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Guia docent de I'assignatura "Laboratori integrat 5" 2011/2012

Codi: 100924
Credits ECTS: 3

Titulacié Tipus Curs Semestre
2500253 Biotecnologia 815 Graduat en Biotecnologia OB 3 1
Contacte Utilitzaci6 d'idiomes
Nom : Jaume Pifol Ribas Llengua vehicular majoritaria: catala (cat)
Email : Jaume.Pinyol@uab.cat Algun grup integre en anglés: No

Algun grup integre en catala: Si

Algun grup integre en espanyol: No

Prerequisits

Cal estar cursant simultaniament o haver cursat les assignatures de teoria relacionades amb els continguts
d'aquestes practiques de laboratori: Tecnologia del DNA recombinant, Quimica i Enginyeria de Proteines,
Fonaments d'Enginyeria de Processos, Bioreactors, Processos de Separacio i Purificacio.

Cal haver superat el test de seguretat als laboratoris. El test es respon en el corresponent espai del Campus
Virtual i la informacié que cal consultar es troba a I'espai de comunicacié del Grau en Biotecnologia.

Objectius i contextualitzacio

En aquesta assignatura es porta a terme una experimentacié de laboratori en la qual s'utilitzen de forma
integrada conceptes i tecniques de diferents camps que intervenen en la Biotecnologia. Concretament, es
contempla la combinacié de la Tecnologia del DNA recombinant, la Quimica de proteines i la Bioenginyeria
(incloent els processos de cultiu d'organismes en bioreactors, recuperacio i purificacié de proteines) en el
desenvolupament de processos biotecnologics. D'aquesta manera, I'objectiu general de I'assignatura es el
d'obtenir una visio de conjunt sobre tres de les parts mes importants de les quals consten els processos
biotecnologics i es desglossa en els segilients objectius especifics:

® Conéixer les diferents etapes de les quals consta I'extraccié de RNA total a partir de teixits eucariotes,
aixi com els punts claus de la reacci6é de RT-PCR per amplificar la seqgliéncies especifiques de cDNA,
inclosos els criteris basics utilitzats en els disseny d'oligonucleotids per la reaccié de RT-PCR.

® Aprendre les caracteristiques principals dels vectors d'expressio utilitzats per la produccié de proteines
recombinants.

® Coneixer les diferents passes de les quals consta un procés standard de clonatge molecular: digestié
amb enzims de restriccid, reaccié de lligacio i transformacié en un hoste bacteria, aixi com els criteris
utilitzats per al reconeixement de bacteries portadores de vector més insert.

® Conéixer els parametres determinants per a I'expressio heterologa de proteines en bacteris, aixi com el
disseny experiments d'expressié recombinant en funcié de les caracteristiques de la proteina a
expressar.

® Dissenyar i aplicar protocols de purificacié de proteines recombinants.

® Caracteritzar des d'el punt de vista estructural/funcional les proteines expressades

® Aprendre la sequéncia basica d'operacions, la seva distribucié en el temps, i els punts claus associats
al cultiu de microroganismes en bioreactors i a la purificacié de proteines recombinants a escala
laboratori.
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® Veure les interaccions entre les diferents etapes d'un procés de produccié de proteines recombinants,
des de les caracteristiques de la proteina a produir i del sistema d'expressié emprat en el procés de
fermentacio, fins a la recuperacid i purificacié de la proteina recombinant.

® Caracteritzar a escala laboratori dels parametres clau del procés de produccio - cultiu en bioreactor,
recuperacio i purificacié - de la proteina recombinant d'interés.

® Integrar de tots els resultats obtinguts, avaluar de forma global el sistema de produccié de la proteina
recombinant i discutir/dissenyar estrategies per a la seva optimitzacio.

Competéncies i resultats d'aprenentatge

1752:E02 - Utilitzar els fonaments de matematiques, fisica i quimica necessaris per a comprendre,
desenvolupar i avaluar un procés biotecnologic.
1752:E02.26 - Utilitzar les técniques basiques d'un laboratori de Quimica per a I'estudi de
biomolécules.

1752:E03 - Aplicar les principals técniques associades a I'li's de sistemes bioldogics: DNA
recombinant i clonacid, cultius cel-lulars, manipulacié de virus, bacteris i cél-lules animals i
vegetals, técniques immunoldgiques, técniques de microscopia, proteines recombinants i metodes
de separacié i caracteritzacié de biomolécules.

1752:E03.10 - Utilitzar les técniques basiques de manipulacio, separacio, deteccié i analisi de
proteines i acids nucleics.

