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1. ASIGNATURA / COURSE TITLE

BIOQUIMICA EXPERIMENTAL I/EXPERIMENTAL BIOCHEMICAL |

1.1. Codigo / Course Code
18214

1.2. Materia / Content area

BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR/BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR
BIOLOGY

1.3. Tipo / Course type

Obligatoria/ Compulsory

1.4. Nivel / Course level

GRADO / BACHELLOR

1.5. Curso / Year

SEGUNDO / SECOND YEAR

1.6. Semestre / Semester

PRIMERO / FIRST SEMESTER

1.7. Idioma / Language

Espafol. Se emplea también Inglés en material docente / In addition to
Spanish, English is also extensively used in teaching material

1.8. Requisitos Previos / Prerequisites

Se recomienda haber superado las materias impartidas en el primer ano y
tener buen conocimiento de inglés que permita al alumno leer bibliografia de
consulta
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It is encouraged to have passed the subject matters of the first course and to
have a good level of English that enables the students to read references in
the language

1.9. Requisitos minimos de asistencia a las sesiones
presenciales / Minimum attendance requirement

La asistencia a las clases practicas es obligatoria / Attendance to practical
sessions is mandatory.

1.10. Datos del equipo docente / Faculty data

Jose Maria Requena Rolania

(Coordinador) Departamento de Biologia Molecular
Facultad de Ciencias
Teléfono: 91 497 89 93
e-mail: jm.requena@uam.es

El resto del profesorado implicado en la asignatura puede consultarse en la
pagina web del titulo:
http://www.uam.es/ss/Satellite/Ciencias/es/1242671468321/listadoCombo/
Profesorado.htm

1.11. Objetivos del curso / Course objectives

El objetivo de esta asignatura es fomentar, a través de la metodologia
docente empleada y las actividades formativas desarrolladas a lo largo del
curso, que el estudiante, al finalizar el mismo haya adquirido:

1. Experiencia practica sobre algunas de las técnicas fundamentales de
Bioquimica, Biologia molecular y Fisiologia molecular.

2. Conocimiento de los principios y aplicaciones de los métodos
experimentales fundamentales y de los instrumentos utilizados en
Bioquimica y Biologia Molecular, con énfasis en las técnicas de
aislamiento y caracterizacion de macromoléculas biologicas.

3. Capacidad para la interpretaciéon de los resultados obtenidos en
experimentos, explicadas en las asignaturas teodricas, que impliquen el
uso de las técnicas explicadas en esta asignatura.

Estos resultados de aprendizaje contribuyen a la adquisicion de las siguientes
competencias del titulo:
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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 resolucion de
cuestiones y problemas en el ambito de las Biociencias Moleculares utilizando
el método cientifico.

CG3.- Capacidad de reunir e interpretar datos relevantes dentro del area de
la Bioquimica y Biologia Molecular, asi como de extraer conclusiones y
reflexionar criticamente sobre las mismas en distintos temas relevantes en el
ambito de las Biociencias Moleculares.

CG4.- Capacidad para transmitir informacioén, ideas, problemas y soluciones
dentro del area de la Bioquimica y Biologia Molecular, incluyendo la capacidad
de comunicar aspectos fundamentales de su actividad profesional a otros
profesionales de su area, o de areas afines, y a un publico no especializado

CG5.- Haber desarrollado las habilidades de aprendizaje necesarias para
emprender estudios posteriores de especializacion con un alto grado de
autonomia, incluyendo la capacidad de asimilacion de las distintas
innovaciones cientificas y tecnologicas que se vayan produciendo en el ambito
de las Biociencias Moleculares.

CE3.- Comprender los principios basicos que determinan la estructura
molecular y la reactividad quimica de las biomoléculas sencillas.

CE4.- Comprender los principios que determinan la estructura de las
macromoléculas biologicas (incluyendo proteinas y acidos nucleicos), asi como
de los complejos supramoleculares bioldgicos, y ser capaz de explicar las
relaciones entre la estructura y la funcion.

