
medicién potenciométrica directa. Aplicaciones de las titulaciones
potenciométricas.

18.3 Aplicaciones. Ejemplos. pHmetros. Conductimetros. Oximetros.
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Direcciones de interés relacionadas con diferentes técnicas
instrumentales:

Instituto de Quimica Orgénica General. CSIC. Informacion sobre técnicas
instrumentales y enlaces relacionados
http://www.igo.csic.es/tecnicas.html

RedIRIS - Foro sobre Fisicoquimica y Técnicas Instrumentales
http://www.rediris.es/list/info/FISICOQUIMICA.html




Roolpi. Tutorial explicativo de la PCR
http://palou.uib.es/roolpi/docencia/docencia.html

University of Akron. Informacion sobre: Separaciones quimicas; Extraccion
mediante solventes; Teoria cromatografica; Andlisis cualitativo; Analisis
cuantitativo; Cromatografia de gases; Cromatografia liquida; Fluidos
supercriticos; Electroforesis; Electroquimica; Potenciometria; Valoraciones
acido/base.

http://ull.chemistry.uakron.edu/chemsep

PROFESORES DE LA ASIGNATURA
Teoria

Dra. | Ponte Marull (C2/241)
Practicas

Dra. Rosario Fernandez (C2/339) (coordinadora de practicas)
Sr. Albert Rosell (C2/335)

PRACTICAS
Se dividira a los alumnos en 4 grupos, cada uno de ellos asistira a 5 sesiones
de practicas.

EVALUACION DE LA ASIGNATURA

Teoria: nota sobre 8
Practicas: nota sobre 2

Para aprobar la asignatura es necesario tener aprobadas ambas partes
independientemente.

Campus Virtual https://www.interactiva.uab.es/cv/



