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Prerequisits

Es recomana 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 i Processos de Separacio i Purificacio.

Per poder assistir a les sessions practiques cal que I'estudiantat justifiqui haver superat les proves de
bioseguretat i de seguretat que trobara en el Campus Virtual i ser coneixedor i acceptar les normes de
funcionament dels laboratoris de la Facultat de Biociéncies.

Objectius

En aquesta assignatura es porta a terme una experimentacié de laboratori en la qual s'utilitzen de forma
integrada conceptes i técniques 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 visié de conjunt sobre tres de les parts mes importants de les quals consten els processos
biotecnoldgics i es desglossa en els seglients objectius especifics:

® Coneixer les diferents etapes de les quals consta I'extracciéo de RNA total a partir de teixits eucariotes,
aixi com els punts claus de la reaccié de RT-PCR per amplificar la seqliiéncies 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: digestio
amb enzims de restriccio, reaccid de lligacio i transformacié en un hoste bacteria, aixi com els criteris
utilitzats per al reconeixement de bactéries portadores de vector més insert.

® Coneixer els parametres determinants per a I'expressié 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 seqiiéncia basica d'operacions, la seva distribucio en el temps, i els punts claus associats
al cultiu de microroganismes en bioreactors i a la purificacié de proteines recombinants a escala
laboratori.

® 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
fermentacid, fins a la recuperacio i purificacié de la proteina recombinant.

® Caracteritzar a escala laboratori dels parametres clau del procés de produccié - cultiu en bioreactor,
recuperacio i purificacio - 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 estratégies per a la seva optimitzacié.

Resultats d'aprenentatge

1. CM22 (Competéncia) Prioritzar la instrumentacié necessaria per a les diferents técniques de separacio
i caracteritzacié de biomolecules.
2. CM22 (Competencia) Prioritzar la instrumentacié necessaria per a les diferents técniques de separacié
i caracteritzacié de biomolécules.
3. CM23 (Competencia) Proposar estrategies per a la purificacié de biomolécules de mescles complexes.
4. CM23 (Competéncia) Proposar estrategies per a la purificacié de biomolécules de mescles complexes.
5. CM24 (Competencia) Revisar les normes generals de seguretat d'un laboratori de biotecnologia.
6. KM24 (Coneixement) Descriure el fonament teodric i les técniques adequades per a la caracteritzacio
estructural i funcional de proteines i acids nucleics.
7. SM20 (Habilitat) Utilitzar les técniques basiques de manipulacio, separacio, deteccié i analisi de
proteines i acids nucleics.
8. SM20 (Habilitat) Utilitzar les técniques basiques de manipulacio, separacio, deteccié i analisi de
proteines i acids nucleics.
9. SM21 (Habilitat) Utilitzar les técniques de cultiu de cél-lules procariotes i eucariotes i de manipulacio de
sistemes bioldgics.
10. SM21 (Habilitat) Utilitzar les técniques de cultiu de cel-lules procariotes i eucariotes i de manipulacié de
sistemes biologics.
11. SM22 (Habilitat) Utilitzar les metodologies analitiques per a l'assaig de I'activitat biologica dels
components cel-lulars.
12. SM22 (Habilitat) Utilitzar les metodologies analitiques per a l'assaig de I'activitat biologica dels
components cel-lulars.

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

Sessié 1. Introduccié. Fonaments basics dels métodes biotecnologics que s'utilitzaran en aquesta assignatura.
Carateristiques generals dels vectors de clonatge per a I'expressio 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.



Sessi6 2. Obtencio de la seqliéncia codificant del gen de la hDHFR. Purificacié d'RNA total a partir d'una petita
mostra de sang humana. Reaccio6 de transcripcio inversa a partir de I'RNA obtingut. Amplificacié per PCR del
cDNA del gen dhfr.

Sessié 3. Clonatge molecular del gen dhfr en un vector d'expressié procariota () i produccié recombinant de la
hDHFR. Purificacié de productes de PCR. Preparacié dels extrems de l'insert i del vector de clonatge.
Inactivacio dels enzims de restriccio. Reaccié de lligacio. Estratégies per maximitzar la incorporacio 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'expresio 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 (l). Transformacio a E. coli del producte de la lligacio realitzada en la sessié 3. Preparacio de
cromatografies d'afinitat. Obtencié d'un extracte cel-lular. Localitzacié dela proteina expressada i solubilitat de
la mateixa. Purificacié mitjangant cromatografia d'afinitat de la hDHFR recombinant. Obtencié del perfil
cromatografic i interpretacioé del mateix.

