PRINCIPL
DL VIANA

(SUPLEMENTO DE CIENCIAS)

Afio X Num. 10 Suplemento anual 1990







PRINCIPE DE VIANA

Suplemento de Ciencias. Anual.

Edita:

GOBIERNO DE NAVARRA

DEPARTAMENTO DE EDUCACION Y CULTURA
DIRECCION GENERAL DE CULTURA - INSTITUCION
PRINCIPE DE VIANA

Consejo de Redaccién:
DIRECTOR: Javier Echeverria Ezponda
Secretaria: M.* Soledad Saracibar

Redaccién y Administracién:
Institucidn Principe de Viana
C/ Ansoleaga, 10

Tel. 10 78 10

31001 PAMPLONA

Suscripciones:

GOBIERNO DE NAVARRA
Departamento de Presidencia
Seccién de Publicaciones

Avda. de Carlos III el Noble, 2
Tel. 10 71 21

31002 PAMPLONA

El contenido de los articulos es de exclusiva responsabilidad de los
autores.

Prohibida la reproduccién total o parcial sin permiso expreso de la
Editorial y, en cualquier caso, citando su procedencia.

© Institucién Principe de Viana

D.L.: NA. 184/1969 — ISSN 0214-6622
Composicién y montaje: COMETIP, S.L.
Impresién: CKSTUERA, S.A. Torres de Elorz



PRINCIPL.
DE VIANA

SUMARIO

E. Barragan / P. Bescansa
Caracterizacién de suelos desarrollados en la formacién magnesife-
ra paleozoica del Pirineo navarro ......cccceeveevrerierienenneeninenns _— 5

Isaac Santesteban
Salinizacién de aguas en Navarra .......ccccccevverveeriennienessencensnene 15

Isaac Santesteban
Fenémenos fisioquimicos observados en Navarra .......ccccceceeueennee. 31

Javier Etayo
Ensayo de la vegetacién liquénica epifitica del norte de Navarra .. 39

Javier Etayo
Consideraciones corolégicas sobre la flora liquénica epifitica de
Navarra ...oovvieeniiice s 73

Esther Rebato / Javier Rosique
Una reflexién sobre las tendencias actuales en los estudios de An-

tropologia MorfolOgica .....ccceveeeeeeierieriinnenreesresenee e 95
Joseba Tobar-Arbulu
Toward a New Labor Theory of Value ......cccecevieievenencecueenen. 105

Luis Herrera / Blanca Yoldi
Contribucién al conocimiento de los coleépteros de Navarra (co-
leoptera, curculionidae) ........cccceeeevueeiiirsiinncece e 119

Fermin Maria Gonzilez Garcia
Los mapas conceptuales de Novak: una técnica instruccional para la
mejora de los procesos de ensefianza / aprendizaje de las Ciencias ... 133

Elsa M. Casanova
Carl R. Rogers: de la No-Directoriedad a la Educacién Centrada en
Ja Persona .....ccoiiciiiiciiiiin e 157

Elsa M. Casanova
La interdisciplinariedad existente entre las Ciencias de la Educacién
y los demis saberes cientificos .........cccoeviininiiiiinnnicnciee 193

Antonio Gorri Goni
Evaluacién y diagnéstico de la inteligencia en estudiantes de Pam-
plona. Un estudio psicosocial .......cccceviviiinnnncniencnienienenenne 215

Andrés Garde / Francisco Uriz

Determinacién cuantitativa de colesterol por el método test en-
zimitico colorimétrico cholesterol (CHOD-PAP) «Control de Ca-
Jidadn veeeeieeieeee et 259

J. L. Alfaro / J. L. Martinez / A. Camarero / M. T. Lopez
Déficit de iodo y bocio endémico en el partido médico de Navas-
CUES .oeiiieenieeeeitet it e re e e e s b s r e s et e s s er e e s s enanre e e ee e s 273

Ano 10
Numero 10
1990







Determinacidn cuantitativa de
colesterol por el método test
enzimatico colorimétrico

cholesterol (CHOD - PAP).
«Control de calidad»

ANDRES GARDE MATEO*
FRANCISCO URIZ BAZTAN**

RESUMEN

S e determina por Fotometria y Espectrofotometria con el protocolo incorporado
al Autoanalizador HITACHI 150 - 20 las Absorbancias y niveles de concentra-
cién de COLESTEROL por el Método «Test Enzimitico Colorimétrico Cholesterol
(CHOD-PAD)».

