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1. INTRODUCCION

El laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos | (BCT-l) esta enfocado a dar un
primer acercamiento a la bioquimica, biologia celular y biologia molecular; disciplinas
importantes para la formacion del QFB, este médulo consta de 8 horas practicas y 9
tedricas. Las practicas que se imparten en el laboratorio tienen como base una serie
de procedimientos y experimentos referidos a las propiedades de las biomoléculas,
como son su extraccion, purificacion, e identificacion, asi como también el
metabolismo o actividad enzimatica.

El estudio de la bioquimica sera fundamental para adquirir conocimientos
relacionados al area terminal de la carrera, puesto que alcanzaran la habilidad y la
destreza necesarias para conocer y experimentar las propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas de las biomoléculas, lo que le ayudara a desarrollarse en el area laboral,
haciéndolo capaz de manejar de manera responsable, muestras bioldgicas,
estudiarlas vy trabajar con ellas.

Con el paso del tiempo, la tecnologia ha avanzado de manera crucial, favoreciendo
el mejor conocimiento de las biomoléculas abriendo asi otro campo para su estudio,
como es la biologia molecular que trae consigo aplicaciones en el area farmacéutica,
clinica, alimentaria, diagnodstica entre otras. Lo que llevo al moédulo a modernizarse e
implementar nuevas practicas de biologia molecular y a microescala como lo son:
electroforesis de proteinas plasmaticas, cuantificacion de ADN y electroforesis de

ADN.

ASMA 9
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Es importante en el trabajo del laboratorio obtener resultados fiables, los cuales
deben de ser logrados por técnicas analiticas que sean confiables, sin embargo esto
no es tan facil de lograr, puesto que en ocasiones los alumnos al realizar las
practicas, aun usando el mismo meétodo, incluso los mismos equipos, obtienen
resultados con amplia variabilidad. Debido a esto, es fundamental para el laboratorio
el uso de esquemas internos de control de calidad, que faciliten el trabajo de una

manera planeada y organizada para asegurar obtener resultados 6ptimos. "

Para obtener el soporte que avale el sistema de calidad del laboratorio es necesario
implementar un sistema de documentacion que permita llevar el orden de cada uno
de los procesos realizados en las practicas, desde los insumos o materias primas
utilizadas, asi como también el seguimiento a pie de la letra del método establecido
hasta el resultado final.

La documentacién por norma, es la principal evidencia que garantiza el cumplimiento
de cada uno de los procedimientos llevados a cabo, haciendo asi mas facil la
identificacion y resolucion de errores cometidos durante el proceso.

Cada empresa o institucion en este caso institucion educativa debe de establecer su
sistema de documentacion dependiendo del producto o servicio a prestar, asi como
también el tipo de procesos realizados dentro de ésta, sin dejar de lado que:

+ Sin la documentacion adecuada la empresa o institucion no tiene bases ni
fundamentos para efectuar ninguna actividad y mucho menos para poder
liberar un producto o servicio al mercado.

+ Para cualquier sistema de calidad la documentacion es fundamental pues

avalara el cumplimento de las buenas practicas de laboratorio (BPL).

ASMA 10
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+ La falta de documentos demuestra que la institucion no trabaja de manera
estandarizada, pues no cuenta con un sistema de control, el cual compromete
la calidad del servicio.

+ Reduce los esfuerzos para el cumplimiento regulatorio.

+ La documentacion nos va a ayudar a encontrar la fuente de algun error a
través de la rastreabilidad.

+ Ayuda a la solucion sistematica de diferentes problemas.

+ Constituye la base de una auditoria.

+ Aumenta la eficacia y productividad

Con base en lo anterior en el presente trabajo se redactaron los Procedimientos
Normalizados de Operaciéon (PNO’s) los cuales son documentos que contienen las
instrucciones minimas necesarias para llevar a cabo una operacion de manera
reproducible, se realizaron unicamente de los equipos e instrumentos que son
empleados en el laboratorio de BCT-I.

Los PNO’'s constituyen uno de los pilares para el buen funcionamiento del
laboratorio, al implementarlos para los equipos e instrumentos contribuyen a ordenar
y controlar las practicas realizadas en el laboratorio, ayudando asi a corregir
irregularidades, dar seguimiento a las practicas, y confirmar que se cumplan los
requisitos.

Asimismo, el alumno lograra comprender la importancia de la Gestién de la Calidad
mediante la etapa de documentacion tomando en cuenta la normatividad vigente

nacional e internacional.

ASMA 11
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2. MARCO TEORICO.
Hoy en dia la competencia entre las diversas organizaciones se ha incrementado de
tal manera, que éstas se ven obligadas a mejorar los productos o servicios que
brindan a sus clientes, ésto con la intencion de aumentar su competitividad y obtener
un cierto reconocimiento en comparacion con otras organizaciones que se
encuentran en el mismo rubro, asimismo aumentar su productividad y garantizar su
supervivencia en el mercado. La mejor manera para prevalecer y la que mejores
resultados ha dado, ha sido la implementacion de una direccion dedicada a la

calidad.®

2.1. CALIDAD
Segun la opinion de diversos expertos en la materia, la calidad puede definirse

como:®

+ La idoneidad para el uso (J.M. Juran).

+ EIl conjunto de las caracteristicas del producto, bien o servicio de marketing,
ingenieria, fabricacion y mantenimiento a través del cual el producto satisface
las expectativas del cliente (A. Feigenhaum).

+ Cumplimiento de unas especificaciones o la conformidad de unos requisitos
(B. Croshy).

+ Un grado apreciable de uniformidad y habilidad a bajo costo y adecuado a las

necesidades del mercado. (W.W. Deming).

De todas las definiciones mencionadas se pueden rescatar como generalidades que

la calidad:
AS.M.A 12
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+ Va a depender de las propiedades y caracteristicas del producto bien o
servicio.
+ Debe satisfacer las necesidades del cliente.

+ Debe cumplir especificaciones y requisitos.

Teniendo asi como definicién:
“Calidad: Grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes a un
objeto (producto, servicio, proceso, persona, organizacion, sistema o recurso)
cumple con los requisitos.”?
La calidad de los productos y servicios de una organizacion esta determinada por la
capacidad para satisfacer a los clientes y por el impacto previsto y el no previsto
sobre las partes interesadas pertinentes. La calidad no soélo incluye su funcion y
desempefio, sino también su valor percibido y el beneficio para el cliente. @
Asi bien la calidad no se obtiene por casualidad, sino a través de una gestion,
mediante recursos y procedimientos adecuados, esta area especifica de la
organizacion encargada de la calidad, se le denomina “gestion de la calidad”. La
gestion de la calidad incluye actividades como la planificaciéon de la calidad, el control

de la calidad, el aseguramiento de la calidad y la mejora de la calidad ®:

2.2. SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD
Un sistema de calidad (SGC) es una estructura que se encarga de la organizacion,
procedimientos, procesos y recursos necesarios para llevar a cabo la gestion de la

calidad y ésta se aplica en todas las etapas de un proceso.

ASMA 13
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Un SGC comprende actividades mediante las que la organizacion identifica sus
objetivos y determina los procesos y recursos requeridos para lograr los resultados
deseados. Gestiona los procesos que interactuan y los recursos que se requieren
para proporcionar valor y realizar los resultados para las partes interesadas
pertinentes.

El SGC posibilita a la alta direccién optimizar el uso de recursos considerando las
consecuencias de sus decisiones a largo y corto plazo, asi como también
proporciona los medios para identificar acciones para abordar las consecuencias

previstas y no previstas en la provision de productos y servicios.®

2.3. MODELOS DE SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD

2.3.1. Normas ISO 9000
Son el conjunto de normas para la gestion de calidad a nivel internacional, creadas
en 1987 y que desde entonces cuentan con una reputacion global y se han colocado
como base para el establecimiento de sistemas de gestion de calidad. Estas normas

cuentan con 3 documentos basicos que son

Normas ISO

10]0]0)

Sistemas de Gestion de
Calidad

1SO 9000

Guia para llevar a cabo la
mejora

Conceptos y vocabulario Requisitos

Figura 1: Documentos basicos con los que cuentan las normas ISO 9000.

ASMA 14
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Conforme al paso del tiempo las normas ISO 9001 y 9004 se han desarrollado de
una forma paralela, mientras la norma ISO 9001 se enfoca en los requisitos del
Sistema de Gestién de Calidad de una organizacion, asi como su mejora continua.
La norma ISO 9004 va un paso adelante proporcionando recomendaciones para
llevar a cabo la mejora.