Sessi6 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. Quantificacio del rendiment
obtingut en la purificacio. Interpretacio dels resultats de la transformacio realitzada en la sessio 4. Seleccio de
colonies i preparacio de cultius d'E. coli per a la I'obtencié de DNA plasmidic a petita escala.

Sessi6 6. Caracteritzacié de la hDHFR recombinant (1) i identificacié de clons portadors de vectors
recombinants (I). Determinacié del coeficient d'extincié molar de la hDHFR. Confirmacio de la identitat de la
hDHFR per empremta peptidica (I). Obtencié de mostres DNA plasmidic a partir de cultius d'E. coli a petita
escala. Digestio amb enzims de restriccio.

Sessi6 7. Caracteritzacié de la hDHFR recombinant (i Il) i identificacié de clons portadors de vectors
recombinants (i lll). Determinacié de la massa de la hDHFR mitjangant espectrometria de masses
MALDI-TOFF. Confirmacio de la identitat de la hDHFR per empremta peptidica (ll). Discussio dels resultats
obtinguts durant la la purificacio i caracteritzacié de la hDHFR recombinant. Electroforesi en gel d'agarosa de
les diferents mostres de DNA obtingudes durant les sessions anteriors. Identificacié dels clons positius.
Discussi6 dels resultats obtinguts al llarg del clonatge molecular de la sequencia codificant de la hDHFR.

Sessio 8. Introduccio 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, preparacié 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 (l): Inoculacié del bioreactor i seguiment de I'evolucié dels parametres del
cultiu operat en discontinu (temperatura, pH, pOz, 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. Inducci6 de I'expressio de la
hDHFR recombinant.

Sessid 10. Cultius en bioreactors (i Il) i procés de recuperacio de la hDHFR recombinant (). Aturada del
bioreactor i recuperacio de la biomassa mitjangant centrifugacio. Neteja del bioreactor.

Sessi6 11. Procés de recuperacié de la hDHFR recombinant (i Il). Seleccié del sistema d'expressio:
Implicacions/condicionants sobre la seleccio de les etapes de recuperacio i purificacio de la proteina
recombinant. Disrupcié cel-lular mitjangant técniques enzimatiques i mecaniques. Recuperacié de la fraccid
soluble del lisat cellular mitjangant centrifugacioé i microfiltracio.

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



Sessi6 13. Procés de purificacié de la hDHFR recombinant (i Il). 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: balang de proteina total i activitat enzimatica de
la cromatografia realitzada. Calcul de rendiments de les etapes de recuperacié i purificacid, activitat especifica
de I'enzim recombinant i factor de purificacié de cada etapa del procés.

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

Activitats formatives i Metodologia

Titol Hores ECTS Resultats d'aprenentatge

Tipus: Dirigides

Classes practiques de laboratori 56 2,24

Tipus: Supervisades

Tutories 3 0,12

Tipus: Autdonomes

Estudi 6 0,24

Redaccio d'informes de practiques 6 0,24

L'assistéencia a les classes d'aquesta assignatura és obligatoria atés que implica adquisicié de competéncies
basades en el treball practic.

Per a la realitzacio de les actvitats practiques, els alumnes es distribueixen en quatre torns d'aproximadament
20 estudiants. Per a les sessions experimentals de les parts A i B, els alumnes realitzaran el treball en grups
de dos. Per a les parts C i D, els grups seran de quatre-cinc alumnes. Totes les sessions de practiques
estaran supervisades per un o dos professors o professores responsables.

Els guions de practiques amb els protocols i altres informacions necessaries per la realitzacié del treball
experimental estaran disponibles al Campus Virtual de I'assignatura. Abans de comengar una sessié de
practiques 'alumne ha d'haver llegit el protocol i conéixer els objectius de la sessio6 practica, els fonaments i
els procediments que ha de realitzar. També ha de conéixer les mesures de seguretat especifiques i de
tractament de residus.

En el cas que aquesta assignatura sigui enquestada i que el periode de contestacié d'enquestes coincideixi
amb alguna sessi6 de practiques, el'estudiantat disposara de quinze minuts per respondre I'enquesta
d'avaluaci6 del professorat.

A les sessions de practiques cal portar:

® Guié de practiques.

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

® Ulleres de proteccio.

® Retolador permanent.



Nota: es reservaran 15 minuts d'una classe, dins del calendari establert pel centre/titulacio, per a la
complementacio per part de lI'alumnat de les enquestes d'avaluacié de I'actuacié del professorat i d'avaluacio
de l'assignatura/modul.