Con los valores obtenidos, se realizan comparaciones estadisticas y las correspon-
dientes representaciones gréficas, para analizar la EXACTITUD y PRECISION de la
Técnica. Estudiamos también las correlaciones entre las diferentes fases que vienen
definidas en el Método Enzimatico.

En nuestro trabajo, no encontramos diferencia si se realizan las determinaciones a
una u otra temperatura sobre la incubacién de la mezcla (T* AMBIENTE Y 37 °C.).

La lectura de la Muestra sobre Patrén y Blanco puede realizarse, sin diferencia
significativa, a un tiempo superior al definido en e{) Método, ya que la actividad
colorimétrica disminuye de una forma similar para el Patrén como para la Muestra.

GENERALIDADES

Una determinacién habitual en los Laboratorios Clinicos es la cuantificacién del
COLESTEROL, bien como anilisis aislado, como asociado en la peticién a otras
determinaciones lipidicas, como COLESTEROL HDL (High Density Lipopro-
teins), COLESTEROL LDL (Low Density Lipoproteins) y triglicéridos.

Hoy dia tienen gran interés los trastornos lipidicos en general y la colesterolemia

* Profesor de Bioquimica Clinica.
**  Profesor de Tecnologia.
(Escuela Sanitaria).
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en particular, no sélo como determinaciones Clinicas de hiperlipoproteinemia y sus
relaciones en Patologia sino también como anilisis orientativos de la evolucion en los
exdmenes rutinarios del personal no enfermo.

La comodidad, rapidez, empleo de aparataje e instrumental en la determinacién de
anilisis, es una base i importante en todo trabajo de Laboratorio, pero, debe existir un
Control en la veracidad de los resultados, por lo que la técnica debe ser Exacta y
Precisa, siempre y cuando se cumplan los requisitos de la metodologia.

MATERIAL Y METODOS

El método habitual, tanto manual como mecanizado en la determinacién de
COLESTEROL, es la técnica colorimétrica como Test Enzimadtico - Colorimétrico
(CHOD - PAP). El fundamento del método es la transformacion de los Esteres de
Colesterol, por reacciones enzimiticas en quinonas, cuyo color medido con un
fotometro es directamente proporcional a la concentracién de Colesterol. Las reac-
ciones, en forma esquemitica son:

CHE

Esteres de Colesterol + H,0O Colesterol + Acidos grasos

CHOD

Colesterol + O, 4-Colestenona + H,0,
POD

H,0, + 4 AF + Fenol Quinona + H,O

CHE ————— Colesterol Esterasa.

CHOD ———— Colesterol Oxidasa.

4 AF —————— 4 - Aminofenazona.

POD ——— Peroxidasa.

Las posibles modificaciones que pueden realizarse en la determinacién de CO-
LESTEROL, en el método CHOD-PAP-TRINDER, son el tiempo de incubacién
~10 minutos a temperatura ambiente y 5 minutos a 37 °C-y la relacién entre blanco,
patron y muestra en funcién del tiempo (color estable 30°).

Con una muestra de plasma - pool de varias problemas - y los correspondientes
patrones, hemos realiza(f la determinacion fotocolorimétrica y espectrof%tometnca
con un Autoanalizador HITACHI 120-50 adaptado a un Data Processor y em-
pleando micro-cubetas desechables de 1 ¢cm. de anchura.

Se ha estudiado la EXACTITUD y PRECISION de la Técnica, empleando para
ello un Patrén Control (SPIN REAC para Colesterol/Cholesterol CHOD-PAD
Cod. 1001092, lot. 83 de 200 mg/dl) y como muestras, los controles de Preciset
Cholesterol de Boehringer Mannhein GmbH, lot. 68029000 de 50, 100, 150, 200, 300
y 400 mgr./dl. Las lecturas de uno y otros Controles, se han realizado 10 veces y,
posterlormente, se realizan los estudios estadisticos para analizar la Exactitud, Preci-
sion e indice de correlacion entre los niveles experimentales y teéricos.