La norma ISO 9001 cuenta con 8 capitulos que guian a la empresa o institucion para

iniciar el proceso de certificacién que se observan en la tabla 1

ISO 9001

Objeto y campo de aplicacién
Normas de consulta

Términos y condiciones
Sistema de Gestion de Calidad
Responsabilidad de la direccion
Gestion de los recursos
Realizacién del producto
Medicion, analisis y mejora

el I 1S Il Ead B A P

Tabla 1: Capitulos guia para un proceso de certificacion.®®
2.3.2. Gestion de la calidad Total (TQM, Total Quality Management)
La gestion de la calidad total es un conjunto de técnicas y consejos valiosos para un
cambio cultural para los que no existen normas. El cual se destaca por una serie de

argumentos como son: ©

Orientacion al cliente.

Eliminacidn total de los despilfarros.

Liderazgo de la alta direccion del proceso de mejora.
Enfoque hacia la mejora continua.

Participacion y formacién del personal.

- F F & # ¥

Enfasis de la prevencion
A.S.M.A 15
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+ Medicion de resultados consistentes con las metas de la organizacion.

+ Cambio de cultura.

Para poner todo ello en practica la calidad total utiliza las siguientes herramientas

que se muestran en la tabla 2.

Herramientas de la calidad total

Ciclo Deaming.

Las 7 herramientas basicas: Diagrama causa-efecto, grafico de control,
histograma, diagrama de Pareto, diagrama de dispersion o correlacion, hoja
corregida de datos y la estratificacion de datos.

Brainstorming o tormenta de ideas

Las 7 nuevas herramientas de gestién: Diagrama de afinidades, diagrama
matricial, diagrama de conexiones o relaciones, diagrama de arbol, diagrama de
procesion o PDPC, diagrama de analisis de matriz-datos y diagrama de flujo.

Control estadistico de procesos
Disefo estadistico de experimentos
Benchmarking.

Tabla 2: Herramientas utilizadas por la TQM. )

2.3.3. Modelo EFQM

En 1991 la Fundacion Europea para la Calidad en la Gestion, desarrollé un modelo
de excelencia que esta conformado por dos bloques, el primero; Los agentes, que
hace referencia a lo que la organizacién hace; El segundo, Los resultados, que
refleja lo que la organizacion logra.

El fundamento de este modelo dice que: “Actuando en la direccion adecuada y de
forma sistematica y planificada sobre los agentes, se deben producir mejoras en los
resultados””. Este fundamento se maneja con un esquema REDER, Resultados,
Enfoque, Despliegue, Evaluacion y Revision.

Los criterios de evaluacion para este sistema son .

ASMA 16
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Liderazgo: El equipo directivo debe concebir y dirigir la calidad total como
un proceso fundamental para la mejora continua.

Politica y estrategia: La organizacion implementa su mision y vision por
medio de una estrategia centrada en los grupos de interés y es apoyada
por las politicas, objetivos y procesos relevantes

Personas: para el mejor funcionamiento de sus procesos, la organizacion
debe gestionar, desarrollar y aprovechar el conocimiento de todas las
personas que la componen.

Alianzas y recursos: La organizacion debe planificar y gestionar recursos
internos y alianzas externas, apoyados en sus politicas y estrategias para
el buen funcionamiento de sus procesos.

Procesos: Se refiere a la manera en que la organizacion ha disefiado la
manera de gestionar y mejorar sus procesos, apoyados en su politica para
satisfacer completamente a sus clientes y los frutos de su interés.
Resultados en los clientes: son los logros que ha alcanzado la empresa
referente a la satisfaccion de sus clientes.

Resultados en los procesos: hace referencia a los logros que la
organizacion ha alcanzado con relacion al personal que la integra.
Resultados en la sociedad: Cual ha sido el impacto en la sociedad,
referente a la satisfaccion de sus necesidades, asi como también

opiniones hacia la calidad de vida o el medio ambiente.

ASMA

17
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+ Resultados empresariales: Se refiere a los logros que ha alcanzado la
organizacion en relacion a su rendimiento econdmico, y si es que ha

satisfecho o no sus expectativas con respecto a sus intereses financieros.

2.4. SISTEMA DE DOCUMENTACION.

La documentacion utilizada en el sistema de aseguramiento de la calidad debera ser
comunicada, accesible, entendida e implementada por el personal adecuado ® Esto
con la finalidad de establecer un sistema de documentacion confiable que ayude a
reducir los errores que pueden cometerse con el manejo de la informacion mal
organizada y asi evitar confusiones.

Dentro de un sistema de documentacion existen 5 niveles, los cuales indican el tipo
de documento que debe tener una organizacion. Cada uno de estos niveles tiene un
objetivo en particular y cada organizacion puede establecerlos segun su criterio y

definirlos en su plan maestro de documentacion o su manual de calidad ®),

Niveles de documentacion dentro de un sistema de documentacion.

eDocumentos Legales
o eLeyes, normas, reglamentos, Farmacopeas, Guias.

eDocumentos Maestros

eManual de calidad, plan maestro de validacidn, Planes de
calidad.

eProcedimientos
o *PNQO’s, Protocolos, Programas de mantenimiento y calibracion

e|nstructivos
-|}il| eGuias de trabajo, Lineamientos, listados de verificacion.

\/ *Registros

eBitacoras, certificados, etiquetas.

Figura 2: Clasificacion de los 5 niveles en un sistema de documentacion.!"”
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2.4.1. Documentaciéon de acuerdo ala NOM 059
Segun las NOM-059-SSA-2015 de las buenas practicas de fabricacion de

medicamentos:('"

+ Todos los documentos deben ser escritos en espafiol e impresos en un
medio que asegure su legibilidad, empleando vocabulario sencillo,
indicando el tipo, naturaleza, propdsito o uso del documento.

+ La documentacion se debe archivar en forma tal que sea de facil acceso.

Todos los documentos maestros deberan de tener: titulo, tipo de documento,
paginacién, fecha de emision, nombre, firma y posicion dentro de la empresa de las

personas que lo elaboraron, revisaron y autorizaron.

+ Todos los documentos maestros y operativos originales deben de ser
autorizados por el responsable sanitario, asi como cualquier modificacién a
los documentos anteriores.

+ Se deben conservar registros de los cambios realizados a los documentos

De acuerdo a la norma, todo establecimiento debe contar al menos con ciertos tipos
de PNO’s, en este caso, como no se trata de una industria farmacéutica, sino de un
laboratorio de docencia, es posible rescatar al menos 3 de los siguientes PNO’s que

son:

+ PNO para limpieza, sanitizacion y operacion de las areas de trabajo.
+ PNO para la calibracién de los instrumentos de medicion.

+ PNO para el uso de equipos e instrumentos de medicion
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+ PNO para el mantenimiento preventivo y correctivo de equipos,
instrumentos de medicion, sistemas criticos y areas de fabricacion.

2.4.2. Documentacion de acuerdo alas normas ISO 9000
Los tipos de documentos utilizados en este tipo de sistema de gestion de calidad

son:(1?)

+ Manuales de calidad: Documentos que definen el alcance vy
responsabilidades del sistema de gestion de la calidad de dicha institucion.

+ Planes de calidad: Estos describen como se aplica el sistema de gestion
de calidad a un producto o proyecto.

+ Especificaciones: Son aquellos documentos donde se establecen ciertos
requisitos.

+ Guias: Dan recomendaciones o sugerencias.

+ Procedimientos e instrucciones de trabajo: Proporcionan la informacién de
como efectuar las actividades.

+ Registros: Son aquellos que proporcionan evidencia objetiva de todas vy

cada una de las actividades realizadas.

Asi bien, debe definirse un procedimiento documentado que defina los controles

necesarios para:“*'?

+ Aprobar cada documento antes de su emision asi como también revisar y
actualizar cuando sea necesario
+ Asegurarse que se identifican los cambios y el estado actual de dichos

documentos
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+ Que los documentos se encuentren disponibles en los puntos de uso y que
sean facilmente identificables y legibles.

+ Asegurarse de que se identifican los documentos de origen externo y se
controla su distribucion

+ Prevenir el uso no intencionado de los documentos obsoletos y aplicarles
una identificacion adecuada en caso de que se conserven por cualquier

razon.

2.4.3. Documentacion de acuerdo a la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos (FEUM)
Uno de los principales requisitos para cumplir con las buenas practicas de
fabricacion, es la documentacion, y ésta a su vez debe de resguardarse durante

determinado periodo de tiempo ©.

+ Plan de analisis, incluyendo los datos basicos asi como también el informe
final de cada analisis.

+ Historial de todas las inspecciones y auditorias.

+ Un resumen del trabajo, entrenamiento, experiencia y calificacién del
personal.

+ Historia e informe de la calibracion y mantenimiento de los equipos.

+ Coleccion completa y actualizada de los PNO's.

Todas las actividades realizadas en el laboratorio deben de realizarse conforme a
PNO'’s, los cuales deben estar escritos de manera detallada, describiendo paso a

paso cada una de las operaciones y controles a realizar.
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La FEUM marca que para el buen funcionamiento de un laboratorio, deben

redactarse PNO’s para las siguientes actividades (Figura 3).

