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Some say we walk alone
Bavefoot on wicked stone, no [ight

And sanctuary fownd never waits around awhile

Marching to the sea

Their dreams stay in the shadows

Their dreams stay ﬁvm[y rooted in the shallows
See the scraping sky

See my destination there tonight

So say 1 walk alone, barefoot
On wicked stone tonight
Will you leap to follow

Will you turn and go

Will your dreams stay rooted in the shallows

See the scraping sky
Far beyond the shallows
Far beyond the reaches of the shadows

Though youth may fade with boyhood's cares
New feav will catch us unawares

1 know it will

So you might say
The path we share is one of danger

And of fear
Until the end

Sea within a sea

The Horrors

2009
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1. INTRODUCCION

Actualmente, el nivel de exigencia respecto a la calidad obliga a tener una
estructuracion de trabajo que permita que todas las variables que intervienen en los
distintos procesos (de disefio, de produccion o de comercializacion, etc.) estén
controladas de forma que el resultado que se obtenga sea, no solo predecible, sino
siempre el esperado.

Un sistema de calidad permite saber qué se espera de su trabajo, cOmo realizar sus
tareas y cuando hacer su trabajo y esto, a su vez, permite obtener un resultado
predecible y, por tanto, controlable.

Para implantar un sistema de calidad es necesario planificar las etapas y acciones
necesarias. Se debe realizar una programacion temporal y fijar claramente las
responsabilidades tanto de la empresa como del equipo consultor que asesora el
proceso.

La documentacion constituye una base para poder entender el sistema, comunicar sus
procesos Yy requisitos dentro de la organizacion, describirselo a otras organizaciones y
determinar la eficacia de la implementacion. Se exige que la organizacion establezca,
documente, mantenga y mejore el sistema de gestion de la calidad. Es responsabilidad
de la direccién facilitar el establecimiento de dicho sistema. El sistema documentado
debe reflejar actividades que realmente se llevan a cabo para garantizar la conformidad.
En este sentido, se busca que la conformacion adecuada de un manual de
Procedimientos Normalizados de Operacion (PNO) para el Laboratorio de Bioquimica
Celular y de Tejidos, delimite las actividades que se llevan a cabo, facilitando la

ejecucion, seguimiento y evaluacion del desempefio dentro del laboratorio. Este debe

S.J.D.R., 2017 | 8



constituirse en un instrumento agil que apoye el proceso de actualizacion y mejora,
mediante la elaboracion de los procedimientos que permitan un trabajo adecuado y

eficiente de las funciones asignadas.

S.J.D.R., 2017 | 9



2. MARCO TEORICO

2.1. EL LABORATORIO

En el desarrollo, razonable pero no necesario de las tecnologias intelectuales, que son
las ciencias, hay una invencion cultural a la que hay que dar importancia capital: el
laboratorio. Un laboratorio es un lugar abstracto en el que se pueden practicar ciertas
experiencias controladas @.

El principal objetivo de un laboratorio es producir resultados fiables ; estos datos
deben ser obtenidos con técnicas analiticas confiables, precisas y adecuadas para su
fin. Esto, que parece obvio, no es tan facil de lograr en la realidad, como se ha
demostrado en multiples estudios entre laboratorios, que muestran que laboratorios
diferentes, utilizando una misma metodologia analitica y personal experimentado,
analizando una misma muestra, obtienen resultados con una amplia variabilidad. Con
todo eso, el laboratorio debe asegurar la calidad de los resultados, de una manera
planeada y revisada, y debe considerar el uso de esquemas internos de control de
calidad ©.

La pregunta entonces seria: ¢,cémo mejorar la calidad en el laboratorio?

2.2. BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO (BPL)

Ahora bien, la calidad no so6lo hay que controlarla al final de un proceso, sino hay que
planificarla desde el momento en el que se va a producir un producto farmacéutico,
cosmeético, alimentario, etc., o se va a realizar una investigacion o estudio. Las normas
que pueden orientarnos sobre lo que tenemos que realizar para obtener un determinado

nivel de calidad son precisamente las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL).

S.J.D.R.,2017 | 10



Las BPL son “un conjunto de reglas, procedimientos operacionales y practicas
establecidas que se consideran de obligado cumplimiento para asegurar la calidad e
integridad de los datos producidos en determinados tipos de investigaciones o
estudios”. Las BPL es todo lo relacionado con el proceso de organizacion y las
condiciones técnicas bajo las cuales los estudios de laboratorio se han planificado,
realizado, controlado, registrado e informado" ©.

Las normas BPL constituyen, en esencia, una filosofia de trabajo, son un sistema de
organizacion de todo lo que de alguna forma interviene en la realizacion de un estudio o
procedimiento encaminado a la investigacion de todo producto quimico o biolégico que
pueda tener impacto sobre la especie humana. Las normas inciden en cémo debe

trabajar a lo largo de todo el estudio, desde su disefio hasta el archivo ©).

2.2.1 PRINCIPALES PRINCIPIOS QUE ABARCAN LAS BPL ©),

e Condiciones adecuadas. Desde el punto de vista del trabajo, para que éste
pueda ser realizado por los trabajadores en forma segura y apropiada. Se debe
contar con suficientes salas, para que el personal trabaje sin limitaciones de
espacio. El proposito y el tipo de producto a analizar deben ser considerados en
el disefio de un laboratorio.

e Personal calificado. Es importante contar con personal calificado. Esto es una
decision de manejo basada en trabajo de calidad.

e Equipamientos mantenidos y calibrados. Emplear equipos mantenidos vy
calibrados de manera apropiada. Ademas disponer de los registros de los

mantenimientos.

S.J.D.R., 2017 | 11



¢ Procedimientos Estandares de Operacion. Documentos que garantizan la calidad

e integridad de los datos generados por dicha instalacion ). Es importante esta

practica, tanto para las operaciones de muestreo como en las del procedimiento
analitico.

Si se tiene en cuenta que los laboratorios son los que en dltima instancia confirman la

calidad de los productos con sus especificaciones, es importante el buen desempefio

de su labor para el correcto desenvolvimiento del comercio, la garantia de los negocios,

la seguridad de los productos para el consumo y la prevencion de pérdidas econémicas,

por lo que la garantia de la calidad en los laboratorios es un indicador de su

competencia de gran importancia para la seguridad. Ello exige que los laboratorios

tengan cada vez mas la necesidad de operar con sistemas de gestién de la calidad (.

2.3. CALIDAD

Las organizaciones en general, buscan mejorar sus productos y/o servicios, con el fin
de aumentar su productividad, competitividad u obtener reconocimiento, y de esta
manera garantizar su supervivencia y crecimiento en el mercado, en el cual existen
nuevas exigencias cada dia. Uno de los mecanismos que mayores resultados ha

proporcionado es la implantacion de una direccion basada en la calidad ®).

2.3.1. CONCEPTO DE CALIDAD

El concepto de calidad es tan antiguo como el comercio y basicamente se enfocaba
como la conformidad del producto. La calidad considerada genéricamente es un
concepto abstracto que tiene muchas implicaciones, por lo que no es de extrafiar que

se encuentren un sinfin de definiciones que hacen énfasis en distintos aspectos ©),

S.J.D.R., 2017 | 12



La calidad es un conjunto de caracteristicas de un producto o servicio que le confiere la
aptitud necesaria para satisfacer e incluso superar las necesidades y expectativas del
cliente o usuario ©.

El concepto de calidad ha ido evolucionando a lo largo de los afos, ampliando objetivos
y variando la orientacion; pasando de la simple idea de realizar una verificacion de
calidad, a tratar de generar calidad desde los origenes. Se busca asegurar la calidad en
el proceso de produccion para evitar que este dé lugar a productos defectuosos 9.

La calidad no se obtiene por casualidad, sino mediante los recursos y los
procedimientos adecuados, es decir, a través de la gestion. La parte de una empresa
que se relaciona con la obtencion de la calidad es la gestion de la calidad. La gestién de
la calidad incluye actividades como la planificacién de la calidad, el control de la calidad,

el aseguramiento de la calidad y la mejora de la calidad 9,

2.3.2. PRINCIPIOS DE GESTION DE CALIDAD

Para conducir y operar una organizacion en forma exitosa se requiere que ésta se dirija
y controle en forma sistematica y transparente. Se han identificado siete principios de
gestion de la calidad que pueden ser utilizados por la alta direccién con el fin de
conducir a la organizacién hacia una mejora en el desempefio:

e Enfoque al cliente: Las organizaciones dependen de sus clientes y por lo tanto
deberian comprender las necesidades actuales y futuras de los clientes,
satisfacer los requisitos de los clientes y esforzarse en exceder las expectativas
de los clientes.

e Liderazgo: Los lideres establecen la unidad de propdsito y la orientacion de la

organizacion. Ellos deberian crear y mantener un ambiente interno, en el cual el

S.J.D.R., 2017 | 13



personal pueda llegar a involucrarse totalmente en el logro de los objetivos de la
organizacion.

Participacion del personal: El personal, a todos los niveles, es la esencia de una
organizacion y su total compromiso posibilita que sus habilidades sean usadas
para el beneficio de la organizacion.

Enfoque basado en procesos: Un resultado deseado se alcanza mas
eficientemente cuando las actividades y los recursos relacionados se gestionan
COMOo un proceso.

Mejora: La mejora continua del desempefio global de la organizacion deberia ser
un objetivo permanente de ésta.

Toma de decisiones informadas: Las decisiones eficaces se basan en el analisis
de los datos y la informacion.

Gestion de las relaciones: Una organizacion y sus proveedores son
interdependientes, y una relacion mutuamente beneficiosa aumenta la capacidad

de ambos para crear valor.

Estos siete principios de gestion de la calidad constituyen la base de las normas de

sistemas de gestion de la calidad de la familia de Normas 1SO 9000 - 12),

2.3.3. SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD

La gestion de la calidad se lleva a cabo mediante un sistema, es decir, mediante un

conjunto de elementos mutuamente relacionados entre si o que actiian entre si 1.

El sistema de calidad es el conjunto de la estructura organizativa, responsabilidades,

procedimientos, procesos Yy recursos que se establecen para llevar a cabo una gestion

de calidad que proporcione la adecuada confianza. La empresa debe aportar los
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recursos necesarios para que la politica de calidad sea viable y documentar el sistema

para que no se pierda el esfuerzo realizado 13,

2.3.4. ENFOQUE DEL SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD
La gestion de una organizacion comprende la gestion de la calidad entre otras
disciplinas de gestion. Un enfoque para desarrollar e implementar un sistema de gestion
de la calidad comprende diferentes etapas como:
e Determinar las necesidades y expectativas de cada una de las partes
interesadas.
e Establecer la politica y objetivos de calidad.
e Determinar los procesos y responsabilidades necesarias para el logro de los
objetivos de la calidad.
e Determinar y proporcionar los recursos necesarios para el logro de los objetivos
de la calidad.
e Establecer métodos para medir la eficiencia del proceso.
e Determinar medios para prevenir no conformidades y eliminar sus causas.
e Establecer y aplicar un proceso para la mejora continua del sistema de gestion

de calidad 9.

2.3.5. DOCUMENTACION EN UN SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD
La importancia de la documentacion de un SGC es comunicar por escrito los objetivos y
propésitos de la organizacion sobre la calidad y demostrar si las acciones fueron

consistentes con éstos.
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Es importante sefialar que la documentacion no es un fin, sino una actividad que aporta
valor a la operacion y efectividad al sistema de gestién de calidad. La utilizacion de la
documentacion contribuye a:

e Lograr la conformidad con los requisitos de la tarea propuesta y la mejora de la

calidad.

e Proveer la formacion apropiada.

e Larepetibilidad y la trazabilidad.

e Proporcionar evidencia objetiva.

e Evaluar la eficacia y la adecuacion continua del Sistema de Gestion de Calidad 1516),

2.3.5.1. ESTRUCTURACION DE UN SISTEMA DE DOCUMENTACION

La parte documental es uno de los sistemas fundamentales que apoyan al sistema de
calidad, por lo tanto su estructura debe ser solida y asegurar su comprension, su
aplicacién, seguimiento y efectividad, para lo cual cada empresa debe considerar los
siguientes aspectos al implementar el sistema documental:

e La planeacion de la estructura de la documentacién, en donde se decide qué tipo
de documentos maestros se manejaran, y se generan los PNO para la
elaboracion de los mismos.

e La evaluacion de los recursos, que involucran al personal, los equipos, sistemas
y areas, los instrumentos, los procesos y métodos utilizados en la empresa.

o El establecimiento o mejora del sistema de calidad, para lo cual se debe contar
con planes de calidad, establecer los criterios de actualizacion de los
documentos y contar con la evidencia documentada (registros) que demuestre el

cumplimiento del sistema de calidad.
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e La demostracion del cumplimiento del sistema de calidad basada en la evidencia
documentada que incluye el uso de documentacibn maestra, el uso de
documentacion vigente, el control de los documentos y el control de los registros.

e El flujo que tendra la documentacion a través de los departamentos establecidos
por el organigrama de la empresa y las descripciones de labores.

e La capacitacion constante del personal involucrado, tanto en la elaboracién como
en el control y la aplicacion de los documentos (7).

