METODOLOGIA I EXPERIMENTACIO BIOQUICA I

1. Microscopia optica

Introduccidé a la teoria de la microscopia. Parts del microscopi. Micros-
cdpia de camp fosc. Microscopia de contrast de fases. Microscopia d'inter-
feréncia. Microscdpia de polaritzacid. Microscopia de fluorescencia.

2. Microscopia electronica

Funcionament del microscopi electronic. Métodes de preparacié de les
mostres. Métodes de produccid de contrast. Procediments especials de
formacié de imatges: microscopi de camp fosc, microscopi de Crewe,
microscopi d'escombrat, microscopi d'efecte tunel. Microscdépia electronica
molecular.

3. Métodes potenciométrics

Electrodes indicadors metalics. Electrodes de membrane. Instruments per
a la medicié dels potencials de pila. Aplicacions de la medicid potencio-
métrica directa. Aplicacions de les titulacions potenciométriques.

4. Autorradiografia

Emulsions utilitzades en estudis bioldgics. Isotops habitualment
utilitzats en bioquimica. Fluorografia. Autorradiografia d'alta resolucit.

5. Marcat i contatge radioactius

Tipus de radiacid emprats en bioquimica. Propietats de la desintegracio
radioactiva. Déteccié de raigs . Deteccid de particules . L'is del
contador de centelleig. Eficiéncia de contatge. Contatge simultani de
dos isdtops. Preparacié de les mostres per a contatge per centelleig
liquid. L'estadistica de contatge. Procediments i formats de marcat.

6. Filtracié per membrana i dialisi

Filtres de nitrocel.lulosa. Filtres de fibra de vidre. Aplicacions dels
filtres de nitrocel.lulosa. Els andlisis de transferéncia Southern,Northern
i Western. Didlisi i filtracid molecular. L'equilibri de dialisi.

7. Cromatografia de repartiment i.d'adsorcid

Cromatografia en paper. Cromatografia en capa fina. Cromatografia de
gasos. Cromatografia liquida d'alta pressidé. Aplicacions.

8. Cromatografia de filtracid en gel

Principi de la filtraci6 en gel. Medis per a la filtracid. Preparacié del
medi. Preparacié de.la columna. Determinacié del volum buit. Aplicacié de
la mostra i cromatografia. Determinacié del pes molecular per cromato-
grafia de filtracid.en gel. Aplicacié a 1'estudi de 1'estructura en sub-
unitats de les proteines.

9. Cromatografia d'intercanvi idnic

Principi del intercanvi idnic. Tipus de reines d'intercanvi ionic.

Pfgparacié del medi d'intercanvi. Factors que intervenen en la cromatografia
d'intercanvi ionic.
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Cromatografia d'afinitat

Principi de la cromatografia d'afinitat. Selecci6 del lligant. Principi
d'eficiéncia creixent. Vida mitja dels complexos. Aplicacions de la
cromatografia d'afinitat. Cromatografia d'hidroxilapatita.

Electroforesi

Moviments dels ions en un camp eléctric. El procées electroforetic.
Suports per a 1l'electroforesi. Electroforesi zonal. Electroforesi de
SDS. Determinaci6é del pes molecular per electroforesi de SDS. Deteccio
de proteines separades per electroforesi. Electroforesi preparativa.
Electroforesi d'acids nucleics. Determinacié del pes molecular dels
acids nucleics per electroforesi. Deteccié de molécules marcades amb
radioactivitat.

Técniques immunoldgiques

Estructura dels anticossos aspectes practics de 1'obtencidé d'anticossos.
Reaccié d'antigens macromoleculars i anticossos en soluci6. Reaccio
antigen-anticos en gels. Immunoelectroforesi. Utilitzaci6é dels anticossos
per a la determinacié de proteines. Immunoprec1p1ta910 directa d'antigens.
La prova del complement. El radioimmunoassaig. L'assaig immunoradiometric.
Assaigs immunoenzimitics. Els anticossos monoclonals. Deteccid d'anticossos
especifics. Preparacidé d'anticossos monoclonals a gran escala. Aplicacions
dels anticossos monoclonals.

Orientacié de molécules en un camp electric

Moments dipolars permanents i induits. Dicroisme eléctric. Blrrefrlngenc1a
eléctrica. Difusid rotacional. Aparells utilitzats per a 1l'estudi del
dicroisme eléctric.

Introduccid als processos de transport

Trets generals dels processos de transport. Difusié macromolecular. Mesura
de la difusié. Propietats friccionals de les macromolécules en solucib.

Ultracentrifugacid

Diseny de la ultracentrifuga. Sistemes optics per a 1l'estudi del transport.
Velocitat de sedimentacid. Calcul del pes molecular per velocitat de
sedimentacid. L'equilibri de sedimentacié. L'experiment de Perrin. Calcul
del pes molecular per equilibri de sedimentaci6. Sedimentacid en gradient
de densitat. :

Viscositat

Flux viscés. Viscositat de solucions macromoleculars. Orientacid en el
flux viscds. Mesura de la viscositat.

La radiacié elecromagnética i la seva interaccid amb la materia

Propietats de la radiacib electromagnética. Ineraccié de la radiacid amb
la matéria. Emisidé de radiacié.

Espectroscopia absorcid

Principis bdsics. Aspectes quantitatius de les medicions d'absorci6.
Dlseny dels instruments per a les medicions d'absorcio. Analisi espec-
troscopica de biopolimers. Efectes de la conformacid sobre 1'absorcib.

Dicroisme circular i dispersid rotatoria Optica

Polaritzacié de la radiacid. Dicroisme circular i rotacid optica. Base
molecular de la capacitat rotatdria. Comportament rotatori de les macro-
molécules.
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Principis basics de la fluorescéncia. Factors que determinen l'intensitat
de la fluorescéncia. Mesures experimentals. Transferéncia d'energia.
Mesure de la distdncia entre cromdfors a partir de l'eficiéncia de la
transferéncia d'energia, Polaritzacié de fluorescéncia.

Dispersid de llum

Conceptes fonamentals de la dispersié de la llum. Dispersi¢ frontal i
index de refracci6. Dispersi6é de Rayleight per solucions de macromolecules.
Dispersié per particules més grosses. Calcul del pes molecular per dis-

persié de 1llum.
Dispersio de raigs X

Aplicacié de la dispersié de raigs X al calcul del radi de gir, la massa
molecular i la forma de les macromolécules. Instrumentacio.

Dispersid de neutrons -

Principis generals de la dispersi6 de neutrons. Aplicacid de la
dispersié de neutrons a 1'estudi de macromolécules. Ventatges de 1'us
dels neutrons en lloc dels raigs X. Exemples d'aplicacid de la dispersié

de neutrons. Instrumentacio.

Cristalografia de raigs X

Principis fonamentals de la difraccié de raigs X. Difraccié per
molécules fibroses. Difraccié per cristalls. El problema de les fases.
Aplicaci6 de la difraccid de raigs X a 1'estudi del'estructura de les
proteines globulars.

Aillament de proteines i d'acids nucleics

Fraccionament cel.lular. Métodes de solubilitzacié. Estabilitzacio.
Aillament i concentracidé. Criteris de puresa.