Actividades para las cuales

se requieren PNO's

2.5.

- Uso, mantenimiento, limpieza y calibracién de aparatos de medicién y control del medio ambiente.

Limpieza e higiene de los diferentes locales incluyendo las areas generales de administracion, servicios,
laboratorios, almacenes, etc. indicando frecuencia, método y materiales a utilizar.

Distribucién del trabajo, recopilacion de datos y preparacion de informes analiticos, sistema de
ordenamiento, mantenimiento y manejo de archivos de informacion.

Descripcién de cada uno de los procedimientos utilizados en el laboratorio del analisis, fisicos, quimicos,
microbioldgicos y farmacolégicos incluyendo destilaciones, filtraciones, evaporaciones, calcinaciones, etc.

Manejo y eliminacién de desechos para garantizar la integridad de las personas y del medio ambiente, de

= acuerdo a la regulacion pertinente, indicando formas de recoleccién, procedimientos de transporte, areas y

formas de descontaminacién y destruccion.

Limpieza del material, tomando en cuenta los diferentes métodos de analisis y los requerimientos para el
uso de materiales en cada caso especial.

Uso de elemento de seguridad en el trabajo, incluyendo los procedimientos en caso de accidentes o
desastres.

Figura 3: Actividades que requieren de PNO'’s para el buen funcionamiento de un laboratorio."

PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS DE OPERACION (PNO’s)

2.5.1. Definicion

Se define como PNO’s a aquellos documentos donde se describe de una manera

sencilla, clara y detallada, las actividades involucradas en los procesos de

manufactura de medicamentos, cuyo propésito es facilitar el cumplimento de las

Buenas Practicas de Laboratorio (BPL’s) o de Fabricacion (BPF's)

(13)

ASMA

22



Propuesta de un manual de PNO's de equipos e instrumentos utilizados en el laboratorio de BCT-|

En estos documentos se describen paso a paso cada una de las técnicas utilizadas

en el laboratorio para completar las tareas de manera segura y consistente.

Logrando asi que estas sean desarrolladas de la misma manera por todo el personal.

2.5.2. Objetivos y ventajas de los PNO’s

Debido a que los PNO son los pilares para el buen funcionamiento de cualquier

establecimiento es necesario tener bien en claro los objetivos de éstos, en la figura 4

se muestran de manera puntual los 5 principales objetivos.

Estandarizar
los métodos

Comunicar
efectivamente los
requerimientos para
realizar una actividad

Objetivos de
los PNO's

Reducir los riesgos de
equivocacion de las
personas que realizan
una actividad

Dar conciencia para
realizar actividades
rutinarias

Asignar
responsabilidades

Al cumplir sus objetivos, los PNO’s traen como consecuencia

Figura 4: Objetivos principales
de los PNO's. "

+ El mejoramiento de la organizacion, asi como también la ejecucion de las

actividades.

+ Facilita el seguimiento y control de las operaciones realizadas.

+ El trabajo del personal se facilita.

+ Se garantiza el registro de los datos primarios.
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+ La mejora en formacién del nuevo personal.

+ Reduccion de gastos.

2.5.3. Requerimientos generales

Como todo documento oficial, cuenta con requerimientos minimos que se deben de

seguir para que su aplicacion sea efectiva:!™®

+ Formato: Deben establecerse reglas para su elaboracién, incluyendo un
PNO para la creacion de Procedimientos.

+ La redaccion debe ser sencilla y clara.

+ EIl personal involucrado en la ejecucion del PNO debe participar en su
desarrollo.

+ Deben seguirse al pie de la letra.

+ Deben utilizarse en la capacitacion del personal.

+ Deben estar disponibles en el area donde se necesitan, por lo que debe
existir un sistema de control y distribucion de los PNO'’s.

+ Deben ser actualizados periédicamente de manera que reflejen las
practicas tal como deben ser realizadas.

+ Deben ser auditados periddicamente para asegurar la alineacién entre lo
indicado en el procedimiento y la practica actual de la actividad.

+ Deben ser revisados y aprobados por el departamento de Aseguramiento
de Calidad.

+ Cualquier cambio en un PNO debe ser documentado automaticamente.
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2.5.4. Desarrollo.

Para el buen desarrollo de un PNO se han establecido los siguientes pasos:'* ¥

Pasos establecidos
para el desarrollo de g
PNO's

Revision de la practica actual por Revision de la documentacion,

parte de las personas involucradas procedimientos e instrucciones existentes.
en la elaboracion del PNO.

Determinar si las practicas son satisfactorias

Andlisis de la practica actual. o deben modificarse.

Realizado de acuerdo al formato

establecido.
Elaboracion de un borrador

Indicando quién hace qué, cémo, cuando,
donde y porqué.

Distribucion del borrador. El personal interesado debera realizar
comentarios.

Revision. _{ Aplican o no los comentarios.

Revision y distribucién del PNO para ) )
su aceptacion. Una vez realizadas las correcciones.

Aprobacion. )
Por los responsables designados.

Entrega para su uso Se entregan en condiciones controladas
Se debe tener facil acceso a él.

Puesta en practica del PNO {Previa capacitacion

Supervision y revision ) o o
{ Se verifica su efectividad y cumplimiento.
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2.5.5. Formato

El formato que debe de tener un PNO’s debe de reunir ciertas caracteristicas, y esto
dependera de las necesidades y las politicas que tenga la empresa u organizacion.

Sin embargo, debe de tener como minimo los siguientes puntos:'®

+ Titulo.

+ Logotipo distintivo o bien el nombre del establecimiento.

+ Numero o clave del PNO: es un cddigo interno alfanumérico que indicara la
actividad a la cual pertenece, y sirve como referencia para cualquier
documento que cite el PNO.

+ N.m ero de edicién (version): es un nimero consecutivo de 2 digitos que lleva
una secuencia cronoldgica, en caso de no existir uno anterior se iniciara
siempre con el 01.

+ Paginacion: esta se asignara de acuerdo con la pagina actual y el total de
paginas utilizando el formato 1 de 5 6 1/5.

+ Fecha de emision: se refiere a la fecha en que entrara en vigor.

+ Fecha de revision: esta se fijara de acuerdo a la periodicidad con que se
realizan las revisiones, en caso de no tener periodicidad, esta se realizara
cada 2 anos

+ Elabord: se debe de colocar la fecha en la que se escribid, nombre, firma y
puesto que tiene la persona responsable de su publicacion.

+ Reviso: Fecha en la que fue revisado, nombre, firma y puesto de la persona.

+ Autorizd: Fecha en la que autorizd, nombre, firma y puesto de la persona.
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2.5.6. Contenido

Los PNO’s deben contener la siguiente informacién, como minimo:® 718

+ Titulo: Breve y directo, especificando su propésito.

Clave o cédigo: asignado por la organizacion.

Objetivo: bosqueja la intencidon del documento.

Alcance: hacia quien va dirigido y hasta cuando sera aplicado.
Responsabilidad: Indica a los responsables de realizar dicha actividad, asi

como a los responsables de verificar o supervisarla.

4+ Desarrollo del PNO: Debe de incluir, Definiciones, Introducciéon, Actividades

preliminares, Procedimiento, Calculos, Documentacion (Ver tabla 3).

Desarrollo del PNO

Palabras y acciones que no se entiendan

Definiciones con facilidad.

Principios fundamentales de la actividad

Introduccion ; -
porque la que es requerida la operacion.

Actividades Actividades que se llevan a cabo antes de
preliminares la operacion.
Procedimiento Simple, directo, narrado paso a paso.

Se deben incluir los calculos realizados

Calculos ;
para llegar al resultado final.

Debe de citar, las bitacoras o formatos a

Documentacion
llenar.

Tabla 3: caracteristicas que debe de cumplir un PNO para su desarrollo.!"

+ Referencias Bibliograficas y documentos empleados: Externos o internos.
+ Anexos: Incluye todo el material agregado que se utiliza como guia o

descripcion del PNO, ya sean tablas, dibujos, registros o formatos (19),
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+ Glosario o definiciones: Si el PNO cuenta con palabras poco usuales o con
acepciones especificas, se debe incluir cada palabra con su definicién
respectiva.

+ <Simbolos: Incluir aquellos utilizados en el PNO que requieren explicacion o
descripcidn para una mejor comprension de la informacioén contenida.

+ <Abreviaturas. Se deben Incluir todas las abreviaturas que contiene el PNO y

presentar cada una con su significado.'®

2.5.7. Redaccion
Debido a que los PNO’s son una narracion cronolégica y secuencial de cada una de
las actividades que deben realizar, es necesario agruparlas en etapas para su mejor
seguimiento, tomando en cuenta que se debe hacer uso de un lenguaje claro y

directo, utilizando verbos en infinitivo y palabras simples y directas.