La Estabilidad del color se ha estudiado por Espectrofotometria durante 150
minutos después de la mezcla tanto del Patrén como de la Muestra, comparando los
niveles @ 505 nm de longitud de onda. Se analiza también la disminucién de concentra-
cién de la muestra en funcién del tiempo.
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DISCUSION Y RESULTADOS

Con el protocolo de Fotometria (Fig. I) y empleando un Patrén Control (200
mgr/dl) realizamos la lectura de 10 Patrones, dando como resultado la media de cada
uno de ellos, asi como su Desviacién Estandard y Coeficiente de Variacién en
porcentaje (Tabla 1).

La PRECISION, viene dada por la repeticién sucesiva de los mismos resultados;

uede definirse por el D.S. y C.V.%, en todos los casos, a excepcion del control mas
Eajo (50), el C.V.% es inferior a 3, por lo que podemos considerarla como muy buena
y excepcional en alguno de los casos.

La EXACTITUD, es la proximidad al valor real y, en la mayor parte de los
Controles, excluyendo los niveles extremos la diferencia entre los niveles experimenta-
les y teéricos, son inferiores al 4%.

La correlacién existente entre los valores experimentales y teéricos, es casi perfecta,
con un indice de correlacién de PEARSON (r) de 0,9997 y una recta de regresién de y
(valores tedricos) = 0,9505 (x) + 9,5392. (Fig. 11).

La repeticion del Patrén Control, empleando cada vez un blanco diferente, da una
concentracién de 201,20 mgr./dly un Desvio Estandard de 1,53 mgr./dl. En este caso,
la Técnica es muy Exacta y muy precisa (N = 10).

No existe diferencia significativa entre los niveles de las muestras en funcién del
tipo de incubacion (Tabla 2), con un indice de correlacién (r) de 0,9646 (Fig. I11).

En el Control de Calidad, debemos estudiar la ESTABILIDAD DEL COLOR
(30 minutos segin la técnica). Protocolizamos la ESPECTROFOTOMETRIA (Fig.
IV) y realizamos el espectro del control y muestra cada 15 minutos (Fig. V, VI) entre
555 y 455 nm. de longitud de onda. Podemos observar, cémo al aumentar el tiempo
de mezcla, disminuye la actividad del color. Con las determinaciones a 505 nm. -
longitud de onda recomendada en la técnica (Tabla 3) estudiamos las correspondien-
tes rectas de regresion y los indices de correlacién para el Patrén (r= - 0,9982) y
muestra (r= - 0,9981) (Fig. VII). Las rectas de regresion son casi paralelas, y la pérdida
de color es similar para el patrén y la muestra.

Si para cada tiempo (t,), estudiamos el nivel de concentracion de la muestra segin
la ecuacion:

AB muestra,
Muestra, = x Patron (Tabla 4)
AB Patrén,

y estudiamos la recta de regresion entre concentracion y tiempo, observamos que ésta
disminuye, pero, la lectura a los 60 minutos, s6lo ha variado en 1,29% y 4,51% a los
150 minutos de realizada la mezcla. El valor del indice de correlacién es de - 0,9809
(Fig. VIII).

Para la mayor parte de los niveles de COLESTEROL, se puede realizar la técnica
dentro de los 60 minutos de la mezcla, aumentando por tanto el nivel de estabilidad
que viene definida por la casa comercial.
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Fig. L.
PROTOCOLO FOTOMETRIA
PHOTOMETRY 02/21/91 am 09:41
No. Abs Conc
BLK 0.001 0
St. Sample No. — 1
Wavelength — 505.0 nm
Response — Medium
Mode — Conc — — STD = 200
Unit — MGR./DL.
Limits — 100 to 220
Print Format — 1 data/line
Remarks — COLESTEROL.
Set Standard then 505.0 nm
Press START Key 0.001 Abs
Tabla 1.
EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO
Tebricos Experiment. Precision Exactitud
mg/dl x mg/dl D.S. C.V. %
50 56,40 1,67 2,97 12,80
100 104,00 2,92 2,80 4,00
150 153,00 1,58 1,03 2,00
200 198,00 1,73 0,87 1,00
300 299,80 7,19 2,40 0,07
400 386,60 3,21 0,83 3,35
CONTROL PATRON: N = 10 ; x = 201,20 ; D.S. = 1,53
C.V. = 0,76 ; Exactitud = 0,60 %
262 [4]



DETERMINACION CUANTITATIVA DE COLESTEROL POR EL METODO TEST ENZIMATICO...

