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L. INTRODUCCION

La caries ha sido descrita en la literatura cientifica bajo distintos aspectos.
Morfologicamente, la caries es una enfermedad que determina la destruccion de las
estructuras del diente. Algunos autores la definen como una enfermedad de origen
infeccioso, dependiente del aziicar. De acuerdo con criterios epidemiolégicos, se dice que la
caries es una de las enfermedades mas prevalentes de entre las que padece el hombre
modemo.

Dada la gran prevalencia de la caries a nivel mundial, su control ha sido y es un
objetivo sanitario importante, que ha preocupado a los profesionales de la odontologia y de
la salud publica durante generaciones. Los estudios epidemiologicos realizados por Dean,
Mackay, Black, McClure y Arnold fueron el antecedente para establecer las bases solidas de
la relacion flior-caries. Hasta el momento, el flior ha sido el agente preventivo que ha
demostrado ser el mas potente y costo-efectivo, ademas de inocuo y facil de utilizar.

Antes de proceder a implementar la administracion del ion fluoruro como una medida
de salud publica se requiere un programa de prevencion de las lesiones de caries dentaria,
determinar las concentraciones de fluoruro existentes en el agua de consumo humano y los
alimentos, conocer el promedio de la ingesta o consumo de sal por perscna por dia y
cuantificar las concentraciones de fluoruro en uno o mas de los fluidos organicos. En la
mayoria de los casos la orina es seleccionada como el fluido biolégico para ser analizado,
esto se debe a que su recoleccion es simple y no invasora, es decir, no demanda el entrar al
organismo propiamente dicho, ademas las concentraciones de fluoruro en la orina son aitas.

Los procedimientos actuales permiten la determinacion precisa de niveles muy bajos
de fluoruro; uno de los métodos es el potenciométrico, ¢! cual esta siendo utilizado en la
Unidad Universitaria de Investigacion en Cariologia, FES-Zaragoza, UNAM.

Dada la situacién econdmica actual por la que atraviesa el pais, el sector salud se ha
visto en la necesidad de optimizar sus trabajos de investigacion para que el presupuesto
permita con pocos recursos obtener los mejores resultados posibles.

Tal situacion Yevd a validar el método analitico potenciométrico para la
determinacion de ion fluoruro en orina, utilizando la solucién amortiguadora preparada con
CDTA (Acido trans-1,2 Diaminociclohexano-N,N,N'N',  Tetracético, conocido
comercialmente con el nombre de FAD) y la solucion amortiguadora preparada a partir de
citratos, estableciéndose que de la comparacion en los resultados se determine si existe una
igualdad en cuanto a la efectividad de ambas soluciones amortiguadoras.

La comparacion de ambas validaciones mostro resultados aceptables, en lo referente
a la linealidad del método se evaluaron la pendiente y la ordenada al origen, las cuales
reportaron los rangos de -1.8525x107 a 2.0525x107 y de -2,0456x10” a 4.5496x107
respectivamente, mientras que la exactitud presentd un intervalo de -1.1106 a 3 3722, ambos




parametros incluyen el valor de cero, en cambio la precision reportd valores de 03018 a
59175 y por ultimo la repetibilidad mostré un rango de 0.3314 a 5.3834, en ambos
intervalos se incluyen el valor de uno, lo que llevd a establecer que los cuatro parametros
considerados cumplen con los criterios de aceptacion. Concluyéndose que la efectividad es
la misma, tanto para la solucion amortiguadora preparada en el laboratorio con citrato de
sodio como para la de marca comercial con CDTA, siendo éste el criterio contundente que
llevé a la eleccion de la solucion amortiguadora preparada a partir de citratos, dado las
ventajas que representa en cuanto a su costo y disponibilidad inmediata.




[I. FUNDAMENTACION DEL TEMA

El flilor es un elemento muy comun, se caracteriza por ser el mas electronegativo de
todos los elementos conocidos, lo que da lugar a su gran reactividad, por lo cual se
encuentra siempre de manera combinada. En el ser humano, el esmalte maduro de los
dientes permanentes contiene trazas de fluor, zinc, plomo, sodio, magnesio, estroncio y
cobre ademas de estar constituido por materia inorganica en un 95-96 %, materia organica
en un 0.2-2%, y agua,. Estudios epidemiologicos de autores como Dean, Mackay, Black,
McClure, y Amolde, fueron el antecedente para establecer las bases sélidas de la relacion
flior-caries, que ha lievado a considerar la adicién en cantidades optimas de fluoruros (en
agua, sal y pasta de dientes) como un medio econdmico, efectivo y seguro para lievar el
beneficio cariostitico del ion fluoruro a la poblacion en general. Antes de proceder a
implementar esta medida de salud piblica se requieren cuatro elementos basicos de
informacion, 3.

1. Debe existir la necesidad de un programa de prevencion de las lesiones de caries dentaria.

2. Se deben determinar las concentraciones de fluoruro existentes en el agua de consumo
humano y los alimentos.

3. Es necesario cuantificar las concentraciones de fluofuro en uno o mas de los fluidos
organicos. En la mayoria de los casos la orina es seleccionada como el fluido bioldgico
para ser analizado.

4. Se requiere conocer ¢l promedio de la ingesta o consumo de sal por persona por dia.

METABOLISMO DE LOS FLUORUROS

El metabolismo de los fluoruros se refiere a su absorcion, distribucion y excrecion. El
conocimiento detallado acerca de este asunto implica el grado de retencion de fluoruro en
todo el cuerpo, el cual estd asociado con los efectos benéficos hasta ciertos niveles de
ingesta. Los aspectos cuantitativos del metabolismo de los fluoruros pueden ser diferentes,
tanto en distintas personas como en una misma en diversas épocasy).

La absorcion de los fluoruros que se ingieren es usualmente rapida, toda vez que se
trate de fluoruros solubles en agua y que los iones que pueden combinarse con los fluoruros
estén en muy bajas concentraciones (calcio, magnesio, hierro, aluminio)s).

La mucosa gastrointestinal es la ruta principal de absorcion, mediante la cual los
fluoruros ganan acceso a los fluidos y tejidos del cuerpo humano). Sin embargo también se
absorbe en ¢l estomago siendo la tasa de absorcién mayor cuando la acidez de su contenido,
alcanza ¢l punto maximo. Se acepta que si se reunen estas condiciones, la absorcion es
aproximadamente de 30 minutos (el tiempo que toma en absorberse el 50% del remanente
de fluoruro no utilizado)e).

Después de la absorcion los fluoruros pasan 2 la sangre para su distribucion en todo
el cuerpo y su excrecién parcial. Las concentraciones de fluoruro en el plasma y otros




fluidos organicos no son regulados homeostaticamente a niveles fijos, sino que por el
contrario, ellos reflejan el nivel de ingesta de fluoruros por el individuog, Los niveles de
fluoruro en el plasma, orina y tejidos, también son influenciados por los aspectos
cuantitativos del metabolismo de fos fluoruros en cada individuog, o).

