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Nombre del curso o unidad curricular: Fisicoquimica Biolégica

Licenciaturas: Bioquimica, Ciencias Biolégicas

Frecuencia y semestre de la formacion al que pertenece la unidad curricular: Anual, semestre impar

Créditos asignados:

Ciencias Biolégicas 10 (Tramo Orientacién — Area Cientifico Basica)
Bioquimica 10 (Area Quimica)

Nombre del/la docente responsable de la unidad curricular y contacto: Ana Denicola
(denicola@fcien.edu.uy)

Requisitos previos: Es recomendable conocimientos previos de Quimica Orgéanica, Bioquimica, y
Fisicoquimica

Ejemplos unidades curriculares de Facultad de Ciencias u otros que aportan dichos
conocimientos: Quimica Organica (Quimica II), Bioquimica, Fisicoquimica I.

Conocimientos adicionales sugeridos:

Estructura de macromoléculas bioldgicas. Proteinas, acidos nucleicos. Interacciones moleculares,
termodinamica molecular. Métodos generales de bioquimica, separacién y purificacion de proteinas.

Objetivos de la unidad curricular:
a) Herramientas, conceptos y habilidades que se pretenden desarrollar en la unidad curricular
El objetivo del curso es que el estudiante conozca los distintos métodos biofisicos de caracterizacion de

macromoléculas biolégicas. Primero hacia una caracterizacion estructural, en los distintos niveles de
complejidad (estructura primaria, secundaria, terciaria, cuaternaria), para luego aprovechar estas



aproximaciones experimentales en la caracterizacion de interacciones con ligandos y entre
macromoléculas bioldgicas, que representan los primeros pasos para entender su funcionalidad.

b) En el marco del plan de estudios

Area quimica

En el marco de la formacién profesional, ;qué herramientas aporta esa unidad-carric
formacion profesional de ese estudiante?

Conocimiento general de bases y aplicaciones de herramientas de analisis en bioquimica.

Temario sintético de la unidad curricular:

Repaso de estructura de macromoléculas biolégicas.

Meétodos espectroscopicos para la caracterizacion estructural de macromoléculas biologicas:
Absorcion UV Vis,

Fluorescencia, Infrarrojo, Raman, Dicroismo circular, Resonancia magnética nuclear (NMR),
Resonancia paramagnética electronica (EPR).

Métodos hidrodinamicos, de separacion y caracterizacion: Sedimentacion, Dispersion de luz,
Electroforesis, Cromatografia, Solubilidad, Espectrometria de masas, Cristalografia de proteinas.
Union de ligandos a macromoléculas

En cada tema, la idea es dar los fundamentos fisicoquimicos de cada metodologia tratada en el
curso para estudiar la estructura de macromoléculas biologicas, en particular proteinas y acidos
nucleicos. No se da cada tema en profundidad sino que se prioriza que el estudiante sepa la

informacion que brinda cada una de las aproximaciones experimentales, sus ventajas y desventajas,
el nivel de estructura de la macromolécula al que atiende.

Temario desarrollado:

Estructura de macromoléculas biolégicas. Analisis conformacional y fuerzas que determinan su
estructura: Van der Waals, enlace de hidrégeno, enlace disulfuro, interacciones electrostaticas,
hidrofobicas.

MODULO I) METODOS ESPECTROSCOPICOS

Técnicas utilizadas en el estudio de caracterizacion e identificacion de macromoléculas biologicas y
su funcion. Espectroscopia de absorcion UV-Visible.

Fluorescencia. Espectros de excitacién y emision. Fluorescencia intrinseca y extrinseca. Influencia
del medio en la emision de fluorescencia.

Desactivacion (\" quenching\") de fluorescencia. FRET. Anisotropia
Dicroismo circular. Elipticidad. Aplicaciones al estudio de polipéptidos y polinucléotidos.

Espectroscopia infrarrojo. FTIR. Espectro vibracional de biopolimeros. Espectro Raman.
Resonancia Raman.

Resonancia magnética nuclear (RMN). Principios generales. Corrimiento quimico. Desdoblamiento
spin-spin.



Determinacion de estructura quimica. RMN de proteinas y polinucléotidos §isten1§s biol()gicos.

Resonancia paramagnética electronica (EPR). Similitudes y dlferenma” con‘RM_ C(md\lcnon de
resonancia. / \ -\
Desdoblamiento hiperfino. Estudios por EPR de radicales libres, complqjos p te,tcos me,allcos

\ L\ /w
Cristalografia de macromoléculas. Principios generales. Determlna(:lon'f e’(la estructura /molecular
de proteinas por difraccion de Rayos X. N\ R

Integracion de métodos espectroscopicos
MODULO II) METODOS HIDRODINAMICOS, DE SEPARACION Y CARACTERIZACION
Solubilidad de proteinas. Salting in y salting out.

