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TECNICAS ANALITICAS
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El presente Programa es de tipo experimental. En este periodo trataremos de utilizar los
conocimientos de cada una de las técnicas con el objetivo de aplicarnos a la caracterizacion y
purificacion de una enzima particular del metabolismo de organismos vivos.

El curso difiere de los cursos hasta ahora dictados en que los aspectos experimentales seran
realizados en sistemas hasta ahora muy poco estudiados, lo cual conlleva un esfuerzo adicional,
un disefio experimental propio y la generacion de conocimiento.

PROGRAMA

PREPARACION DE SOLUCIONES: Unidades de concentracion, pH, buffers. Factores que
afectan la estabilizacién de enzimas.

ESPECTROSCOPIA UV/VISIBLE: Aspectos tedricos y la utilidad de la técnica. Ley de
Lambert-Beer. Métodos para la determinacion de concentracion de proteinas. Preparacion de
soluciones y de curvas estandar. Método de Lowry, Biuret. Espectro de absorcion de p-nitrofenol.
Utilizacion de la Espectroscopia UV/VISIBLE en cinética enzimatica y determinacion de
metabolitos. Aplicacion de la metodologia a la enzima dentro del estudio.

PURIFICACION ENZIMATICA: Tabla de purificacion y preparacion de extractos.
Homogeneizacidn, precipitacion, filtracion y dialisis. Utilizacion de conos amicon y centriflo.
Cromatografia de exclusion: Modo de operacion, medios, aplicacion de muestras. Determinacion
de pesos moleculares. Utilizacion de patrones.

Cromatografia de intercambio ionico: El intercambiador, medios y preparacion. Polibuffers.
Cromatografia de afinidad: Preparacion de ligandos. Seleccion de ligandos. Preparacion de
Sepharosa-CNBr, dextran blue, etc. Utilizacion de fenil Sepharosa.

Centrifugacion: Fuerza centrifuga relativa, coeficiente de sedimentacion, gradientes de densidad.

ELECTROFORESIS: Teoria de la Electroforesis. sistema electroforéticos. Electroforesis en
geles de poliacrilamida nativos. Determinacion de PM. Electroféresis en geles de poliacrilamida
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con SDS. Desnaturalizacion de proteinas y determinacion de pesos moleculares con estandar.
Electroféresis para la deteccién de enzimas especificas. Principio del método. Aplicaciones.
Isoenzimas y tratamiento de datos. Isoenfoque.

DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS: Principios del método.
Aplicaciones.

TECNICAS INMUNOQUIMICAS: Métodos inmunoldgicos. Preparacion de anticuerpos y su
determinacion cuantitativa. Inmunoblotting.

CARIOTIPOS: Determinacion practica y utilidad.

MAPAS PEPTIDICOS: Determinacion de mapas peptidicos por métodos quimicos y
enzimaticos. Analisis de datos.

MICROSCOPIA: Utilizacion de Microscopia de fluorescencia.
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