Una vez que se ha estructurado el sistema de documentacion se debe tener en cuenta
que éste debe evaluarse constantemente para asegurar su efectividad con base en las

especificaciones sobre las que fue disefiado, para realizar posibles mejoras (17 18),

2.3.5.2. NIVELES DE UN SISTEMA DE DOCUMENTACION

El sistema de documentacion puede clasificarse en 5 niveles (7. 18):

S.J.D.R., 2017 | 17



Nivel TEmee o Descripcion Ejemplos
documentacion
Leyes, reglamentos,
farmacopeas, normas,
Aquellos que se basan en las .
1 Documentos legales . : . guias, decretos, acuerdos y
exigencias regulatorias . o
reportes técnicos, auditorias
de la Secretaria de Salud.
Reflejan los criterios de la Expediente maestro de
empresa y engloban sus .
Documentos i : planta, manual de calidad, el
2 politicas, sirven de base para S
maestros plan maestro de validacion y
generar documentos de .
: los planes de calidad.
niveles menores.
Procedimientos
Son documentos especificos | Normalizados de Operacion,
para cada area o protocolos, especificaciones,
3 Procedimientos departamento que desglosan programas de
las actividades que en ella se mantenimiento y de
realizan. calibracion, descripciones de
puesto.
. Instructivos, guias de
Son documentos que incluyen - .
, . . L trabajo, instrucciones,
4 Instructivos actividades sencillas dirigidas . . .
. : lineamientos y listados de
generalmente a nivel operario. N
verificacion.
Son los documentos
derivados de la ejecucion de " -
. L T Bitacoras, certificados y
5 Registros las actividades indicadas en .
. etiquetas.
los documentos de los niveles
anteriores.
Cuadro 1: Niveles de documentacién en un SGC
2.3.5.3. CARACTERISTICAS DE LA DOCUMENTACION 9

Independientemente del nivel que se trate, la documentacion tendra que cumplir con

ciertos requisitos. Entre las principales caracteristicas se pueden mencionar:
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Todos los documentos existentes en un establecimiento deben mantenerse
actualizados y ordenados.

Los documentos que contienen instrucciones deben ser aprobados, firmados y
fechados. Todos los tipos de documentos deben definirse y apegarse a lo
establecido. Los requisitos aplican de igual manera a todas las formas de
documentacion.

Los documentos del sistema deben estar escritos en idioma espafiol. Cuando los
documentos estén en dos idiomas o mas, siempre deben incluir la versién en
espafol.

Algunos documentos pueden existir en forma hibrida, por ejemplo, parte en
formato electronico y otros en papel. Los documentos que contienen
instrucciones deben redactarse de manera ordenada y ser faciles de comprobar.
El estilo y lenguaje de los documentos debe concordar con su intencién de uso.
Los documentos del Sistema de Gestion de Calidad deben revisarse
periddicamente y mantenerse actualizados

Los documentos deben disefiarse, prepararse, revisarse y distribuirse de acuerdo
a lo establecido en el Sistema de Gestion de Calidad.

Los documentos no deben ser manuscritos; sin embargo, cuando los
documentos requieran un registro de datos, debe dejarse espacio suficiente para
permitir la realizacion de dichas entradas.

Los registros escritos a mano en documentos, deben realizarse de forma clara,
legible e indeleble. El registro de actividades debe realizarse al momento de la

actividad respetando el orden cronoldgico.
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e Cualquier correccion al registro de una actividad o a un documento debe ser
firmado y fechado y permitir la lectura de la informacion original.

e Cuando se requiera una explicacion del motivo de la correccion debe
documentarse; estos registros deben contener la fecha e identificar quién realizé
la actividad.

e Debe existir un mecanismo que permita identificar las firmas y rdbricas del

personal que ejecuta la operacion.

2.3.5.4. TIPOS DE DOCUMENTOS UTILIZADOS EN LOS SISTEMAS DE GESTION
DE CALIDAD
El sistema de gestion de calidad tiene que incluir
¢ Lainformacidon documentada requerida por la norma ISO 9001:2015
e La informacion documentada que la empresa determine como necesaria para
obtener la eficiencia del Sistema de Gestion de la Calidad, la cual dependera del
tamafio de la organizacién y el tipo de actividad que realiza, ademas de los
procesos, productos y servicios, la complejidad de los diferentes procesos con
los que cuenta y a competencia de las personas 2,
Dentro de la norma ISO 9001:2015 se encuentra el término “Informaciéon documentada”,
el cual se refiere a la informacion que debe ser controlada y mantenida por una
organizaciéon y el medio en el que esta contenida. Esta definicion incluye dos notas:
1. La informacion documentada puede estar en cualquier formato y medio y ser de
cualquier fuente.
2. La informacion documentada puede referirse al Sistema de Gestion de Calidad,

incluyendo los procesos relacionados; la informacion creada por la organizacion
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para su operacion (documentacién) y la evidencia de los resultados obtenidos en
su operacion (12.21),
En la version de la Norma ISO 9001:2015 no se utilizan los términos procedimientos y
registros, ya que estos dos elementos ahora se denominan en conjunto como
“‘informacion documentada”, aunque dentro de la norma se hablara, en varias
ocasiones, de mantener y retener. cuando se mencione mantener se referird a
documentar, y en el momento en que se hable de retener sera referido al registro (12 21,
Si bien es cierto que el término “informacion documentada” hace referencia a cualquier
documento que se genere y/o utilice dentro de una organizacion, es importante conocer
qué tipo de documentos son indispensables en un Sistema de Gestién de Calidad para
su funcionamiento. A continuacion, se citan los mas importantes:
e Los planes de calidad, que describen como se aplica el sistema de gestién de la
calidad a un producto, proyecto o contrato especifico.
e Las especificaciones, que son documentos que aportan informacion sobre cémo
deben o como estan constituidos ciertos productos.
e Las guias, que son documentos que establecen recomendaciones o0 sugerencias.
e Los procedimientos e instrucciones de trabajo, que proporcionan informacion
sobre como efectuar las actividades y los procesos de manera coherente.
e Los registros, que son los documentos que proporcionan evidencia objetiva de
las actividades realizadas y de los resultados obtenidos, y que son la evidencia
de que el sistema de gestion de la calidad esta operando (4 19),
Todo lo anterior debe estar contenido en un manual de calidad, que define los papeles y

responsabilidades del personal y los procedimientos de operacién del laboratorio 12 21,
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2.4. MANUAL DE CALIDAD
El manual de calidad es el documento que describe el conjunto del sistema de gestion
de la calidad, sus procesos y las interrelaciones entre esos procesos: puede contener 0
bien remitir a procedimientos documentados més detallados. El manual debera ser de
utilidad para facilitar la comprension del sistema de gestion de la calidad, y la
organizaciobn no debera sentirse obligada a utilizar un formato en concreto para el
contenido del manual 2, La redaccion de este manual es una de las tareas mas arduas
en la implementacion del sistema, y el mismo debe ser el resultado de un esfuerzo
conjunto del personal del laboratorio ©).
El formato y la organizacién deben establecer y mantener un manual de calidad que
incluya:
e El alcance del sistema de gestion de la calidad, incluyendo los detalles y la
justificacion de cualquier exclusion.
e Los procedimientos documentados establecidos para el sistema de gestion de la
calidad, o referencia de los mismos.
e El contenido debe desarrollarse de forma que describa el modo en que funciona
realmente el sistema de gestion de la calidad de la organizacion.
El instrumento primario para la aplicacién del control de calidad esta constituido por los

manuales de procedimientos técnicos y administrativos ©).

2.5. MANUALES DE PROCEDIMIENTOS
Los sistemas de calidad como garantia de un buen servicio se han llevado a cabo
desde hace ya varios afos por diferentes sectores industriales y organizaciones, estos

promueven la estandarizacion de la gestion y coordinacién en la organizacion como
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estrategia del aseguramiento de la calidad. En los diferentes niveles de actividad, se
hace necesario contar con un manual de procedimientos para las diversas actividades a
realizar que aseguren la reproducibilidad de las acciones ejecutadas 23,

Se entiende como procedimiento a la descripcion precisa, concisa y clara del material,
equipo, condiciones, actividades y requerimientos para obtener un producto o un
servicio de una calidad definida 4. Se considera al manual de procedimientos como el
instrumento que establece los mecanismos esenciales para el desempefio
organizacional de las unidades administrativas.

Los estandares nacionales que se adoptan por consenso de los usuarios 0 miembros,
deben estar basados en los estdndares internacionales preparados por la International

Standard Organization (12 25),

2.5.1. IMPORTANCIA DE LOS MANUALES DE PROCEDIMIENTOS 29

e Constituyen una fuente formal y permanente de informacion y orientaciéon acerca
de la manera de ejecutar un trabajo determinado.

e Establecen los lineamientos y mecanismos para la correcta ejecucion de un
trabajo determinado.

e Contribuyen a dar continuidad y coherencia de las actividades que describen.

e Delimitan responsabilidades y evitan desviaciones arbitrarias o0 malos entendidos
en la ejecucion de un trabajo determinado.

e Facilitan la supervisién del trabajo y proporcionan a los jefes los elementos
necesarios para verificar el cumplimiento de las actividades de los subordinados.

e Son una herramienta para capacitar al personal en el desempefio de sus

funciones.
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Sirven como base para la realizacion de estudios de métodos y sistemas, con la
finalidad de agilizar, simplificar, automatizar o desconcentrar las actividades que
se llevan a cabo en las dependencias.

Auxilian en las labores de auditoria administrativa.

Establecen claramente el grado de autoridad y responsabilidad de los distintos
niveles jerarquicos que la componen.

Promueven el aprovechamiento racional de los recursos humanos, materiales,
financieros y tecnolégicos disponibles

Funcionan como medio de relacién y coordinacién con otras organizaciones (9),

S.J.D.R., 2017 | 24



2.5.1.1. VENTAJAS Y LIMITACIONES DE LA UTILIZACION DE MANUALES @9

VENTAJAS

DESVENTAJAS

v Son una

fuente permanente de
informacion  sobre las  practicas
generales y sectoriales de una
organizacion.

Son una herramienta de apoyo en el
entrenamiento y capacitacion de nuevos
empleados.

Logran y mantienen un sélido plan de
organizacion.

Aseguran que todos los interesados
tengan una adecuada comprension del
plan general y de sus propios papeles y
relaciones pertinentes.

Determinan la responsabilidad de cada
puesto y su relacién con otros puestos
de la organizacion.

Contribuyen al control del cumplimiento
de las tareas y evitan su alteracion
arbitraria.

Ayudan a institucionalizar y hacer
efectivos los objetivos, las politicas, los
procedimientos, etc.

Constituyen una herramienta, pero no la
solucion para todos los problemas
administrativos que se puedan presentar.

Si no se actualizan permanentemente,
pierden vigencia con rapidez.

Incluyen solo los aspectos formales de la
organizacion dejando de lado los
informales, cuya vigencia e importancia
para la vida de la misma es notoria.

Algunos consideran que es demasiado
caro, limitativo y laborioso preparar un
manual y conservarlo al dia.

Existe el temor de que pueda conducir a
una estricta reglamentacion y rigidez.

Cuadro 2: Ventajas y limitaciones de los manuales de procedimientos

2.5.2. PARTES QUE CONFORMAN EL MANUAL DE PROCEDIMIENTOS
Bajo la base de los requerimientos que plantea la Norma ISO9001-2008, se presentan
los apartados que pueden formar parte de un manual de procedimientos (14 19),

¢ |dentificacion: Este manual debe incluir, en primer término, los siguientes datos:
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Logotipo de la organizacion. La expresion grafica de la identidad corporativa de
una organizacion compuesta por un simbolo, un emblema y una tipografia.
Nombre de la organizacion.
Denominacion y extension del manual (general o especifico). Si corresponde a
una unidad en particular, debe anotarse el nombre de ésta.
Lugar y fecha de elaboracion. Dia, mes y afio en que se terminé de elaborar el
procedimiento.
Numeracién de péaginas. En el primer espacio debe anotarse el numero
progresivo de las hojas del manual y, en el segundo, el nimero total de hojas
en que consta el documento.
Sustitucién de paginas (actualizaciéon de informacion).
Unidades responsables de su elaboracion, revision y/o autorizacion.
Clave del formulario; en primer término, se deben escribir las siglas de la
organizacion; en segundo, las de la unidad administrativa responsable de
elaborar o utilizar la forma; en tercero, el nUmero consecutivo del formulario y,
en cuarto, el afio. Para leerla con facilidad, deber& colocarse un guion o una
diagonal entre las siglas y los nimeros @7).
Introduccion: En la introduccion se presenta y da a conocer el manual al lector,
indicando su funcién y los procedimientos que en él se detallan, asi como demas
informacion que genere un conocimiento basico de lo que se puede encontrar en
el manual.
indice: Es la relacion de los capitulos o apartados que constituyen el cuerpo del

documento @7,
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e Contenido: Lista de procedimientos que integran el contenido del manual.

e Objetivo del manual: Presenta la finalidad del manual.

e Normativa de aplicacion: Se refiere a las normas que se aplican dentro del
manual.

e Caracteristicas de los procedimientos: Se dan a conocer las peculiaridades y
particularidades de los procedimientos.

e Instrucciones para el uso del manual: Se dan las indicaciones, tales como

abreviaturas y simbolos necesarios para la comprension y uso del manual.

