LABORATORI I

Ensenyament: Bioquimica

Tipus d'assignatura: Obligatoria

Credits: 6 Practics

Departament responsable: Bioquimica i Biologia Molecular
Professor coordinador: Dr. Vicent Casado

Altre professorat: Dr. Joan Carles Domingo
Idioma: Catala

Semestre: Primer

Objectius

Aquesta és una assignatura de tipus practic en la qual l'alumne ha de
familiaritzar-se amb el treball en el laboratori, adquirint habilitat en 1’aplicacio,
desenvolupament i correcta interpretacié de resultats de diferents técniques basiques
usualment utilitzades en el laboratori bioquimic. Paral-lelament, 1'alumne rebra uns
conceptes teorics d’aquestes técniques de laboratori que li permetran entendre i
desenvolupar correctament les diferents técniques bioquimiques emprades al llarg de les
practiques a realitzar.

Programa

1.- Introduccidé. Presentacié del programa del curs, metode d'avaluacié 1 estratégia
docent. Organitzaci6 del curs, distribucié de practiques i grups. Organitzacié del
laboratori. Material basic. Balances 1 micropipetes. L’aigua. Controls i blancs.
Preparacio de dissolucions i solucions fisiologiques. pH 1 solucions amortidores.
Tecniques de deteccio i tecniques de separacid-purificacio.

Aplicacions practiques: Preparacié de dissolucions i amortidors. Manipulacidé de
balances i micropipetes.

2.- Técniques de centrifugacio. Velocitat i coeficient de sedimentacid. Centrifugacio
diferencial 1 en gradient de densitat. Centrifugacio analitica. Tipus de centrifugues,
rotors 1 tubs. Aplicacions. Seguretat.

Aplicacions practiques: Utilitzaci6 de centrifugues preparatives. Centrifugacio
diferencial. Obtenci6 de membranes cel-lulars. Obtencid d’extractes cel-lulars 1 de
citosol.

3.- Técniques espectroscopiques. Principis generals. Espectre electromagnétic.
Espectrometria d'absorci6 molecular visible i1 ultraviolada. Espectrometria d’absorcio 1
d'emissié atomica. Espectrometria de dispersi6 de la radiaci6é. Aparells i cubetes.
Aplicacions bioquimiques; el problema dels blancs i1 dels patrons.

Aplicacions practiques: Quantificacid de proteines. Determinacié de la permeabilitat
de la membrana dels eritrocits.



4.- Primeres etapes de separacié6 i purificaci0 de material biologic.
Homogeneitzacio. Fraccionament subcel-lular. Tractament térmic i1 de pH.
Fraccionament sali i amb dissolvents organics. Solubilitzaci6 de membranes amb
detergents. Filtracid, ultrafiltracid, concentraci6 i dialisi.

Aplicacions practiques: Homogeneitzacid de teixits. Separacid de proteines del sérum
per fraccionament sali, dialisi de les mostres i concentracid per ultrafiltracio.
Solubilitzacié de membranes amb detergents.

5.- Tecniques cromatografiques. Principis generals. Fase mobil 1 estacionaria.
Classificaci6 de les teécniques cromatografiques. Cromatografia d'adsorci6 i1 de
repartiment. Cromatografia d'exclusid molecular. Cromatografia de bescanvi ionic.
Cromatografia d'afinitat. Aplicacions bioquimiques.

Aplicacions practiques: Cromatografia en capa prima d'una mescla de lipids. Separacio
de molecules per cromatografia d'exclusiéo molecular. Separacié de proteines del sérum
per cromatografia de bescanvi ionic.

6.- Técniques electroforetiques (introducci6). Principis generals. Medis selectius i no
selectius. Punt isoeléctric 1 separacid per carrega. Separacid per grandaria molecular.
Deteccid i quantificacié de mostres. Material electroforetic.

Aplicacions practiques: Analisi electroforcética de proteines del sérum amb tires
d'acetat de cel-lulosa.

7.- Técniques immunoquimiques. Principis generals. Producciéo d'anticossos.
Tecniques amb reactius marcats i no marcats. Aglutinacié. Immunoprecipitacio.
Radioimmunoassaig (RIA). Dot-blot i Enzim-immunoassaig (ELISA). Marcatge amb
fluoresceéncia i amb quimioluminisceéncia. Aplicacions analitiques i preparatives.

Aplicacions practiques: Immmunodetecci6 d'albimina per dot-blot.

8.- Técniques radioisotopiques. Fonaments de la radioactivitat. Tipus d'emissio
radioactiva. Interaccié emissio-materia. Deteccid 1 mesura. Analisi de dades.
Radioproteccidé. Marcatge de compostos bioquimics. Aplicacions bioquimiques i
farmacologiques.

Aplicacions practiques: Caracteritzaci6 farmacologica d'un receptor hormonal
mitjancant técniques radioisotopiques.