Velocidad de sedimentacion. Determinacion del coeficiente de sedimentacion (S). Equilibrio de
sedimentacion. Ultracentrifugacion analitica, en solvente homogéneo, en gradiente de densidad.

Electroforesis de proteinas y acidos nucleicos. Electroforesis nativa y desnaturalizante,
isoelectroenfoque, bidimensional, capilar.

Cromatografia de proteinas. Cromatografia de intercambio ionico, exclusién molecular, afinidad,
hidrofobica.

Dispersion de luz por proteinas (DLS, MALS). Determinacion de coeficiente de difusion y masa de
proteinas.

Espectrometria de masa. Bases de espectrometria de masa aplicable a péptidos y proteinas.
Instrumentacion.
Fragmentacion e identificacion de proteinas. Cuantificacién. Aplicaciones en bioquimica.

MODULO III) UNION DE LIGANDOS A MACROMOLECULAS

Union de macromoléculas a ligandos. Importancia de las interacciones con moléculas pequeitas y
otras macromoléculas. Equilibrio con uno o varios sitios de unién (independientes y dependientes).
Graficos tipo Scatchard.

Calorimetria ITC para estudiar uniéon a macromoléculas

Integracion de métodos hidrodinamicos, de separacion y caracterizacion

MODULO IV) Practicos

Ciclo 1: Purificacion de Hemoglobina

Dia 1: Purificacion de globulos rojos por gradiente de densidad. Preparacion de soluciones

Dia 2: Cromatografia de intercambio i6nico

Dia 3: Espectros diferenciales de hemoglobina

Dia 4: Electroforesis SDS-PAGE de las distintas fracciones

Dia 5: Discusion de resultados, ejercicios y parcial

Ciclo 2: Purificaciéon GST recombinante

Dia 1: Cromatografia de afinidad

Dia 2: Medidas de concentracion proteica
Dia 3: Analisis electroforético de las distintas fracciones



Dia 4: Medidas de actividad EgGST1
Dia 5: Discusion de resultados, ejercicios y parcial

Ciclo 3: Aplicaciones de la Fluorescencia en Bioquimica

Dia 1: Espectros de excitacion y emision de distintos fluoroforos. Efecto de la polarldad del
disolvente. &2
Quenching de la fluorescencia de la albiimina por yoduro ; 5
Dia 2: Union de ANSA (ligando) a la albtimina (macromolécula). Graficos de Scatchard

Dia 3: Ejercicios, discusiéon de los resultados y parcial

Dia 4: Preparacion de los seminarios.

Dia 5: Seminarios (discusion de articulos cientificos relacionados con la metodologia desarrollada

en el curso).

Bibliografia

a) Basica:

C. R. Cantor y P.R. Schimmel. \"Biophysical chemistry\". W.H. Freeman and Co. (ed.) 1985.

D. Freifelder. \" Physical biochemistry. Applications to biochemistry and molecular biology\". W.H.
Freeman and

Co. (ed.) 1982.

R.K. Scopes. aProtein purification. Principle and practicea. 3rd. Ed. Springer-Verleg (1994)

K.E. van Holde, W. Curtis Johnson, P. Shing Ho. dPrinciples of Physical Biochemistrya. Prentice
Hall. 1998.

b) Complementaria:

Modalidad cursada: Presencial tedrico y practico

Metodologia de ensefianza: Clases tedricas, ejercicios, presentaciones de estudiantes, practicos de
laboratorio.

Carga horaria total: 89




Carga horaria detallada:
a) Horas aula de clases tedricas: 35
b) Horas aulas de clases practicas: 54

¢) Horas sugeridas de estudio domiciliario durante el periodo de clase: \~

Sistema de ganancia de la unidad curricular
Tiene examen final: Si

Se exonera: No

Nota de exoneracion (del 3 al 12):

a) Caracteristicas de las evaluaciones:

La evaluacion para tener derecho a examen se desarrolla en el practico (asistencia obligatoria) y
consta de 8 instancias:

3 informes semanales de practicos

3 parciales semanales escritos multiple opcion y ejercicio

1 presentacion seminario

1 valoracion trabajo en el laboratorio

La evaluacion para aprobar el curso se desarrolla en forma de examen individual escrito de
desarrollo.

b) Porcentaje de asistencia requerido para aprobar la unidad curricular: 90

¢) Puntaje minimo individual de cada evaluacion y total: 60

d) Modo de devolucion o correccion de pruebas:
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