2.6. PROCEDIMIENTOS NORMALIZADOS DE OPERACION (PNO)
Por definicion normativa, los PNO son documentos que contienen las instrucciones
minimas necesarias para llevar a cabo una operacion de manera reproducible, asi
como el objetivo, alcance, responsabilidad, desarrollo del proceso y referencias
bibliograficas 3. Estos documentos definen el qué, quién, como, cuando y déonde de
una o varias actividades del establecimiento, descritas en forma especifica y clara @9,
La aplicacién de los PNO constituye uno de los pilares para el buen funcionamiento del
establecimiento. Implementar los PNO para cada una de las actividades contribuye a
ordenar y controlar la operacion del establecimiento, prevenir y corregir irregularidades,
dar seguimiento a los trabajos y confirmar que se cumplan los requisitos. Ademas de las
ventajas mencionadas, contribuyen a:

e Mejorar la organizacién y ejecucion de las actividades.

e Facilitar el trabajo al personal, tanto de caracter técnico como administrativo.

e Proporcionar uniformidad en la utilizacién de los equipos de toma de muestras y

de analisis, reduciendo las posibilidades de error.
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e Garantizar el registro de los datos primarios.

e Facilitar el seguimiento y control de las operaciones realizadas.

e Proporcionar datos comparativos, tanto dentro del propio laboratorio como con

otros laboratorios, a lo largo del tiempo.

e Ayudar a la formacién del nuevo personal.

¢ Reducir gastos
Los PNO deben describir las responsabilidades del personal operativo en cada paso del
proceso, explicando como se ejecutan las diferentes actividades, los documentos y los
registros que se requieren, los controles que se deben aplicar y las actividades de
supervision que deben ser registradas.
De manera general, los PNO permiten que una actividad sea desarrollada de la misma
forma por todo el personal, sirven como guia de capacitacion y se pueden consultar
para verificar su cumplimiento en cada etapa del proceso durante una auditoria.
Los PNO deben estar disponibles para todo el personal en el lugar en que debe
aplicarlos y supervisarlos, en forma de copias controladas o bien por medios
electronicos, de manera que se prevenga la utilizacion de versiones obsoletas o no
autorizadas. Asimismo, los registros derivados de los PNO deben realizarse de manera

inmediata durante el proceso de acuerdo con lo que se sefiale en los mismos.

2.6.1. DESARROLLO DE UN PNO
En el desarrollo de los PNO pueden establecerse pasos definidos que son (9 28);
e Revision de la préactica actual por parte de las personas involucradas en la
elaboraciéon del PNO, partiendo de la revision de la documentacion,

procedimientos e instrucciones existentes.
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Andlisis de la practica actual para determinar si las practicas son satisfactorias o
si deben modificarse.

Elaboracién de un borrador en el que se especifique el método mediante el que
se realiza la actividad, sefialando quién hace qué, como, cuando, donde y
porqué. El procedimiento debe elaborarse de acuerdo a un formato establecido.
Distribucién del borrador al personal interesado para que realice sus
comentarios.

Revision de los comentarios para decidir cuales son aplicables.

Revision y distribucién del PNO para su aceptacion, una vez que se hicieron las
correcciones.

Aprobacion del PNO por las personas responsables designadas antes de
entregarlo para su uso.

Entrega para su uso al personal interesado. Cuando varias personas utilizan el
mismo PNO deben tener facil acceso al mismo. Los procedimientos deben
entregarse bajo condiciones controladas.

Puesta en préactica del PNO, lo cual debe incluir un proceso de capacitacion para
gue todo el personal involucrado se familiarice con el contenido y los métodos de
aplicacion.

Supervision y revision, este proceso se realiza después de unas semanas de la

puesta en practica para verificar la efectividad y el cumplimiento del PNO.
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2.6.2. FORMATO Y DISENO (9

El formato de los PNO debe reunir ciertas caracteristicas de funcionalidad dentro de la

industria farmaceéutica, para lo cual debe contener como minimo en cada pagina los

siguientes datos:

Titulo o denominacion del PNO.

Logotipo o nombre del establecimiento: Distintivo o denominacion del
establecimiento.

Numero o clave del PNO, el cual es un cddigo interno alfanumérico que indica la
actividad a la que pertenece y el consecutivo que le corresponde con relacién al
manual del PNO. Esta clave sirve como referencia en cualquier documento que
cite el PNO en cuestion. El caracter de referencia para cada area o actividad sera
como se defina de manera interna. El consecutivo de todos los casos iniciara en
01 y se incrementara en forma cronoldgica.

Numero de edicién (version), el cual es un nimero consecutivo cronoldgico al
documento. Serd escrito con dos digitos y en todos los casos incluird el 01,
incrementandose de forma consecutiva.

Paginacién, que abarca el nimero de péagina actual y las paginas totales que
conforman el PNO. Por ejemplo: 1 de 4 o 1/4, significa que es la primera de las
cuatro paginas totales que contiene el PNO.

Fecha de emision, que es la fecha en que entra en vigor hasta la publicacion de
la siguiente version.

Fecha de revision, que indica la fecha probable en que se revisara un PNO de

acuerdo con su periodicidad: Si no tiene una periodicidad clara se indican dos
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afios después de la fecha de vigencia. Ademas, considerar cada vez que se
modifiquen las disposiciones aplicables al establecimiento o las actividades del
mismo.

Sustituye a: Los procedimientos que sean elaborados por primera vez, deben
llevar en este lugar la leyenda "NUEVO", o la clave o version que reemplaza al
PNO vigente.

Elabord: Fecha en que fue escrito el PNO, nombre, firma y puesto que tiene la
persona responsable de su publicacion

Revisé: Fecha en que fue revisado el PNO, nombre, firma, y puesto de la
persona.

Autorizé: Fecha en que fue autorizado el PNO, nombre y firma del responsable.

2.6.3. CONTENIDO

Los PNO deben contener la siguiente informaciéon, como minimo:

Titulo. (O denominacion del PNO): Debe ser breve y directo. Debe especificar el
propdsito del PNO.

Clave o codigo: Se define segun las politicas de la empresa. Generalmente se
utiliza un numero secuencial que refleja el area a la que pertenece el PNO y las
actualizaciones que se realizan.

Objetivo: Frecuentemente se encuentra en un titulo bien escrito, pero puede
utilizarse para extender el proposito del procedimiento. Bosqueja la intencion del
documento.

Alcance: Indica a que persona(s) y departamentos aplica, y hasta cuando es

aplicado.
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Responsabilidad: Indica que persona es la responsable de realizar la actividad
descrita, asi como las personas responsables de verificar 0 supervisar que se
realice dicha actividad.

Desarrollo: Describe la forma de llevar a cabo el proceso, sefialando de manera
cronologica los pasos que contiene dicho proceso, ademas de indicar el material
o los instrumentos utilizados.

Referencias bibliogréficas: Cita el material bibliografico, hemerografico o
electronico utilizado, el cual debe ser actualizado 3. Aqui se detallan otros
documentos relacionados con las actividades dentro del procedimiento ya sean
externos (farmacopeas, guias, normas, etc.) o internos (referencias de PNO,
protocolos, manuales, etc.).

Anexos: Incluye todo el material agregado que se utiliza como guia o descripcién
del PNO, estos pueden ser tablas, dibujos, registros o formatos 3.

Glosario o definiciones. Incluir si se considera que en el PNO se encuentran
palabras poco usuales o con acepciones especificas, se debe incluir cada
palabra con su definicidén respectiva.

Simbolos: Incluir aquellos utilizados en el PNO que requieren explicacion o
descripcién para una mejor comprension de la informacion contenida.
Abreviaturas. Incluir todas las abreviaturas que contiene el PNO y presentar cada
una con su significado @3,

Control de cambios. Cuando sea necesario realizar modificaciones al PNO,
independientemente de la fecha de la préxima revision, se debe registrar en el

formato de control de cambios (al final del PNO) exactamente cual fue el cambio,
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por qué se hizo, quién lo hizo y en qué fecha. De esta manera, se conseguira
tener la historia del PNO en forma condensada 9.
e Firmas de conocimiento. Tener un registro del personal que es informado del

PNO, a través de su firma, asi como la fecha en que es enterado del mismo ?3),

2.6.4. REDACCION
Los PNO son un apoyo para el desempefio cotidiano de quien los emplea y deben
proporcionar una guia clara al lector sobre la actividad a realizar, por lo que deben de
usar un lenguaje claro y directo, empleando verbos en infinitivo, palabras simples y
directas, y evitar el uso de términos fuera de uso.
Cuando se utiliza un material hay que mencionar su nombre y su himero. Los nombres
comunes del equipo, departamento o procedimiento pueden ser utilizados, por esta
razdn es conveniente que sean revisados por los técnicos y las personas que los
utilizan.
A continuacién, se mencionan algunos aspectos de redaccion que es importante
considerar para obtener documentos claros y de facil aplicacién:
e Redaccion efectiva. Debe ser clara, simple y directa, siempre dando importancia
a escribir para que el lector entienda facilmente el desarrollo de la actividad.
e Puntuacién. Es béasica para una redaccién clara y para la comprensién de un
texto. Generalmente las frases largas resultan dificiles de entender, por lo que se
recomienda que las frases y los parrafos sean breves, dando una instruccion por

frase y un tema por parrafo.
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e Uso de palabras. El uso de palabras precisas es muy importante, deben utilizarse
palabras o frases que tengan significados especificos, y no palabras o frases que
puedan ser sujetas a interpretacion.

e Iniciales, siglas y abreviaturas. Se recomienda evitar su uso cuando tengan
diversos significados. Si es necesario usarlas debido a que se presentan con
mucha frecuencia, deben relacionarse junto con su significado completo en la
seccion de definiciones.

e 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 19,

2.6.5. EMISION Y ACTUALIZACION
Todas las actividades que engloban los procesos de produccion, con el paso del tiempo
pueden requerir de modificaciones por factores como variacion o actualizacion de las
técnicas, optimizacion de los procesos, uso de nuevos equipos o instrumentos, etc., y
estos cambios deben verse reflejados en los PNO.
Por otro lado, los PNO son documentos que con el paso del tiempo pueden volverse
obsoletos.
Debido a lo anterior deben establecerse las causas para la emisidon y/o actualizacién de
un PNO:

e Cuando hay una operacion que no esta documentada.

e A partir de observaciones derivadas de una auditoria.

e Cambios en los equipos o areas.

e La oportunidad de mejora sobre los procesos de produccion.
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e La oportunidad de mejora sobre la operacion de los equipos.
e Cualquier modificacion realizada al proceso y/o equipo que impliqgue la
eliminacién, modificacion o la realizacion de nuevos pasos de operacion.

e Avances tecnolégicos que propicien cambios en algun proceso.

e Larevision periddica del PNO @9,
La emision o elaboracién de un PNO debe realizarla aquella persona o conjunto de
personas que llevan a cabo el trabajo que sera descrito en el procedimiento.
Para que los PNO reflejen las practicas tal como deben ser realizadas, los
procedimientos deben ser actualizados periddicamente.
Como los PNO son revisados en un tiempo determinado, debe conservarse una historia
tanto de las revisiones, como de las actualizaciones o cambios que se le han realizado,
indicando qué cambios ocurren, porqué y quién los realizd. El tiempo de revision

recomendado para los PNO es de tres afios a partir de su emision 9,

2.6.6. REVISION Y APROBACION

Para que la aplicacién de los PNO que se ponen en circulacién dentro de un laboratorio
sea efectiva, deben ser revisados y aprobados antes de su utilizacion.

La revision y aprobacién de un PNO debe llevarla a cabo el departamento o area que
aplica el procedimiento, generalmente la realiza el jefe o la persona de mas alto rango,
y una persona de aseguramiento de calidad.

Las personas que revisan y aprueban un PNO deben firmarlo para avalar la
autorizacion para su uso. Las personas que firman el PNO son aquellas personas

autorizadas que estan involucradas directa o indirectamente con la operacion que se
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describe en él, por lo tanto, no tiene un niumero especifico de firmas, pero generalmente
se incluyen un minimo de tres:

v' La persona que lo elabor6.

v’ La persona que lo reviso y/o aprobé.

v Una persona de Aseguramiento de calidad.
Todos los PNO generados deben ir firmados por las personas que los elaboran y
revisan, y deben ser autorizados por el responsable sanitario; ademas deben contener
un nuamero secuencial que refleje las actualizaciones que se han realizado al

documento, la fecha de emision, actualizacion y aplicacion.

2.6.7. DISTRIBUCION Y CONTROL
Los PNO originales deben ser controlados en archivos del area de Documentacién y a
partir de ellos se obtienen las copias que se distribuyen a las areas respectivas para su
consulta. Se debe contar con una lista, o registro de distribucién de copias controladas,
en donde quede documentada la distribucion. Este formato debe ser resguardado por el
area de documentacion.
Cada PNO debe tener su propio registro de distribucion de copias controladas con los
siguientes datos.

e Clave, titulo y version del PNO.

e Numero de copia controlada distribuida.

e Area o departamento al que se entrego.

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

e Fecha de distribucion.
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Cada departamento relacionado directa o indirectamente con la operacion descrita debe
recibir una copia del PNO. Es indispensable que el PNO se encuentre en las &reas
donde se lleva a cabo la actividad.