CE10.- Comprender los aspectos esenciales de los procesos metabdlicos y su
control, y tener una vision integrada de la regulacion y adaptacion del
metabolismo en diferentes situaciones fisioldgicas, con especial énfasis en la
especie humana.

CE16.- 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 biologicas.

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.
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CE22- Capacidad para trabajar de forma adecuada en un laboratorio
bioquimico con material bioldégico y quimico, incluyendo seguridad,
manipulacion, eliminacion de residuos biologicos y quimicos, y registro
anotado de actividades.

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

CE24.- Poseer las habilidades matematicas, estadisticas e informaticas para
obtener, analizar e interpretar datos, y para entender modelos sencillos de
los sistemas y procesos bioldgicos a nivel celular y molecular.

CE25.- Saber buscar, obtener e interpretar la informacion de las principales
bases de datos bioldgicos (genomicos, transcriptomicos, protedmicos,
metabolomicos y similares derivados de otros analisis masivos) y de datos
bibliograficos, y usar las herramientas bioinformaticas basicas.

CE26.- Capacidad para plantear y resolver cuestiones y problemas en el
ambito de la Bioquimica y Biologia Molecular a través de hipétesis cientificas
que puedan examinarse empiricamente.

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

CT1.- Capacidad de razonamiento critico y autocritico.

CT2.- Capacidad para trabajar en equipo de forma colaborativa y con
responsabilidad compartida.

CT4.- Capacidad de aprendizaje y trabajo autonomo.

CT5.- Capacidad para aplicar los principios del método cientifico.

CT7.- Capacidad de utilizar las herramientas informaticas basicas para la
comunicacion, la busqueda de informacion, y el tratamiento de datos en su
actividad profesional.

CT8.- Capacidad de lectura de textos cientificos en inglés.

CT9.- Capacidad de comunicar informacion cientifica de manera clara y
eficaz, incluyendo la capacidad de presentar un trabajo, de forma oral y

escrita, a una audiencia profesional, y la de entender el lenguaje y propuestas
de otros especialistas.
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1.12. Contenidos del Programa / Course Contents

La asignatura, de caracter esencialmente practico, se estructura en tres
bloques, cada uno destinado al aprendizaje, a través de su utilizacion, de
técnicas fundamentales encuadradas en los campos de conocimiento de las
asignaturas impartidas durante el primer cuatrimestre del 2° curso del Grado
en Bioquimica.

Blogue I: FISIOLOGIA

El programa de practicas de Fisiologia incluye el estudio de los siguientes
aspectos:

1. Estudio de la anatomia de los principales sistemas organicos en la rata.
Realizacion de la diseccion de rata como modelo experimental animal mas
comUnmente utilizado en el laboratorio. Reconocimiento e identificacion de
los 6rganos que integran los diferentes sistemas del organismo en mamiferos.

2. Estudio de la hemostasia sanguinea. Determinacion del hematocrito y de
la concentracion de hemoglobina. Contaje de células sanguineas con camara
de Neubauer. Analisis de la resistencia globular a cambios osmoticos.
Caracterizacion del grupo sanguineo.

3. Sistema Nervioso. Receptores sensoriales. Sentidos y reflejos.
Reconocimiento de las distintas modalidades de recepcion sensorial:
mecanorrecepcion (tacto y oido), quimiorrecepcion (gusto) y fotorrecepcion
(vista). Realizacion y analisis de actos reflejos humanos tales como el reflejo
rotuliano, los reflejos oculomotores o reflejo el vestibular.

4. Sistema renal y analisis bioquimico de la orina con fines diagnoésticos.
Determinacion de parametros fisico-quimicos en orina. Interpretacion vy
discusion del analisis de orina e identificacion de posibles patologias.

Blogue II: BIOQUIMICA FiSICA Y ESTRUCTURA DE MACROMOLECULAS

Se realizan los siguientes grupos de practicas.

