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INSTRUMENTACION BIOLOGICA.
OBJETIVO: Aprendizaje de los fundamentos tebricos y aplicaciones de métodos
instrumentales para la separacion, purificacion, deteccion, caracterizacion vy
cuantificacion de moléculas de interés biologico.

PROGRAMA ANALITICO:

Médulo 1. TECNICAS DE CENTRIFUGACION

Procesos de transporte en un campo centrifugo. Ecuacion de Svedberg.
Coeficiente de . sedimentacion. Equipos. Rotores. Ultracentrifugacién
preparativa y analitica. Métodos de centrifugacion preparativa. Centrifugacion
diferencial, zonal, zonal en un gradiente de densidad, isopicnica. Centrifugacion
en gradiente. Recuperacion de las muestras tras una separacion en gradiente.
Condiciones de centrifugacion. Aplicaciones a muestras biologicas. Separacian
de células. Fraccionamiento subcelular. Determinacion del coeficiente de
scedimentacion de proteinas. Centrifugacién isopicnica de muestras de ADN.

Centrifugacion en rotores de flujo continuo.

Médulo 2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Cromatografia en fase gaseosa. Principios. Componentes del equipo. Eficiencia.
Velocidad optima. Teoria y técnica de la columna cromatografica. Detectores.
Parametros importantes de un cromatograma. Capacidad. Resolucion. Analisis
cuali y cuantitativo.

Sistemas cromatograficos de elevada resolucion (HPLC, FPLC).
Caracteristicas y propiedades generales. Columnas: resolucién, eficiencia,
selectividad, factor de capacidad. Cromatografia sélido-liquido. Mecanismos.-
Interacciones adsorbente-soluto. Preparacion de columnas. Seleccion de
solventes. Precolumnas. Aspectos practicos y ejemplos.

Cromatografia de Particién, Intercambio Iénico, Exclusion Molecular, Afinidad.

Fundamentos y aplicaciones.

Modulo 3. TECNICAS ELECTROFORETICAS

Electroforesis. Factores que influyen en electroforesis: eléctricos, fisicas,
quimicos. Movilidad electroforética. Equipamiento: fuentes de poder, unidades
electroforéticas. Medios soporte. Electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE). Caracteristicas de la polimerizacion. Catalizadores. Tamafo de poro.
Movimiento de las moléculas en el gel. PAGE en condiciones nativas y
desnaturalizantes. Utilizacion de dodecil sulfato de sodio (SDS) y agentes
reductores. Procedimientos analitico y preparativo. Sistemas homogéneos.
Sistemas de buffers discontinues: limite movil, isotacoforesis y ley de Kohlrausch.
Determinacion de pesos moleculares: diagrama de Ferguson, SDS-PAGE y
gradientes de poro. Técnicas de deteccion de macromoléculas. Transferencia

eléctrica a membranas de nitrocelulosa.
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Electroforesis y deteccién inmunolégica. Fundamento de las técnicas.
Inmunofijacién, inmunoelectroforesis, contrainmunoelectroforesis,
electroinmunodifusion modnodimensional ("rocket") y bidimensional.
Electroforesis en geles de agarosa. Factores que afectan la separacion.
Condiciones técnicas. Seleccion de reactivos. Detecciéon en geles con bromuro de
etidio. Transiluminador. Aplii:aci(‘)n a productos de PCR y apoptosis (“ladder”).
Isoelectroenfoque. Teoria general. Principios fisicoquimicos. Medios soporte: gel
de acrilamida y de agarosa. Anfolitos. Formacién y determinaciéon de gradientes
de pH. Gradientes naturales e inmovilizados. Determinacién de puntos
isoeléctricos de proteinas. Ecuacion diferencial del poder resolutivo. Curvas de
titulacién. Equipos. Fuentes de poder de alto voltaje. Sistemas de refrigeracion.
Electroforesis bidimensional: combinacién de isoelectroenfoque y SDS-PAGE.
Deteccion. Perfiles proteicos. Bases de datos. Analisis computacional.
Electroforesis capilar: Fundamento, principios. Equipamiento. Capilares.
Métodos de deteccion. Factores que afectan elpoder resolutivo. Campo eléctrico,
fuerza electroendosmoética, dispersion, movilidad, tiempo de migracion. Modos de
operacion: de zona (CZE), cromatografia miscelar electrocinética (MEKC),
isoelectroenfoque (CIEF), isotacoforesis (CITP). Equipos. Factores que modifican el

fraccionamiento. Aplicaciones.