La orina es el fluido organico mas cominmente analizado para estimar la ingesta de
fluoruro. Esto se debe a que su recoleccion es simple y no demanda el entrar al organismo
propiamente dicho. En resumen, las concentraciones de fluoruro en la orina son mas alias
que aquellas que se tienen en otros fluidos del organismo, un hecho que en general permite
mayores analisis con gran seguridad y precision.

También es importante tomar en cuenta que las concentraciones de fluoruro de la
orina que entra en la vejiga, concuerda minuto a minuto con los niveles de fluoruro en el
plasma. Las concentraciones de fluoruro en las muestras de orina son proporcionales al
promedio de concentracion en el plasma durante el tiempo en que la orina se esta formando,
por lo tanto, los niveles urinarios de fluoruro son buenos indicadores de la ingesta reciente
de fluorurogyg;.

Cuando se selecciona la orina como el fluido biologico, que es analizado con el
proposito de controlar la ingesta de fluoruro, los resultados pueden ser expresados en
términos de concentracion o de tasa de excreciong, 12 Los procedimientos actuales
permiten la determinacion precisa de niveles muy bajos de fluoruro; uno de los métodos es el
potenciométrico, el cual esta siendo utilizado en la Unidad Universitaria de Investigacion en
Cariologia, FES Zaragoza, UNAM ya que este método ademas presenta las ventajas de ser
sencillo, economico, la preparacidén de las muestras no es complicada, los tiempos de
respuesta son rapidos y la sensibilidad del electrodo (10 M) es buena.

POTENCIOMETRIA

La medicion de fuerzas electromotrices de celdas para obtener informacion quimica
se denomina potenciometriags). Se ha demostrado que el potencial de un electrodo esta
determinado por la concentracién (0 mas exactamente por la actividad) de una o mas
especies en una solucion. Dicho fenomeno se aplica al analisis cuantitativo de iones o
moléCUIaS(u).

Una solucién contiene una especie electroactiva cuya actividad (concentracidn) se
desea determinar. Una especic electroactiva es aquella que puede aceptar o ceder electrones
proporcionados por un electrodo. La solucion de la especie problema puede transformarse
en una semicelda si se sumerge en ella un electrodo con el fin de transferir electrones desde
o hacia la especie de interés. Puesto que el electrodo responde directamente al analito, se
denomina electrodo indicador. Esta semicelda se conecta a otra mediante un puente salino.
La segunda semicelda debe tener una composicion invariable y conocida, de manera que
mantenga un potencial constante, denominindose electrodo de referencia. El potencial de




celda es la diferencia entre un potencial constante del electrodo de referencia y un potencial
variable que refleja cambios en la actividad del analitons.

El instrumental necesario para las medidas potenciométricas comprende un electrodo
de referencia, un electrodo indicador y un dispositivo de medida del potencialys) Los
principales electrodos de referencia utilizados son el plata-cloruro de plata y el de calomels,
5, 16). Los electrodos indicadores son de dos tipos fundamentales: metilicos y de membrana.
Estos altimos se denominan también electrodos especificos o selectivos para ionesqa). Como
electrodo indicador se pueden utilizar los electrodos de hidrdgeno, quinhidrona, antimonio,
iridio recubierto de [r0,, ZrO; y vidriogs,.

La medicion de los iones fluoruro es muy importante en muchas areas relacionadas
con la salud. Los fluoruros se miden con un electrodo especifico para iones de cristal simple
de estado solidoyy.

TEORIA DE OPERACION

El electrode de fluoruros consiste en una membrana cristalina sencilla de fluoruro de
lantano y un electrodo de referencia interna unidos en un cuerpo epoxico. El cristal es un
conductor ionico en el cual solamente los iones fluoruro son moviles. Cuando la membrana
entra en contacto con una solucion de fluoruro se desarrolla un potencial de electrodo a
través de la membrana. Este potencial depende del nivel de iones fluoruro libres en solucion
y es medido contra un potencial de referencia externo constante con un medidor de ion
especifico. La medida del potencial correspondiente al nivel de iones flucruro en solucion
esta representado por la ecuacion de Nerst.

E=Eo - Slog A.

Donde:

E = Medida del potencial de electrodo.

Eo = Potencial de referencia (constante).

A = La concentracion de fluoruros en solucién,
S = Pendiente del electrodo.

La concentracion de fluoruro A es la actividad o la concentracion efectiva de los
iones fluoruro libres en solucion. La concentracion de fluoruro total Ct puede incluir algunos
iones enlazados o complejados asi como iones libres. El electrodo responde solamente con

los iones libres, cuya concentracidn es:

Cf=Ct-Cb.

Donde:



Cb = Concentracién del ion fluoruro en todas sus formas complejadas o enlazadas.

Ct = Concentracion de fluoruro total.

Cf = Concentracion de fluoruro libre.
La actividad del fluoruro esta relacionada a la concentracion de fluoruro fibreqs, 19, 20
En el analisis con el electrodo de ion especifico {fluoruros), existen algunos factores

que interfieren con el mismo, tales como:

A) La fuerza iénica de la solucion.

B) El pH de la solucion.

C) La presencia de cationes que puedan ligarse con el fluoruro.

A) La fuerza iénica de la solucién. El electrodo de fluoruro no mide realmente la
concentracion de fluoruro en Ja solucion sino en lugar de ello, mide la actividad del ion. La
actividad del fluoruro es percibida por el electrodo y disminuye a medida que aumenta la
fuerza iénica de la solucion. Por lo tanto es necesario que la fuerza iénica de todas las
muestras y patrones sea ajustada al mismo valor.

B) El pH de la solucién. Puede causar errores analiticos si es demasiado alto o bajo. La
carga eléctrica y el radio del ion hidratado de hidroxilo son tales que el electrodo no puede
distinguir entre ¢l y ¢l ion de fluoruro, es decir que los iones hidroxilos son percibidos como
si fueran iones fluoruros. Esto requiere que el pH sea ajustado a un valor acido que para
propositos pricticos elimina la interferencia de los iones hidroxilos. El pH sin embargo no
puede ser muy acido porque se forma el 4cido fluorhidrico (HF) que es un acido muy débil.

Esta molécula de HF no es determinada por el electrodo de fluoruro. Para el andlisis
correcto de fluoruro con el electrodo se recomienda un pH de 1a solucion de 5.0 + 0.5. En
este rango solo cerca de uno por ciento de fluoruro en la solucién es HF y la concentracion
de hidroxilos es menor.

C) Cationes que interfieren. A pH basico ciertos cationes bivalentes o trivalentes
(Aluminio, Calcio, Magnesio, Silicio, Fierro) forman fuertes enlaces idnicos con el fluoruro
no pudiendo ser determinado el ion fluoruro. Las formas idnicas de Calcio, Magnesio, Fierro
o Aluminio pueden producir este efecto si se encuentran en altas concentraciones. Por lo
tanto es necesario preparar las soluciones que van a ser analizadas para fluoruro
agregandoles un agente quelante aproptado (CDTA= acido trans-1,2 Diaminociclohexano-
NN, N'N\', Tetracético o citrato de sodio) que permita remover o atrapar los cationes que
interﬁeren“s, 20).