1. Espectrofotometria ultravioleta-visible de proteinas, nucleétidos y
acidos nucleicos. Determinacion de espectros de absorcion de moléculas,
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utilizando para ello moléculas bioldgicas. Verificacion de la ley de Lambert-
Beer. Calculo del coeficiente de extincion molecular de moléculas biologicas.

2. Determinacion potenciométrica del pK de un acido débil. Obtencion de
curvas de titulacion de un acido débil en varias condiciones experimentales.
Calculo experimental del pK de un acido o base débil. Efecto de la fuerza
ionica sobre el pK de un acido en disolucion y sobre el pH de la disolucion.
Fundamento de las soluciones reguladoras o tamponantes.

3. Determinacion de la estabilidad de grupos tiol y los parametros de
cinética quimica. Determinacion de la presencia de grupos tiol mediante la
reaccion de Ellman. Aplicacion de la ley de Lambert-Beer. Efectos del pH y la
presencia de metales en la estabilidad de grupos tiol. Métodos de
determinacion del orden de reaccion y del tiempo de vida media de una
molécula en solucion.

4. Cristalizacion de la lisozima mediante la técnica de equilibrio de vapor
en gota colgante. Fundamentos tedrico-practicos de la cristalizacion de
proteinas y de la determinacion de la estructura tridimensional de moléculas
a partir del espectro de difraccion de rayos-X de moléculas biologicas.
Obtencion de forma experimental de cristales de lisozima y su observacion por
microscopia.

5. Plegamiento de proteinas: determinacion cuantitativa de la estabilidad
conformacional de una proteina mediante una aproximacion
termodinamica. Fundamentos teorico-practicos de la espectroscopia de
fluorescencia. Calculo de la energia libre de Gibbs asociada al proceso de
desnaturalizacion de una proteina a través de la determinacion de los cambios
en la emision de fluorescencia.

6. Modelado por homologia de la estructura tridimensional de una
proteina. Utilizacion de herramientas bioinformaticas basicas para la
busqueda por homologia, realizacion de alineamientos multiples, prediccion
de estructura secundaria, busqueda de motivos estructurales y modelaje
molecular. Estudio de un caso practico: a partir de la secuencia primaria de
una proteina problema se determinaran sus caracteristicas estructurales y
funcionales tedricas.

Bloque Ill: METODOLOGIA BIOQUIMICA
Este blogue se desarrollara a lo largo de diez jornadas de practicas en la que

utilizaran las técnicas que se indican a continuacion. Todas las practicas estan
estructuradas de acuerdo a un plan de trabajo con continuidad experimental.
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1. Precipitacion fraccionada de proteinas. Se llevara a cabo una
precipitacion selectiva de las proteinas presentes en el suero, mediante
etapas combinadas de adicion de sulfato amonico y centrifugacion diferencial.

2. Determinacion cuantitativa de proteinas. En esta practica se emplea un
método clasico, método de Lowry, pero muy adecuado para ilustrar
experimentalmente los fundamentos conceptuales que son comunes a la
mayoria de los métodos de determinacion de la cantidad de proteinas
presentes en una muestra. El objetivo experimental es determinar la cantidad
de proteinas presentes en las distintas fracciones obtenidas en la practica 1.

3. Cromatografia de intercambio i6nico. La cromatografia de intercambio
ionico se fundamenta en las propiedades acido-base de las proteinas, y
permite separar proteinas de acuerdo con su composicion aminoacidica y del
pH del medio en el que se encuentran. Para el desarrollo de esta practica se
utilizaran algunas de las fracciones obtenidas en la practica 1, y cuantificadas
en la practica 2.

4. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-
PAGE). Se trata de ilustrar una técnica tremendamente utilizada en biologia
molecular, y que permite separar las proteinas en funcién de su tamafo
molecular. En esta practica se analizaran las muestras obtenidas en las
practicas 1 y 3. Para la visualizacion del resultado de la electroforesis se
utilizara la tincion con Azul de Coomassie. A partir de la imagen, se procedera
a la determinacion de los pesos moleculares aproximados de las proteinas
presentes en las distintas fracciones.