Médule 4. ESPECTROFOTOMETRIA
Energia radiante, su interaccién con la materia y delimitacion de zonas de trabajo.
Partes constituyentes de un espectrofotometro. Fuentes: UV, Vis, IR; clases y

caracteristicas de las mismas. Monocromadores: distintos tipos. Ventajas y

limitaciones de cada uno. Celdas, clases y ambitos de trabajo. Detectores de vacio y

de estado sélido, tipos y caracteristicas. Propiedades de los elementos constituyentes
¥y sus materiales. Equipos de simple haz y de doble haz: sistemas de registro de
espectros. Comparacion entre sistemas. Parametros éptimos en espectrofotometria.
Ancho de banda. Ancho de ranura. Relaciones entre los mismos: resolucion, luz
espuria. Estudio detallado de algunos aparatos tipicos y su mecanismo de
funcionamiento. Detalles operativos. Verificacién de los equipos: reproducibilidad,
exactitud fotométrica, exactitud de la longitud de onda, resoluciéon, cifra de luz
espuria, etc. Sistemas y normas de control de parametros instrumentales.
Espectrofotometria de derivadas. Conceptos basicos y fundamentos del métodos.
Métodos de obtenciéon de espectros de derivadas: opticos, por derivacion electronica
analogica y por procesamiento digital de la informacion.

Otras técnicas espectrofotométricas modernas: sistemas a detectores integrados
extensos de fotodiodos ("Linear array"). Principios operativos de la espectrofotometria

a doble longitud de onda ("dual wavelength").

Modulo 5. FLUORIMETRIA

Fluorescencia, fosforescencia. Sus aplicaciones en Quimica Biologica. Teoria,

mecanismos de excitacion y emision. Extincién ("quenching”) intermolecular e
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intramolecular. Transferencia de energia. Rendimiento cuantico. Fuentes de
excitacion, sus caracteristicas y condiciones de trabajo. Cubetas. Filtros opticos y
monocromadores empleados en espectrofluorometros. Diferencias entre espectros de
absorcion y excitacion. Ejemplos de utilizacion de la técnica para estudios
cualitativos estructurales. Tiempo de vida media. Calibracion de instrumentos, en
linealidad fotometrica y en longitud de onda. Seleccion de condiciones optimas

operacionales. Normas de control y verificacion de equipos.

Médulo 6. METODOS POTENCIOMETRICOS
Fundamentos y alcances de las mediciones de pH, CO. y analogas. Electrodos de
referencia e indicadores. Requerimientos impuestos por los electrodos al sistema de
mediciéon. Principios electronicos de funcionamiento y caracteristicas de los
potenciémetros actuales. Accion de los controles sobre las isotermas - del
instrumento. Punto isopotencial. Verificacion del sistema de medicion.

Error acido y alcalino. Error de suspension. Influencia de la temperatura. Histeresis.
Precauciones especiales en sistemas bioldgicos. Potencial de union liquida en los
diversos tipos de electrodos.

Potencial de asimetria. Resistencia, envejecimiento, blindaje, efecto de la agitacion,
renovacion y demas datos de interés practico para electrodos combinados,
monobaston y otros (ISFET). Biosensores. Instrumentos. Aplicaciones.

Médulo 7. RADIOQUIMICA
Transformaciones radiactivas: desexcitacion nuclear, desintegracion nuclegr.

Leyes de las transformaciones radiactivas. Interaccion de las radiaciones o y B

con la materia: ionizacion especifica. Interaccion de la radiacién y con la materia:

efecto fotoeléctrico, efecto Compton, formaciéon de pares.

Deteccion de particulas y fotones. Contadores de ionizacion: camara de
ionizaciéon, contador proporcional, contador Geiger-Miiller, detectores solidos,
semiconductores. Contadores de excitacion: centelleo en fase sélida, centelleo en
medio liquido. ;

Medicién de la radiacién. Registro de los pulsos: escalimetros, integradores,
espectrometros. Dosimetros termoluminiscentes, peliculas fotograficas,
dosimetros quimicos. Seleccion del equipo de conteo. Sistemas de conteo.
Medidas de proteccion radiolégica. Distancia, tiempo, blindaje, confinamiento.
Monitoreo individual y ambiental.

Radioinmunoensayos. Aplicaciones.

SEMINARIOS
Presentacion, por parte de los alumnos, y discusion general de trabajos en los

que se presenten nuevas metodologias. Introduccion de los conceptos de control
de calidad de los resultados, estandarizacién y validacion de métodos y empleo de

herramientas estadisticas para el analisis.
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