Avaluacié

Activitats d'avaluacié continuada

Titol Pes Hores ECTS Resultats d'aprenentatge

Actitut i qualitat del treball al laboratori 10% O 0 CM24

Examen escrit corresponent a les sessions 1a 7 30% 2 0,08 CM22, CM23, KM24, SM20, SM21, SM22
Examen escrit corresponent a les sessions 8a 14 25% 2 0,08 CM22, CM23, KM24, SM20, SM21, SM22
Informe corresponent a les sessions 1 a7 15% 0 0 CM22, CM23, KM24, SM20, SM21, SM22
Informe corresponent a les sessions 8 a 14 20% O 0 CM22, CM23, KM24, SM20, SM21, SM22

Aquesta assignatura/modul no preveu el sistema d'avaluacio unica. 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 apreciacié per part dels diferents professors de l'actitut i el
treball de cada alumne durant la realitzacié de les practiques. El pes de cada una d'aquestes parts sera el
seguent:

- Examen escrit corresponent a les sessions 1-7: 30%

- Examen escrit corresponent a les sessions 8-14: 25%

- 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: 20%

- Valoracié de l'actitut i el treball: 10%

Per a les sessions 1 a 7, la valoracié de I'actitud estara basada en la segiient rubrica: a) Puntualitat, 20%; b)
Respondre adequadament preguntes sobre el guié de practiques, 20%; c) Atencio durant les explicacions del
professor, 20%; d) Participacio equitativa en el treball dels diferents alumnes de cada grup, 20%; d)
Participacio en la interpretacio i discussio dels resultats, 20%.

La no assisténcia a una sessio de practiques sense justificar comportara la reduccio 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 I'assignatura, amb independéncia de si les abséncies estan justificades o no. Per
superar |'assignatura també cal obtenir una qualificacié final igual o superior a 5.

Un estudiant obtindra la qualificacié final de No Avaluable quan hagi assistit a menys del 50% de les sessions
practiques o quan la valoracié de totes les activitats d'avaluacioé realitzades no permeti assolir la qualificacio
globalde 5 en el supdsit que hagués obtingut la maxima nota en totes elles. Els alumnes repetidors tan sols
hauran de realitzar i ser avaluats dels grups de continguts que no haguessin estat superats (qualificacio
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.

El calendari d'examens i les diferents activitats a realitzar dins del modul seran anunciats a l'inici del curs. Una
vegada fixats, en cap cas es realitzaran examens en dates i horaris diferents.



Per a la revisio dels resultats de les avaluacions, es fixara el moment i la manera dins dels 10 dies habils
seglents a la comunicacié dels mateixos mitjancant la plataforma virtual. Si I'estudiantat no es presenta a
aquesta revisio, no es revisara posteriorment aquesta activitat.

Matricules d'honor (MH). Atorgar una qualificacié de matricula d'honor es decisi6 del professorat responsable
de l'assignatura. La normativa de la UAB indica que les MH només es podran concedir als alumnes o les
alumnes ue hagin obtingut una qualificacié final igual o superior a 9.00. Es pot atorgar fins a un 5% de MH del
nombre tota de I'estudiantat matriculat.

Sense perjudici d'altres mesures disciplinaries que s'estimin oportunes, es qualificaran amb un zero les
irregularitats comeses per l'estudiantata que puguin conduira una variacié de la qualificacié d'un acte

d'avaluacié. Per tant, la copia, el plagi, I'engany, deixar copiar, etc. en qualsevol de les activitats d'avaluacio
implicara suspendre-la amb un zero.

Bibliografia

La bibliografia que apareix a continuacié esta disponible en format PDF al Campus Virtual de I'assignatura:
- Affinity Chromatography. Principles and Methods. Amersham

- pET system manual. Novagene

- Eiteman, Altman (2006) Overcoming acetate in Escherichia coli recombinant protein fermentations. Trends in
Biotechnology 24530-536 .

- Lee (1996). High cell density culture of E. coli. Trends in Biotechnology 14:98-105.
- Lund et al (2020). Understanding How Microorganisms Respond to Acid pH Is Central to Their Control and
Successful Exploitation. Frntiers in Microbiology, Review.

https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.556140

- Protein Purification Handbook Amersham.

Programari

Durant la realitzacio de les practiques no s'utilitzara cap programari especific a excepcié del software
propietari de control d'algun dels fermentadors.

Per al processament de dades i redaccio dels l'informes I'alumne haura d'utilitzar un programari estandard
d'ofimatica.

Llista d'idiomes

Nom Grup Idioma Semestre Torn
(PLAB) Practiques de laboratori 431 Catala/Espanyol primer quadrimestre tarda
(PLAB) Practiques de laboratori 432 Catala/Espanyol primer quadrimestre tarda
(PLAB) Practiques de laboratori 433 Catala primer quadrimestre tarda



(PLAB) Practiques de laboratori 434 Catala primer quadrimestre tarda