Fig. II
RECTA DE REGRESION ENTRE NIVELES
EXPERIMENTALES Y TEORICOS

TEORICOS
500
450~ N=6

| r=0,9997
400 o 095x+9,54
350 -
300 [
250 -
200
150 1=
100 |-

s |-
0 | | | 1 1 | | 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
NIVELES EXPERIMENTALES

—e— Concentracién (mg/dl)

Cada concentracién es media de 10 determinaciones

Tabla 2.

CONCENTRACION DE COLESTEROL DE UNA MISMA MUESTRA
EN FUNCION DEL TIPO DE INCUBACION

T.* ambiente 37°C

10 minutos 5 minutos
173 172
192 189
198 178
111 106
179 169
182 171
149 156
197 190
200 208
122 123

Cada valor de concentracién es la media de 10 determinaciones.
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Fig. I

RECTA DE REGRESION EN FUNCION
DE LA TEMPERATURA DE LA MEZCLA

379C
250

N=10

r = 0,9646
200~y _093x+842

150

100

50

0 1 | | 1
0 50 100 150 200 250

TEMPERATURA AMBIENTE
—e— Concentracion (mg/dD

Cada valor es la media de 10 determinaciones

Fig. IV

PROTOCOLO ESPECTROFOTOMETRIA

MEASURING CONDITION 02/21/91 am 10:03
SPECTRUM
Mode — Abs
Limits — 0.200 to 0.400
WL Scan Speed — 200 nm/min
WL Limits — 455.0 to 555.0 nm
Background — no
No.of Repeat — 10
Cycle Time — 15.0 min
Response — Medium
Lamp Change — Auto
Recording — Overlay
WL Scale — 10.0 nm/cm
Line — Solid
Data Print — Yedk
Print Format — Yok ok
Remarks — COLESTEROL.
Press FWD Key 555.0 nm
or % Cursor Key 0.001 Abs
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FIG. V
DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD "MUESTRA"

0.40 Ab
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
0.18
450 ‘5(;0 SISO nm
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FIG. VI
DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD "PATRON"

Ab
0.40
1
2
. 3
4
5
6
7
8
10
1
1
10
10
0.18 , l
450 500 550 nm
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Tabla 3.

ABSORBANCIAS DE MUESTRA Y PATRON EN FUNCION DEL TIEMPO, A
DISTINTAS LONGITUDES DE ONDA

Longitudes de onda

Tiempo 555 530 505% 480 455
min M P M P M P M P M P
15 0,211 | 0,254 | 0,259 | 0,328 | 0,286 | 0,368 | 0,274 | 0,350 | 0,222 | 0,268

30 0,207 | 0,254 | 0,254 | 0,326 | 0,281 | 0,366 | 0,270 | 0,347 | 0,220 | 0,267
45 0,204 | 0,252 | 0,250 | 0,323 | 0,277 | 0,362 | 0,267 | 0,345 | 0,218 | 0,264
60 0,201 | 0,250 | 0,247 | 0,321 | 0,274 | 0,359 | 0,264 | 0,343 | 0,215 | 0,263
75 0,199 | 0,248 | 0,244 | 0,318 | 0,270 | 0,357 | 0,260 | 0,339 | 0,212 | 0,260
90 0,196 | 0,246 | 0,240 | 0,315 | 0,266 | 0,357 | 0,256 | 0,336 | 0,209 | 0,259
105 0,193 | 0,244 | 0,237 | 0,312 | 0,262 | 0,350 | 0,253 | 0,333 | 0,206 | 0,257
120 0,192 | 0,242 | 0,235 | 0,310 | 0,259 | 0,347 | 0,249 | 0,331 | 0,204 | 0,255
135 0,189 | 0,240 | 0,232 | 0,307 | 0,256 | 0,344 | 0,247 | 0,328 | 0,202 | 0,253
150 0,188 | 0,238 | 0,229 | 0,303 | 0,253 | 0,340 | 0,244 | 0,325 | 0,200 | 0,251