Se ha observado que la presencia de acidos débiles y sus sales, o de bases débiles y
sus sales, en una solucién, permiten la adicion de 4cidos o de bases sin que se produzca un
cambio notable en la concentracién de los iones hidrogeno. Esta propiedad recibe ¢l nombre
de accion reguladora, y a la solucion que la manifiesta se le denomina sofucion reguladora o
amortiguadorag,.

El ion fluoruro forma complejos con muchos cationes polivalentes, principatmente
con el fierro y ¢l aluminio. La formacién de los complejos depende del pH de la solucién, de
los niveles relativos de ion fluoruro y de las especies catidnicas. No obstante, el CDTA




(acido ciclohexilendiaminotetracético) es un componente importante de la solucién
amortiguadora que elimina la interferencia de los cationes y proporciona una fuerza i6nica
constante permitiendo la lectura de los iones fluoruro libres. La concentracion de aluminio,
que mas cominmente causa interferencia es de 3.0 mg/L. pudiendo ser facilmente
acomplejado por el ion fluoruro. En solucién icida, las formas de F son ionizadas a
complejos HF-HF pero la disolucion amortiguadora mantiene un pH cercano a 5, lo que
minimiza la formacién del complejo fluoruro de hidrégeno (acido fluorhidrico). En solucion
alcalina, et ion hidroxido puede interferir con la respuesta del electrodo al jon fluoruro, sin
embargo no se presenta interferencia si se mantiene el pH por medio de la solucidn
amortiguadorago, 22)-

De igual manera, que el CDTA actda como solucién amortiguadora y acomplejante
de jones (aluminio y fierro), el citrato de sodio presenta estas mismas propiedades, pero con
la diferencia de que éste Gltimo resulta mas econémicoqy).

La situacién econdmica actual que se presenta en México es de indole grave, en
cuanto a que ésta afecta a todos los niveles economicos de la sociedad. En lo que respecta al
sector salud, éste se ha visto en la necesidad de reducir sus gastos destinados a programas
como el de Seguimiento del Beneficio Cariostatico a Nivel de la Poblacion en General - este
programa se estad realizando y se desea continuar considerando otros niveles como la
clasificacion por grupos de la poblacién -. De manera, que un trabajo de investigacion debe
optimizarse, para que el presupuesto permita con estos recursos obtener los mejores
resultados posibles.

Tal situacion ha llevado a validar el método analitico potenciométrico para la
determinacion de ion fluoruro en orina, utilizando la solucién amortiguadora preparada con
CDTA (Acido trans 1,2 Diaminociclohexano-N,N,N'\N', Tetracético; conocido
comercialmente con el nombre de FAD) y la solucién amortiguadora preparada a partir de
citratos, para que de estas dos validaciones se establezca una comparacién en los resultados
de ambas soluciones amortiguadoras.

VALIDACION

La validacion de métodos analiticos es parte fundamental para evaluar
sistematicamente si €l estudio cumple con los propasitos para los cuales fue disefiado.

La validacidn de un método analitico se define como el proceso por el cual queda
establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos
para las aplicaciones analiticas deseadasgs. Considerandose como una actividad
debidamente documentada mediante protacolos, en los que se informa ¢l procedimiento de
obtencién de la informacién, asi como de reportes, en los que se describe el analisis de ésta y
se concluya respecto del estudio en cuestion.




Estos estudios permiten establecer la confiabilidad, enfocados a la evaluacion de ciertos
parametros analiticos reconocidos tanto a nivel nacional como internacionalis. Los métodos
analiticos deberan cumplir con los siguientes parametros analiticosqsy:

Linealidad (del sistema y del método).

Exactitud.

Precision.

Repetibilidad.

Reproducibilidad.

Especificidad.

Limite de deteccidn.

Limite de cuantificacion.

Estabilidad de la muestra.

El proposito del método analitico debe ser establecido con claridad, ya que en
funcion del propésito se establecen los estudios ha desarrollar para cada parametrogs.

LINEALIDAD

La linealidad de un sistema o método analitico es su habilidad para asegurar que los
resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacion matemética bien definida, son proporcionales a la concentracién de la
sustancia dentro de un intervalo determinadoyyy,.

1) LINEALIDAD DEL SISTEMA

La determinacién del analito en una muestra, involucra el empleo de un sistema de
medicion. El sistema generalmente se basa en determinar la respuesta analitica ya sea fisica,
quimica o biolégica del analito. Este parametro es caracterizado al estudiar la relacion
concentracidon vs. respuesta analitica en un intervalo apropiado de concentracion,

En el disefic del estudio del parametro se sugiere tomar en cuenta los siguientes
lineamientosgs):
e Con base a los datos de concentracién del ion fluoruro reportados, seleccionar 5 valores
de concentracién incluyendo el 100%, para determinar la linealidad del sistema.
 Preparar una solucion patrén en el disolvente de eleccion, a partir de [a cual se obtendran
por diluciones las concentraciones seleccionadas para generar la curva estandar, hacer la
cuantificacion diariamente vy por duplicado a cada nivel de concentraciones, durante el
desarrollo y validacion del método analitico.

Considerando los lineamientos anteriores, el analisis del modelo estadistico para la
lincalidad debe sugerir que se cumplan los siguientes requisitosgs, 25, 26y
a) La variacion de Y, es explicada por X, en ¢l intervalo de concentraciones.




b) La relacion entre X y Y en el intervalo de concentraciones, se describira mediante un
modelo lineal.

Para determinar la linealidad del sistema se efectiia el analisis estadistico, obteniendo:
e Parametro de regresion lineal: Coeficiente de determinacion.
» Coeficiente de variacion

2) LINEALIDAD DEL METODO

Para el disefio del estudio del parametro se realiza lo siguiente:
 Seleccionar 5 concentraciones, de preferencia iguales a los niveles ya estudiados para la
linealidad del sistema. Realizar la cuantificacion por duplicado por lo menos durante 3
dias.
« Determinar la linealidad del método tratando cada muestra de acuerdo al procedimiento
analitico propuesto. Interpolar los resultados en la curva estandar. Obtener las curvas
promedio por dia, tanto de la curva estandar como de los problemas.

Determinar la linealidad del método mediante un analisis estadistico que comprenda los

siguientes puntosgs, 27).

e Parametros de regresion lineal: Ordenada al origen, pendiente, Y coeficiente de
determinacion.

» Media aritmética.

o Por ciento recuperado (resultados absolutos).

¢ Coeficiente de variacion.

EXACTITUD

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor obtenido
expetimentaimente y ¢l valor de referencia. Se expresa como el porciento de recobro
obtenido del analisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la
sustancia.

