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DIRECCION COMPLETA DE CONTACTO PARA
PROFESORES(™) TUTORfAS(DireCCi()n postal, teléfono, correo

electronico, etc.)

* Rogelio Palomino Morales
* EvaE. Rufino Palomares
e Alvaro Andrades Delgado

Dpto. de Bioquimica y Biologia Molecular I, 42 planta
Edif. Biologia, Facultad de Ciencias.

Dr. Rogelio Palomino: despacho n? 11. rpm@ugr.es
Dra. Eva Rufino: despacho n? 13. evaevae@ugr.es
Profa. Alvaro Andrades: alande@ugr.es

HORARIO DE TUTORIAS Y/0 ENLACE A LA PAGINA
WEB DONDE PUEDAN CONSULTARSE LOS HORARIOS
DE TUTORIAS(®)

Martes 16-19 h, Jueves 10-11 h; 16-18 h (Rogelio
Palomino)

Lunes y viernes de 11 a 14 (Eva Rufino)

Viernes 9:30-12h (Alvaro Andrades)

GRADO EN EL QUE SE IMPARTE

OTROS GRADOS A LOS QUE SE PODRIA OFERTAR

Grado en Bioquimica

PRERREQUISITOS Y/O RECOMENDACIONES(si procede)

Tener cursadas las asignaturas: Quimica Organica; Quimica Fisica; Fundamentos de Bioquimica; Métodos

instrumentales cuantitativos.

1Consulte posible actualizacién en Acceso Identificado > Aplicaciones > Ordenacién Docente
(c0)Esta guia docente debe ser cumplimentada siguiendo la “Normativa de Evaluacién y de Calificacién de los estudiantes de
la Universidad de Granada” (http://secretariageneral.ugr.es/pages/normativa/fichasugr/ncg7121/!)
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BREVE DESCRIPCION DE CONTENIDOS (SEGUN MEMORIA DE VERIFICACION DEL GRADO)

® Andlisis experimental y cuantificaciéon de biomoléculas.
® Técnicas fisicas para el estudio de la estructura y funcién de macromoléculas bioldgicas.

® Purificacién y caracterizacion de proteinas. Técnicas inmunoquimicas de deteccién y caracterizacion de
proteinas.

® (Cinética enzimatica.

COMPETENCIAS GENERALES Y ESPECIFICAS

Transversales/genéricas:

e CT2.- Saber trabajar en equipo de forma colaborativa y con responsabilidad compartida.

*  CT4.- Tener capacidad de aprendizaje y trabajo auténomo.

*  CT5.- Saber aplicar los principios del método cientifico.

* CG2.- Saber aplicar los conocimientos en Bioquimica y Biologia Molecular al mundo profesional,
especialmente en las areas de investigacion y docencia, y de actividades biosanitarias, incluyendo la
capacidad de resolucién de cuestiones y problemas en el ambito de las Biociencias Moleculares utilizando el
método cientifico.

Especificas:

* CE16.- Conocer los principios y aplicaciones de los principales métodos experimentales e instrumentacién
utilizados en Bioquimica y Biologia Molecular, con énfasis en las técnicas de aislamiento y caracterizacion de
macromoléculas bioldgicas.

* CE17.- Conocer los principales métodos para el ensayo de la actividad biolégica de los componentes
celulares, en especial de los enzimas, tanto in vitro como in vivo.

* CE21.- Poseer las habilidades “cuantitativas” para el trabajo en el laboratorio bioquimico, incluyendo la
capacidad de preparar reactivos para experimentos de manera exacta y reproducible.

* CE22- Saber trabajar de forma adecuada en un laboratorio bioquimico con material biolégico y quimico,
incluyendo seguridad, manipulacién, eliminacién de residuos biolégicos y quimicos, y registro anotado de
actividades.

* CE23.- Saber aplicar protocolos experimentales de laboratorio dentro del area de la Bioquimica y Biologia
Molecular.

* CE27.- Comprender los aspectos basicos del disefio de experimentos en el drea de la Bioquimica y Biologia
Molecular, entendiendo las limitaciones de las aproximaciones experimentales.

* (CE28.- Capacidad para transmitir informacién dentro del area de la Bioquimica y Biologia Molecular,
incluyendo la elaboracidn, redaccién y presentacion oral de un informe cientifico.