El area de documentacion debe llevar a cabo el control de la revision periddica de los
PNO y dar aviso al area emisora, con la finalidad de que se cuente con PNO
actualizados.

La distribucion de nuevos procedimientos o la actualizacion de los mismos, debe ser
documentada y debe retirarse de las areas el PNO obsoleto.

Cuando se retira un PNO obsoleto de las areas, la copia controlada debe ser destruida,
pero el original debe conservarse junto con su registro de control y su registro de control
de cambios, su uso sera Unicamente para fines de consulta historica.

Para el control de los PNO debe haber un archivo con todos los procedimientos del
laboratorio en orden numérico segun la clave de identificacion, asi como un indice para

su facil localizacién (19,

2.6.8. DOCUMENTOS DERIVADOS DE LA APLICACION DE UN PNO
Existen documentos relacionados con un PNO, los cuales se derivan de su uso y
aplicacion, tales documentos son:
e Bitacoras, ya sea de equipos, instrumentos o de areas.
e Formatos de registro de alguna actividad, por ejemplo, listas de cotejo o Kardex.
e Etiguetas de identificacion.
Siempre que se requiera utilizar alguno de los documentos anteriores, debe citarse en
el PNO junto con las indicaciones de la manera en que debe ser llenada correctamente

la informacién que se pide en el registro (19,
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2.7. DIAGRAMAS DE FLUJO @7

Estos diagramas, que también se conocen como fluxogramas, representan de manera
grafica, la sucesién en que se realizan las operaciones de un procedimiento, el
recorrido de formas o materiales o ambas cosas. En ellos se muestran las areas o
unidades administrativas y los puestos que intervienen en cada operacién descrita.
Ademas, pueden mencionar el equipo o los recursos que se deben utilizar en cada
caso. Para facilitar su comprension, los diagramas deben presentar, en forma sencilla 'y
accesible, una descripcion clara de las operaciones. Para este efecto, es aconsejable el
empleo preciso de simbolos, graficos simplificados o ambos. Asimismo, conviene que
las operaciones que se numeraron o codificaron en la descripcion escrita del
procedimiento se anoten en el mismo orden en el diagrama.

Elaborar diagramas de flujo, con un lenguaje preciso y coherente es un requisito
fundamental para entender y manejar adecuadamente el cimulo de informacion que
produce una organizacion. Bajo esta perspectiva, los simbolos de diagramacién que se
emplean internacionalmente son los de las siguientes instituciones:

1. American Society of Mechanical Engineers (ASME), quienes han desarrollado
simbolos que a pesar de que son aceptados en areas de produccion, se emplean
escasamente en el trabajo de diagramacion administrativa.

2. American National Standard Institute (ANSI), quienes han preparado una
simbologia para representar flujos de informacién del procesamiento electrénico
de datos, de la cual se emplean algunos simbolos para diagramas de flujo

administrativo.
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3. International Organization for Standardization (ISO), quienes han elaborado una
simbologia para apoyar la garantia de calidad de consumidores y clientes de
acuerdo con las normas 1S0O:9000.

4. Deutsches Institute fur Normung (DIN).EI cual se utiliza para la norma del manejo
de informacion de la familia de las normas ISO.

Asimismo, es posible emplear los simbolos de los diagramas integrados de flujo (DIF)
en sus estilos Yourdon-DeMarco y Gane & Sarson, del flujograma de ingenieria de
operaciones y de administraciéon y mejora de la calidad del proceso (DO).

El correcto uso de los dibujos y contenido de los diagramas de flujo concede a las
organizaciones ventajas manifiestas en cuanto a su destino, aplicacién, comprensién e

interpretacion de la informacion (Cuadro 3).

Simbolo Representa

Inicio o término. Indica el principio o el fin del flujo.
Puede ser accion o lugar, ademas, se usa para indicar
una oportunidad administrativa o persona que recibe o
proporciona informacion

Actividad. Describe las funciones que desempefian
las personas involucradas en el procedimiento

Documento. Representa cualquier documento que
entre, se utilice, se genere o salga del procedimiento
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Decision alternativa. Indica un punto dentro del flujo
en donde se debe tomar una decisiéon entre dos o mas
opciones

Conector de pagina. Representa una conexion o
enlace con otra hoja diferente, en la que continta el
diagrama de flujo

Cuadro 3. Simbolos de la norma ANSI para elaborar diagramas de flujo (diagramacion
administrativa) 6.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro del Plan de Estudios de la licenciatura de Q.F.B. de la FES Zaragoza, se imparte
en cuarto semestre el moédulo de Bioquimica Celular y de Tejidos | (BCT 1). En dicho
modulo se estudian los procesos bioquimicos mas importantes a nivel celular, asi como
las estructuras, funcion e importancia biolégica de las biomoléculas. EI médulo de
Bioquimica Celular y de los Tejidos I, tiene dos componentes: teoria y laboratorio. Con
respecto a este ultimo, se trata de obtener en los alumnos la capacidad y habilidades
para trabajar dentro de un laboratorio, tanto en el trabajo diario como en el manejo
adecuado de los datos obtenidos en el desarrollo de la practica, analizar e interpretar
los resultados y concluir a partir de éstos.

Con frecuencia se piensa que el desarrollo de las practicas de laboratorio requiere un
tiempo prolongado, métodos complicados y el uso de una amplia gama de recursos
materiales, por lo cual podria parecer una tarea compleja el adecuar las actividades del
laboratorio con el tiempo curricular disponible y la capacidad de los estudiantes en la
etapa que cursan la asignatura.

El uso de manuales de procedimientos se ha ido incrementando cada vez mas en las
organizaciones, debido a los beneficios que se logran al instaurarlos, que van desde la
facilitacion de la induccién para el nuevo personal, hasta la obtencion de informacion
gue permite tomar decisiones y crear nuevos métodos de trabajo que aumentan la
eficiencia de las operaciones y del personal de la empresa.

Actualmente, el mdédulo de laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos | de la
carrera de Q.F.B. de la FES Zaragoza, no cuenta con un manual de procedimientos que

permita la consecucion de las ventajas que trae consigo la implementacion de este tipo
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de manuscritos. Si bien es cierto que se cuenta con un manual de practicas en la cual
se compilan todas las practicas de laboratorio que se realizan durante el semestre,
debe sefalarse que en el existen omisiones en su contenido, lo cual entorpece el
trabajo del estudiante durante su experiencia en el laboratorio.

Sin embargo, la aspiracion del médulo es la mejora continua y la obtencion de
reconocimiento por un buen manejo de normas de calidad. Por ello se pretende
implantar una propuesta de un manual de procedimientos con la finalidad de contar con
un instrumento que contenga la secuencia de pasos necesarios que aseguren la
correcta ejecucion del trabajo que se realiza dentro del Laboratorio de Bioquimica
Celular y de los Tejidos |. De esta manera, se controlard el cumplimiento de las
practicas de trabajo y mejorara la calidad de los resultados obtenidos en las préacticas

gue se realizan.
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4. HIPOTESIS

Una vez realizada la investigacion documental y bibliografica correspondiente, sera
posible estructurar una propuesta de un manual de procedimientos normalizados de
operacion para el laboratorio de BCT |, el cual pueda ser puesto a consideracion del
Comité Académico de la carrera de QFB para su revision, evaluacion y aprobacion para
su implementacion y que permita establecer la organizacion, coordinacién y desempefio
de los procesos.

La aplicacion de los Procedimientos Normalizados de Operacién constituiria uno de los
pilares para el buen funcionamiento del médulo de laboratorio, ya que con ello se
optimizaria el tiempo de trabajo, se reduciria gasto en los reactivos utilizados y se

fomentaria el desarrollo profesional de los estudiantes.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Elaborar un manual de Procedimientos Normalizados de Operacion que permita
uniformar la descripcion de actividades que se realizan durante las practicas del médulo
de Laboratorio Bioquimica Celular y de los Tejidos | (BCT 1) y que mejore la calidad de

trabajo realizado por el estudiante y los resultados que obtenga de él.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES
» ldentificar los requisitos que debe contener un manual de procedimientos,
acatando los lineamientos que dictan las referencias consultadas.
» Conocer el contenido y participar en el desarrollo de las practicas del médulo de
laboratorio de BCT 1.
» Homologar y difundir los procedimientos para efectuar las practicas del
laboratorio.

» Coadyuvar en la actividad del docente del médulo de laboratorio de BCT |.
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6. MATERIAL

Equipo

e Computadora Personal HP PavilionSlimline Modelo s5702la.
» Sistema operativo: Windows 7 Home Basic.

» Programa: Microsoft Office Word 2007 Professional Plus

Documentacién

e Documentacion existente en el Laboratorio de Bioquimica Celular y de los
Tejidos |
» Propuesta del Manual de Calidad
» Manual de Laboratorio
» Instructivos y formatos
e Guias para la elaboracién de manuales de Procedimientos:
» Norma Internacional. ISO 9001:2015 Sistemas de Gestion de Calidad

» Norma Internacional. ISO 9001:2008 Sistemas de Gestion de Calidad
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7. METODOLOGIA

MANUAL DE
PROCEDIMIENTOS
DE BCT |

\ 4
Revision de
documentacion técnica
existente en el médulo
de laboratorio de BCT |

A 4
Busqueda bibliografica
sobre gestion de
calidad, documentacion
y elaboracion de PNO

Y
Participacion en el
desarrollo de las
practicas del médulo de
laboratorio de BCT |

A\ 4
Bosquejo de Manual de
Procedimientos para el

modulo de laboratorio de

BCT I

Y
Redaccion de los
Procedimientos
Normalizados de
Operacion de cada una
de las practicas de
laboratorio de BCT |

\ 4

&)
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Recopilacion de los
Procedimientos
Normalizados de
Operacién

A 4

Elaboracion de Manual de
Procedimientos

\ 4

Revision(es) del Manual
de Procedimientos por
parte del asesor y director

MANUAL
TERMINADO
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8. RESULTADOS

Nombre del procedimiento

Clave

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
S/N

Procedimiento Normalizado de Operacion para el manejo de
aparatos de uso comun en el laboratorio de BCT |
Procedimiento Normalizado de Operacién para el manejo de
micropipetas
Procedimiento Normalizado de Operacién para la cuantificacion
de albumina de clara de huevo por espectrofotometria visible
Procedimiento Normalizado de Operacién para el uso del
microscopio 6ptico
Procedimiento Normalizado de Operacién para la identificacion
de estructuras celulares presentes en diferentes organismos
Procedimiento Normalizado de Operacién para la identificacion y
cuantificacion de biomoléculas constituyentes de la materia viva
Procedimiento Normalizado de Operacién para la extraccion e
identificacién de carbohidratos de reserva en organismos
animales y vegetales.

Procedimiento Normalizado de Operacidn para la extraccion
y anédlisis de lipidos presentes en yema de huevo por
espectrofotometria visible
Procedimiento Normalizado de Operacién para identificar lipidos
presentes en la yema de huevo por cromatografia
Procedimiento Normalizado de Operacion para la identificacion
de aminoécidos por cromatografia en capa fina.
Procedimiento Normalizado de Operacién para la titulacion de
aminoacidos.

Procedimiento Normalizado de Operacién para la extraccion de
muestra sanguinea por punciéon venosa.
Procedimiento Normalizado de Operacién para la separacion y
cuantificacién de proteinas plasmaticas por espectrofotometria
visible.

Procedimiento Normalizado de Operacién para la separacion de
proteinas plasmaticas por electroforesis
Procedimiento normalizado de operacion para la extraccion y
purificacion de ADN de germen de trigo.
Procedimiento Normalizado de Operacién para la extraccion y
purificacion de ADN humano

Procedimiento normalizado de operacién para la cuantificacion
de ADN humano

Procedimiento Normalizado de Operacidn para la separacion
de muestras de ADN humano por electroforesis
Procedimiento Normalizado de Operacién para analizar la
actividad enzimatica de la amilasa salival.
Procedimiento Normalizado de Operacién para analizar la
actividad enzimética de la invertasa.
Procedimiento Normalizado de Operacion para la observacion e
identificacién de las fases del ciclo celular en raices de cebolla.
Procedimiento Normalizado de Operacién para el andlisis de los
pigmentos fotosintéticos
Anexo para la preparacion de reactivos

SGC-FESZ-QFB-BCTI-POO01
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO02
SGC-FESZ-QFB-BCTI-POO03
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO04
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO05

SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO06

SGC-FESZ-QFB-BCTI-POO0O7

SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO08

SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO09
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO10
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO11

SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO12

SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO13

SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO14
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO15

SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO16

SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO17
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO18
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO19
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO20
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO21
SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO22

S/C

Cuadro 4. Lista de Procedimientos Normalizados de Operacion que integran el Manual de Procedimientos
de BCT I. En negritas, los procedimientos que pueden revisarse en el apartado de Anexos del

presente trabaio
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

En un sistema de gestidon de calidad, la documentaciéon juega un papel fundamental
para el adecuado control de los procesos que se desarrollan dentro de la organizacion
gue la implementa. Practicamente en cualquier contexto, ya sea laboral o de docencia,
se cuenta con un sistema de documentacion que no solo permite el cumplimiento de lo
gue exigen las normas de calidad, sino que regulariza las actividades que se ejecutan,
aumenta la eficacia y la productividad del personal que lo aplica y minimiza el riesgo de
errores, lo cual se traduce en la obtencion de productos de excelentes cualidades.