Se determina considerando los resultados absolutos de cada uno de los puntos en las
curvas de linealidad correspondientes al 100%s, 2, 28).
PRECISION DEL SISTEMA

La precision del sistema es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una

muestra homogénea de! producto Usualmente se expresa en términos de Desviacion
Estandar o del Coeficiente de Variacion.

g




La precision es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del
método analitico bajo las condiciones normales de operacion.

La precision del sistema se determina considerando los resultados absolutos de cada
uno de los puntos correspondientes al 100% establecido en las curvas de linealidad del
sistemagns).

A) REPETIBILIDAD

Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones de analisis,
(analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc.), provenientes del muestreo de un material, en el
cual el analito esta distribuido de manera homogeéneas).

Se determina la repetibilidad del método en orina considerando los resultados
absolutos de cada uno de los puntos en las curvas de lineatidad correspondientes al 100% y
determinando estadisticamente el porciento de recobro y el coeficiente de variaciongs).

B) REPRODUCIBILIDAD

Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes (diferentes analistas,
en diferentes dias, en el mismo y/o en diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o
diferentes equipos, etc.).

Se debera determinar por dos analistas durante dos dias a una concentracion
homogénea y por triplicado. Los analistas deberan preparar individualmente las curvas
estandar, las cuales estaran formadas cuando menos por 5 concentraciones que serdn iguales
a los niveles ya considerados anteriormente.

Se determina fa reproducibilidad del método mediante un anilisis estadistico que
comprendeqs, 25. )’
o Tabla de analisis de varianza (ANDEVA)
s Coeficiente de variacién.

LiIMITE DE DETECCION

Es ia minima concentracion de una sustancia en una muestra la cual puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacion
establecidasgs,.




LIMITE DE CUANTIFICACION

Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones de operacién
establecidas. Siendo ésta, la cantidad minima que cumpla ,con los siguientes criteriosgs, 16)°
« La minima cantidad que presente un coeficiente de variacion menor o igual al 15%,
siempre y cuando la determinacion se lleve a cabo cuando menos por duplicado y por lo
menos durante 3 dias.

¢ La minima cantidad que por su promedio de por ciento recuperado esté comprendida
entre el valor real mas menos dos veces la desviacion estandar.

ESPECIFICIDAD

Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida unicamente
a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestrags,.

El primer paso es demostrar que fos metabolitos naturales del fluido biologico de
interés no interfieren con el analisis por lo que es necesario aplicar el método a una matriz de
plasma, sangre, suero u orina y comprobar que no existen interferencias.

Si no es posible concluir que el método es especifico, sera necesario analizar la
muestra utilizando otro sistema, otro método de deteccion u otra técnica analitica.

Seria conveniente probar el método de anilisis, adicionando a las muestras
conteniendo el compuesto de interés, farmacos utilizados comunmente, como analgésicos,
antibioticos, etc.qs).

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificacion, de conservar su
integridad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de interés, después de

almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

El proceso de validacién de un método en particular estd basado en principios
cientificos adecuados y ha sido optimizado para propésitos practicos de medicion.

En la aplicacion de los criterios de evaluacién de un método analitico prevalecera
ante todo 1a experiencia y el criterio de la persona que lieve a cabo la validaciongs).




COMPARACION DE DOS METODOS ANALITICOS.

La comparacion de dos métodos analiticos validados se lleva a cabo para establecer
la igualdad entre los métodos y poder en determinado momento sustituir uno por el otro
dado las ventajas que presenten. Los parametros minimos a comparar son:

1) Repetibilidad. Se determina el intervalo de confianza para la razon de varianzas calculada
a partir del porciento recuperado de exactitud al 100 %, del porciento recuperado de
linealidad de! método y de la varianza del método del estudio de precision. Para
considerarse que ambos métodos tienen la misma repetibilidad debe localizarse el valor de
uno en el intervalo de confianza

2) Exactitud. Se considerar que ambos métodos tienen Ia misma exactitud cuando se incluye
el valor de cero en el intervalo de confianza para la diferencia de las medias aritméticas
del porciento recuperado.

3) Precision. El criterio de aceptacion considerado es localizar el valor de uno en el intervalo
de confianza para la razon de varianzas, calculadas a partir del porciento recuperado al
100 %.

4) Linealidad del método. En el intervalo de confianza para la diferencia de las ordenadas al
origen y de la pendiente de cantidad adicionada-cantidad recuperada debe localizarse el
valor de cero.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dada la situacién econdmica actual por la que atraviesa el pais, la Secretaria de
Salud se ha visto en la necesidad de implementar planes que reduzcan sus gastos en
programas ya establecidos.

La utilizacion del método potenciométrico con electrodo de ion selectivo para la
determinacion del ion fluoruro en orina, importante para el seguimiento del beneficio
cariostatico que éste reporta, involucra el empleo de una solucion amortiguadora en cuya
formulacién se utiliza CDTA (acido trans-1,2 Diaminociclohexano-N,N,N'.N', Tetracético)
cuyo costo la hace inaccesible; el empleo de una solucidon amortiguadora realizada a nivel
taboraterio permitira continuar con el desarrolio del programa.

La validacion representa el medio adecuado a través del cual el método debe
probarse para determinar su efectividad. La validacion de manera individual del método
potenciométrico con electrodo de ion selectivo para la determinacion del ion fluoruro en
orina, con cada una de las soluciones amortiguadoras (la que utiliza CDTA y la preparada a
partir de citratos) facilitard la comparacion de los resultados obtenidos, para establecer
criterios contundentes que ileven a la eleccion de cualquiera de las dos diferentes soluciones
amortiguadoras, de acuerdo a las posibilidades de la institucion interesada, asi mismo,
permitira el reconocimiento de su efectividad para la determinacion rutinaria del ion fluoruro
a nivel farmacopeico y/o sector salud.
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1V, OBJETIVOS

GENERAL

Realizar la validacion del método analitico potenciométrico con electrodo de ion
selectivo para la determinacion del ion fluoruro en orina utilizando dos diferentes soluciones
arnortiguadoras.

ESPECIFICOS

1. Realizar la validacién del método analitico potenciométrico con electrodo de ion selectivo
para la determinacion de ion fluoruro en orina utilizando solucidén amortiguadora
preparada con CDTA.

2. Realizar la validacion del método analitico potenciométrico con electrodo de ion selectivo
para la determinacién de ion fluorure en orina utilizando solucién amortiguadora
preparada a partir de citratos.

3. Realizar ia comparacion de Jos dos métodos analiticos potenciomeétricos con electrodo de
ion selectivo, ya antes validados de manera individual, con cada una de las diferentes
soluciones amortiguadoras.



V. HIPOTESIS

La solucién amortiguadora preparada en el laboratoric con citrato de sodio, sera
igual en cuanto a efectividad en la determinacién de ion fluoruro que la solucion
amortiguadora de marca comercial con CDTA.




VI. MATERIAL Y METODO
EQUIPO

Potenciometro con electrodo de ion selectivo de fluoruros Corning Ion Analyzer 255.
pH-metro Corning, pH meter 120.

Placa de agitacién magnética Thermolyne Cimarec 2.