1752:E03.11 - Utilitzar les técniques de cultius de cél-lules procariotes, eucariotes i de manipulacié de
sistemes bhiologics.

1752:E03.16 - Aplicar els principis d'esterilitat a processos de manipulacié i recompte de
microorganismes.

1752:E03.18 - Aplicar les técniques fonamentals per a I'analisi, purificacié i caracteritzacié de
biomolécules.

1752:E03.19 - Descriure el fonament teoric i aplicar les técniques adequades per a la caracteritzacio
estructural i funcional de proteines i acids nucleics.

1752:E04 - Utilitzar les metodologies analitiques per a l'assaig de I'activitat biologica dels
components cel-lulars, en especial enzims, in vivo i in vitro.
1752:E04.04 - Utilitzar les técniques basiques d'analisi de I'activitat enzimatica.
1752:E04.05 - Utilitzar les eines informatiques basiques per al calcul de parametres cinétics.

1752:E05 - Obtenir informacio de bases de dades i utilitzar el programari necessari per a establir
correlacions entre estructura, funcid i evolucié de macromolécules.
1752:E05.07 - Utilitzar les eines informatiques per a la comparacié de sequéncies i per al calcul de
parametres cinétics.

1752:E08 - Descriure les bases del disseny i del funcionament de bioreactors i calcular, interpretar
i racionalitzar els parametres rellevants en fenomens de transport i els balancos de materia i
energia en els processos bioindustrials.

1752:E08.24 - Obtenir dades experimentals rellevants per al calcul dels fendmens de transport i el
calcul de balancos de matéria i energia.

1752:E09 - Dissenyar i executar un protocol complet d'obtenci6 i purificacié d'un producte
biotecnologic.

1752:E09.03 - Descriure els fonaments teorics de les técniques basiques i avancades d'obtencid i
caracteritzaci6 de biomolécules.

1752:E09.04 - Utilitzar la instrumentacio necessaria per a les diferents técniques de separacio i
caracteritzacio de biomolécules.
1752:E09.05 - Proposar estratégies per a la purificacié de biomolécules de barreges complexes.
1752:E09.06 - Executar al laboratori protocols d'obtencid i purificacié de productes industrials
d'aplicaci6 biotecnologica.
1752:E15 - Aplicar les normes generals de seguretat i funcionament d'un laboratori i les
normatives especifiques per ala manipulacié de diferents sistemes biologics.
1752:E15.01 - Aplicar les normes generals de seguretat d'un laboratori de biotecnologia.
1752:E15.02 - Aplicar correctament els diferents processos d'eliminacié de residus.
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1752:E15.03 - Utilitzar la metodologia adequada per a l'estudi dels diferents tipus de mostres
biologiques.
1752:E16 - Buscar, obtenir i interpretar la informacié de les principals bases de dades bioldgiques,
bibliografiques i de patents i usar les eines bioinformatiques basiques.

1752:E16.06 - Extreure de les bases de dades informacié complementaria i de suport per a l'analisi
dels resultats i I'elaboraci6 de les memories resultants del treball experimental.

1752:TO1 - Interpretar resultats experimentals i identificar elements consistents i inconsistents.
1752:T01.00 - Interpretar resultats experimentals i identificar elements consistents i inconsistents.
1752:T02 - Dissenyar experiments de continuacio per resoldre un problema.
1752:T02.00 - Dissenyar experiments de continuacio per resoldre un problema.
1752:T03 - Prendre decisions.
1752:T03.00 - Prendre decisions.
1752:T05 - Aplicar els recursos informatics per ala comunicacid, la recerca d'informacio, el
tractament de dades i el calcul.
1752:T05.00 - Aplicar els recursos informatics per a la comunicacio, la recerca d'informacid, el
tractament de dades i el calcul.
1752:TQ9 - Treballar de forma individual i en equip.
1752:T09.00 - Treballar de forma individual i en equip.
1752:T10 - Liderar i dirigir equips de treball, i desenvolupar les capacitats d'organitzacio i
planificacio.
1752:T710.00 - Liderar i dirigir equips de treball, i desenvolupar les capacitats d'organitzacio i
planificaci6.
1752:T11 - Pensar d'una forma integrada i abordar els problemes des de diferents perspectives.
1752:T11.00 - Pensar d'una forma integrada i abordar els problemes des de diferents perspectives.
1752:T12 - Adquirir nous coneixements i téecniques de forma autonoma.
1752:T12.00 - Adquirir nous coneixements i técniques de forma autonoma.