Practiques

1. Preparacié de dissolucions 1 amortidors. Micropipetes. Obtencié de mostres
biologiques.

Quantificaci6 de proteines

Permeabilitat d'eritrocits

Immunodeteccid d'albumina per dot-blot

Cromatografia en capa prima d'una mescla de lipids

Separacié de proteines del serum per cromatografia de bescanvi ionic i

SRR



fraccionament sali

7. Separacié de molecules per cromatografia d'exclusié molecular

Analisi electroforética de proteines del sérum amb tires d'acetat de cel-lulosa

9. Caracteritzaci6 farmacologica d'un receptor hormonal mitjangant técniques
radioisotopiques.

S

Objectius concrets

1. Familiaritzar-se amb el treball al laboratori bioquimic i aprendre a emprar les
tecniques basiques (especialment les relacionades amb la manipulacié de
proteines)

2. Aprendre a treballar en grup en el laboratori: distribucid de tasques i
discussio de resultats dins el grup

3. Elaborar un quadern de laboratori: claredat, rigor, portat al dia, ...
4. Saber discutir els resultats i1 exposar-los en grup
5. Adquirir els conceptes teorics que fonamenten les técniques emprades al
laboratori
6. Assolir I’habilitat per aplicar cada técnica segons el problema concret a
resoldre
Metodologia docent

Per tal de facilitar i optimitzar el treball dels alumnes:
- els alumnes es distribuiran en 4 grups de practiques d’uns 16 alumnes
- dins de cada grup, les practiques es desenvoluparan per parelles
- previament a la realitzacié de les practiques, I’alumne disposara d’un guié detallat que
li permeti la preparacio prévia de les mateixes i li faciliti la realitzaci6 i la comprensio
de les practiques
- cada alumne realitzara el seu quadern personal de practiques, on anotara els diferents
processos efectuats, amb especial atencid als resultats obtinguts, calculs realitzats i
comentaris (discussio de resultats) de forma concisa i especialment clara
- el professor explicara el fonament teoric de les diferents practiques i1 técniques que es
desenvoluparan al laboratori, aclarira tots els dubtes que puguin sorgir, i guiara als
alumnes al llarg de les diferents sessions
- al finalitzar les sessions de practiques caldra posar en comu els resultats obtinguts pels
diferents grups, aixi com discutir-los per posar de manifest el significat que puguin tenir
- l’assisténcia a les diferents sessions de practiques sera obligatoria, no aixi a les
sessions de conceptes teorics 1 de discussid de resultats, tot 1 que també és molt
recomanable i avaluable de forma addicional.

Les sessions d’explicacio dels fonaments de les diferents practiques i técniques
tindran una durada de 3 hores cadascuna i les de desenvolupament de les practiques de 5
hores cadascuna. En la mateixa sessid, els diversos grups d’alumnes realitzaran varies
practiques, de forma que, al no coincidir tots els grups en la utilitzacid del material 1
aparells del laboratori, s’optimitzara la seva utilitzacio i es reduira el temps d’espera
innecessari 1 les cues. L’alumne disposara d’un total de 9 practiques per realitzar en
sengles dies.



Avaluacio

El fet de que els grups de practiques siguin poc nombrosos i la propia naturalesa
de I’assignatura permeten realitzar un seguiment més individualitzat dels alumnes pel
que fa a I’assisténcia (obligatoria), a I’interés mostrat davant les practiques, la destresa
mostrada en la seva execucid, aixi com al treball en equip (qualificacié de laboratori:
15%, imprescindible aprovar).

Les aportacions fetes el dia de 1’exposicié en comu dels resultats i la discussio
dels mateixos sera valorada i podra incrementar entre 0 i 1 punt la qualificacio final de
’assignatura

També es realitzara un control dels resultats obtinguts, calculs efectuats i
discussio dels resultats a partir del quadern de laboratori personal de cada alumne
(qualificacid del quadern: 15%, imprescindible aprovar).

A més, I’avaluaci6 es completara, una vegada finalitzades les practiques, amb la
realitzacio d’una prova de sintesi escrita (70%, imprescindible aprovar) dels conceptes
teorics 1 practics treballats al llarg de 1’assignatura.

Com I’assisténcia a les practiques €s obligatoria I’avaluacio és continuada per a
tot ’alumnat.

El fet de faltar a una sessi6 de practiques (i no recuperar-la), de no aprovar la
qualificaci6 de laboratori (actitud i destresa) o de no aprovar la qualificacié del quadern
de practiques comportara la necessitat de matricular de nou I’assignatura. Si no se
supera la prova de sintesi escrita es pot optar a una segona convocatoria de la mateixa,
mantenint la qualificacio dels altres apartats.

Manual de practiques

Els guions recollits en aquest manual presenten cada una de les practiques de
manera resumida, incidint especialment en els aspectes metodologics més que en els
fonaments tedrics, els quals, com ja s'ha comentat, s'impartiran en sessions especifiques 1
l'alumne també pot consultar, si s’escau, en els manuals i llibres de text que figuren a la
bibliografia.

La descripcio de cada practica inclou, junt amb el llistat de reactius i d'altre
material necessari, una petita introduccidé on es presenten els aspectes conceptuals de la
técnica 1 es comenta la seva finalitat. A continuacio, es descriu amb forca detall el
protocol a seguir, amb indicaci6 exacta de volums, temps, etc. Finalment, s'inclouen
algunes preguntes per tal que I'alumne pugui aprofundir en el significat i ’aplicabilitat del
procés que acaba de realitzar i, a l'hora, el professor pugui apreciar el grau de
coneixement obtingut per I'alumne.

El manual es troba als dossiers electronics de I’assignatura 1 s’actualitza anualment
abans de I’inici del nou curs.



