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	DATOS DE LA ASIGNATURA

	Master:
	Técnicas Instrumentales en Química
	Curso:
	2006/07

	Asignatura:
	Purificación y Caracterización de proteínas

	Créditos Totales ECTS
	Totales:
	3
	Teóricos:
	1
	Prácticos:
	2

	Departamento:
	Química y Ciencia de los Materiales

	Área/as de Conocimiento:  
	Bioquímica y Biología Molecular


	PROFESOR/ES
	E-mail
	Ubicación
	Teléfono

	JAVIER VIGARA FERNÁNDEZ
	vigara@uhu.es
	Facultad de CCEE
M5-P4-16
	959219949

	INÉS GARBAYO NORES
	garbayo@uhu.es
	Facultad de CCEE

M5-P4-18)
	959219953


	Objetivo General de la Asignatura:
	Conocer aspectos básicos sobre la manipulación de muestras biológicas para la purificación de proteínas.
Comprender los criterios que se siguen en el diseño de métodos selectivos de separación para la purificación de proteínas.
Comprender los fundamentos y los aspectos prácticos de la cromatografía convencional y FPLC.
Comprender los fundamentos y aspectos prácticos de la electroforesis en geles de acrilamida en condiciones nativa y desnaturalizante, así como su importancia en la caracterización de las protéinas. 

Dominar el uso práctico de las técnicas inmunoquímicas como herramientas para el estudio de las proteínas.
Conocer los fundamentos de las técnicas y métodos empleados para la secuenciación de proteínas.

Capacidad para seleccionar la técnica más operativa en función de las propiedades de la proteína sujeta a estudio.
Diseñar estrategias de purificación combinando distintas técnicas 



	Temario Teórico:
	Tema 1. Métodos de extracción de proteínas
Técnicas de rotura celular y preparación de extractos crudos. Proteínas solubles y proteínas de membrana.
Tema 2. Métodos de separación de proteínas
Métodos basados en el tamaño. Métodos cromatográficos basados en la polaridad (intercambio iónico, hidrofóbicidad) y en la afinidad. Diálisis. Ultrafiltración. Ultracentrifugación. Tabla de Purificación.
Tema 3. Técnicas Electroforéticas.

Fundamento y aplicación. Electroforesis Nativa y en SDS. Doble Dimensión. Electroforesis Capilar. Tinción de actividad. Captura y análisis de imágenes.


	Temario Práctico:
	Práctica 1. Preparación de extractos crudos del alga verde Chlamydomonas extremófilai. Determinación de proteína total y de actividades enzimáticas especificas  relacionadas con la asimilación de nitrógeno (nitrito reductasa y la glutamina sintetasa).
Practica 2. Purificación parcial de enzimas por cromatografía iónica. Localización del pool de actividad. Diálisis y Concentración. Determinación de parámetros cinéticos
Practica 3.  Localización de las enzimas por tinción de actividad en geles de poliacrilamida. Determinación de parámetros moleculares. Nativa-PAGE y SDS-PAGE.


	Metodología Docente Empleada:
	El curso consta de una introducción teórica sobre aspectos básicos de la bioquímica de proteínas y de enzimas, base para abordar los siguientes temas que desde una visión práctica abordan los distintos procesos y protocolos requeridos en la purificación y caracterización de las proteínas. 
Impartición de clases teóricas. Junto con la utilización de la pizarra y, en algunos momentos, del proyector de transparencias, la clases teóricas se impartirán mediante presentaciones de Power Point, con conexión a páginas Web de interés, según el tema a tratar. Al alumno se le facilitará el material gráfico (figuras y tablas) y las clases se desarrollan de manera interactiva, discutiendo los aspectos que resultan más dificultosos o especialmente interesantes de cada tema. En ocasiones se procederá a realizar problemas tipo de algunos apartados del temario. 
Realización de clases prácticas (laboratorio). Los alumnos/as aplicarán lo aprendido en las clases teóricas, a la purificación parcial o hasta homogeneidad de enzimas relacionadas con la asimilación de nitrógeno en microalgas extremófilas. 
Realización de actividades académicas. Trabajo tutorizado dirigido a orienta a los estudiantes para la realización de actividades que les ayuden a reforzar y asimilar los contenidos de la asignatura.


	Técnicas Docentes:
	Presentaciones PC
	Diapositivas
	Transparencias

	
	Sesiones prácticas
	Lectura de artículos
	Web específicas

	Criterios de Evaluación:

(detallar)
	La calificación final de la asignatura se obtendrá con los siguientes sumandos:

1. Calificación obtenida en el examen final de la asignatura. Supondrá el 20% de la calificación de la asignatura. El examen constará de cuestiones teórico-prácticas tipo Test.
2. Calificación obtenida en la realización del trabajo práctico de laboratorio y en la evaluación del informe de resultados (supondrá el 60 % de la calificación final de la asignatura). Se evaluará la asistencia a las prácticas, la actitud y aptitud de alumno/a en el laboratorio, así como el informe de la práctica.
3. Calificación obtenida por la realización y/o exposición de trabajos realizados (bibliográficos, problemas, cuestiones), individualmente o en equipo y otras actividades académicas dirigidas (supondrá el 10 % de la calificación de la asignatura)
4. Asistencia y participación, supondrá un máximo del 10 % de la nota final
 

	Bibliografía recomendada:
	· “Protein Purification Techniques”: a practical approach. Oxford University Press. 2001

· Scopes, RK (1994). Protein purifications: principles and practice. 3ª ed. Springer-Verlag, New York.

· Landers, J.P. (ed.) (1994) Handbook of capillary electrophoresis. CRC Press, Boca Ratón, USA.
· “Bioquímica” Mathwes-Van Holde-Aher. Addison Wesley Ed. 2002
· “Lehninger Principles of Biochemistry”. Nelson y Cox. Worth Publishers. 2000



	DISTRIBUCIÓN HORARIA DE LOS CRÉDITOS ECTS

	Asignatura
	Purificación y Caracterización de proteínas

	Horas Presenciales de Teoría
	8

	Horas Presenciales de Practicas
	15

	Horas de Estudios de Teoría
	11

	Horas de Estudios de Prácticas
	11

	Preparación y realización de Exámenes
	15

	Horas de trabajos Tutorizados
	15

	Total de Horas de Dedicación 
	75

	Créditos ECTS
	3