M: Muestra P: Patrén
Tabla 4.
CONCENTRACION DE LA MUESTRA CON RELACION AL PATRON, EN
FUNCION DEL TIEMPO
AB muestra
MUESTRA = %* 200 mg/dl
AB patrén
Tiempo Concentracién Variacién
minutos mg/dl %
15 155 0,00
30 154 0,64
45 153 1,29
60 153 1,29
75 151 2,60
90 150 3,26
105 150 3,26
120 149 3,93
135 149 3,93
150 148 4,60
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Fig. VII

ACTIVIDAD COLORIMETRICA DEL PATRON

Y DE LA MUESTRA EN FUNCION DEL TIEMPO
ABSORBANCIAS
0.4

r=-0,9982
y =0,3717 - 0,0002 x

03

____;::;;“"’--—-+———-+___-_4____—*-———-+_____+_____*_____*___

0.25
r=-0,9981
y = 0,2885 - 0,0002 x

0.2

0.15 ] il 1 L 1 1 L
0 20 40 60 80 100 120 140 160
TIEMPO (minutos)
—— Absorb. Patron —— Absorb. Muestra
Fig. vIII
VARIACION DE LA CONCENTRACION
CON EL TIEMPO
[1mg/dl

160

150 \\
140 |~
130 -

N=10
r =-0,9809
120 y=15547-0,0517 %
110 -
100 1 1 L l 1 1 L
0 20 40 60 80 100 120 140 160
TIEMPO (minutos)

—e— Concentracion (mg/dD
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FIG. IX

REGRESION ENTRE NIVELES EXPERIMENTAL
Y TEORICOS

-

JT LSS

tedricos 50 100
experimentales 50.4 104

150 200 300 400
153 198 299.8 386.6

B cxperimentales [ teéricos

CUANTIFICACION DEL METODO EN
FUNCION DE LA INCUBACION

FIG. X

250 —
200
150

100 =~

37°C 172 189 178
temp. ambiente 173 192 198

106
111

169 171 156 190 208 | 123
179 182 149 197 200 | 122

Bl cp. ambiente [ 37+
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FIG. XI
ABSORBANCIAS DE PATRON Y MUESTRA

0 s

A
4
300 —
200 —
100 - / / / / / / / / /
g T T T T T T T T T T
abs. muestra 286 | 281 | 277 | 274 | 270 | 266 | 262 | 259 256 | 253
abs. patron 368 | 366 | 362 | 359 | 357 354 350 | 347 344 | 340
Il -bs. pauon [] abs. muestra
FIG. XII
VALOR DE LA MUESTRA EN RELACION AL PATRON Y EN
FUNCION DEL TIEMPO DE MEZCLA
160 — i G
140 — ﬁ
120 —
100 —
80 —
60 —
40 —
20 —
0 _j L
tiempo en minutos 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
concentracion mg/dl [ 155 154 153 153 151 150 150 149 149 148

I ticmpo en minutos [ ] concentracién mg/dl
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CONCLUSIONES

« La Técnica Fara la determinacién del COLESTEROL por el Método «test
Enzimitico - Colorimétrico (CHOD - PAP)» es muy PRECISA, con unos C.V.

porcentuales inferiores a 3.

* A excepcién del control mas pequefio (50 mgr/dl), la Técnica es muy EXACTA
con una diferencia porcentual entre los niveles experimentales y tedricos inferior al

4%. (Fig. IX). El indice de correlacién de PEARSON (r) es de 0,9997.

« No encontramos diferencia significativa entre las concentraciones de la muestra
empleando la temperatura ambiente (10°) y 37 °C. (5°) en la incubacién, con un indice
de correlacién de 0,9646. (Fig. X).

« Con el tiempo, tanto la Absorbancia del Patrén como de la Muestra van
disminuyendo, 1,29% y 4,51% de la concentracion a los 60 y 150 minutos.

La lectura de la muestra frente a Blanco y Patrén, se puede realizar sin pérdida
significativa a los 60 minutos de la mezcla. La disminucion de color del Patrdn, es
proporcional a la pérdida de actividad colorimétrica de la muestra, por lo que la
exigencia de realizar la medicién dentro de los 30’ de la mezcla, no tiene por que ser
tan limitada, ampliando los margenes de lectura a los 60 minutos e incluso hasta los
150" a excepcidn de los niveles patolégicos. (Fig. X1, X1I).
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