El médulo de laboratorio de Bioquimica Celular de los Tejidos | (BCT 1) cuenta con un
Sistema de Gestidon de Calidad que se mantiene actualizado de acuerdo a las normas y
reglamentos vigentes, asi como a los lineamientos existentes dentro de la misma
Facultad. A fin de mantener un buen Sistema de Gestion de Calidad, se propuso
implementar un Manual de Procedimientos, el cual tuvo como finalidad actualizar el
contenido de las 21 préacticas de laboratorio que se desarrollan a lo largo del periodo
semestral y modificar su formato al de Procedimientos Normalizados de Operacion
(PNO).

Para la consecuciéon de esta labor, se realizd la busqueda biblio-hemerografica sobre
los elementos que integran un Sistema de Gestion de Calidad, la importancia de la
documentacion en los distintos procesos que se ejecutan dentro de un laboratorio de
docencia y los elementos que integran los PNO. Paralelamente, fue revisada la
documentacion existente dentro del modulo de laboratorio de BCT |, la cual consta de
un Manual de Calidad, que contiene las directrices que gestionan las funciones dentro

del aula de laboratorio para que se obtengan resultados confiables ?%; dos antologias

S.J.D.R., 2017 | 49



gue incluyen articulos e informacién que esta relacionada con cada una de las practicas
de laboratorio, procedimientos de algunos dispositivos y equipos con los que cuenta el
modulo de BCT | para la ejecucion de determinadas practicas, tales como micropipetas,
camaras para electroforesis, vortex, y biofotometro, asi como el Manual de Précticas de
Laboratorio. Aunado a lo anterior, se consider6 que con la participacion activa en cada
una de las practicas de laboratorio se lograria disefiar un trabajo mejor elaborado, ya
que se tendria una idea mas amplia sobre la organizacion que rige el trabajo dentro del
aula, la forma en que se desarrollan las actividades durante una préactica de laboratorio
y el tiempo que toma llevarlas a cabo, las variables que intervienen durante la
experimentacion, los equipos y sustancias que se utilizan y los espacios de los que se
dispone para lograr los objetivos trazados. Por estas razones, se acepto la invitacion de
los asesores del modulo de laboratorio de BCT | para colaborar en las actividades
propias del médulo durante los semestres 2016-1 y 2016-2. Ademas, se asistié en
algunas de las sesiones en las que se perfeccionaba el desarrollo de actividades en dos
practicas de reciente inclusién en el plan curricular del modulo: Electroforesis de
Proteinas y Electroforesis de ADN Humano.

En el transcurso del periodo semestral 2016-1, fueron elaborados los borradores de los
procedimientos normalizados de operacion. El bosquejo fue disefiado siguiendo las
especificaciones contenidas en el material biblio-hemerogréafico consultado, referentes
al formato y contenido que debe incluir este tipo de documentos normativos. Es en
estas primeras versiones donde se sefala cual es el objetivo que pretende cubrir cada
uno de los procedimientos, se especifica su alcance, se asignan responsabilidades para
cada una de las partes implicadas en el desarrollo del proceso y se delimita el material,

equipos y reactivos estrictamente necesarios para llevar a cabo el trabajo experimental.
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Del mismo modo, se comienza a describir con detenimiento cada una de las actividades
que en conjunto dan forma a los procedimientos, las cuales, fueron afinAndose gracias
a las sugerencias y experiencias de algunos de los profesores de la asignatura y a las
observaciones realizadas sobre el desempefio de los alumnos durante la ejecucion de
las practicas. Por ultimo, se elabor6 un apartado de anexos, que invariablemente incluia
un diagrama de flujo. La insercion de esta representacion grafica se disefio para facilitar
la ejecucion del procedimiento por parte del estudiante, ilustrando cada uno de los
componentes del proceso y la forma en que se interrelacionan.

Durante el periodo semestral 2016-2, la version preliminar de los PNO sufre
modificaciones en su estructura, con la finalidad de acatar las directrices que son
establecidas en el Procedimiento para la Elaboracién y Control de Documentos (SGC-
FESZ-POO01) y en el Procedimiento de Elaboracién y Actualizacion de un Manual de
Laboratorio (SGC-FESZ-P0O02) en cuanto al formato que posee la documentacion que
integra el sistema de Gestion de Calidad de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza. De esta manera, fueron incorporados los elementos que se citan a

continuacion:

e Portada: En la parte superior se ubica la inscripcidon Universidad Nacional
Autonoma de México y en el parrafo inferior se localiza el nombre del plantel en
donde se llevd a cabo el presente trabajo, utilizando la fuente “Arial”, tamafio 14.
Debajo de estas dos lineas, se encuentra inscrita la leyenda “Sistema de gestion
de la Calidad de los Laboratorios de Docencia” en “Arial’, tamano 12. En el
costado izquierdo del encabezado se encuentra el escudo de la Universidad en

color negro, presentando un tamafio de 2 cm de largo por 2 cm de ancho, con
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base en los establecido en el Reglamento del Escudo y Lema de la UNAM” (9 de
enero de 1979); del lado derecho, y utlizando la misma cromatica y
dimensiones, se encuentra el escudo de la Facultad utilizado en la pagina web
de la institucion.

En el centro se encuentra el titulo del procedimiento inscrito en “Arial”’, tamafio 16
y utilizando el formato de fuente “negritas”; debajo del titulo se encuentra la clave
correspondiente al procedimiento. En la parte inferior de la hoja de portada se
acotan los créditos del documento: quién estuvo a cargo de su elaboracion, quien
o quienes fueron los responsables de revisarlo y quién tendra la encomienda de
aprobarlo para su utilizacion.

indice: Es en esta seccién en donde se sefiala al lector los numerales
contenidos en el documento, junto con el nimero de pagina en que aparecen.
Encabezado y pie de pagina. Se utilizo la plantilla disefiada por el Sistema de
Gestion de la Calidad de los Laboratorios de Docencia de la FES Zaragoza, en
la cual, los escudos institucionales y la inscripcion “Sistema de Gestion de la
Calidad de los Laboratorios de Docencia” se inscriben en mayuscula y utilizando
la fuente Arial tamafio 12. Debajo de estas lineas se coloca la leyenda
Laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos I, utilizando las mismas
caracteristicas; por ultimo se coloc6 una Tabla de 4 columnas y dos renglones,
donde se incluye un cédigo alfanumérico que permite la identificacion rapida del
procedimiento; la fecha de creacion del documento, que estd compuesto por los
dos digitos del dia (dd), dos digitos segun el mes que corresponda (mm) y los

cuatro digitos del afio (aaaa); La version del documento, que en este caso, se le
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asigné el numero “Cero” (0) y el tipo de paginacion utilizado, escribiendo el
namero de pagina (X) y el nUmero total de paginas (XX) del documento.
Términos, abreviaturas y definiciones: Apartado en el que se dilucida el
significado de ciertos vocablos y palabras acortadas, presentes en la descripcion
del proceso cuyo desconocimiento puede causar desconcierto durante la
primera lectura del procedimiento. Su contenido esta redactado de acuerdo al
procedimiento a ejecutar.

Desarrollo del proceso: Se toma como base la descripcion de actividades de la
version preliminar de cada procedimiento y se ajusta al formato de numerales
definido en el SGC-FESZ-POO01. Ademas, se propone la inclusion de “Notas”
gue describen acciones preventivas o correctivas en puntos criticos de
determinados procesos, buscando con ello evitar retrasos o errores durante el
desarrollo de las actividades y se introduce al estudiante en el correcto
tratamiento de datos generados en el laboratorio mediante “Casos ilustrativos”,
en los cuales, se describe con claridad los pasos que deben seguirse para la
construccion grafica de lo obtenido en el aula de laboratorio y el desarrollo
matematico que permita la interpretacion de lo que se busca conocer. Este tipo
de ejemplos se citan en aquellos procedimientos en donde se hace uso de
técnicas espectrofotométricas para la determinacion de la cantidad de sustancia
presente en una disolucion en particular, mediante el método de curva estandar,
ya que los estudiantes tienen ciertas dificultades para asimilar los calculos
matematicos que deben realizarse en este respecto. En el Procedimiento
Normalizado de Operacion para el Manejo de Micropipetas (SGC-FESZ-QFB-

BCTI-PO02), también se indica como se realiza el tratamiento estadistico de los
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datos que se obtienen al ejecutar este procedimiento y cuyo célculo permite
determinar si estos dispositivos de medicion de volumen son exactos.

Registros.

Documentos normativos y Bibliografia. En este apartado se incluyen las
referencias biblio-hemerograficas que fueron utilizadas para la elaboracion del
procedimiento, asi como los documentos propios del médulo de BCT |,
mencionados en parrafos anteriores.

Anexos. En algunos procedimientos, fueron mejorados los recursos visuales y
didacticos ya existentes en las versiones preliminares. En el caso del
Procedimiento Normalizado de Operacion para el Manejo de Aparatos de Uso
Comun en el Laboratorio (SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO01) y del Procedimiento
Normalizado de Operacion para el uso del Microscopio Optico (SGC-FESZ-QFB-
BCTI-PO04), se dispuso de ilustraciones con mayor resolucion de cada uno de
los dispositivos cuyo empleo es de importancia capital para efectuar el trabajo
dentro del laboratorio, indicando en las imagenes correspondientes las partes
gue componen cada uno de los aparatos. Este mismo concepto es retomado en
el Procedimiento Normalizado de Operacion para el Manejo de Micropipetas
(SGC-FESZ-QFB-BCTI-P0O02), en donde no sélo se presenta la imagen de las
partes que integran estos dispositivos, sino de la forma en que deben ser
manipulados, la manera en que se succiona y expele un liquido y de las
particularidades que posee cada tipo de micropipeta, como lo es su color
distintivo, el rango de volumen que puede medir, como se ajusta dicha magnitud

y de qué manera se visualiza en el indicador de volumen. Por ultimo, en el caso
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de los procedimientos en cuya ejecucion se generan residuos peligrosos,
biolégico-infecciosos (RPBI) se incluye un cuadro en donde se le indica al
estudiante la forma en la que deben ser desechados conforme a los
lineamientos establecidos para el manejo de muestras biologicas,
particularmente lo referido en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Proteccion
ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos -

Clasificacion y especificaciones de manejo.

Una vez resuelta la unificacion del formato y la afinacion del contenido, se compilaron

los 21 documentos elaborados para conformar el Manual de Procedimientos. Dentro

del apartado de “Anexos” del presente trabajo se incluyen dos de los procedimientos

que fueron incluidos en el manual referido: el Procedimiento Normalizado de Operacion

para la extraccion y andlisis de lipidos presentes en yema de huevo por

espectrofotometria visible, con clave SGC-FESZ-QFB-BCTI-POO08, y el Procedimiento

Normalizado de Operacion para la separacion de muestras de ADN humano por

electroforesis, con clave SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO18.

Ademas, a esta propuesta de manual le fue integrado el siguiente contenido:

Procedimiento Normalizado de Operacion para la Extraccion de una muestra
sanguinea por puncién venosa (SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO12). Aunque dentro de
la documentacién del médulo de BCT | se encuentra un protocolo que describe el
proceso de toma de muestra de sangre, se considerd importante revisarlo y
actualizarlo bajo el formato de PNO y con ello contar con un documento que
estandarice esta accion, ya que en la ejecucion de los Procedimientos
Normalizados de Operacion para la Separacion y Cuantificacion de Proteinas

Plasmaticas por Espectrofotometria Visible (SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO13) y en el
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Procedimiento Normalizado de Operacion para la Extraccion y Purificacion de
ADN Humano (SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO16), se requiere una muestra del tejido
hematologico para poder desarrollar las indicaciones puntualizadas en estos
documentos. Aunado a lo anterior, este médulo representa la primera experiencia
del estudiante de Q.F.B. en la toma y manejo de muestras de sangre, por lo que
se busca que esta tarea se realice sistematicamente y que la manipulacion y
posterior desecho del espécimen sanguineo se lleva a cabo de forma adecuada.
e Un anexo titulado “Preparacion de Reactivos”. En este apartado, se puntualizan
las instrucciones para la elaboracion de las disoluciones, mezclas de sustancias
y muestras biolégicas que deben ser utilizados en la ejecucion de los
procedimientos que asi lo requieran, indicando las cantidades de reactivo y los

materiales estrictamente necesarios para su preparacion.

Los PNO elaborados para el modulo de BCT | fueron puestos a disposicién de las
profesionales que dirigieron y asesoraron el presente trabajo para su evaluacién. Se
consensé que los procedimientos cuentan con los elementos suficientes para poder
llevar a cabo cada una de las actividades descritas en ellos y que el formato y
contenido cumple con las caracteristicas propias de un documento de tal indole.
Asimismo, consideraron acertada la organizacién que presenta el manual, la inclusién
del PNO para la extraccion de muestra sanguinea por puncion venosa y la propuesta
de incluir ejemplos para ilustrar el tratamiento de datos obtenidos en la ejecucién de los
procedimientos. Sin embargo, se establecid que debia mejorarse el diagrama de flujo
en algunos de los procedimientos y la redaccién y la ortografia en ciertos numerales

gue asi lo requerian.
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Una vez realizadas las modificaciones correspondientes, el Manual de Procedimientos
obtuvo la aprobacién de las asesoras al no encontrar errores tipograficos o de
contenido en los documentos.