Dosificador Schott Duran.

Balanza analitica OHAUS Analytical Standard.

& & 0 & &

MATERIAL
MATERIAL DIVERSO

Micropipeta de 50-200 pL Finnpipette Helsinki.
Puntas para micropipeta Finnpipette Helsinki.
Agitadores magnéticos.

Envases URIN-TEK Bayer.

Viales con capacidad de 20 mL con tapa hermética.
Piceta de 500 mL.

Perilla de seguridad.

Soporte universal.

MATERIAL DE VIDRIO

1 vaso de precipitados de 1000 mL Pyrex,

I matraz volumétrico de 1000 mL Pyrex.

10 matraces volumétricos de 100 mL Pyrex.
11 matraces volumétricos de 10 mL Pyrex.
1 bureta de 25 mL Pyrex.

11 pipetas volumétricas de 5 mL Pyrex.

REACTIVOS

o Solucién Patrén de Fluoruro de Sodio 100 ppm.500 mL. Corning.

« Agua desionizada.

Soluciones amortiguadoras pH 4,7 y 10, para calibracion de potenciometro, grado
reactivo Baker Analyzed.

Solucién amortiguadora preparada con CDTA Corning (FAD) 3.785 L.

Cloruro de sodio 500 g, grado reactivo Baker Analyzed.

Citrato de sodio dihidratado 500 g, grado reactivo Baker Analyzed.

Hidréxido de sodio 500 g, grado reactivo Baker Analyzed.

Acido acético glacial 3.5 L, grado reactivo Baker Analyzed.

Orina sintética CHEK-STIX de Bayer.




METODO

La metodologia comprendio en primer término, la preparacion del material a utilizar
(lavado y calibracion), asimismo la elaboracién de la solucion amortiguadora a partir de
citratose, s0, en un volumen de 3.785 L. la cual se wtilizd durante el desarrollo de toda la
parte experimental.

La presente investigacion se llevo a cabo con orina sintética, ésta se utilizd en la
determinacion de los parametros de especificidad, linealidad del método, repetibilidad,
exactitud, reproducibilidad y estabilidad de la muestra analitica con cada una de las
diferentes soluciones amortiguadoras (CDTA vy citratos). Siendo la técnica para la
preparacion de la orina sintética la siguiente:

PREPARACION DE ORINA SINTETICA (CHEK-STIX)

—_

. Se ponen 12 mL, de agua desionizada en un tubo URIN-TEK.

. Se toma una tira reactiva CHEK-STIX del frasco, teniendo precaucion en tapar el frasco
de inmediato ajustando la tapa herméticamente,

Se coloca la tira en el tubo con agua y se tapa herméticamente.

. Se agita suavemente el tubo por inversion por 2 minutos.

. Se deja reposar el tubo verticalmente por 30 minutos a temperatura ambiente.

. Se invierte una vez mas el tubo.

. Se remueve y deshecha {a tira reactiva CHEK-STIX.

[

U NV RN

Para llevar a cabo la validacién det método analitico potenciométrico para la
determinacién del ion fluoruro en orina, se requirid siempre de la calibracion del
potenciometro, previo a la determinacion de las lecturas de cada uno de los parametros. Las
calibraciones se realizaron con una curva estindar de concentraciones similares a las de
linealidad del sistema.

La validacién comprendié tos parametros de especificidad, limite de deteccidn, limite
de cuantificacion, linealidad del sistema, linealidad del método, precision, repetibilidad,
exactitud, reproducibilidad y estabilidad de la muestra analitica. Los anteriores parametros
se determinaron para cada una de las dos diferentes soluciones amortiguadoras (la preparada
con CDTA vy la realizada a partir de citratos) de acuerdo a la metodologia que se describe a
continuacion (ver diagramas de flujo}.

ESPECIFICIDAD

Determinar que los elementos normales de la orina no interfieren con el analisis.
Aplicar el método a una matriz de orina sintética, (ver preparacion de orina sintética CHEK-
$TIX), la cual se lee potenciométricamente por medio de un electrodo de ion selectivo para
fluoruro; comprobandose que no existen interferencias, al no presentarse lectura alguna.
Realizar la determinacidn por duplicado durante un periodo de tres dias.



CRITERIO: Confirmar que el método desarrollado es capaz de cuantificar la
sustancia de interés sin que exista interferencia de otras sustancias presentes.

LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Preparar seis soluciones de manera independiente cuya concentracion sea de 0.05 y
0.1 ppm, a partir de una solucion patron de 100 ppm de fluoruro de sodio.

Tomar de la solucion patrén de 100 ppm, seis alicuotas de 0.1 mL y seis de 0.2 mL,
depositarlas en matraces volumétricos de 100 mL. Aforar con agua desionizada y mezclar
por inversion dos veces. Estas soluciones presentan una concentracién de 0.1 y 0.2 ppm
respectivamente.

Tomar de estas soluciones alicuotas de 5 mL colocarlas en matraces volumétricos de
10 mL. Adicionar solucién amortiguadora (de la que utiliza CDTA o de la preparada a partir
de citratos) hasta el aforo y mezclar por inversion dos veces. De esta forma se obtienen las
concentraciones de 0.05 y 0.1 ppm,

Vertir las soluciones finales en viales de plastico de 20 mL. Agitar las muestras por
medio de una placa de agitacion durante un minuto y leer potenciométricamente por medio
de un electrodo de ion selectivo para fluoruro.

Realizar el andlisis por duplicado y por el mismo analista durante un periodo de tres
dias.

Determinar el porciento de recobro y el coeficiente de variacion.

CRITERIO: La minima cantidad que presente un coeficiente de variacién menor o
igual al 15%; CV S 15%.

La minima cantidad que por su promedio de porciento de recobro, esté comprendida
entre el valor real + dos veces la desviacion estandar. Promedio de recobro: 95-105%.

LINEALIDAD DEL SISTEMA

Preparar soluciones cuya concentracion sea de 0.1, 0.5, 1, 2, y 3 ppm a partir de una
solucion patrén de 100 ppm de fluoruro de sodio.

De la solucién patrén de 100 ppm tomar alicuotas de 0.2, 1, 2, 4 y 6 mL y colocarlas
en matraces volumétricos de 100 mL. Adicionar agua desionizada hasta el aforo y mezclar
por inversion dos veces, Estas soluciones presentan las concentraciones de 0.2, 1, 2,4y 6
pPpm respectivamente.

Tomar de estas soluciones alicuotas de § ml. colocarlas en matraces volumétricos de
10 mL. Adicionar solucién amortiguadora (de la que utiliza CDTA o de la preparada a partir
de citratos) hasta el aforo y mezclar por inversion dos veces. De esta manera se obtienen las
concentraciones finales de 0.1, 0.5, 1, 2y 3 ppm.

Verter las soluciones finales en frascos viales de plastico de 20 mL. Agitar las
muestras por medio de una placa de agitacion durante un minuto y leer
potenciométricamente por medio de un electrodo de ion selectivo para fluoruro.