A continuacion, se muestran una serie de puntos que ayudaran a tener una buena

redaccion para los PNO's.

+ Redaccion efectiva. Debe ser clara, simple y directa, para que el lector
entienda facilmente cada actividad.

+ Puntuacion. Es basica para una redaccioén clara y para la comprensién de un
texto.

+ Uso de palabras. Se debe hacer uso de palabras o frases precisas de no

hacerlo pueden quedar sujetas a otra interpretacion.
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*

*

Iniciales, siglas y abreviaturas. Se recomienda evitar su uso cuando tengan
diversos significados, de ser necesario no olvide agregarlas a la seccion de
definiciones.

Claridad. Las palabras largas o redundantes y las frases largas pueden
ocasionar problemas al poner en practica los procedimientos. También

presentan dificultades al realizar auditorias "

2.5.8. Emisién y Actualizacion.

La emision de los PNO's debe llevarse a cabo por aquella persona que realiz6 la

descripcion de las actividades. Debido a que con el paso del tiempo, algunos equipos

o aparatos tienden a tener modificaciones fisicas, asi como también actualizaciones

de software, es necesaria la actualizacién periddica de los PNO's.

La actualizacion debe de ser realizada en los siguientes casos: (14)

*
*

Una vez que se cumplio el tiempo de vigencia.

Cuando hay una operacion que no esta documentada.

Cuando se realiza cualquier modificacion en el equipo que implique la
eliminacion, modificacion o la realizacion de nuevos pasos de operacion.
Cuando los avances tecnoldgicos propician cambios en el sistema
computacional del equipo.

Cuando las auditorias arrojan observaciones.

Cuando se realizan cambios en los equipos o las areas.

Cuando se busca la mejora sobre la operacién de los equipos.
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Debido a que los PNO’s son parte fundamental de la documentacion siempre debe
de conservarse una historia que proporciona detalles del numero de actualizaciones,

asi como también los cambios realizados, por qué se realizaron y quién los realizé.

2.5.9. Revision y aprobacion.
Para que los PNO puedan ser distribuidos dentro del laboratorio, es necesario que
primero pase por una revision para después ser aprobados. La revision suele ser
llevada a cabo por el departamento o area donde se aplica el procedimiento,
realizandola principalmente el jefe, o la persona con mayor rango y una persona de

aseguramiento de calidad. %

Durante la revision del PNO se debe de verificar la presencia de un numero
secuencial que refleje las actualizaciones del documento o en su defecto el numero
01 (Solo en caso de ser el primer ejemplar), asi como también la fecha de emision,

actualizacion y aplicacion.

Para que el PNO tenga validez debe de contar con la firma de las personas que lo
revisan y aprueban, estas pueden estar directamente o indirectamente relacionadas
con el area de aplicacion del PNO. El documento debe de contar con al menos 3

firmas correspondientes a®"

+ La persona que lo elabord.
+ La persona que lo reviso y/o aprobo.

+ Una persona de Aseguramiento de calidad.
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2.5.10. Distribucién y control
Para la distribucion de dichos documentos, a cada area correspondiente se les
asigna el numero de copias necesarias, y el documento original es controlado por el
area de documentacion. Esta area debe de contar con registro de distribucion del
numero de copias asignadas. Dicho registro debera de contar con los siguientes

datos:??

+ Clave, titulo y version del PNO.

+ Numero de copia controlada distribuida.

+ Area o departamento al que se entregé.

+ Nombre y firma de la persona responsable de la documentacion.

+ Fecha de distribucion.

De igual manera el area de documentacion debe llevar a cabo el control de la
revision peridédica de los PNO con la finalidad de que se cuente con PNO's
actualizados. En caso de que los PNO’s en dichas areas hayan cumplido su fecha de
vencimiento el departamento debera asignar nuevos procedimientos o bien emitir la
actualizacion de éstos, y la copia retirada debera de ser destruida conservando el

original, no olvidando que todo este procedimiento debera de ser documentado. > 2%
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2.6. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO (BPL)

Las buenas practicas de laboratorio son un conjunto de reglas, de procedimientos
operacionales y practicas establecidas y promulgadas por determinados organismos
como la (Organization for Economic Cooperation and Development (OCDE), o la
Food and Drug Administration (FDA), etc.), que se consideran de obligado
cumplimiento para asegurar la calidad e integridad de los datos producidos en

determinados tipos de investigaciones o estudios". ?* %)

A comparacion de un sistemas de gestion de la calidad, las practicas descritas en
este documento no estan normadas en muchos paises, sin embargo, se consideran
de cumplimiento obligatorio debido a que es la forma mas sencilla de asegurar la
calidad e integridad de los datos obtenidos durante un procedimiento analitico, o la

obtencion de un producto de calidad.

Las buenas practicas de laboratorio establecen las condiciones bajo las cuales se
planifican, realizan, controlan, registran, archivan e informan cada actividad realizada
por un laboratorio, este puede ser de docencia o bien laboratorios que confinan
productos médicos, farmacéuticos y bioldégicos de uso veterinario, pesticidas,

biocidas y dispositivos médicos, entre otros.

En los laboratorios son comunes lo accidentes de todo tipo, uno de los principales
propdsitos de estas reglas es disminuir de manera drastica todos los riesgos
existentes, para prevenir los accidentes o las consecuencias graves de todo aquel

personal que forma parte del laboratorio.
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Las buenas practicas de laboratorio cuentan con 4 principios de los cuales parten

todas sus normas:

26)

Instalaciones adecuadas: El laboratorio debe cumplir con todas las normas
de seguridad segun sea el tipo de laboratorio y el trabajo que ahi se realiza.
Personal calificado: Se debe proporcionar capacitacion continua para
garantizar que el personal conoce la técnica y sabe utilizar el equipo o
material empleado.

Equipo adecuado y calibrado: Se debe dar mantenimiento continuo a los
equipos para garantizar su correcto funcionamiento y calibrarlos de forma
regular.

Procedimientos estandares de operacion (SOPs): Procedimientos escritos,
los cuales deben ser lo suficientemente claros para que cualquier persona
que trabaja en el laboratorio pueda seguirlos al pie de la letra. De esta forma

se garantiza que todos los técnicos trabajan bajo las mismas directrices.

La implementacion de las BPL de manera correcta dentro de los laboratorios de

Bioquimica Celular y de los Tejidos | se traduce en ahorro de costos de todos

aquellos reactivos utilizados en las practicas asi como también la prolongacion de la

vida util de los equipos e instrumentos utilizados y por consiguiente resultados

confiables y reproducibles. El laboratorio aumenta su eficiencia, calidad, consistencia

y comparabilidad con otros laboratorios de la misma indole.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia es mas comun escuchar la palabra calidad tanto en el ambito; doméstico,
docente, politico, o industrial, sin embargo los conceptos varian segun el contexto.
Entendiendo como calidad; “el conjunto de propiedades o caracteristicas inherentes
a una cosa, servicio o producto, que nos va a permitir apreciarla como igual, mejor o
peor a las restantes de su especie”.

El Implementar un Sistema de Gestion de Calidad a una institucién u organizacién da
una serie de beneficios a corto, mediano y largo plazo, como son: reduccion en los
costos, incremento en el numero de clientes, confianza en el servicio o productos de
la institucion, asi como también la mejora en la imagen institucional dandole mayor
credibilidad.

Este trabajo pretende establecer las caracteristicas de los PNO’s los cuales seran
empleados para el buen funcionamiento de equipos e instrumentos de laboratorio,
considerandolos como una pieza fundamental para la organizacion y funcionamiento
del laboratorio de BCT-l, ya que son la base para la realizacion de todas las
actividades realizadas en éste, para poder cumplir con las Buenas Practicas de

Laboratorio (BPL's).
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4. HIPOTESIS.

La implementacion de PNO’s de equipos e instrumentos en el laboratorio de BCT-I
asegurara obtener resultados confiables y reproducibles de las distintas practicas
que se realizan con su instrumentacion en el laboratorio; asimismo los PNO’s
capacitaran tanto al alumno como al personal y profesores, contribuyendo asi a

cumplir con las BPL's.
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5.1.

5.2.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar la propuesta de un Manual de Procedimientos Normalizados de
Operacion (PNO) de aquellos equipos, e instrumentos utilizados en el
laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos |, que son empleados

como apoyo para el cumplimiento de las Buenas Practicas de Laboratorio.

