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METODOLOGIA I EXPERIMENTACIO BIOQUIMICA I (20154)

1. Microscopia optica

Introducci6 a la teoria de la microscopia. Parts del microscopi. Microscopia de camp fosc. Microscopia de
contrast de fases. Microscopia d'interferéncia. Microscopia de polaritzacié. Microscopia de fluorescéncia.
Microscopia confocal.

2. Microscopia electronica

Funcionament del microscopi electronic. Métodes de preparacié de les mostres. Métodes de producci6 de
contrast. Procediments especials de formacié dimatges: microscopi de camp fosc, microscopi de Crewe,
microscopi d'escombrat, microscopi d'efecte tunel. Microscopia electronica molecular.

3. Métodes potenciometrics
Electrodes indicadors metai-lics, Eléctrodes de membrana. Instruments per a la mesura dels potencials de
pila. Aplicacions de la mesura potenciomatrica directa. Aplicacions de les titulacions potenciométriques.

4. Autorradiografia
Emulsions utilitzades en estudis bioldgics. Isdtops habitualment utilitzats en bioquimica. Fluorografia.
Autorradiografia d'alta resolucié.

5. Marcat i comptatge radioactius

Tipus de radiacié emprats en bioquimica. Propietats de la desintegracié radioactiva. Deteccié de raigs .
Detecci6 de particules . L'Gs del comptador de centelleig. Eficiéncia de comptatge. Comptatge simultani de
dos isotops. Preparacié de les mostres per a comptatge per centelleig liquid. L’estadistica de comptatge.
Procediments i formats de marcat.

6. Filtracié per membrana i didlisi
Filtres de nitrocel-lulosa. Filtres de fibra de vidre. Aplicacions dels filtres de nitrocel-lulosa. Els analisis de
transferéncia Southern, Northern i Western. Didlisi i filtracié molecular. L'equilibri de dialisi.

7. Cromatografia de repartiment i d'adsorcié
Cromatografia en paper. Cromatografia en capa fina. Cromatografia de gasos. Cromatografia liquida d'alta
pressié. Aplicacions.

8. Cromatografia de filtracié en gel

Principi de la filtracié en gel. Medis per a la filtraci6. Preparaci6é del medi. Preparacié de la columna.
Determinacié del volum buit. Aplicacié de la mostra i cromatografia. Determinacié del pes molecular per
cromatografia de filtracié en gel. Aplicacié a I'estudi de 'estructura en subunitats de les proteines.

9. Cromatografia d'intercanvi idnic
Principi del intercanvi idnic. Medis per l'intercanvi idnic. Preparacié del medi d'intercanvi. Factors que
intervenen en la cromatografia d'intercanvi idnic.

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

11. Electroforesi

Moviments dels ions en un camp eléctric. El procés electroforétic. Suports per a I'electroforesi. Electroforesi
zonal. Electroforesi de SDS. Determinacié del pes molecular per electroforesi de SDS. Detecci6 de proteines
separades per electroforesi. Electroforesi preparativa. Electroforesi de Triton X-100. Electroforesi de baixa
forga idnica. Electroforesi d'acids nucleics, Determinacié del pes molecular dels acids nucleics per
electroforesi. Deteccié de molécules marcades amb radioactivitat. Electroforesi de camp polsant.
Electroforesi de gradient térmic

12, Técniques immunoldgiques

Estructura dels anticossos. Aspectes practics de l'obtenci6 d'anticossos. Reacci6 d'antigens macromoleculars
i anticossos en soluci6. Reaccié antigen-anticos en gels. Immunoelectroforesi. Utilitzacié dels anticossos per
a la determinacié de proteines. Immunoprecipitaci6 directa d'antigens. La prova del complement. El
radioimmunoassaig. L'assaig immunoradiometric. Assaigs immunoenzimatics. Els anticossos monoclonals.
Deteccié d'anticossos especifics. Preparacié d'anticossos monoclonals a gran escala. Aplicacions dels
anticossos monoclonais.

13. Orientacié de molécules en un camp eléctric
Moments dipolars permanents i indults. Dicroisme eléctric. Birrefringéncia eléctrica. Difusié rotacional.
Aparells utilitzats per a 'estudi del dicroisme eléctric.

14. Introducci6 als processos de transport
Trets generals dels processos de transport. Difusié macromolecular. Mesura de la difusi6. Propietats
friccionals de les macromolécules en solucié.



15, Sedimentacié

Disseny de la ultracentrifuga analitica. Velocitat de sedimentacié. El coeficient de sedimentacié. Difusié.
Coeficient de difusié. Calcul del pes molecular per velocitat de sedimentacié. L'equilibri de sedimentaci6.
L'experiment de Perrin. Calcul del pes molecular per equilibri de sedimentaci6. Caicul del volum especific
parcial. Sedimentacié en gradient de densitat: gradients preformats i autoformats.

16. Espectrometria de masses
Calcul del pes molecular per espectrometria de masses. Técniques per a biopolimers.

17. Viscositat
Flux viscés. Viscositat de solucions macromoleculars. Orientaci6é en el flux viscés. Mesura de la viscositat.

18. La radiacib elecromagnética i la seva interaccié6 amb 1a matéria
Propietats de la radiacié electromagnética. Interaccié de la radiacié amb ia matéria. Emissié de radiacié.

19. Espectroscopia absorcié electrénica
Principis basics. Aspectes quantitatius de les mesures d'absorcid. Disseny dels instruments per a les
mesures d'absorcid. Analisi espectroscopica de biopolimers. Efectes de la conformacié sobre I'absorci6.

20. Dicroisme circular i dispersié rotatéria optica
Polaritzaci6 de la radiacié. Dicroisme circular i rotaci6é optica. Base molecular de la capacitat rotatoria.
Comportament rotatori de ies macromolécules.

21. Espectroscopia de fluorescéncia

Principis basics de la fluorescéncia. Factors que determinen la intensitat de la fluorescéncia. Mesures
experimentals. Transferéncia d'energia. Mesura de la distancia entre cromofors a partir de I'eficiéncia de la
transferéncia d'energia, Polaritzacié de fluorescéncia.

22. Espectroscopia d’absorcié vibracional
Moments de transicié. Aplicacié a molécules biologiques.

23. Espectrocdpia de ressonancia magnética nuclear
Principis basics. Intereccions spin-spin. El NOE. Mesura del espectre. RMN unidimensional. NMR
bidimensional. '

24, Cristalografia de raigs X
Cristalls. Creixament de cristalls. Principis fonamentals de la difraccié de raigs X per cristafls. Difracci6 per
fibres.

25. Aillament de protefnes i d'acids nucleics
Fraccionament cel-lular. Métodes de solubilitzaci6. Estabilitzacié. Aillament i concentracié. Criteris de
puresa. La reaccié en cadena de la polimerasa. La reaccié en cadena de la lligasa.
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