5. Cromatografia de filtracion molecular. Esta técnica es utilizada tanto
para la separacion de proteinas en funcion de su tamano molecular como para
determinar la estructura cuaternaria de las proteinas. En esta practica se
ilustrara su utilidad en la determinacion de la estructura cuaternaria,
empleandose para ello una matriz de Sephadex G-100 y una mezcla
constituida por las enzimas catalasa y lisozima.

6. Determinacion de proteinas y actividades enzimaticas. Esta practica es la
continuacion de la practica 5, y esta destinada a monitorizar de una forma
rapida y efectiva la presencia y la cantidad de cada una de las proteinas en
las distintas fracciones obtenidas tras la cromatografia de filtracion
molecular. Para la determinacion de la cantidad de proteinas se utilizara un
nuevo método de cuantificacion, basado en la utilizacion del reactivo de
Bradford. Asimismo, se determinaran las actividades propias de las enzimas
catalasa y lisozima.

7-8. Electroforesis SDS-PAGE y transferencia de proteinas a membranas
(Western blot). La separacion de proteinas por electroforesis en condiciones
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desnaturalizantes y la subsiguiente transferencia de proteinas a membranas
son dos técnicas inseparables en el objetivo de la identificacion de proteinas
mediante la utilizacion de anticuerpos especificos (practica 9). Para ilustrar
estas metodologias se emplearan las fracciones proteicas obtenidas en las
practicas 1y 3.

9. Deteccion inmunolégica de proteinas. La existencia de forma comercial
de anticuerpos frente a la mayoria de proteinas de humanos y raton hace de
la deteccidn inmunologica una de las técnicas experimentales mas utilizadas
en la investigacion biomédica. En esta practica se ilustra su utilizacion y los
fundamentos de los métodos de deteccion de la unidn especifica antigeno-
anticuerpo.

Todas las practicas, en los distintos bloques, tendran su correspondiente
tiempo dedicado a la discusion de los resultados experimentales obtenidos
(Seminarios) y los alumnos deberan elaborar y presentar informes detalladas
sobre los resultados obtenidos en cada una de las practicas (Cuaderno de
laboratorio).

1.13. Referencias de Consulta / Course bibliography

Al comienzo de las practicas se suministrara a cada alumno un extenso guion
que incluira la explicacion del fundamento teorico, los objetivos practicos
perseguidos y los métodos experimentales de cada una de las practicas.

Bibliografia general.

- Atkins, P.W. Quimica Fisica (8® Ed.). Panamericana, 2008.

- Gomez-Moreno Calera, J. y Sancho Sanz, J. Estructura de proteinas.
Editorial Ariel SA, 2003.

- Levine, I.N. Fisicoquimica (6* Ed.). Mc Graw-Hill, 2014.

- Stephenson, F.H. Calculo en biologia molecular y biotecnologia. Elsevier
Espana, 2012.

Bibliografia especifica.

- Bagchi, A. (2014). Sequence based protein structure prediction software
tools. Research 1, 592.

- Hung, Y.T., and Lin, Y.C. (2010). Kinetic studies of the oxidation of
glutathione in protein refolding buffer. Bioprocess Biosyst Eng. 33: 277-86.
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- Kurtin, W.E. and Lee, J.M. (2002) The free energy of denaturation of
lysozyme: An undergraduate experiment in Dbiophysical chemistry.
Biochemistry and Molecular Biology Education 30(4):244-247.

Paginas WEB.
- http://www.molecularstation.com

Esta pagina ofrece informacién sobre diversas técnicas moleculares vy
animaciones que permiten entender de forma clara y sencilla el fundamento
de las mismas.

- http://www.xtal.igfr.csic.es/Cristalografia/

Pagina del Departamento de Cristalografia y Biologia Estructural del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas.