Objetivos particulares

Describir de manera general la importancia del sistema de la
documentaciéon en el laboratorio de BCT-I como parte fundamental del
cumplimiento de las Buenas Practicas de Documentacién y por
consiguiente de las Buenas Practicas de Laboratorio, y hacer énfasis en el
papel del Quimico Farmacéutico Bidlogo en la implementacion del mismo.
Establecer los lineamientos a considerar para elaborar los Procedimientos
Normalizados de Operacién basados en los requerimientos de la
normatividad vigente para un laboratorio.

Establecer el manejo y control de los Procedimientos Normalizados de
Operacion dentro de un laboratorio de docencia.

Elaborar los PNO de los equipos, e instrumentos utilizados en el

laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos I.
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6. MATERIAL

6.1. Equipo
+ Computadora personal
+ Software:
v Sistema operativo: Windows 8.1 singleLanguage.

v Programa: Microsoft Office Word 2010 Professional Plus.

6.2. Documentos

Normatividad vigente.

+ Norma Internacional. ISO 9001:2015 Sistemas de Gestion de Calidad.
+ Norma Internacional. ISO 9001:2008 Sistemas de Gestion de Calidad.

+ NOM-059-SSA1-2015.

Documentacion existente en los laboratorios de BCT-I.

+ Propuesta del Manual de Calidad.
+ Manual de Laboratorio.

+ Instructivos de equipos y aparatos.

Uso de los manuales de usuario de los los equipos e instrumentos.

Manual de instrucciones Primotech (Microscopio Vertical).

Manual de instrucciones Espec Genesys20 OpMan .

Manual de instrucciones centrifuga Sigma (2-6).

Manual de instrucciones MiniSpin® plus Eppendorf.

Manual de usuario del mezclador vortex-genie® 2.

Manual de usuario camara de electroforesis vertical thermo scientific®.
Manual de usuario de lacamara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra
cell Systems de Bio-Rad

FEFEEEE
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o

Manual de usuario de la camara de electroforesis horizontal Enduro® de
LabNet .

Manual de usuario de la camara de electroforesis horizontal Sub-Cell® GT
de BioRad.

Manual de instrucciones balanza analitica ohaus Discovery.

Manual de instrucciones, Eppendorf Serie 2000.

Manual de instrucciones HI 2210 HI 2211 Medidor de Sobremesa de
pH/mV/°C con Microprocesador .

Manual de instrucciones BioPhotometer plus.
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7. Metodologia

Se realiz6 una revision bibliografica de los principales documentos que se
tienen como base para la implementacion de un sistema de calidad, como son;
Normas Oficiales Mexicanas, Normas ISO, textos del tema y Farmacopeas.

Se participd activamente en las practicas del modulo de BCT-I, esto con la
finalidad de conocer el funcionamiento a detalle de cada equipo o instrumento
a utilizar, asi como también el cuidado que se debe tener con cada uno de
ellos para prolongar su tiempo de vida util.

Se realizo una revision a la documentacion técnica existente en el médulo de

|27)

laboratorio de BCT | incluyendo en Manual de practicas de BCT- y

Antologia de Laboratorio de BCT-I y Laboratorio Integral de Biologia .28

Se revisé de forma minuciosa, los manuales e instructivos de cada equipo e
instrumento para estar al tanto de las indicaciones y recomendaciones del
fabricante, que fueron utiles para darles un buen funcionamiento y asimismo
para elaborar los PNO's.

Se redactaron los PNO’s con base a la guia establecida para documentacion
en la Norma Internacional. ISO 9001:2015 Sistemas de Gestion de Calidad.
Una vez redactados los PNO’s se generaron los diagramas de flujo, siendo
éstos una representacion esquematica de cada uno de los pasos a seguir en
cada PNO.

Una vez terminados los PNQO's, se procedioé a dar revision a cada uno de los

borradores, realizando cada una de las modificaciones pertinentes, hasta

aprobacion final.
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8. Se elaboré el manual de procedimientos normalizados de operacién de

equipos e instrumentos utilizados en el laboratorio de BCT-I.
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9.
En la siguiente tabla se enlistan los nombres de los equipos y el del su procedimiento
normalizado de operacion, correspondiente:

Resultados

Tabla de resultados de equipos

Equipo

Nombre del procedimiento

1 @

o= ..

N
.o)

\

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso del microscopio Primotech ‘D/A
MAT®.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PEO1

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso del Biofotdmetro Plus Eppendorf
®.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE02

Procedimiento normalizado de operacién
para el uso de la centrifuga modelo Sigma 2-
6®.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PEO3

Procedimiento normalizado de operacién
para el uso de la microcentrifuga MiniSpin®
plus.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE0O4
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DAIGGER

Vortex Genie »

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso del Vortex-Genie® 2.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE05

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso de la camara de electroforesis
Vertical Thermo Scientific®.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE06

Procedimiento normalizado de operacidn
para el uso de la camara de electroforesis
Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems de Bio-
Rad

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PEO07

4-93715

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso de la camara de electroforesis
horizontal Enduro® de LabNet

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE08

Procedimiento normalizado de operacién
para el uso de la camara de electroforesis
horizontal Sub-Cell® GT de BioRad

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PEQ9
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Tabla de resultados de instrumentos

Instrumento

Nombre del procedimiento

e

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso de la balanza analitica Ohaus
Discovery®.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE10

11

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso de micropipetas PipetMan®
Gilson

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE11

12

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso del Potencibmetro Hanna
HI2210®.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE12

13

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso de la balanza granataria de dos
platilos OHAUS®.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE13

14

Procedimiento normalizado de operacion
para el uso del espectrofotometro Thermo
Scientific Genesys 20®.

Clave: SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE14
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10. Anélisis de resultados
En este trabajo se propuso un manual de procedimientos normalizados de operacion
para los equipos e instrumentos que son de uso comun en el laboratorio de
Bioquimica Celular y de los Tejidos I, la introduccién, asi como el marco tedrico
tuvieron como finalidad que el lector conociera de una manera breve lo que es un
Sistema de Gestidén de Calidad y la importancia que éste tiene al ser implementado a
un laboratorio de docencia, resaltando la vital importancia que tiene la

Documentacion.

El laboratorio de BCT |, al contar con un sistema de gestién de la calidad que se
mantiene actualizado de acuerdo a las normas vigentes y a los lineamientos
establecidos por la facultad, requiere contar con la documentaciéon adecuada como
son; documentos legales, documentos maestros, procedimientos, instructivos y
registros. Con el fin de contar con un Sistema de Gestion de la Calidad actualizado,
se propuso la elaboracion de los PNO’s de aquellos equipos e instrumentos
utilizados en las practicas del modulo, con la finalidad de dar a conocer de manera

general, clara y concisa el funcionamiento de cada uno de ellos.

Para poder realizar de manera correcta los PNO’'s fue necesario revisar normas
oficiales mexicanas, normas internacionales como ISO, asi como también
farmacopeas y textos relacionados con el tema. La participacion activa en las
practicas de BCT-l proporcioné una vision mas amplia de las necesidades del
alumno al momento de utilizar cada equipo, tomando notas a detalle de cada accion

errénea realizada asi como las correctas al momento de su uso. Se compararon las

ASMA 44



Propuesta de un manual de PNO's de equipos e instrumentos utilizados en el laboratorio de BCT-|

acciones realizadas con las indicaciones y recomendaciones que describe el

fabricante en el manual de usuario.

Contando con estos antecedentes, se redactaron los PNO's de acuerdo a la ISO

9001:2015 con el siguiente formato:

*

Portada: Cuenta con el nombre de la institucion Universidad Nacional
Autonoma de Meéxico, seguida del nombre del plantel Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, acompanados de sus logotipos correspondientes. En la
parte central se encuentra el nombre del PNO acompanado de su clave unica.
Por ultimo cuenta con un apartado donde se colocaran las firmas de la
persona que elaboro el procedimiento, quién lo revisé y quién lo aprobo.
Encabezado: Cuenta con la leyenda Sistema de Gestion de la Calidad, asi
como el nombre del médulo y el nombre del procedimiento, al igual que la
portada cuenta con los logotipos de la institucion y del plantel. Asimismo, se
agrego una tabla con 4 columnas que donde se colocé el codigo, fecha de
emision, version, y paginacion.

Propdsito y alcance: Se explica por qué se realizd el procedimiento y hacia
quien va dirigido.

Términos, definiciones y abreviaturas: se agregaron con la finalidad de que el
documento sea mas entendible, debido a que este cuenta con palabras que
pueden ser nuevas para el usuario.

Responsabilidad y autoridad: Aqui se hizo hincapié en las responsabilidades

que tiene cada persona involucrada en el uso del equipo o del aparato.
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+ Desarrollo: en esta parte se desglosan una serie de pasos que son necesarios

para el uso del equipo o instrumento y esta conformado por;

Insumos a utilizar: Hacen referencia al material de laboratorio, o

O
reactivos a utilizar.

o Componentes: Se muestra el esquema general del equipo o
instrumento, resaltando el nombre de cada componente con el que este
cuenta.

o Instalacion y uso: Aqui se describieron paso a paso la manera en la que
se usa el equipo o instrumento, acompafiado de imagenes que ilustran
la manera correcta de hacerlo.