OBJETIVOS (EXPRESADOS COMO RESULTADOS ESPERABLES DE LA ENSENANZA)

El alumno sabrd/comprendera:

*  Adquirir conocimientos basicos sobre las técnicas mas comunes de purificacién y analisis de
macromoléculas bioldgicas de interés bioquimico.

* Entender los principios fisico-quimicos de estas técnicas.

*  Manipular los aparatos relacionados con las técnicas de purificacién y analisis de macromoléculas
bioldgicas.
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* Disefiar protocolos de experimentacién para abordar una investigacion.
*  Presentar los resultados de una investigacion.

TEMARIO DETALLADO DE LA ASIGNATURA

TEMARIO TEORICO (0,36 ECTS/ 9h):

Introducciéon. Entrega de material para el disefio de un protocolo experimental.
Técnicas bioquimicas de extraccion, caracterizaciéon y cuantificacion de lipidos.
Técnicas de purificacion de proteinas. Principios basicos. Estrategias de purificacion.
Técnicas inmunoldgicas de caracterizacion y analisis de expresion de proteinas.
Caracterizacidn cinética de enzimas.

Aislamiento y caracterizacion parcial de proteinas.

Preparacion de protocolos experimentales

Ntk wh e

PRACTICAS DE LABORATORIO (1,72ECTS/ 43h):

Extraccion y caracterizacidn de lipidos neutros. Cuantificacion

Extraccion y caracterizacidn de fosfolipidos. Cuantificacién

Extraccién y caracterizacion de colesterol y diacilglicerol. Cuantificacién
Caracterizacién cinética de un enzima: determinacion de la Km y Vmax.
Fraccionamiento proteico por sulfato amoénico.

Purificacion del enzima Glutation-S transferasa (GST) mediante cromatografia de afinidad.
Determinacion de la concentracion de proteinas y la actividad enzimatica GST.

Analisis de la cantidad especifica de la proteina en cada fraccién mediante SDS-PAGE.
Analisis de la cantidad de proteina especifica en cada fraccion mediante inmunoblotting.
10. Realizacidon de tabla de purificacion.

11. Tratamiento y presentacién de resultados.

12. Exposicion de resultados experimentales (sesién de poster).

CRONN A WN R

BIBLIOGRAFIA

Fundamental:

¢ Methods in enzymology. New York, Academic Press. U.S.A
(http://www.sciencedirect.com/science/bookseries/00766879)

¢ Hamilton R.J. & Hamilton S. (1992). Lipid Analysis: a practical approach. Oxford University Press, USA.

« Ausubel, F.M,, Brent, R., Kingston, R.(Editor), David Moore, D.D., Seidman, ]J.G., Smith, J.A. y Struhl, K. 2002. Short
protocols in molecular biology : a compendium of methods from current protocols in molecular biology. Vol 2 (52
Ed.). Wiley Ed. U.S.A.

¢ Ausubel, F.M,, Brent, R,, Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, ].G. y Struhl, K. (1994-2011). -Current protocols in
molecular biology, Vols. 1, 2 y 3. Wiley Ed. U.S.A.

e Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T. (2001). Molecular cloning. a laboratory manual, Vols. 1, 2 y 3 (22 Ed.). Cold
Spring Harbor Laboratory Press, U.S.A.

Complementaria:

« Protein purification Handbook. 1999. Amhersham Pharmacia Biotech AB. Uppsala, Sweden. Code number 18-1132-
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29 (http://chemgroups.northwestern.edu/ohalloran/grouponly/proteinpurification.pdf)

« Strategies for Protein Purif ication Handbook . 2012. GE Healthcare Bio-Sciences AB. Uppsala, Sweden. Code

number 28-9833-31 AA

(http://www.gelifesciences.com/gehcls_images/GELS/Related%20Content/Files/1336168762999/litdoc28983331
20120505002036.pdf)

* Rubinson, K.A. & Rubinson, J.F. (2001) Analisis instrumental. Pearson educacién, S.A. Espaia.

e Parker, F. & Peterson Quantitative analysis of phospholipids and phospholipid fatty acids from silica gel thin-layer

chromatograms. () Journal of lipids research. 1965 6: 455-460

« Bligh,E.G. and Dyer,W J. A rapid method for total lipid extraction and purification. Can.].Biochem.Physiol. 1959.

37:911-917

¢ FOLCH J, LEES M, SLOANE STANLEY GH. A simple method for the isolation and purification of total lipides from

animal tissues. ] Biol Chem. 1957 226(1):497-5009.