Preparar blanco, colocando S mL de agua desionizada en un matraz volumétrico de
10 ml. aforar con solucién amortiguadora (de la que utiliza CDTA o de la preparada a partir
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de citratos) mezclar por inversion dos veces y vertir el contenido en un frasco vial de 20 mL.
Agitar el blanco por medio de una placa de agitacion durante un minuto y leer
potenciométricamente.

Determinar la linealidad del sistema obteniendo la pendiente, ia ordenada al origen y
el coeficiente de determinacion.

Llevar a cabo las determinaciones por duplicado durante un periodo de tres dias.

CURVA ESTANDAR
/ 100 ppm‘(ug/r{L)\
0.2 mL lm{ 2ml 4mL 6mLI
100 mL {100 mL | 100 mL] 100 mL | 100 mL
02ppm lppm Zppm 4ppm 6ppm

I I

mL SmL SmL S5mL SmL

..

10 mL 10mL [10mL 10mL JOmL

0.1ppm 05ppm 1ppm 2ppm 3 ppm

CRITERIO: CV < 1.5% yr 2 0.98.

LINEALIDAD DEL METODO

Preparar soluciones cuya concentracion sea de 0.1, 0.5, 1, 2 y 3 ppm a partir de una
solucion patrén de 100 ppm de fluoruro de sodio.

De la solucién patron de 100 ppm tomar alicuotas de 0.2, 1, 2, 4 y 6 mL colocarlas
en matraces volumétricos de 100 mL. Adicionar agua desionizada hasta el aforo y mezclar
por inversion dos veces. Estas soluciones presentan las concentraciones de 0.2, 1,2, 4y 6
ppm respectivamente.

Tomar de estas soluciones alicuctas de 12 mL, depositar cada una de ellas en un
tubo URIN-TEK y reconstituir una tira de orina sintética por cada concentracion (ver
preparacion de orina sintética CHEK-STIX). Del anterior reconstituido tomar alicuotas de 5
mL, colocarlas en matraces volumétricos de 10 mL. Adicionar solucion amortiguadora (de la
que utiliza CDTA o de la preparada a partir de citratos) hasta el aforo y mezclar por
inversion dos veces. De esta manera se obtienen las concentraciones finales de 0.1, 0.5, 1, 2
y 3 ppm.

Vertir las soluciones finales en frascos viales de plastico de 20 mL. Agitar las
muestras por medio de una placa de agitacion durante un minuto y leer
potenciométricamente por medio de un electrodo de ion selectivo para fluoruro.




Preparar blanco, colocar 5 mL de orina sintética (previamente reconstituida; ver
preparacion de orina sintética CHEK-STIX) en un matraz volumétrico de 10 mL aforar con
solucion amortiguadora (de la que utiliza CDTA o de la preparada a partir de citratos)
mezclar por inversion dos veces y vertir el contenido en un frasco vial de 20 mL. Agitar el
blanco de orina sintética por medio de una placa de agitacion durante un minuto vy leer

potenciométricamente.
Determinar la linealidad del método obteniendo la pendiente, la ordenada al origen y

el coeficiente de determinacion.
Llevar a cabo las determinaciones por duplicado durante un periodo de tres dias.

CURVA ESTANDAR

100 ppm (pg/mL)
0// | \\
2mL 1 4mL 6mL

mL 2mL

100 mL  [100 mL |100 mL 100mL‘ 100 mL

02ppm |ppm 2ppm 4ppm 6ppm

5mL 5mL SmL SmL 5Sml

10mL [1I0mL {lOomL fOmL jOmL

0.1 ppm 0.5ppm 1ppm 2ppm 3 ppm

CRITERIO: Cantidad adicionada vs. cantidad recuperada: m = 1,b=0, 2 098
Promedio de recobro: 95-105%. CV £ §%.

PRECISION DEL SISTEMA

Determinar la precision tomando de la curva de linealidad del sistema, la solucion
cuya concentracion tedrica sea de 1 ppm {correspondiente al 100%).

Realizar ¢! analisis sextuplicado de esa misma solucién, dos veces por un periodo de
tres dias y determinar el coeficiente de variacion.

CRITERIO: CV S 3%.

1) REPETIBILIDAD Y EXACTITUD

Preparar seis soluciones de manera independiente, cuya concentracion sea de 1 ppm,
a partir de una solucién patron de 100 ppm de fluoruro de sodio.
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De la solucién patrén de 100 ppm tomar seis alicuotas de 2 mL, colocarlas en
matraces volumétricos de 100 mL. Adicionar agua desionizada hasta el aforo y mezclar por
inversion dos veces. De esta manera se obtienen seis soluciones con una concentracion de 2
ppm.

Tomar de estas soluciones alicuotas de 12 mL, depositar cada una de ellas en un
tubo URIN-TEK y reconstituir una tira de orina sintética por cada solucion (ver preparacion
de orina sintética CHEK-STIX).Del anterior reconstituido tomar alicuotas de 5 mL,
colocarlas en matraces volumétricos de 10 mL. Adicionar solucion amortiguadora (de la que
utiliza CDTA o de la preparada a partir de citratos) hasta el aforo y mezclar por inversién
dos veces. De esta manera se obtienen seis soluciones con una concentracion de 1 ppm.

Vertir las soluciones finales en frascos viales de plastico de 20 mL. Agitar las
muestras por medio de una placa de agitacion durante un minuto y leer
potenciométricamente por medio de un electrodo de ion selectivo para fluoruro.

Realizar el analisis por duplicado y por e mismo analista durante un periodo de tres
dias. Determinar el porciento de recobro y el coeficiente de vanacion.

CRITERIO: Promedio de recobro: 95-105%; CV £ 5%.

2) REPRODUCIBILIDAD

Determinarla por dos analistas durante dos dias a una concentracién homogénea de
la matriz cercana al 100% de la concentracion tedrica, para lo cual a partir de una solucién
patron de 100 ppm de fluoruro de sodio se toma una alicuota de 2 mL y se coloca en un
matraz aforado de 100 mL se adiciona agua desionizada hasta ei aforo y se mezcla por
inversion dos veces.

De la anterior solucién tomar una alicuota de 12 mL y colocarla en un tubo URIN-
TEK y reconstituir la orina sintética (ver preparacion de orina sintética CHEK-STIX). Del
anterior reconstituido tomar una alicuota de 5 mL, colocarla en un matraz volumétrico de 10
mL, adicionar solucién amortiguadora (de la que utiliza CDTA o de la preparada a partir de
citratos) hasta el aforo y mezclar por inversion dos veces.

Esta ultima solucién, vertitla en un frasco vial de plastico de 20 mL. Se agita la
muestra por medio de una placa de agitacién durante un minuto y leer potenciométricamente
por medio de un electrodo de ion selectivo para fluoruro.

La muestra es realizada y analizada por triplicado por un mismo analista, durante dos
dias. Determinar el coeficiente de vaniacion.