Continguts
Aquesta assignatura es desenvolupa en la seva totalitat al laboratori i comprén catorze sessions practiques.

Sessio 1. Introduccié. Fonaments basics dels metodes biotecnologics que s'utilitzaran en aquesta assignatura.
Carateristiques generals dels vectors de clonatge per a I'expressioé recombinant de proteines. Utilitzacié de
bases de dades per capturar la seqliencia codificant de la dihidrofolat reductasa humana (hDHFR). Disseny
dels oligonucleotids necessaris per amplificar per RT-PCR el cDNA de la hDHFR.

Sessio 2. Obtencio de la seqliéncia codificant del gen de la hDHFR. Purificacié d'RNA total a partir d'una petita
mostra de sang humana. Reacci6 de transcripcié inversa a partir de 'RNA obtingut. Amplificacié per PCR del
cDNA del gen dhfr.

Sessi6 3. Clonatge molecular del gen dhfr en un vector d'expressié procariota (1) i produccié recombinant de la
hDHFR. Purificaci6 de productes de PCR. Preparaci6 dels extrems de l'insert i del vector de clonatge.
ilnactivacié dels enzims de restriccié. Reaccid de lligacié. Estrategies per maximitzar la incorporacié d'inserts a
vectors de clonatge. Preparacié de cultius d'Escherichia coli per a la produccié de proteines recombinants a
petita escala. Induccié de I'expresié de la hDHFR recombinant.

Sessi6 4. Clonatge molecular del gen dhfr en un vector d'expressié procariota (i Il) i purificacio de la hDHFR
recombinant (I). Transformaci6 a E. coli del producte de la lligaci6 realitzada en la sessié 3. Preparacié de
cromatografies d'afinitat. Obtencid d'un extracte cel-lular. Localitzacié dela proteina expressada i solubilitat de
la mateixa. Purificacié mitjancant cromatografia d'afinitat de la hDHFR recombinant. Obtenci6 del perfil
cromatografic i interpretacio del mateix.

Sessid 5. Purificacié de la hDHFR recombinant (11) i identificacié de clons portadors de vectors recombinants
(). Analisi de la puresa de la hDHFR recombinant mitjagant gels d'SDS-poliacrilamida. Caracteritzacio
enzimatica de les diferents fraccions obtingudes en la cromatografia d'afinitat. Quantificacié del rendiment
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obtingut en la purificaci6. Interpretacié dels resultats de la transformacié realitzada en la sessi6 4. Selecci6 de
colonies i preparacio de cultius d'E. coli per a la I'obtencié de DNA plasmidic a petita escala.

Sessid 6. Caracteritzacio de la hDHFR recombinant (1) i identificacié de clons portadors de vectors
recombinants (II). Determinacio del coeficient d'extincié molar de la hDHFR. Determinacio de la sequencia
N-terminal mitjancant seqiilenciacié automatica. Obtencié de mostres DNA plasmidic a partir de cultius d'E. coli
a petita escala. Digestié6 amb enzims de restriccio.

Sessid 7. Caracteritzacio de la hDHFR recombinant (i ) i identificacio de clons portadors de vectors
recombinants (i lll). Determinaci6 de la massa de la hDHFR mitjancant espectrometria de masses
MALDI-TOFF. Discussi6 dels resultats obtinguts durant la la purificacio i caracteritzacio de la hDHFR
recombinant. Electroforesi en gel d'agarosa de les diferents mostres de DNA obtingudes durant les sessions
anteriors. Identificacié dels clons positius. Discussio dels resultats obtinguts al llarg del clonatge molecular de
la sequencia codificant de la hDHFR.

Sessio 8. Introducci6 al disseny de processos de produccio de proteines recombinants. Operacié de
bioreactors a escala laboratori: preparacio del cultiu-inocul de la soca d'E. coli productora de hDHFR
recombinant, preparacio i esteril-litzacié del bioreactor. Proposta de disseny experimental de les condicions de
cultiu com a eina per al redisseny i millora del procés de produccié.

Sessid 9. Cultius en bioreactors (I): Inoculacié del bioreactor i seguiment de I'evolucié dels parametres del
cultiu operat en discontinu (temperatura, pH, pO,, biomassa, substrat, subproductes, estabilitat plasmidica,

producte-hDHFR). Calcul de velocitats de creixement, consum de substrats, produccié de subproductes,
rendiments i productivitats a partir de les dades experimentals obtingudes. Induccié de I'expressio de la
hDHFR recombinant.