2. Métodos Docentes / Teaching methods
Se utilizaran las siguientes metodologias docentes.

Clases practicas.

La asignatura es esencialmente practica y se desarrolla en laboratorios
equipados con el instrumental necesario para el desarrollo de las distintas
practicas.

Seminarios.

Al comienzo de cada practica se resumiran los fundamentos teoricos y se
indicaran los objetivos practicos a alcanzar. Asimismo, se organizaran
seminarios de analisis y discusion de los resultados experimentales.

Informes escritos.
Los alumnos realizaran informes escritos sobre el desarrollo experimental y
los resultados obtenidos en cada una de las practicas.

Tutorias Individuales.
Los alumnos dispondran de sesiones concertadas con los profesores para
resolver dudas o comentar aspectos especificos de las practicas

Examenes parciales.
Los alumnos seran sometidos a pruebas (orales o escritas) como parte de la
evaluacion continua de los conocimientos adquiridos.
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3. Tiempo de Trabajo del Estudiante / Student

workload
Horas Horas no

Actividad presenciales presenciales TOTAL
CLASES PRACTICAS 80 35 115
SEMINARIOS 10 10
TUTORIAS 11 11
EXAMENES 4 4

Carga total de horas de trabajo: 94 46 150

4, Métodos de Evaluacion y Porcentaje en la

Calificacion Final / Evaluation procedures and
weight of components in the final grade

Los resultados del aprendizaje relacionados con las competencias enumeradas
anteriormente seran evaluados como sigue:

Los resultados de aprendizaje relacionados con la adquisicion de
conocimientos y su aplicacion a la resolucion de problemas y casos practicos,
asi como la capacidad de sintesis se evaluaran mediante examenes escritos.

En los seminarios y durante las clases practicas se evaluaran los resultados de
aprendizaje y competencias adquiridas relacionados con la aplicacion de los
contenidos teodricos a la resolucion de casos practicos, y también se evaluara
la capacidad de trabajo en grupo.

Con la elaboracion de informes se evaluara la capacidad de analisis y sintesis,
de busqueda y seleccion de informacion y la presentacion e interpretacion de
resultados.

La contribucion de cada uno de los métodos de evaluacion a la calificacion
final sera la siguiente:
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- Habra un examen final de la asignatura en el que se evaluaran todos los
contenidos de las practicas, cuyo valor representara el 60 % de la nota final.

- En el laboratorio se realizara una evaluacion continua, que puede ser oral o
mediante pruebas cortas escritas, del conocimiento adquirido por los alumnos
sobre el contenido de las diversas practicas. Igualmente se evaluara el interés
y destreza del alumno en la preparacion y realizacion de los experimentos
propuestos. El valor de este apartado supondra el 20 % de la nota final.

- El alumno elaborara informes escritos (cuaderno de laboratorio) en el que
anotara el desarrollo experimental, resultados obtenidos e interpretacion de
los mismos para cada una de las practicas. La evaluacion de dicho cuaderno
por el profesor contribuira otro 20% a la calificacion final de la asignatura.

Aquel alumno que no asista a las clases practicas, no entregue el cuaderno de
laboratorio o no realice el examen final sera calificado en la convocatoria
ordinaria como “No evaluado”.

La convocatoria extraordinaria se realizara con criterios semejantes a la
ordinaria. Habra un examen que incluira todos los contenidos de las practicas
(60 % de la nota). El 40 % restante correspondera a las calificaciones
obtenidas en el cuaderno (20 %), que podra ser mejorado, y la calificacion
derivada de la evaluacion continua que se hizo durante el periodo lectivo (20
%).

*
5. Cronograma® / Course calendar
Semana Contenido Horas presenciales
Week Contents Contact hours

1 FISIOLOGIA 16
BIOQUIMICA FISICAY

2-4 ESTRUCTURA DE 24
MACROMOLECULAS

METODOLOGIA

5y6 BIOQUIMICA

40

* . , . .
Este cronograma tiene caracter orientativo.