CRITERIO: CV £ 5%.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Preparar nueve soluciones cuya concentracion sea de | ppm, a partir de una solucién
patrén de 100 ppm de fluoruro de sodio.

Tomar de la solucién patrén de 100 ppm, nueve alicuotas de 2 mL, depositarlas en
matraces volumétricos de 100 mL. Aforar con agua desionizada y mezclar por inversion dos
veces.
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Tomar de estas soluciones alicuotas de 12 mL, depositar cada una de ellas en un
tubo URIN-TEK y reconstituir una tira de orina sintética por cada concentracion (ver
preparacion de orina sintética CHEK-STIX). Del anterior reconstituido tomar alicuotas de 5
mL, colocarlas en matraces volumétricos de 10 mL. Adicionar solucidn amortiguadora (dela
que utiliza CDTA o de la preparada a partir de citratos) hasta el aforo y mezclar por
inversion dos veces. Se obtienen soluciones con una concentracion de 1 ppm.

Vertir fas soluciones en frascos viales de plastico de 20 mL. Almacenar tres
soluciones en refrigeracion durante 24 horas, tres soluciones en refrigeracion durante 72
horas y tres soluciones a temperatura ambiente durante 24 horas.

Determinar la estabilidad de la muestra de andlisis de ion fluoruro en orina por un
método potenciométrico de ion selectivo para fluoruro, reanalizando las muestras
almacenadas en refrigeracion/24 boras, refrigeracion/72 horas y temperatura ambiente/24
horas utilizando una solucién de referencia recientemente preparada a cada tiempo de
reanalisis; efectuar las determinaciones por un mismo analista.

CRITERIO: La muestra es estable si el LC. (Intervalo de confianza) para la
diferencia de la media de la muestra con respecto a la media del analisis inicial incluye el
valor de cero y/o la magnitud del efecto no exceda el porcentaje de + 5%.
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VII. DIAGRAMAS DE FLUJO EXPERIMENTAL

[ Lavar ¢l material de vidrio volumétrico. |
1

[ Calibrar el material de vidrio volumétriooJ

[Prcpamr solucién amortiguadora a partir de citmﬂg.l
]

I Calibrar potenciémetro con electrodo de ion selectivo para fluoruros. l
|

Realizar la especificidad con solucién amortiguadora a partir de citratos y solucién amortiguadora
preparada con CDTA por duplicado por 3 dias.
1

Realizar la determinacién del limite de deteccion y cuantificacion con ambas soluciones
amortiguadoras por duplicado por 3 dias.
1 A

I Efectuar la linealidad del sistema con ambas soluciones amortiguadoras por duplicado por 3 dias._l

rAnalizar los Irsultados obtmidoil
1

Tomar de las curvas de linealidad del
sistema las soluciones con | ppm
de fluoruro de sodio

Efectuar la precision del sistema con
ambas soluciones amortiguadoras,
por duplicado por 3 dias.

Determinar la linealidad del método utilizando las 2 soluciones amortiguadoras, por duplicado y por
un periodo de 3 dias.

Ecalizar 1a repetibilidad v exactitud del método por duplicado por 3 digii
]

Evaluar la reproducibilidad det método utilizando 2 diferentes analistas, durante 2 dias y con cada
una de las 2 diferentes soluciones amorliguadoras.

Efectuar la estabilidad de la nwestra analitica en refrigeracion a 24 y 72 horas, y a remperatura
ambiente a 24 horas.
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PREPARACION DE ORINA SINTETICA

l Poner 12 mL. de agua desionizada en un tubo URIN-TEK. J

1
lToma.r una tira reactiva CHEK-STIX y colocarla en ¢l tu;bo.l

1Xgilar- suavemente el tubo por inversién por 2 mjnutos.|
I

I {nvertir nuevamente ¢l tubo.l

]
|?emovcr y desechar la tia rcactiva.J
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ESPECIFICIDAD

[Prepa:ar una matriz de orina sintética CHEK-ST]X.]

|Tomar una alicuota de 3 mL.l
L

— ——

I Aforar con solucion amortiguadora y mezclar por inversion 2 veces.]

[ Vertir ta solucién en un frasco vial de 20 mL]

— —

Leer potenctométricamente por medio de un electrodo de ion selectivo para fluoruro

| Realizar la determinacion por duplicado por 3 dias. |

25



LINEALIDAD DEL SISTEMA

Tomar de una solucién patrén de 100 ppm. de fluoruro de sodio alicuotas de 0.2, 1,2, 4 v 6 mIJ

! Colocar las alicuotas en matraces volumétricos de 100 mLJ

]
| Aforar con agua desionizada y mezclar por inversién 2 vecch
1

l?oma.r alicuotas de 5 mL. de cac}a una de las soluciones antcriorcs.l

I Colocar las alicuotas en matraces volumétricos de 0 mL. l

I

IAfora: con solucion amortiguadora y mezelar por inversion 2 veces—.l
1

| Vertir cada una de las solucio]nes en frascos viales de 20 mQ

.&g,itar las muestras por medio de una placa de agitacién por un minuto. I
I

[ Leer potenciométricamente por medio de un electrodo de ion selectivo para ﬂuonﬂl

| Obtener la pendiente, la ordenada al origen v ¢l coeficiente de determinacidn. |

I?ealizar 1a determinacién por duplicado por 3 diaﬂ
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LINEALIDAD DEL METODO

mmar de una solucion patrén de 100 ppm. de fluoruro de sodio alicuotas de 0.2, 1, 2,4 v 6 HQ

l Colocar las alicuotas en matraces volumétricos de 100 mLJ

]
l Aforar con agua desionizada y mezclar por inversion 2 veces. I
1

[Tomar de estas soluciones alicuotas de 12 mLI

I Depositar las alicuotas en tubos URIN-TEK]
|
[ Colocar una tira reactiva CHEK-STIX en cada uno de los tubos .]

1
l Agitar suavemente por inversion por 2 minutosJ
1

| Dejar reposar ef tubo verticalmente por 30 minutos 2 temperatura ambientc.l
]
| Invertir de nuevo €l tubo. l

| Remover la tira reactiva CHEK-STIX. l

[ Tomar alicuotas de 5 mL. de cada una de las_soluciones reconstituidas. I
|

lColcmr las alicuotas en matraces volumétricos de 10 mLI
1

IAforar con solucién amortiguadora y mezclar por inversion 2 veocs.]