Registros

Referencias normativas y bibliografia: se enlistan los documentos internos,

libros y manuales utilizados para el desarrollo del PNO.

Identificacion de cambios: aqui se colocé una tabla con 4 columnas como son;

Fecha de revisioén, version, descripcion de la modificacion y seccion.

Anexos: en esta parte se agrego el diagrama de flujo, que ayudara al alumno

a comprender de manera mas clara y sintetizada el procedimiento a seguir

para hacer uso del equipo o aparato.

El manual

de Procedimientos Normalizados de Operacidon para equipos e

instrumentos utilizados en el laboratorio de BCT-l cuenta con 14 PNO's de los cuales

9 son de equipos y 6 de instrumentos.
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En la tesis se anexaron 2 PNO’s que son:

+ Procedimiento normalizado de operacién para el uso de la camara de
electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems de Bio-Rad, con la clave:
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PEO7.

+ Procedimiento normalizado de operacién para el uso de la camara de
electroforesis horizontal Sub-Cell® GT de BioRad con la Clave: SGC-FESZ-
QFB-BCTI-PEO9.

La seleccion de estos procedimentos se basé en que estos dos equipos se usan en
las practicas de nueva inclusion en el laboratorio, las cuales llevan por nombre
“Electroforesis de proteinas” y “Electroforesis de ADN”, éstas son muy importantes
debido a que es el primer acercamiento de los alumnos hacia estos métodos de
biologia molecular y por lo tanto desconocen completamente la técnica y el equipo.
Los PNO’s describen el uso de equipo especificamente para las practicas del

modulo, asi como los tiempos, y diluciones de las muestras.

Entre los errores mas comunes que se observaron durante el uso de estos equipos,
fue el desconocimiento total de cada una de las partes que lo componen, asimismo,
el armado de las camaras, sin contar que al desconocer completamente la técnica
suelen tener errores al usar los reactivos, lo que causa pérdidas de alto costo para la

Universidad.

Todos y cada uno de los PNO’s realizados fueron dispuestos a las profesoras que
dirigieron y asesoraron el proyecto, con la intencibn de hacer una revision

exhaustiva, marcando cada error encontrado. Una vez realizadas las correcciones
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pertinentes, se procedié a una evaluacion para ser aprobados. Una vez armado el
manual sera puesto a consideracion del Comité Académico de la Carrera de Q.F.B.
para su revision y aprobacion, esperando que puedan ser distribuidos en las areas y

llevar su control correspondiente.
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11. Conclusiones

- Se describié la trascendencia de un sistema de gestion de calidad dentro del
laboratorio de BCT-I, haciendo énfasis en la importante del cumplimiento de las
Buenas Practicas de Documentacion y las Buenas Practicas de Laboratorio,
asimismo basandonos en estos criterios fue posible establecer como se llevaria a

cabo el manejo y control de los PNO.

- Se establecieron lineamientos basados en los requerimientos de la normatividad
vigente para un laboratorio, logrando asi redactar los PNO's que conformarian el
Manual de Procedimientos Normalizados de Operacion de aquellos equipos e
instrumentos que son de uso comun en el laboratorio de Bioquimica Celular y de los
Tejidos |, el cual ayudara con el cumplimiento de las Buenas Practicas de

Laboratorio.

- La implementacién del presente manual; reducira los errores durante las practicas,
reducira el tiempo de trabajo y ayudara a la optimizacion de los recursos del
laboratorio. Debido a que los PNO’s proporcionan instrucciones claras y precisas
sobre el uso de los equipos e instrumentos, son de apoyo esencial para los
profesores debido a que facilitan la supervisién del trabajo con los alumnos que

tienen a su cargo.

- El alumno al ser parte del laboratorio adquiere una formacioén y se concientiza sobre
la importancia de un Sistema Gestion de la Calidad asi como de la documentacion, lo

cual le sera util a lo largo de su carrera asi como en su practica profesional.
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1. Proposito

Guiar al alumno de una manera clara en los procedimientos que debe de
seguir para hacer buen uso de la camara de electroforesis Vertical Mini-

PROTEAN II cell®, asi como también lo cuidados que debe de tener con la
misma.

2. Alcance

El presente Procedimiento Normalizado de operacion se encuentra redactado
de tal manera que pueda ser utilizado por alumnos, profesores y personal
administrativo que requieran hacer uso de la camara de electroforesis Mini-
PROTEAN® Tetra cell Systems de Bio-Rad

3. Términos, definiciones y abreviaturas
3.1.Términos y definiciones

o Electroforesis: técnica utilizada para separar particulas coloidales tales
como proteinas o acidos nucleicos a través una matriz solida (gel de
agarosa o poliacrilamida) de acuerdo a su tamano y carga eléctrica
mediante la aplicacion de un campo eléctrico (IUPAC, NHLBI, DOE).

e Buffer: Son una mezcla de sustancias capaz de resistir los cambios de
pH cuando se le agregan ligeras cantidades de acido o base.

3.2.Abreviaturas

3.21. V. Volts
3.2.2. N. Normalidad

4. Responsabilidad y autoridad

4.1.Asesor del Médulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos |
e Verificar que el contenido de este PNO cumpla con los requerimientos
minimos necesarios para llevar a cabo de manera correcta el
procedimiento.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva versioén por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD
LABORATORIO DE BIOQUIMICA CELULAR Y DE LOS
TEJIDOS |
PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE OPERACION PARA
EL USO DE LA CAMARA DE ELECTROFORESIS MINI-
PROTEAN® TETRA CELL SYSTEMS DE BIO-RAD.

Cadigo Fecha de emision Versién

SGC-FESZ-QFB-BCTI-PE07 dd/mm/aaa 0

4.2.Personal administrativo

Proporcionar la camara de electroforesis con los aditamentos necesarios
para su correcto uso, verificando que esté se encuentre en buen estado
y limpia.

Mantener limpia y en condiciones optimas el area donde se trabajara.

4.1Alumnos del M6dulo de Laboratorio de Bioquimica Celular y de los

Tejidos |

Conocer cada uno de los componentes que conforman la camara de
electroforesis Vertical Mini-PROTEAN Il cell®.

Conocer y aplicar correctamente las actividades descritas en este
documento.

De ser necesario asignar actividades especificas a cada integrante del
equipo.

Hacer buen uso de la camara de electroforesis, comprometiéndose a
entregarla completa y limpia.

Mantener siempre limpia el area de trabajo.

5. Insumos a utilizar
5.1.Material

e Camara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell.
Fuente de poder

Micropipetas

Puntas nuevas para micropipetas

Guantes

Cubrebocas

Regla, plumon negro

Agitador orbital.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva versioén por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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5.2.Reactivos
e Soluciones problema de proteinas
e TRIS 1.5M (pH 8.8) Amortiguador del gel separador inferior.
TRIS 1M (pH6.8) Amortiguador del gel compactador superior.
SDS al 10% Amortiguador del gel compactador superior.
Persulfato de amonio 10%
Tetrametiletileno-diamina (TEMED)
Mercaptoetanol o DDT al 0.1N
Mezcla acrilamida-bis acrilamida (30%)
Buffer de electroforesis 1x
Solucion de azul de Comassie
Buffer de Laemli 2X
Solucion destenidora
Hidroxido de sodio 0.1N
Marcador de peso molecular de proteinas

6. Descripcion de actividades

6.1.Componentes de la cAmara de electroforesis
Las siguientes imagenes muestran los esquemas de los componentes que
forman la camara de electroforesis

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva versioén por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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S

Placa espaciadora Vidrio de desplazamiento Peine

Conectores

Junta en forma de U

Pl Gel
acas para Ge Ensamble de electrodos

Mini tanque

Tapa

Imagen 1: Componentes que conforman la camara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell.”)

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacion Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestién de la Calidad.
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6.2.Armado de la camara de electroforesis para formar el gel

6.2.1. Limpiar con agua destilada la placa
corta y el vidrio.

6.2.2. Colocar el peine sobre la placa de
vidrio corta y marcar a un 1 cm por
debajo de los dientes del peine como se
muestra en la imagen 2. Y retirar el
peine.

6.2.3. Alinear ambas placas de manera que
las muescas de placa espaciadora
queden hacia dentro y colocarlas dentro ~ 'magen 2 Marca de llengdo para el gel
de los marcos para fundicion cuidando separacor.
que no se desalineen las placas
(Imagen 3)

Imagen 3: Ajuste de los vidrios dentro de los marcos para fundicién®

6.2.4. Colocar los marcos dentro del soporte
para fundicion, como se muestra en la
imagen 4. Cuidando que las placas
queden completamente selladas con la
banda de goma.