El Manual de Procedimientos seré puesto a consideracion del Comité Académico de la

carrera de Q.F.B. para su revision, evaluacion y aprobacion para su implementacion.
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10. CONCLUSIONES

Por mucho tiempo, el laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos | ha utilizado y
elaborado documentacion para la realizacion de sus actividades y la consecucion de
sus objetivos. Sin embargo, no disponia de un Manual de Procedimientos que regulara
las actividades que se realizan en dicho modulo.

Se elabor6 un Manual de Procedimientos Normalizados de Operacion, los cuales,
contienen los elementos necesarios con los que debe contar un documento de esta
categoria y cumplen con la funcién de normar las actividades que en ellos se describen.
Con la implementacion del presente Manual de Procedimientos Normalizados de
Operacidn, se propiciara que las actividades se realicen con mayor calidad, optimizando
los recursos propios del laboratorio y reduciendo el tiempo de trabajo para cada una de
las partes involucradas.

El Manual de Procedimientos apoyara a los profesores en su labor académica, debido a
que facilitard la supervision del trabajo que realicen los estudiantes a su cargo.

El empleo del presente Manual de Procedimientos permitird que los estudiantes
dispongan de instrucciones claras sobre la realizacion del trabajo de laboratorio,
reduciendo asi los errores en la experimentacion y fomentara que el alumno adquiera la
formacion en el empleo de la documentacion, concientizandolo sobre el papel del
Quimico Farmacéutico Biélogo en el desarrollo y la implementacion de la misma, la cual

utilizara a lo largo de su carrera y en la practica profesional.
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11. SUGERENCIAS

e Proporcionar las suficientes copias autorizadas de los procedimientos a las areas

gue estan involucradas en el desarrollo de las actividades descritas en el Manual.

e Dar seguimiento al Sistema de Gestion de Calidad que permita que el médulo de
BCT obtenga una certificacion de calidad que respalde sus operaciones, todo
esto, haciendo uso de los precedentes generados con la implementacién del

manual de procedimientos.
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1. Propésito
Definir al alumno con claridad las actividades que debe desarrollar para extraer

lipidos presentes en la yema de huevo y cuantificar el contenido de fésforo en
dichas biomoléculas por medio de espectrofotometria visible.

2. Alcance

Este procedimiento aplica a asesores, alumnos y personal administrativo involucrado
en la ejecucion del presente PNO, incluido en el Manual de Procedimientos del
Modulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos | de la Carrera de Q.F.B. de la FES
Zaragoza.

3. Términos, definiciones y abreviaturas

3.1. Términos y definiciones

e Digestién: Proceso por el cual la materia organica es reducida a su
composicién elemental, o por lo menos a sustancias mas simples, utilizando
métodos fisicos y quimicos.

e Dilucion: Reduccion de la concentracion de una sustancia quimica en
disolucién cuando se agrega mas disolvente.

e Espectrofotometria: Método de analisis Optico frecuentemente usado en
analisis quimicos para determinar la cantidad de luz absorbida por una
solucién, la cual, es proporcional a la concentracion presente en ella.

e Lipidos: Término colectivo que describe un grupo de compuestos
quimicamente diversos, solubles en solventes organicos y casi insolubles en
agua. La mayoria de los organismos, los utilizan como reservorios de
moléculas facilmente utilizables para producir energia.

e Translucido: Que deja pasar la luz, pero que no deja ver nitidamente los
objetos.

e Turbio: Liquido mezclado o alterado por algo que oscurece o quita la claridad
natural o transparencia.

3.2. Abreviaturas

3.2.1.g: Gramos.
3.2.2. ug: Microgramos.
3.2.3. mL: Mililitros.
3.2.4. nm: Nanémetros.
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3.2.5.sIn: Solucion.

4. Responsabilidad y autoridad

4.1. Asesor del Médulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos |

e Verificar que se aplique el contenido del presente documento vy vigilar que se
cumpla con los requerimientos necesarios para llevar a cabo de manera
correcta el procedimiento.

4.2. Personal administrativo

e Proporcionar el material, equipos e instrumentos necesarios para la correcta
ejecucion de este procedimiento y mantener el aula de laboratorio en
condiciones Optimas para la realizacion de las actividades.

4.3. Alumnos del Médulo de Laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos |

e Conocer y aplicar correctamente las actividades descritas en este
procedimiento.

e Delegar actividades para cada integrante del equipo.

e Hacer buen uso del material y equipos proporcionados, comprometiéndose a
entregarlos limpios y en buen estado.

e Mantener limpia el area de trabajo y desechar adecuadamente los residuos
que se generen durante y al final de las actividades.

5. Descripcion de actividades
5.1. Insumos a utilizar

5.1.1. Material y equipo
1 Soporte universal.

1 Anillo de hierro.

1 Embudo de separacién de 125 mL.
1 Embudo de tallo corto.

7 Matraces aforados de 10mL.

2 Matraces aforados de 50mL.

7 Vasos de precipitados de 25 mL.

1 Vaso de precipitados de 100 mL.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba la nueva
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2 Vaso de precipitados de 250 mL.

2 Matraces microKjendahl de 30 mL.

1 Micropipeta p1000.

1 Micropipeta p5000.

1 Probeta graduada de 50 mL.

1 Probeta graduada de 100 mL.

Papel filtro Whatman # 1 de poro grueso.
Puntas nuevas para micropipeta.
Recipiente de aluminio.

Marcador indeleble de punta extrafina.
Parrilla de calentamiento.

Balanza analitica.

Digestor de microKjendahl.
Espectrofotometro.

Celdas para espectrofotometro.

5.1.2. Reactivos

Solucion estandar de fosfatomonopotasico (KH2PO4) (10 ug/mL de fésforo).
Reactivo 1 para la identificacion de fosfatos (Reactivo de molibdato).
Reactivo 2 para la identificacion de fosfatos (Reactivo reductor).
Mezcla cloroformo-metanol 2:1 v/v.

Acetona.

Solucién de cloruro de sodio (NaCl) al 1%

Sulfato de sodioanhidro (NazS04).

Eter de petroleo.

Acido sulfarico (H2S0a).

Peréxido de hidrogeno o agua oxigenada (H20:2) al 30%.
Hidroxiquinona (CsHsO2).

Solucién de Hidroxido de sodio 1 N.

5.1.3. Material biolégico
Yema de un huevo de gallina.
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Nota: Verificar que el material utilizado durante la ejecucién de todos los
puntos que integran este procedimiento se encuentre completamente seco.

5.2. Preparacion de la muestra

5.2.1. Romper un huevo de gallina y separar la clara de la yema utilizando un
desyemador.

5.2.2. Introducir la yema dentro de un vaso de precipitados con capacidad para
250 mL; agregar 90 mL de la mezcla cloroformo-metanol 2:1 v/v y disolver
la yema agitando suavemente con una varilla de vidrio. Dejar reposar la
solucién de yema de huevo por un lapso de 10 minutos.

5.2.3. Adaptar un anillo de hierro al soporte universal; colocar sobre el anillo un
embudo que contenga papel filtro de poro grueso doblado en canales.
Filtrar la solucion de yema de huevo y recolectar el liquido filtrado en un
vaso de precipitados con capacidad para 150 mL.

5.2.4. Dividir el liquido depurado en dos partes y proporcionar a otro equipo de
trabajo el volumen que le corresponda.

5.3. Obtencion de lipidos

5.3.1. Transferir el filtrado a un embudo de separacién de 125 mL. Afadir
lentamente y sobre las paredes del embudo 25 mL de solucién de cloruro
de sodio al 1%. Fijar el tapdn e invertir el embudo cuidadosamente en dos
ocasiones para lavar la solucion.

5.3.2. Montar el embudo de separacion sobre el anillo de hierro y dejar reposar la
solucién por 10 minutos. En el transcurso del tiempo especificado, se debe
observar la separacién de una fase acuosa y una fase cloroférmica; al
concluir este periodo, colectar la fase cloroférmica en un vaso de
precipitados de 250 mL (la parte inferior, de color amarillo).

5.3.3. Agregar a la fase cloroférmica aproximadamente 2 g de sulfato de sodio
anhidro y agitar vigorosamente hasta obtener una solucién translucida de
color amarillo-anaranjado, libre de humedad. Filtrar la solucion cristalina
colectandola en un vaso de precipitados con capacidad para 250 mL.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba la nueva
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Nota: En caso que la solucién filtrada permanezca turbia, agregar mas
sulfato de sodio hasta que el liquido posea las caracteristicas arriba
descritas.

5.3.4. Tomar un volumen de 0.25 mL de la disolucién anterior y trasladar a un
tubo Eppendorf®, etiquetado con la inscripciéon “Lipidos totales” (LT).
Resguardar la muestra dentro del refrigerador hasta su analisis mediante
cromatografia en capa fina, con base en lo descrito en el PNO-SGC-FESZ-
QFB-BCTI-PO09.

5.3.5. Colocar el vaso que contiene la solucién de lipidos generada en el paso
5.3.3. en un bafio de agua hirviente (bafio Maria).
Nota: Para preparar el baiio Maria, puede verter un poco de agua corriente
dentro de un recipiente de aluminio poco profundo (puede utilizar una lata
para envasar atun) y colocarlo sobre una parrilla de agitacion y
calentamiento, hasta que el liquido alcance el punto de ebullicion.

5.3.6. Evaporar el disolvente de la muestra de lipidos hasta obtener un liquido
espeso de olor caracteristico (sin olor a disolvente).
Nota: Debera asir cuidadosamente el vaso que contiene la solucidén de
lipidos y agitarlo constantemente realizando suaves movimientos
circulares. Procediendo asi, se evitara que la muestra de lipidos se evapore
de forma brusca. Es importante utilizar guantes para evitar algun tipo de
quemadura.

5.3.7. Retirar el vaso del bafio de agua y agregar al producto obtenido 15 mL de
acetona fria. Asentar el vaso en un bafo de hielo por 15 minutos. Con ello
se obtienen dos productos: una fase cetonica (fase liquida) que contiene
lipidos no fosforilados y un precipitado sélido (lipidos fosforilados).

5.3.8. Filtrar los productos para separar ambas fases, reteniendo el precipitado en
el papel filtro y colectando la fase ceténica en un frasco ambar etiquetado
con la inscripcion “LNP” (Lipidos no fosforilados). Afadir a la solucion
algunas trazas de hidroxiquinona y resguardar la muestra dentro del
refrigerador hasta su uso, descrito en el apartado 5.5. de este
procedimiento.

5.3.9. Lavar el precipitado (lipidos fosforilados) con 5 mL de acetona fria.
Posteriormente, disolver el sdélido lavado con 10 mL de éter de petréleo

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.
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dentro de un vaso de precipitados con capacidad para 50 mL. Verter la
solucion obtenida en un frasco ambar etiquetado con la inscripcion “LP”
(Lipidos fosforilados). Afadir a la solucion algunas trazas de hidroxiquinona
y resguardar la muestra dentro del refrigerador hasta su uso, descrito en el
apartado 5.5. de este procedimiento.

5.3.10. Asimismo, tomar volumenes de 0.25 mL de cada una de las disoluciones y
trasladar a respectivos tubos Eppendorf®, etiquetados con las inscripciones
‘LNP” y “LP” Resguardar las muestras dentro del refrigerador hasta su
analisis mediante cromatografia en capa fina, de acuerdo a lo descrito en el
PNO SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO09.

5.4. Curva estandar de fosforo

5.4.1. Preparar cinco matraces volumétricos con aforo hasta 10 mL y verter
alicuotas de 0.2, 0.6, 1.0, 2.0 y 3.0 mL de solucién patrén de fosfatos en
cada uno de ellos, completar su aforo con agua destilada.

5.4.2. Vaciar cada una de las soluciones patron a un respectivo vaso de
precipitados con capacidad para 25 mL. Agregar 10 mL de agua destilada
en otro vaso de la misma capacidad para preparar el blanco de reactivos.

5.4.3. Agregar a todos los vasos 0.4 mL de reactivo de Molibdato (Reactivo 1),
mezclar y dejar reposar las soluciones por 10 minutos.

5.4.4. Agregar a todos los vasos 0.2 mL de reactivo reductor (Reactivo 2),
mezclar y dejar reposar por 5 minutos.
Nota: A excepcion del vaso que contiene el blanco de reactivos, las
soluciones adquiriran una coloracién azul caracteristica, cuya intensidad
debera ser proporcional a la concentracién de soluto que posea cada una
de ellas.

5.4.5. Encender y ajustar el espectrofotdmetro con base en lo establecido en el
PNO SGC-FESZ-QFB-BCTI-PO01. Leer las absorbancias de las
soluciones patrén de fosfatos a una longitud de onda de 615 nm.

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.
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5.5. Digestion y lectura espectrofotométrica de muestras problema

5.5.1. Evaporar en un baio Maria bajo las condiciones descritas en el punto 5.3.5
las dos soluciones de lipidos preparadas en el punto 5.3.7 hasta obtener un
residuo de color amarillo en ambos casos.