Enlaces relacionados:

http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/servlet/Home/es/GELifeSciences-es/
http://www.bio-rad.com/

http://www.promega.com

http://www.invitrogen.com

http://www.sigmaaldrich.com

http://www.expasy.org/

http://www.molecularstation.com/

http://www.cyberlipid.org/extract/extr0002.htm
http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm
http://www.gmi-inc.com/archivedpages/Rotor%20RCF%20Calculator.htm

METODOLOGIA DOCENTE

Clases de teoria y problemas:

* Lecciones magistrales sobre los principios y/o pautas a tener en cuenta para las técnicas a desarrollar. Guia
de los experimentos a realizar en el laboratorio (objetivos, metodologia, resultados previsibles, etc.).

Competencias que desarrolla:

- Conocer los principios y aplicaciones de los principales métodos experimentales e instrumentacion
utilizados en Bioquimica y Biologia Molecular, con énfasis en las técnicas de aislamiento y caracterizacion de
macromoléculas biolégicas. (CE16)

- Conocer los principales métodos para el ensayo de la actividad biolégica de los componentes celulares, en
especial de los enzimas, tanto in vitro como in vivo. (CE17)

- Comprender los aspectos basicos del disefio de experimentos en el area de la Bioquimica y Biologia
Molecular, entendiendo las limitaciones de las aproximaciones experimentales. (CE27)

Clases prdcticas

* Sellevaran a cabo los experimentos disefiados. En la mayoria de los casos y previo al desarrollo de la
practica, el estudiante habra trabajado (individualmente o en grupo) el disefio del experimento. Una vez
finalizado el trabajo experimental, se discuten los resultados obtenidos en el laboratorio

Competencias que desarrolla:
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- Saber trabajar en equipo de forma colaborativa y con responsabilidad compartida.(CT2)

- Tener capacidad de aprendizaje y trabajo auténomo. (CT4)

- Saber aplicar los principios del método cientifico(CT5)

- Conocer los principales métodos para el ensayo de la actividad biolégica de los componentes celulares, en
especial de los enzimas, tanto in vitro como in vivo. (CE17)

- Poseer las habilidades “cuantitativas” para el trabajo en el laboratorio bioquimico, incluyendo la capacidad
de preparar reactivos para experimentos de manera exacta y reproducible. (CE21)

- Saber trabajar de forma adecuada en un laboratorio bioquimico con material biolégico y quimico,
incluyendo seguridad, manipulacién, eliminacién de residuos biolégicos y quimicos, y registro anotado de
actividades. (CE22)

- Saber aplicar protocolos experimentales de laboratorio dentro del area de la Bioquimica y Biologia
Molecular. (CE23)

- Capacidad para transmitir informacion dentro del area de la Bioquimica y Biologia Molecular, incluyendo
la elaboracién, redaccién y presentacion oral de un informe cientifico. (CE28)

EVALUACION (INSTRUMENTOS DE EVALUACION, CRITERIOS DE EVALUACION Y PORCENTAJE SOBRE LA
CALIFICACION FINAL, ETC.)

Evaluacion ordinaria (% de la calificacién final):
= Examen temario teoria y practicas: 65%.
= Resolucion de problemas y casos practicos: 5%.
= Asistencia, actitud en el laboratorio y realizacién de los cuadernos de practicas: 30%.

Evaluacion extraordinaria:
Aquellos estudiantes que no hayan superado la asignatura por curso (evaluaciéon ordinaria) podran ser
evaluados mediante un examen extraordinario del temario. Téngase en cuenta que la nota de este examen se
multiplicard por 0,65. El 35% restante corresponde a las actividades que deben haber sido evaluadas
durante el curso (asistencia, actitud en el laboratorio y realizacion de los cuadernos de practicas)

DESCRIPCION DE LAS PRUEBAS QUE FORMARAN PARTE DE LA EVALUACION UNICA FINAL ESTABLECIDA EN LA
“NORMATIVA DE EVALUACION Y DE CALIFICACION DE LOS ESTUDIANTES DE LA UNIVERSIDAD DE GRANADA”

Aquellos estudiantes que no puedan acogerse por diversos motivos al sistema de evaluacién continua,
podran someterse a un proceso de evaluacion tnica final, solicitdndolo al Director del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular I durante las dos primeras semanas de imparticion de la asignatura.