Sessi6 10. Cultius en bioreactors (i Il) i procés de recuperacié de la hDHFR recombinant (I). Aturada del
bioreactor i recuperacio de la biomassa mitjangant centrifugacié. Neteja del bioreactor.

Sessi6é 11. Procés de recuperacié de la hDHFR recombinant (i Il). Seleccio del sistema d'expressio:
Implicacions/condicionants sobre la seleccié de les etapes de recuperaci6 i purificacié de la proteina
recombinant. Disrupci6 cel-lular mitjancant técniques enzimatiques i mecaniques. Recuperacié de la fraccio
soluble del lisat cel-lular mitjangant centrifugacio i microfiltracio.

Sessi6é 12. Procés de purificacié de la hDHFR recombinant (I). Purificacio a escala preparativa de la hDHFR
recombinant a partir del lisat cel-lular mitjancant crotatografia d'afinitat de metall quelat. Operacié i seguiment
de la cromatografia mitjancant técniques espetrefotometriques. Recull de les diferents fraccions
cromatografiques obtingudes.

Sessi6 13. Procés de purificacié de la hDHFR recombinant (i ). Analisi del lisat cel-lular injectat a la columna
cromatografica i de les diferents fraccions cromatografiques en termes de proteina total (técnica Bradford),
quantitat i grau de puresa de la hDHFR recombinant (SDS-PAGE) i activitat enzimatica de I'enzim
recombinant. Analisi de consisténcia dels resultats obtinguts: balan¢ de proteina total i activitat enzimatica de
la cromatografia realitzada. Calcul de rendiments de les etapes de recuperacioé i purificacio, activitat especifica
de I'enzim recombinant i factor de purificacié de cada etapa del procés.

Sessi6 14. Analisi global dels resultats obtinguts durant el procés de produccié i purificacié de la hDHFR
recombinant. Tractament de les dades experimentals i la seva avaluacié i interpretacié. Extraccié d'informacio
a partir de les dades experimentals com a base per al re-disseny i I'optimitzacié del procés global.

Metodologia

L'assistencia a les classes d'aquesta assignatura és obligatoria atés que impliquen una adquisicié de
competéencies basades en el treball practic. En les sessions 1 a 7 els alumnes realitzen el treball experimental
en grups de 2. Aquests grups seran de 4 persones en les sessions 8 a 14. Totes les sessions de practiques
estaran supervisades per un o dos professors responsables.

Els guions de practiques amb els protocols i altres informacions necessaries per la realitzacié del treball
experimental estaran disponibles en el Campus Virtual de I'assignatura. Abans de comencar una sessi6 de
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practiques I'alumne ha d'haver llegit el protocol i coneixer per tant, els objectius de la sessi6 practica, els
fonaments i els procediments que ha de realitzar. Si és el cas, ha de conéixer també les mesures de seguretat
especifiques i de tractament de residus.

A les sessions de practiques cal portar:

Guio de practiques.

Una llibreta per a recollir la informacié del treball experimental.
Bata de laboratori.

Ulleres de proteccid.

Retolador permanent.

Activitats formatives

Activitat Hores ECTS Resultats d'aprenentatge

Tipus:

Dirigides

Classes 52 2.08 1752:E02.26 , 1752:E03.10, 1752:E03.16 , 1752:E03.11 , 1752:E04.04 ,
practiques de 1752:E05.07 , 1752:E09.03 , 1752:E09.05 , 1752:E15.01 , 1752:T10.00 ,
laboratori 1752:7T09.00, 1752:T05.00 , 1752:T03.00, 1752:T02.00 , 1752:T01.00 ,

1752:E16.06 , 1752:E15.03 , 1752:E15.02 , 1752:T11.00 , 1752:E09.06 ,
1752:E09.04 , 1752:E08.24 , 1752:E04.05 , 1752:E03.19 , 1752:E03.18

Tipus:
Supervisades

Tutories 3 0.12 1752:E04.05, 1752:E09.05, 1752:T01.00 , 1752:T03.00 , 1752:T09.00 ,
1752:T11.00, 1752:710.00 , 1752:T05.00 , 1752:T02.00 , 1752:E05.07