Nota: El residuo puede ser oleoso o sélido y debe estar libre de disolvente.

5.5.2. Cortar dos trozos pequenos de papel filtro. Utilizar uno de ellos para pesar
aproximadamente 10 mg de lipidos fosforilados y otro para pesar
aproximadamente 10 mg de lipidos no fosforilados.

5.5.3. Envolver las muestras dentro del papel filtro e introducirlos en cada uno de
los matraces microKjendhal (Figura 1).
Bmeen

Figura 1. Envoltura de muestras de lipidos y depésito en matraz micro Kjendhal.

5.5.4. Cortar un nuevo trozo de papel filtro e introducirlo dentro de un matraz
micro Kjendhal.
Nota: Con este material se preparara una “solucién blanco” que se utilizara
para ajustar a cero el valor de absorbancia antes de realizar la lectura
espectrofotométrica de las muestras problema. Los asesores determinaran
que equipos de trabajo serian responsables de la preparaciéon de esta
solucion.

5.5.5. Colocar el digestor dentro de una campana de extraccién y conectarlo a la
toma de corriente. Ajustar el colector de humos de acuerdo a la longitud de
los matraces micro Kjendhal, de tal forma que estos puedan sacarse con
facilidad de los orificios durante el calentamiento de las muestras.

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.
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5.5.6. Agregar a cada matraz 1 mL de acido sulfurico concentrado y colocarlos
sobre los calefactores del digestor, accionando la respectiva perilla para
infundir calor a las muestras (Figura 2).

Nota: Al calentarse, las muestras de lipidos se tornaran oscuras.

00009 Q;

Figura 2. Colocacién y calentamiento de muestras de lipidos sobre el digestor.

5.5.7. Adicionar durante el calentamiento gotas de peréxido de hidrégeno al 30%;
continuar con la digestion hasta que el liquido se encuentre incoloro y
cristalino.

Nota: Recuerde operar el matraz microKjendhal con unas pinzas para
evitar quemaduras.

5.5.8. Retirar los matraces microKjendahl del digestor y trasvasar los liquidos
resultantes en respectivos matraces volumétricos con capacidad para 50
mL. Completar el aforo con agua destilada.

5.5.9. Extraer una alicuota de 1 mL de cada una de las diluciones obtenidas en el
punto anterior y transferirlas a un respectivo vaso de precipitados con
capacidad para 50 mL.

5.5.10. Agregar a cada alicuota, gotas de solucién sobresaturada de hidroxido de
sodio, hasta que éstas alcancen un pH neutro. Verificar el valor de pH
haciendo uso de tiras de papel tornasol.

Nota: Si las alicuotas no pueden llevarse a un pH neutro, pueden
trabajarse desde el momento en que éstas presenten un pH ligeramente
alcalino.

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.
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5.5.11. Verter las soluciones neutralizadas dentro de un respectivo matraz
volumétrico con capacidad para 10 mL, completando el aforo con agua
destilada.

5.5.12. Vaciar cada muestra a un respectivo vaso de precipitados de 25 mL y
agregar 0.4 mL de reactivo de molibdato (Reactivo 1) y dejar reposar por
10 minutos; agregar posteriormente 0.2 mL del reactivo reductor (Reactivo
2) y dejar reposar por 5 minutos.

5.5.13. Leer las absorbancias de las muestras en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 615 nm.

5.6. Determinacion de concentracion de fésforo en lipidos de yema de
huevo.

5.6.1. Registrar en la bitdcora de trabajo el valor de absorbancia obtenido en la
lectura de cada dilucion preparada a partir de la solucion estandar.

Caso ilustrativo: Se trabajaron una serie de lecturas espectrofotométricas de
soluciones estandar de fosfatos y soluciones problema de lipidos obteniéndose
los siguientes resultados:

Cuadro 2. Lectura

Cuadro 1. Lectura espectrofotométricade espectrofotométricade soluciones
soluciones estandar problema
_ Lividos fosforil 9
Blanco 0.0 0.000 ipidos fosforilados 0.200
Lipidos no
1 0.2 0.040 fosforilados 0.098
2 0.6 0.120
3 1.0 0.243
4 2.0 0.482
3.0 0.72

5.6.2. Realizar un factor de conversion para conocer la cantidad de fdsforo
disuelto en la solucién estandar de fosfato monopotasico.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba la nueva
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Caso ilustrativo: La concentracion de la solucion estandar de fosfato
monopotasico es de 43.94 ug/mL. Si deseamos saber unicamente la cantidad de
fésforo disuelto en la solucién estandar, se debe utilizar el siguiente factor de
conversion:

. 31 ugdefosf .
43.94 ug/mlLdefosfatomonopotdsico (136.1ugdefiifitzjns::)potdsico): 10.0 ug de fosforo/mL

5.6.3. Realizar un factor de conversion para conocer la cantidad de fosforo
presente en cada uno de los volumenes utilizados para la construccién de

la curva estandar.
0.2 mLdesolucion ( ) 2 ug de fésforo
0.6 mLdesolucion ( Tl ) 6ug de fésforo
1.0 mLdesolucion ( ) 10 pg de fosforo

2.0 mLdesolucion ( ) 20ug de fosforo

3.0 mLdesolucion ( ) 30 ug de fésforo

5.6.4. Bosquejar en una hoja en papel milimétrico un grafico en el cual el eje
horizontal represente la cantidad de fosforo en ug y el eje vertical
represente la absorbancia. Utilizar la escala adecuada para cada eje (figura

3).

Figura 3. Bosquejo de la curva estandar
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5.6.5. Trazar la curva estandar a partir de los valores de absorbancia obtenidos
en cada solucion durante la lectura en el espectrofotometro. La grafica
debera tender a una linea recta donde a medida que aumente la
concentracion, la sefial de respuesta sea mayor (Figura 4).

Curva estandar de fésforo

Absorbancla
i £ & g

g

g

0 5 10 15 0 5 30
Concentracion de P {pg)

Figura 4. Trazo de la curva estandar

5.6.6. Ingresar en la calculadora los datos de concentracion y absorbancia y
realizar una regresion lineal para determinar la ecuacion de la recta, asi
como el coeficiente de determinacion (r?), cuyo valor debe ser mayor o
igual a 0.998 (Figura 5).

Curva estandar de fésforo

07

¥=0.024x -0.013
R>=0.999

3

Absorbancla
g

g

0 5 10 15 20 2 30
Concentracion de P {pg)

Figura 5. Determinacion de ecuacion de la recta y r? por regresion lineal
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5.6.7. Interpolar en la curva trazada los valores de absorbancia obtenidos en las
lecturas de las muestras de lipidos fosforilados y no fosforilados para
determinar su contenido de fosforo (Figura 6).

LN

Figura 6. Interpolacion de absorbancias de muestras problema.

Con base en la interpolacion, la cantidad de fosforo presente en la muestra de
lipidos fosforilados es de 8.4 g y la cantidad de fésforo presente en la muestra de
lipidos no fosforilados es de 3.8 ug.

5.6.8. Multiplicar los valores obtenidos por los factores de dilucién utilizados para
conocer la concentracion de fosfatos presentes en la yema de huevo y
comparar los resultados con la concentracion tedrica.

6. Registros
e SGC-FESZ-QFB-BCTI-POXX Lista maestra de documentos.

7. Referencias normativas y bibliografia.

7.1. 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.
e Aguilar-Santelises L, Garcia-del Valle A, Corona-Ortega MT, Rangel-Corona
R, Cruz-Milldn M. Antologia de Laboratorio de Bioquimica celular y de los
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Anexos
1. Diagrama de flujo Agregar NazSOs y agitar

con una varilla de vidrio

No

Romper huevo
de gallinay
separar yema

¢ Solucién
transparente?

y

Homogeneizarla yema Filtrar solucion y colectar
con 90 mL de la mezcla en vaso de precipitados
cloroformo-metanol ¢

¢ Evaporar el disolvente
hasta obtencion de un
residuo oleoso amarillo

Filtrar la soluciéon de yema

de huevo
¥
¢ Agregar al residuo 15 mL
Separar

Transferir filtrado a de acetona y colocar en muestra para
;2 -4 H » SGC-FESZ-
embudo de separacion bafio de.hlelo por 15 > areCT

¢ minutos PO09

v

Decantar y filtrar solucion.

Agregar 25 mL de
solucion de NaCl al 1%

minutos

¢ Formacion
de emulsion?

cloroférmica

Romper emulsion
utilizando un pafio
caliente

A

cetdnica a sequedad en
bafio Maria

v

Disolver el residuo en
éter de petréleo

v

Colectar la disolucion en

Separar fase cetonica y
¢ precipitado solido
Invertir el embudo dos A 4 v
veces y dejar reposar 10 Evaporar solucién Lavar precipitado con 5

mL de acetona fria.
Decantar la acetona

v

Disolver el precipitado
en éter de petréleo

v

Separar
muestras

Colectar la disolucion en

un frasco ambar, > para SGC- un frasco ambar,
etiquetar como “LNP” y FESZ-QFB- etiquetar como “LP” y
Recuperar fase afiadir trazas de CeHsO2 BCTI-PO09 afiadir trazas de CsHsO2
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Preparar 5
matraces aforados
de 10 mL

Verter alicuotas de 0.2,
0.6,1.0,2.0y 3.0 mL de
solucion patrén de
fosfatos.

J

4 ¢ 1\
Completar el aforo con

agua destilada
& ¢ J
4 N
Verter las soluciones

preparadas a vasos de
precipitados de 25 mL

\§ ¢ J

( N

Verter 10 mL de agua
destilada en un vaso de
precipitados de 25 mL

v

Agregar 0.4 mL de
reactivo 1 a todos los
vasos y dejar reposar 10
minutos

y

Agregar 0.2 mL de reactivo
2 a todos los vasos y dejar
reposar 5 minutos

v

Leer absorbancias de las
muestras en el
espectrofotdémetro a una
longitud de onda de 615
nm

Construir curva
estandar de fosfatos
en una hoja de papel
milimétrico

Verter soluciones a vasos
de precipitados de 25 mL

v

Agregar reactivo 1y dejar
reposar 10 minutos

v

Agregar Reactivo 2 y dejar
reposar 5 minutos

y

Leer absorbancias de las
muestras en el
espectrofotémetro a una
longitud de onda de 615 nm

y

Interpolar en la curva
estandar los valores de
absorbancia de las
muestras problema

Determinar contenido
de fosforo en
muestras de lipidos

Evaporar las fases
etéreas hasta obtener
residuos amarillos en

ambos casos

v

Pesar aproximadamente

10 mg de cada muestra

de lipidos sobre un papel
filtro

v

Introducir las muestras de
lipidos y los papeles para
las soluciones blanco en
matraces microKjendahl

y

Agregar 1 mL de H2SOs y
calentar sobre el digestor

'

Agregar gotas de H202
durante el calentamiento

No

¢ Liquido
incoloro y
transparente?

Verter liquidos a matraces
volumétricos de 50 mL y
aforar con agua destilada.

y

Extraer alicuotas de 1 mL,
neutralizarlas con NaOH
1 Ny aforar con agua
destilada en matraces
volumétricos de 10 mL
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1. Propésito

Definir al alumno con claridad las actividades que debe desarrollar para separar
fragmentos de ADN humano mediante la técnica de electroforesis e identificarlos
interpretando las bandas obtenidas en el gel de agarosa.

2. Alcance

Este procedimiento aplica a asesores, alumnos y personal administrativo involucrado
en la ejecucion del presente PNO, incluido en el Manual de Procedimientos del
Modulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos | de la Carrera de Q.F.B. de la FES
Zaragoza.

3. Términos, definiciones y abreviaturas

3.1. Términos y definiciones

e ADN: Acido nucleico que se encuentra principalmente en los cromosomas
qgue contienen la informacién hereditaria de los organismos.

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

e Amortiguador (Buffer): Sistema acuoso que tiende a resistir los cambios en
el pH cuando se les agrega pequefias cantidades de acido o base.

e Electroforesis: Técnica de separacidon de moléculas en la cual se emplea un
campo eléctrico aplicado, que actua sobre particulas cargadas causando su
movimiento a través de una matriz porosa.

e Polimerizacién: Reacciéon quimica por la cual los reactivos, monémeros
(compuestos de bajo peso molecular), forman enlaces quimicos entre si,
para dar lugar a una molécula de gran peso molecular (macromolécula), ya
sea esta de cadena lineal o de estructura tridimensional, denominada
polimero.

3.2. Abreviaturas

3.2.1. ADN: Acido desoxirribonucleico.
3.2.2. g: Gramos.
3.2.3. L: Litros.

Este documento es de caracter informativo y no tiene validez impreso, debera ser destruido cuando se reciba la nueva
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3.2.4. pL: Microlitros.
3.2.5. mL: Mililitros.
3.2.6. V:\Voltios.

4. Responsabilidad y autoridad

4.1. Asesor del Médulo de Bioquimica Celular y de los Tejidos |

e Verificar que el contenido del presente documento cumpla con los
requerimientos necesarios para llevar a cabo de manera correcta el
procedimiento.

4.2. Personal administrativo

e Proporcionar el material, equipos e instrumentos necesarios para la correcta
ejecucion de este procedimiento y mantener el aula de laboratorio en
condiciones Optimas para la realizacion de las actividades.