Imagen 4: Colocacion de las placas
en el soporte para fundicion. @

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacion Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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6.3.Preparacion del gel

Reactivo Cantidad (mL)
6.3.1. Preparar el gel separador en un tubo | Aguadestiada 40
plastico de 15mL de acuerdo a la tabla 1 ?;:‘:T:ajiza:”am‘da 30% 22
. pH 8. .
en el mismo orden 'y mezclar | o
rapldamente' Persulfato de amonio 10% 0.1
TEMED 0.004

6.3.2. Adicionar la mezcla entre los dos
cristales hasta la marca. Posteriormente
agregar una capa de agua para evitar la
entrada de aire durante la polimerizacién.

Tabla 1: Cantidades requeridas de reactivos
para la preparacion del gel separador. ®

6.3.3. Dejar polimerizar el gel.

. . . Reactivo Cantidad (mL)
6.3.4. Retirar el exceso de agua inclinando la Agua destiada =
Camara € introducir un trozo de papel iamidabisacriamida 30% 0.83
filtro para absorberla. TRIS 1M pH 6.8 0.36
SDS 10% 0.05
6.3.5. Preparar el gel concentrador en un | Persuifato de amonio 10% 0.05
tubo de platico de 15mL de acuerdo a la | TEmED 0.005
tabla 2 en el mismo orden y mezclar Tabla 2: Cantidades requeridas de reactivo
rapidamente. para la preparacion del gel concentrador.®

6.3.6. Adicionar el gel concentrador sobre el
gel separador e inmediatamente colocar
el peine como se observa en la imagen 8
para formar los pozos donde se
colocaran las muestras.

6.3.7. Dejar polimerizar el gel y retirar el
peine con cuidado de no romper el gel.

6.3.8. Retirar los marcos para fundicién del
Soporte y retirar las placas de los Imagen 8: Forma correcta de Forma}g)los
Mmarcos cuidando que estas no se pozos para colocar las muestras.
desalineen y asi evitar la entrada de aire.

6.3.9. Colocar las placas que contienen el gel
en el ensamble de electrodos y ajustar
como se muestra en la imagen 9.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacion Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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Nota: Las placas cortas siempre
deberan ir hacia el interior de la
camara para que queden
perfectamente alineadas.

6.3.10. Colocar el ensamble de
electrodos dentro del tanque de
electroforesis

6.3.11. Llenar la camara interior
con buffer de electroforesis 1X
Hasta el ras de Ila placa
espaciadora cubriendo totalmente Imagen 9: Manera correcta de colocar las placas
los pocillos y posteriormente llenar de gel dentro del ensamble de electrodo.®
con buffer de electroforesis 1X

6.4.Preparacion de las muestras

6.4.1. Diluir con hidréxido de sodio 0.1N las muestras de las proteinas que
seran utilizadas.

6.4.2. Mezclar 20uL de la muestra diluida con 12.5uL de buffer Laemli y
colocar en bafio maria en ebullicion por 5 minutos. Retirar y cubrir de
la luz

6.4.3. .Posteriormente colocar en bafio de hielo, cuidando que éstas no se
congelen.

6.4.4. Colocar 8uL del marcador de peso molecular en el primer pozo del
Gel. Posteriormente agregar 25uL de las muestras en los pozos
restantes

Nota: En caso de que un pozo no tenga muestra colocar 25ulL de
buffer Laemli

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacion Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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6.4.5. Cerrar la camara y conectar a la fuente de poder con los electrodos
correspondientes (Imagen 10).

Imagen 10: Camara de Electroforesis armada y conectada
correctamente.?

6.4.6. Permitir el corrimiento de las muestras por 30 minutos a 87V para
que éstas logren alinearse compactandose y entren al gel

6.4.7. Una vez transcurrido el tiempo aumentar el voltaje de 100-125V y
dejar corre las muestras por aproximadamente 3 horas. Cuidando que
el corrimiento de las muestras no salgan del gel.

6.4.8. Una vez transcurrido el tiempo apagar la fuente de poder,
desconectar la camara, quitar la tapa y sacar el ensamble de
electrodos y vaciar el buffer de electroforesis de la camara interior.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacion Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestién de la Calidad.
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6.5.Tincion del Gel
6.5.1. Desmontar las placas del ensamble de electroforesis.

6.5.2. Dentro de un recipiente que contenga buffer de electroforesis 1X,
retirar la placa corta con una espatula, cuidando no romper el gel o
rayar el vidrio.

6.5.3. Cortar el gel concentrador con la espatula, retirar el gel separador de
la placa espaciadora y dejar en el buffer 1X.

6.5.4. Retirar el buffer del recipiente y afiadir solucién de Azul de Comassie
mantener durante 30min en movimiento para tefir las bandas de
proteinas.

6.5.5. Retirar la solucion de tincidn con una pipeta y agregar solucion
destefidora hasta eliminar todo el colorante de las zonas que no
presentan bandas de proteinas.

Imagen 10: Gel dentro de la solucion destefidora,
Obsérvese las bandas de proteinas coloreadas.®

6.5.6. Quitar el exceso de solucién destefidora y observar las bandas
presentes en el gel de electroforesis.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva versioén por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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Gestion de la Calidad.
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Anexos

PNO Para el uso de la
camara de electroforesis
MINIPROTEAN®

{

Colocar el vidrio de desplazamiento Verificar que las ,
sobre a placa espaciadora DA muescas queden hacia
adentro

'

Colocar dentro de los marcos para
fundicién

{

Verificar que las placas

Colocar los marcos dentro del soporte  ......... queden selladas con la
para fundicion banda de goma
SGC-FESZ- Preparar el gel separador de acuerdo a
QFB-BCTI-__ la tabla 1.

'

Adicionar la mezcla entre los dos
cristales v dejar polimerizar

{

Preparar el gel concentrado de SGC-FESZ-
acuerdo a la tabla 2. QFB-BCTI-__

{

Adicionar la mezcla sobre el gel
separador, colocar el peine y dejar
polimerizar

'

Quitar el peine con cuidado y retirar
los marcos de fundicion del soporte

$

Retirar las placas de los marcos para
fundicién

'

1

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva versioén por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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1
Colocar las placas que contienen el Verificar que las placas
gel en el ensamble de electrodos V7T cortas se encuentren

hacia dentro

'

Colocar el ensamble de electrodos
dentro del tanque

'

Llenar la camara interior con buffer de
electroforesis 1X

'

Pfeé)a:adé" . Diluir con NaOH al 0.1N las muestras
ElES v de proteinas

muestras

l Tomar 20pL y diluir con 12.5uL de

- buffer Laemli
Adicionar 25uL de las muestras en los
pOZOS. l

l Colocar a ebullicién por 5min, retirar y
cubrir de la luz

Colocar 8uL de marcador de peso
molecular en el pozo indicado l

l Colocar en bafio de hielo

En caso de que un pozo quede
desocupado, agregar 25uL de buffer
Laemli

{

Cerrar la camara y conectar a la
fuente de poder

¢

Correr las muestras a 87V por 30
minutos

¢

2

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva versioén por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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2
l Supervisar que el
Aumentar el voltaje a 100.125V corrimiento de las
durante 3 horas i B muestras no salga del
gel.

¢

Apagar la fuente y desconectar

$

Desmontar las placas del ensamble
de electroforesis

{

Dentro de un recipiente que contenga
buffer de electroforesis 1X, Retirar la
placa corta con una espatula

{

Cortar el gel concentrador con la
espatula, retirar el gel separador de la
placa espaciadora

{

Retirar el buffer del recipiente y afiadir
solucién de Azul de Comassie durante
30min en movimiento

{

Retirar la solucion de tincion y agregar
solucién destenidora hasta ver solo
coloreadas las bandas de proteinas

{

Eliminar el exceso de solucion
destenidora.

+

Observar las
bandas
presentes en
el gel de
electroforesis

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba

la nueva versioén por parte del Departamento de Certificacién Académica.
Para tener certeza sobre el estado de revision de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de

Gestion de la Calidad.
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Propdésito

Guiar al alumno de una manera clara en los procedimientos que debe de
seqguir para hacer buen uso de la camara de electroforesis horizontal Sub-
Cell® GT de BioRad asi como también lo cuidados que debe de tener con la
misma.