La evaluacioén Unica final constara de un examen escrito de los contenidos del programa teérico de la
asignatura, y un examen de los contenidos del programa de practicas, que podra incluir preguntas de
desarrollo o de opcién multiple, problemas numéricos, asi como la realizacion experimental de alguna
practica de laboratorio.

La nota final de la asignatura se obtendra de la nota de teoria, que supondra hasta el 70% de la nota final, y
de la nota de practicas que supondra hasta el 30% de la nota final.

PROGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES PRESENCIALES ACTIVIDADES NO PRESENCIALES
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Teoria Practicas | Examenes Estudio de Preparacion
SEMESTRE 5 " 1
Tema (horas) (horas) (horas) Contenidos teoriay de trabajos
problemas
(horas)
(horas)

SEMANA 1 Introduccion. Entrega de material para el disefio de un protocolo
12 2 experimental Técnicas  bioquimicas de extraccion y 1

(10-14sep) , s i 1 0

caracterizacion de lipidos.

Técnicas de purificacion de proteinas. Principios basicos.
Estrategias de purificacion

SEMANA 2 34 1

(17-21sep) ’ 3 Técnicas inmunoldgicas de caracterizacion y analisis de la 10
expresion de proteinas.
Caracterizacion cinética de enzimas.

SEMANA 3

(24-28sep) 5,6,7 4 Aislamiento y caracterizacion parcial de proteinas 1 10
Preparacion de protocolos experimentales
-Extraccion y caracterizacion de lipidos neutros, fosfolipidfos,
colesterol y diaciglicerol. Cuantificacion
-Fraccionamiento proteico por precipitacion con sulfato amonico
-Purificacion de GST mediante cromatografia de afinidad.

SEMANA 4 -Determinacion de concentracion de proteinas y actividad

P1-8 33/G-I imatica GST
(1-50ct) (G1) enzimatica . 1

-Caracterizacion cinética de una enzima: determinacion de la Km y
Vmax

-Andlisis de la cantidad de proteina en cada fraccion mediante
SDS-PAGE

-Andlisis de la cantidad especifica de la proteina en cada fraccion
mediante inmunoblotting

-Fraccionamiento proteico por precipitacion con sulfato amonico

SEMANA 5§ P9 (G1) 5/G-1 -Purificacion de GST mediante cromatografia de afinidad.
(8-11oct) P1-4 (G2) 20/GlI -Caracterizacion cinética de una enzima: determinacién de la Km 1
y Vmax.

-Determinacion de concentracion de proteinas y actividad
enzimatica GST.
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5(115]5\4?9%)6 P1-3(62) 15/l 1,5/G- 3,5 6
Prueba -Fraccionamiento proteico por precipitacion con sulfato amonico
(@h -Purificacion de GST mediante cromatografia de afinidad.
-Caracterizacion cinética de una enzima: determinacion de la Km
y Vmax.
Prueba practicas grupo | (15 octubre)
-Determinacion de concentracion de proteinas y actividad
enzimatica GST.
-Analisis de la cantidad de proteina en cada fraccion mediante
P49 (G2) SDS-PAGE.
5(226]\(])21)7 23/Gll 1,5/G-ll -Analisis de la cantidad especifica de la proteina en cada fraccion 35 6
?GrLZJTba mediante inmunoblotting ’
-Extraccion y caracterizacion de lipidos neutros, fosfolipidos,
colesterol y diaciglicerol.
- Prueba practicas grupo Il (24 octubre)
SEMANA 8 376l Realizacion de tablas de purificacion y Tratamiento y presentacion
(290ct- P10-11 (Gl ally Gl de resultados (30 octubre) 35 6
2nov) Gly Glll) y ’
SEMANA 9 Prueba : - Prueba practicas grupo Ill (9 Noviembre)
(5-9n0v) (©3) 1,5/G-l 3,5 6
SEMANA 10
(12-15n0v) 6
SEMANALL | p1 (G|, GI 2/Gi, GlI , ,
(19-23nov) y GlIl) ’ y Glil Exposicion de resultados (sesion de poster) (20 noviembre)
SEMANA 12
(26nov- 5,5
30nov)
SEMANA 13
(3-7dic) 35 Examen temario de teoria y practicas (3 Diciembre) 5,5
SEMANA 14
(10-14dic)
Total horas 9 43 8 30 60
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