4.3. Alumnos del Médulo de Laboratorio de Bioquimica Celular y de los Tejidos |

e Conocer y aplicar correctamente las actividades descritas en este
procedimiento.

e Delegar actividades para cada integrante del equipo.

e Hacer buen uso del material y equipos proporcionados, comprometiéndose a
entregarlos limpios y en buen estado.

e Mantener limpia el area de trabajo y desechar adecuadamente los residuos
que se generen durante y al final de las actividades.

5. Descripcion de actividades
5.1. Insumos a utilizar

5.1.1. Material y equipo
Equipo para electroforesis horizontal Enduro®, marca LabNet®

1 Tanque para electroforesis horizontal.
1 Peine formador de pocillos.
1 Bandeja para fundicion de gel.
1 Soporte para la formacion de geles.
Equipo para electroforesis horizontal Mini-Sub® Cell GT, marca BioRad®
1 Camara para 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 Certificacion Académica.
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1 Bandeja para fundicion de geles.
1 Peine formador de pocillos.
2 Matraces Erlenmeyer con capacidad para 250 mL.
1 Matraz volumétrico de 1000 mL.
3 Micropipetas de 20 L.
3 Micropipetas de 200 pL.
3 Micropipetas de 1000 pL.
Puntas nuevas y limpias para las micropipetas.
Envase de poliuretano con capacidad para 1L.
Guantes de latex
Horno de microondas.
Fuente de poder.
Niveles de burbuja.
Transiluminador.
Vortex.

5.1.2. Reactivos
Amortiguador TBE 10X.

Reactivo Midori-Green®

Buffer de carga 6X Promega®

Marcador de peso molecular Promega® de 1000 pares de bases (1000bp)
Agarosa grado biologia molecular.

Agua destilada.

5.1.3. Material biolégico
Muestra de ADN humana purificada.

Nota: El analista debera portar guantes de latex o de nitrilo durante la
ejecucioén de todos los puntos que integran el presente procedimiento.

5.2. Preparacion y montaje de gel de agarosa

5.2.1. Verificar que las camaras de electroforesis y las bandejas para fundicién de
geles a utilizar presenten una perfecta horizontalidad respecto a la superficie
donde estén dispuestas. Esto se logra utilizando niveles de burbuja: el

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.
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equipo se encontrara nivelado cuando la burbuja del instrumento se
encuentre simétricamente entre las dos marcas de referencia.

5.2.2. Preparar una solucion amortiguadora TBE 0.5X a partir de TBE 10X.

Caso ilustrativo: Para preparar 1 L de solucion TBE 0.5X, se debe tomar una
alicuota de 50 mL de TBE 10X y verter dentro de un matraz volumétrico de
1000 mL. Completar el aforo con agua destilada

5.2.3. Pesar la masa requerida de agarosa y vaciarla en un matraz Erlenmeyer con
capacidad para 250 mL. Verter el volumen necesario de solucion
amortiguadora TBE 0.5X para disolver el sélido previamente pesado.

Nota: Los geles de agarosa se preparan usando solucién en porcentaje p/v.

Caso ilustrativo: Para preparar 100 mL de gel de agarosa al 0.8%, pesar 0.8
g de agarosa y disolverlo en amortiguador TBE 0.5X.

5.2.4. Colocar el matraz dentro del horno de microondas y calentar 1 minuto y
medio para favorecer la disolucion completa del solido (la solucién se tornara
transparente). Retirar el matraz del horno de microondas al finalizar el
tiempo de calentamiento y dejar enfriar la solucion de agarosa hasta que la
temperatura del matraz sea tolerable al tacto.

5.2.5. Adaptar una punta limpia a una micropipeta de 20 pyL y extraer 5 uL de
Reactivo Midori-Green®. Sumergir la punta dentro de la solucion de agarosa
y expeler el reactivo de esta manera. Mezclar la solucidén agitando el matraz
con movimientos circulares.

5.2.6. Vaciar la solucion de agarosa dentro del soporte para fundicion de geles y
colocar el peine para formar los pozos en niumero y tamano deseados.
Nota: Corroborar que el soporte para formacién del gel se encuentre
perfectamente nivelado, momentos antes de verter la solucion.

5.2.7. Dejar solidificar la agarosa por un lapso de 20 minutos. Una vez sdlida,
retirar el peine cuidadosamente de forma vertical y en un s6lo movimiento,
para evitar que los pocillos se rompan o se deformen.

5.2.8. Colocar los geles en la posicion correcta dentro de la céamara de
electroforesis, es decir, con los pocillos formados del lado del catodo (cables
de color negro).

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.
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5.2.9. Llenar la camara electroforética con amortiguador TBE 0,5X hasta que el gel
se encuentre completamente sumergido.

5.3. Colocacion de las muestras

5.3.1. Adaptar una punta limpia a una micropipeta de 20 yL y extraer 5 pL de
marcador de peso molecular. Cargar dicho volumen dentro del primer pozo
formado en el gel.

5.3.2. Extraer la punta del pocillo, manteniendo el boton pulsador de la micropipeta
en posicion “C”, hasta que ésta se encuentre fuera de la camara
electroforética. Desechar la punta utilizada dentro de un frasco destinado
para tal fin.

5.3.3. Preparar una dilucion de buffer de carga 1X a partir de una solucion buffer
Promega® 6X.

Caso llustrativo: Para preparar 120 uL de buffer de carga 1X, extraiga 20uL
de solucion de buffer de carga Promega® 6X y deposite dicho volumen en
un tubo Eppendorf® con capacidad para 0.2 mL. Posteriormente, agregue
100 uL de amortiguador TBE 0.5X y diluya haciendo uso de la micropipeta.

5.3.4. Utilizando una micropipeta de 20 uL, depositar 4 uL de buffer de carga 1X
Promega® sobre un trozo de papel parafilm (el reactivo adoptara sobre el
papel la forma de una gota de rocio).

5.3.5. Preparar la muestra a analizar, incorporando 4 uL de solucion de ADN
purificado dentro del buffer de carga utilizando una micropipeta de 20 uL de
la siguiente manera:

a. Succionar la muestra de ADN con la micropipeta, llenando la punta con el
volumen requerido.

b. Introducir la punta de la micropipeta dentro de la gota de buffer de carga
dispuesta sobre el papel parafiim e "inyectar" en ella la muestra de ADN,
presionando el botén pulsador de la micropipeta hasta la posicion “C”.

c. Retirar la punta del liquido y girar la rueda dentada de la micropipeta hasta
ajustar en ésta un volumen de 8 pL.

d. Presionar el botdén pulsador de la micropipeta hasta la posicion “B” e
introducir nuevamente la punta dentro de la mezcla. Liberar el botdon

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.
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pulsador de la micropipeta hasta la posicién "A", para aspirar completamente
el liquido mezclado.

e. Presionar nuevamente el boton pulsador de la micropipeta hasta la posicidén
“B”, depositando la mezcla de reactivos sobre el papel parafilm.

f. Por ultimo, aspirar la mezcla de reactivos liberando el boton pulsador de la
micropieta hasta alcanzar la posicion “A”. Retener en la punta la mezcla de
reactivos hasta su siembra.

Procediendo de esta manera, se integran correctamente los reactivos,
evitando errores durante el corrimiento.

5.3.6. Cargar la muestra de ADN cuidadosamente dentro del pozo indicado por el
asesor, presionando el botdn pulsador de la micropipeta hasta la posicion
“C” para verterla completamente. Una vez cargada, extraer la punta del
pocillo, manteniendo el botén pulsador de la micropipeta en posicion “C”,
hasta que ésta se encuentre fuera de la camara electroforética.

5.3.7. Desechar la punta utilizada en un frasco para tal fin.
Nota: Cada equipo de trabajo es responsable de sembrar sus respectivas
muestras de ADN en el pocillo que les corresponda y siguiendo la
metodologia descrita en este apartado.

5.4. Corrida electroforética y revelado de gel

5.4.1. Tapar la camara de electroforesis y conectar los electrodos a la fuente de
poder, ajustandolos en las terminales correspondientes (los cables deben
conectarse en las entradas del mismo color).

Nota: Recordar que el ADN migrara en la camara de electroforesis del polo
negativo hacia el polo positivo.

5.4.2. Enchufar la fuente de poder a la toma de corriente.

5.4.3. Encender la fuente de poder y ajustar la tensién eléctrica a 80 V. Dejar correr
las muestras a este voltaje durante 90 minutos y supervisar el frente de
corrimiento de las muestras de vez en vez durante este periodo, observando
el desplazamiento del indicador
Nota: El reactivo Midori-Green® es fotosensible, por lo que se recomienda
disminuir la intensidad de la luz dentro del aula durante la corrida
electroforética.

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.
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5.4.4. Apagar la fuente de poder y desconectarla de la toma de corriente al concluir
el tiempo de corrimiento. Retirar los electrodos y destapar la camara de
electroforesis.

5.4.5. Retirar cuidadosamente el soporte que contiene el gel de la camara,
secando la parte inferior del mismo con una toalla de papel absorbente.

5.4.6. Utilizando una espatula cortar longitudinalmente un trozo del gel de agarosa
del lado opuesto a donde se formaron los pocillos, para que pueda colocarse
en la charola del transiluminador.

5.4.7. Encender el transiluminador para observar la presencia de bandas
separadas de ADN. Establecer su peso molecular aparente comparando el
corrimiento de las muestras con el marcador de peso molecular. De ser
posible, captar el resultado en una fotografia digital.

Nota: Para facilitar la observacion de los resultados, puede apagar la luz del
aula de laboratorio.

5.4.8. Aunque se ha demostrado que el reactivo Midori-Green® es escasamente
téxico, se recomienda depositar el gel en una bolsa de plastico y colocarlo
en espacio destinado para desechos generados en el laboratorio.

5.4.9. Recuperar el amortiguador TBE contenido en la camara electroforética,
vaciandolo primeramente en un vaso de precipitados de 600 mL. Verterlo
posteriormente dentro de un envase de polietileno con capacidad para 1L.

5.4.10. Enjuagar la camara y los soportes utilizados con agua destilada, secarlos
con toallas de papel absorbente y guardarlos en donde corresponda.

6. Registros
e SGC-FESZ-QFB-BCTI-POXX Lista maestra de documentos.

7. Referencias normativas y bibliografia

7.1. Documentos internos

e Aguilar-Santelises L, Garcia-del Valle A, Corona-Ortega MT. Manual de
practicas de Bioquimica celular y de los tejidos I. México: FES Zaragoza,
UNAM; 2014.
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Anexos

1. Diagrama de flujo.

Verificar nivelacion de
camaras y bandejas
de corrimiento

Preparar 1 L de amortiguador
TBE al 0.5% a partir de TBE al
10%

v

Pesar masa de agarosa y vaciar
a un matraz Erlenmeyer con
capacidad para 250 mL

v

Verter volumen de amortiguador
TBE al matraz Erlenmeyer

v

Colocar matraz dentro de horno
de microondas y calentar 1
minuto y medio para disolver la
agarosa

v

Dejar enfriar solucion de agarosa
hasta que la temperatura del
matraz sea tolerable al tacto.

v

Agregar 5 pL de Reactivo Midori-
Green®.

v

Mezclar solucién agitando el
matraz con movimientos
circulares

v

Verter solucion de agarosa
dentro del soporte para fundicion

Colocar peines para formacion
de pozos

v

Dejar solidificar la agarosa por
un lapso de 20 minutos

v

Retirar los peines en un solo
movimiento y manteniendo una
posicién vertical una vez
solidificada la agarosa

v

Colocar el gel dentro la camara
de electroforesis, ubicando los
pocillos del lado del catodo

v

Llenar la camara electroforética
con amortiguador TBE 0,5X
hasta que el gel quede
completamente sumergido.

v

Cargar 5 yL de marcador de
peso molecular de 1000 bp en el
primer pocillo de gel de agarosa

y desechar la punta utilizada

v

Preparar una dilucién de buffer
de cargar 1X a partir de una
solucién Promega® 6X

v

Depositar 4 uL de buffer de
carga 1X sobre trozo de papel
parafilm

v

SGC-FESZ-
QFB-BCTI-

PO16

Mezclar buffer de carga con 4 uL
de muestra de ADN utilizando la
micropipeta
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Cargar las muestras de ADN en
el pocillo correspondiente y
desechar las puntas utilizadas.

v

Tapar la camara de
electroforesis y conectar los
electrodos a la fuente de poder
en las terminales
correspondientes.

v

Encender la fuente de poder y
ajustar la tensioén eléctrica a 80 V

v

Mantener la corrida
electroforética por 90 minutos.
Supervisar el frente de
corrimiento observando el
desplazamiento del indicador.

v

Apagar y destapar camara de
electroforesis al finalizar la
corrida electroforética.

v

Sujetar el soporte de formacion
de gel y depositarlo sobre una
toalla de papel absorbente.

v

Llevar gel al transiluminador y
comparar bandas de cada carril.
Captar resultado en fotografia.

v

Depositar el gel dentro de una
bolsa de plastico y colocarlo en
el espacio para desechos.

v

Recuperar TBE vaciandolo en un
envase de polietileno con
capacidad para 1 L.

Lavar y secar camaras y
equipos utilizados.
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