. Alcance

El presente Procedimiento Normalizado de operacion se encuentra redactado
de tal manera que pueda ser utilizado por alumnos, profesores y personal
administrativo que requieran hacer uso de la camara de electroforesis
horizontal Sub-Cell® GT de BioRad

. Términos, definiciones y abreviaturas
3.1.Términos y definiciones

o Electroforesis: técnica utilizada para separar particulas coloidales tales
como proteinas o acidos nucleicos a través una matriz solida (gel de
agarosa o poliacrilamida) de acuerdo a su tamano y carga eléctrica
mediante la aplicacion de un campo eléctrico (IUPAC, NHLBI, DOE).

e Buffer: Son una mezcla de sustancias capaz de resistir los cambios de
pH cuando se le agregan ligeras cantidades de acido o base.

e Agarosa: Fraccién polimérica extraida de algas productoras de agar,
responsable fundamental del poder gelificante de éste. Presenta una
diferencia entre temperaturas de fusion y solidificacion importante, que
la hace idonea para técnicas de separacién tales como electroforesis,
cromatografia y otras, empleadas en el campo de la Bioquimica y
Biologia Molecular.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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3.2.Abreviaturas

3.2.1. pL: Microlitros.
3.2.2. mL: Mililitros.
3.2.3. V. Volts

3.2.4. N. Normalidad

4. Responsabilidad y autoridad

4.1.Asesor del Médulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos |
e Verificar que el contenido de este PNO cumpla con los requerimientos
minimos necesarios para llevar a cabo de manera correcta el
procedimiento.

4.2.Personal administrativo
e Proporcionar la camara de electroforesis con los aditamentos necesarios
para su correcto uso, verificando que ésta se encuentre en buen estado
y limpia.
e Mantener limpia y en condiciones éptimas el area donde se trabajara.

4.1Alumnos del Modulo de Laboratorio de Bioquimica Celular y de los
Tejidos |I.
e Conocer cada uno de los componentes que conforman la camara
electroforesis horizontal Sub-Cell® GT de BioRad.
e Conocer y aplicar correctamente las actividades descritas en este
documento.
e De ser necesario asignar actividades especificas a cada integrante del
equipo.
e Hacer buen uso de la camara de electroforesis, comprometiéndose a
entregarla completa y limpia.
e Mantener siempre limpia el area de trabajo.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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5. Insumos a utilizar

5.1.Material
e Camara de electroforesis horizontal Sub-Cell® GT de BioRad.
Fuente de poder
Horno de microondas
Matraces Erlenmeyer con capacidad para 250 mL.
1 Matraz volumeétrico de 1000 mL.
Micropipetas de 20 pL.
Micropipetas de 200 pL.
Micropipetas de 1000 pL.
Puntas nuevas y limpias para las micropipetas
Niveles de burbuja.
Transiluminador.
Vortex
Guantes
Cubrebocas

5.2.Reactivos

Amortiguador TBE 10X.

Reactivo Midori-Green®

Buffer de carga 6X Promega®
Marcador de peso molecular Promega®
Agarosa grado biologia molecular.
Agua destilada

6. Descripcién de actividades

6.1.Componentes de la camara de electroforesis
La imagen 1 muestran los componentes principales que forman la camara
de electroforesis.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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/Cables electricos
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Montaje del

Conectores electricos
electrodo

Puertas del gel

Base GT

Clavija de seguridad de
eliminacion de liquidos

Pies niveladores
Pies Niveladores
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Soporte para
fundicion

Pies
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Imagen 1: Componentes que conforman la camara de electroforesis horizontal Sub-Cell®
GT de BioRad @

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacion Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestién de la Calidad.
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6.2.Armado de la camara de electroforesis parala formacion del gel.

6.2.1. Nivelar el soporte para fundicién con
los pies niveladores hasta observar
que la burbuja se encuentre en el
centro.

6.2.2. Colocar la bandeja para gel sobre el
soporte para fundicibon como se
muestra en la imagen 2

. Imagen 2: Manera correcta de colocar
6.2.3. Levantar la palanca de ajuste, la bandeja para formar el gel.?

deslizar la pared movil hacia adelante

hasta el tope y posteriormente
presionar y girar la palanca de ajuste
para sellar como se muestra en la
imagen 3.

6.2.4. Pesar la cantidad requerida de
agarosa Y disolverlo con TBE al 0.5%
dentro de un matraz Erlenmeyer.

6.2.5. Calentar la solucion en el microondas Imagen 3: Manera correcta de gjustar el
por 90 segundos para favorecer la soporte para fundicion.
disolucién completa del sélido.

6.2.6. Retirar el matraz del horno y dejar enfriar la solucién de agarosa
hasta que la temperatura del matraz sea tolerable al tacto

6.2.7. Agregar 5uL del reactivo de Midori Green al matraz que contiene la
solucién de agarosa y agitar.

6.2.8. Vaciar la solucién de agarosa sobre el soporte del gel y colocar el
peine para formar los pozos del tamano deseado.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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Imagen 4: Serie de procedimientos para la formacion del gel para electroforesis.

6.2.9. Dejar transcurrir de 20 a 30min para que el gel solidifique,
posteriormente retirar de un solo movimiento el peine.

6.2.10. Girar la palanca de ajuste en sentido contrario de las
manecillas del reloj y levante. Con cuidado deslice la pared movil hacia
atras
Nota: Mientras el gel se solidifica, se forma un sello ligero entre la
junta y el gel (especialmente para geles de agarosa de porcentaje bajo
[<0,8%]). Antes de mover la pared de la bandeja, levantar
cuidadosamente la bandeja en un lado para liberar el sello o use una
espatula para romper el sello entre la agarosa y la junta.

6.3.Colocacion y corrimiento de las muestras

6.3.1. Colocar la bandeja con el gel dentro del tanque para electroforesis,
de tal manera que los pozos se encuentren cercanos al catodo, como
se observa en la imagen 5.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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Imagen 5: Posicion correcta del
gel para el corrimiento de ADN.

6.3.2. Llenar el tanque con amortiguador TBE 0,5X hasta que el gel se
encuentre completamente sumergido.

6.3.3. Con una punta nueva tomar 5 pL de marcador de peso molecular y
cargar el primer pozo del gel. Desechar la punta

6.3.4. Mezclar en trozo de papel parafilm, 4uL de la muestra de ADN a
separar con 4L de buffer de carga.

6.3.5. Colocar cuidadosamente las muestras de ADN dentro de los pozos
posteriores de donde se colocd el marcador de peso molecular.

6.3.6. Colocar la tapa y conectar los electrodos, correr las muestras a 80V.
Durante 80 minutos.

6.3.7. Una vez transcurrido el tiempo desconectar los electrodos, quitar la
tapa, y con cuidado retirar la bandeja transparente con el gel de la

camara.

6.3.8. Retirar el exceso de agua del gel, y transferir a la base del
Transiluminador

6.3.9. Observar la presencia de las bandas separadas de ADN.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba

la nueva version por parte del Departamento de Certificacién Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revision de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de

Gestion de la Calidad.
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7. Registros
e SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO01 Lista maestra de documentos

8. Referencias normativas y bibliografia

8.1. Documentos internos

e Aguilar-Santelises L, Garcia-del Valle A, Corona-Ortega MT. Manual de
practicas de Bioquimica celular y de los tejidos |. México: FES
Zaragoza; 2014.
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http://www.biorad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/Bulletin_ 165810
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Anexos

' PNO para el uso de la
camara de electroforesis

horizontal SUB-CELL®

GT DE BIORAD p N
Colocar el peine para formar los
pozos
¢ . J
4 N\ &
Colocar la bandeja para gel sobre el - "
L soporte para fundicién ) Retirar el peine de un solo
movimiento.
J . y
( ) i 20-30 min.
Levantar la placa de ajuste y
deslizar la pare movil hacia ( L irar | | de ai h
adelante evantar_y girar la palanca de eyuste
\_ ) y deslizar la pared hacia atras.
¢ \ y,
Gire la palanca y ajuste para sellar. ] - ‘1' ~
Colocar la bandeja transparente con
l’ el gel dentro del tanque
(& /
Pesar la cantidad requerida de ¢
agarosa v disolver con TBS al 0.5%

Llenar el tanque con amortiguador
TBS 0.5X hasta cubrir por completo
el gel

v

l, Dejar enfriar [ Colocar 5 pL del marcador de peso 1

v

( N\
Calentar en el microondas por 90s.
Para favorecer la disolucion

e N molecular dentro del primer pozo
Agregar 5uL del reactivo de Midori
Green

‘l’ Pozos siguientes

lAgitar

[ Vaciar la solucion sobre el soporte }

Mezclar 4L de la muestra + 4L de
buffer de carga.

del gel

v

1

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
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¢

Colocar la tapa, conectar los
electrodos y correr a 80V

\l, 80 min.

4 )

Retirar la bandeja con el gel y retirar
el exceso de amortiguador

¢

[ Transferir el gel a la base del 1

Transiluminador

Observar las bandas
de ADN

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba
la nueva version por parte del Departamento de Certificacion Académica.

Para tener certeza sobre el estado de revisién de este documento se debe consultar al Comité del Sistema de
Gestion de la Calidad.
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