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TEMARIO

Tema 1. Microscopia

» El microscopio electranico.

* Métodos de preparacion de las muestras. Mejora del contraste.

* Procedimientos especiales de formacién de imdgenes: microscopio de barrido,
microscopio de fuerzas.

Tema 2. Centrifugacion (Sedimentacion)

» Introduccion y fundamentos fisicos: Velocidad de sedimentacidn. Coeficiente
de sedimentacion (S). Difusidn.

» TInstrumentacion: centrifugas, ultracentrifugas preparativas ultracentrifuga
analitica, tipos de rotores

* Modos de centrifugacion: diferencial, zonal , analitica

» Aplicaciones Fraccionamiento subcelular. Determinacion del coeficiente de
sedimentacion de las proteinas. Cdlculo del peso molecular por velocidad de
sedimentacion y equilibrio de sedimentacién. Sedimentacién en gradiente de
densidad: gradientes preformados y de autoformacién.

Tema 3. Técnicas cromatograficas.

» TIntroduccion. Concepto general. Tipos. Clasificacion.

» Cromatografia de filtracion en gel,

* Cromatografia de reparto y adsorcion: papel, capa fina, gases.
» Cromatografia de intercambio idnico.

» Cromatografia hidrofébica.

= Cromatografia de afinidad.

» Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).



Tema 4: Electroforesis.

» Introduccion. Movimiento de los iones en un campo eléctrico. El proceso
electroforético. Soportes para la electroforesis.

* Proteinas: Inmunoelectroforesis. Nativas. Detergentes no iénicos. SDS-PAGE.
Determinacién del peso molecular. Electroenfoque. Electroforesis
bidimensional.

» Electroforesis de dcidos nucleicos. Movilidad electroforética del DNA.

» Tipos: nativa / desnaturalizante, DNA / RNA, acrilamida / agarosa.
Electroforesis de campo pulsante. Electroforesis de gradiente térmico.

» Electroforesis capilar

» Tinciones y métodos de deteccion.

Tema 5 Transferencia de macromoléculas a diferentes soportes: Westhern
» Southern, Northern, South-western DOT blot, micro arrays

Tema 6: Técnicas inmunologicas.

» Estructura de los anticuerpos. Obtencidn de anticuerpos monoclonales y
policlonales. Reaccion antigeno-anticuerpo. Reaccién de equivalencia

» Técnicas: Inmunoelectroforesis. Inmunoprecipitacion. Radioinmunoensayo.
Ensayo Inmunoradiométrico. RIA. Elisa.

» Deteccion: Anticuerpos secundarios. Amplificacion de sefial. Sistemas
enzimdticos de deteccion. Sistemas quimioluminiscentes de deteccién.

Tema 7: Isotopos radioactivos.

» TIntroduccion. Cinética de desintegracion. Isétopos utilizados en Bioquimica.

* Procedimientos y métodos de marcaje. Marcaje in vivo. Marcaje de dcidos
nucleicos. Marcaje de proteinas.

= Deteccion de la radiacidon p. Detectores de ionizacién. Contadores de centelleo.
Eficiencia de contaje. Contaje simultdneo de dos isotopos. Deteccidn de
radiacion .

* Autorradiografia. Fluorografia. Métodos alternativos a la autorradiografia
(phosphorimaging).

* Proteccidn en el uso de isétopos radioactivos. Sistemas quimioluminiscentes
como alternativa a los isétopos radioactivos

Tema 8. Reaccion en cadena de la polimerasa: PCR.

» TIntroduccion. Fundamentos de la técnica. Especificidad y rendimiento. Disefio
de los cebadores (programas informdticos).

= Optimizacién de la reaccidn.



» Variantes de la técnica: mutagénesis, PCR in situ, RT PCR, Rapid amplification
of cDNA ends (RACE), PCR cuantitativo (Real Time PCR), Ligation mediated PCR
(LM PCR).

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

Tema 9. Espectrometria de masas.

= Calculo del peso molecular por espectrometria de masas.
» Técnicas para biopolimeros.

Tema 10 . La radiacion electromagnética.
* Propiedades de la radiacién electromagnética. Interaccién de la radiacién con la
materia.

Tema 11. Espectroscopia de absorcion electrénica.

* Principios bdsicos. Aspectos cuantitativos de les medidas de absorcién.

» Disefio de los instrumentos para la medida de absorcién.

» Andlisis espectroscépica de biopolimeros.

» Efectos de la conformacion sobre la absorcion.

» Dicroismo circular (DC). Base molecular de la capacidad rotatoria. DC de
proteinas y dcidos nucleicos.

Tema 12. Espectroscopia de absorcion vibracional.

= Momento de transicion.

= Espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR).
=  Aplicacién a moléculas bioldgicas.

= Espectroscopia de infrarrojo de diferencia.

Temal3. Espectroscopia de emision.

* Principios bdsicos de la emision de fluorescencia.

» Factores que determinen la intensidad de la fluorescencia.
* Medidas experimentales.

* Transferencia de energia. Polarizacion de fluorescencia.

Tema 14. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

= Principios bdsicos.
* TInteracciones spin-spin.
= EINOE.



* Media del espectro.
* NMR unidimensional de macromoléculas.
= NMR bidimensional.

Tema 15. Cristalografia de rayos X.

» Cristales.

» Crecimientos de cristales.

* Principios de la difraccion de rayos X por cristales.

» Determinacion de estructuras macromoleculares por difraccion de rayos X.
» Difraccidn por fibras.
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Direcciones de interés relacionadas con diferentes técnicas instrumentales:

BioROM2007 ayudas en el aprendizaje de la biotecnologia, bioquimica y biologia
molecular

http://sebbm.bg.ub.es/BioROM/contenido/index.html



University of Akron. Informacién sobre:espectrometria de masas

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

The Analytical Chemistry Springboard. Informacion sobre técnicas instrumentales y
enlaces relacionados

http://www.anachem.umu.se/jumpstation.htm

Evaluacion:

Examen teoria: un 85 % de la nota final.

Practicas: la nota (obtenida a partir de la valoracion del informe de prdcticas y de un
examen) representa el 15% de la nota final.