Tipus:
Autonomes
Estudi 8 0.32 1752:E04.05 , 1752:T12.00, 1752:T11.00, 1752:T05.00, 1752:T03.00 ,
1752:7T02.00, 1752:T01.00, 1752:E16.06 , 1752:E09.05, 1752:E09.03 ,
1752:E05.07
Redaccio 8 0.32 1752:E03.19, 1752:E04.04 , 1752:E04.05, 1752:E09.03 , 1752:E16.06 ,
d'informes 1752:T02.00, 1752:T05.00, 1752:T10.00, 1752:T12.00, 1752:T11.00 ,
1752:T09.00, 1752:T03.00, 1752:T01.00, 1752:E09.05 , 1752:E05.07
Avaluacio
Informatica

L'assignatura s'avaluara en base a les qualificacions obtingudes per I'alumne en dos examens, en els diferents
informes que haura de redactar un cop finalitzades les practiques i finalment en una apreciacio per part dels
diferents professors de I'actitut i el treball de cada alumne durant la realitzacié de les practiques. El pes de
cada una d'aquestes parts sera el seglent:

® examen escrit corresponent a les sessions 1-7: 30%

® examen escrit corresponent a les sessions 8-14: 30%
Informe de les sessions 1-7: 15%. Aquest informe constara de dues parts. La primera en la qual
basicament es tractaran els temes relacionats amb la Tecnologia del DNA recombinant i la segona en
la qual de forma preferent es tractaran els temes relacionats amb la Quimica i Enginyeria de Proteines.

® Informe de les sessions 8-14: 15%
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® Valoracio de l'actitut i el treball: 10%

La no assistencia a una sessio de practiques sense justificar comportara la reduccié de la nota mitjana dels
informes en un 50%. En cas de no assistir a més d'una sessio practica sense justificar, aquesta nota es
reduira a 0.

En tractar-se d'una assignatura practica cal assistir com a minim al 80% de les sessions programades (11
sessions) per poder superar l'assignatura, amb independéencia de si les abséncies estan justificades o no. Per
superar l'assignatura també cal obtenir una qualificacié minima de 3 en cada una de les parts que s'han
detallat més amunt i una qualificacio final igual o superior a 5. Els estudiants que no assoleixin la qualificacié
minima de 3 en una o més d'aquestes parts rebran una qualificacio final que en cap cas superara els 4 punts.

Un estudiant obtindra la qualificaci6 final de No Presentat quan hagi assistit a menys del 50% de les sessions.
Els alumnes repetidors tant sols hauran de realitzar i ser avaluats dels grups de continguts que no haguessin
estat superats (qualificacioé inferior a 5) en la primera matricula. Per als grups de continguts superats es
guardara la nota durant un periode maxim de dos matricules addicionals de I'assignatura.

Activitats d'avaluacio

Activitat Pes Hores ECTS Resultats d'aprenentatge

Actitut i qualitat 10% O 0.0 1752:E02.26 , 1752:E15.01 , 1752:T03.00, 1752:E15.02 , 1752:T11.00 ,

del treball al 1752:T10.00 , 1752:T09.00

laboratori

Examen Escrit 30% 2 0.08 1752:E03.10, 1752:E03.11 , 1752:E03.18 , 1752:E03.16 , 1752:E09.04

corresponent a les , 1752:E15.03, 1752:T02.00 , 1752:T11.00 , 1752:T03.00 , 1752:T01.00

sessions1la7 , 1752:E09.05 , 1752:E09.03 , 1752:E04.04

Examen Escrit 30% 2 0.08 1752:E03.11 , 1752:E09.05 , 1752:T01.00, 1752:T11.00, 1752:T03.00 ,

corresponent a les 1752:702.00, 1752:E09.06 , 1752:E09.04 , 1752:E03.16 , 1752:E03.18

sessions 8 a 14 , 1752:E09.03 , 1752:E08.24

Informe 15% O 0.0 1752:E03.19 , 1752:E04.04 , 1752:E04.05 , 1752:E09.03 , 1752:E16.06

corresponent a les , 1752:7T02.00, 1752:T05.00, 1752:T10.00, 1752:T12.00, 1752:T11.00

sessions 1-7 , 1752:T09.00, 1752:T03.00 , 1752:T01.00 , 1752:E09.05 , 1752:E05.07

Informe 15% O 0.0 1752:E03.19, 1752:T12.00, 1752:T11.00, 1752:T10.00 , 1752:T09.00 ,

corresponent a les 1752:T05.00, 1752:T03.00, 1752:T02.00 , 1752:T01.00 , 1752:E04.05 ,

sessions 7-14 1752:E05.07 , 1752:E09.03 , 1752:E16.06 , 1752:E09.05 , 1752:E04.04
Bibliografia

La bibliografia i els enllacos web estan actualitzats en I'apartat de Material Docent del Campus Virtual de
l'assignatura.