[ Vertir cada una de las soluciones en frascos viales de 20 mL]
|

| Agitar las muestras por medio de una placa de agitacion por un minuto. l

Leer potenciométricamente por medio de un electrodo de ion selectivo para fluoruro

FObtcncr la pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente de detenninaciénJ

[ Realizar la determinacién por duplicado por 3 dias. I
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REPRODUCIBILIDAD

Realizar una curva estandar, formada por las 3 concentraciones utilizadas en 12 lincalidad del
sistema.
]

Falibmr el potenciometro con la curva estandar y proceder a la determinacion de la rcproducibilidadl
1

|Tomar de una solucion patrén de 100 ppm. de fluoruro de sodio una alicuota de 2 mL'
|

| Colocar la alicuota en un matraz volumétrico de 100 mLI
i

‘ Aforar con agua desionizada y mezclar por inversidn 2 veces. |
1

rTomm de esta solucion una alicuota de 12 le

[ Depositar las alicuotas en tubos URIN-TEK. |

|
|Colocar una tira reactiva CHEK-STIX en cada uno de los lubcs,l

1
iAgitax suavemente por inversién por 2 minuto_s]
i

I Dejar reposar el tubo verticalmente por 30 minutos a temperatura ambicntc.l

|
ﬁwenir de nuevo el tubo. l

1

| Remover la tira reactiva CHEK—STIX.I

rd
Tomar alicuotas de 5 mL. de cada una de las soluciones reconstituidas.

I Colocar las alicuotas en matraces volumétricos de 10 mL. |

lAforar con solucion amortiguadora y mezclar por iversion 2 veces |
1

| Vertir cada una de las soluciones en frascos viales de 20 mLI

| Agitar las muestras por medio de una placa de agitacién por un minuto. I
1

| Leer potenciométricamente por medio de lun electrodo de ion selectivo para ﬂuoruro]

[ Realizar Ia determinacién por triplicado durante 2 dias y por 2 diferentes analistas. |

lEfcctuar cf tratamiento estadistico adccuadgl
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LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Tomar de una solucién patrén de 100 ppm. de fluoruro de sodio, 6 alicuctas de 0.1 mL. y 6 de
0.2 mL.

I Colocar las alicuotas en matraces volumétricos de 100 mL. l

| Aforar con agua desionizada y mezclar por inversion 2 veces. |
]

I Tomar alicuotas de § mL. de cada una de las soluciones anteriores. I
1

Eolocar las alicuctas en matraces volumétricos de 10 mLJ

|Aforar con solucion amortiguadora y mezclar por inversion 2 veces.l

anr cada una de las soluciones en frascos viales de 20 mL. ]

itar las muestras por medio de una placa de agitacidn por un minuto.

[ Determinar el porciento de recobro y ¢f coeficiente de variacion. |
|
chalizar ¢l analisis por duplicado y por ¢l mismo analista durante un pertodo de 3 dias.J
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PRECISION DEL SISTEMA

I Tomar de la curva de linealidad del sistema, la solucién cuya concentracion corresponde a 1 ppm;l
]
I Analizar 6 veces esa misma solucion, por duplicado y por un periodo de 3 dias. |
1

[ Determinar el coeficiente de variaciéﬂ
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REPETIBILIDAD Y EXACTITUD

Tomar de una solucién patron de 100 ppm. de fluoruro de sodio, 6 alicuotas de 2 mﬂ
1

T ]

| Aforar con agua desionizada y mezclar por inversion 2 veces. |

ITomar de estas soluciones alicuotas de 12 le

| Depositar las alicuotas en tubos URIN-TEK. |

1

| Colocar una tira reactiva CHEK-STIX en cada uno de los tubos.l

I Agitar suavemente por inversion por 2 minutcs.J

[char reposar el tubo verticatmente por 30 minutos a temperatura ambiente ]

‘ Invertir de nuevo-cl tubo. I

[Remover la tira reactiva CHEK-STIX. |
]

I Tomar alicuotas de 5 mL. de cada una de las solucicnes reoonstituidas.J

lColocar las alicuotas en miraecs volurnétricos de 10 @J

|Aforar con solucion amortiguadora y mezclar por inversion 2 vm.]

[ Vertir cada una de las soluciones en frascos viales de 20 mL. |

Apitar las muestras por medio de una placa de agitacién por un minuto.

I Leer potenciométricamente por medio de un electrodo de ion selectivo para ﬂuoruros.]
I
[ Realizar el analisis por duplicado y por el mismo analista durantc un periodo de 3 dias. |
|

l Obtener el porciento de recobrg v ¢l coeficiente de variacién]
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

[Tomar de una solucién patron de 100 ppm. de fluoruro de sodio, 9 alicuotas de 2 mL]
|

T— el

[Afora: con agua desionizada y mezclar por inversion 2 veces;l

[ Depositar tas alicuotas en tubos URIN-TEK|
]

| Colocar una tira reactiva CHEK-STIX en cada uno de los tubosJ

|Agitar suavemente por inversidn por 2 minutos]
i

chjar reposar el tubo verticalmente por 30 minutos a temperatura ambientc.l
|
rlnvertir de nuevo el tubo. ]

[ Remover la tira reactiva CHEK-ST[LI
|

| Tomar alicuotas de 5 mL.. de cada una de las soluciones reconstituidas. l
|

' Colocar las alicuotas en matraces volumétricos de 10 mLJ
1

Aforar con solucion amortiguadora v mezclar por inversion 2 veces,

[ Vertir cada una de las soluciones en frascos viales de 20 mL |
|

‘Almacenar 3 soluciones en refrigeracion durante 24 horas, 3 soluciones en refrigeracion durante 72
horas y 3 soluciones a temperatura ambiente durante 24 horas.

Leer las muestras almacenadas por medio de un potenciémetro con electrodo de ion selectivo para
fluoruro.

|

Utilizar una solucién de referencia recientemente preparada a cada tiempo de lectura, I
|

| Realizar las determinaciones por un mismo analista.l
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VIII. RESULTADOS

E!l tratamiento estadistico que se aplico a los resultados experimentales de los
diferentes parametros, fue de acuerdo a lo establecido en las Guias Generales de Validacion
del Colegio de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos.

Los resultados obtenidos se presentafon primeramente, en una tabla general que
muestra los criterios de aceptacion para cada uno de los parametros de la validacion y los
resultados obtenidos estadisticamente, tanto con la solucion amortiguadora preparada con
CDTA como la preparada a partir de citratos.

Posteriormente, se colocaron las tablas de los resultados experimentales de linealidad
del sistema y del método con sus respectivas graficas, asimismo se colocaron las tablas de
reproducibilidad y sus anélisis estadisticos (tablas de ANDEVA).

Los resultados experimentales de los pardmetros de precision, exactitud,
repetibilidad, limite de deteccion y cuantificacién, especificidad y estabilidad de la muestra
analitica se podran observar en el anexo [ con su respectiva determinacion de coeficientes de
variacién, promedios de recobro, factores e intervalos de confianza.
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Tabla 1. Tabla General de Resultados.

VALORES REPORTADOS

VALORES CON SOLUCION
CRITERIO DE REPORTADOS CON AMORTIGUADORA
PARAMETRO. ACEPTACION. SOLUCION PREPARADA A PARTIR
AMORTIGUADORA DE CITRATOS.
PREPARADA CON CDTA
(FAD).
Linealidad del | C.V. £3%. C.V.=2.2910%. C.V.= 1.9771%.
Sistema. r=099, r=(,9999. r = 0.9999,
2 0.98, r =09998, r = 0.9998.
Precision del CV.51.5%. CV.=1.4391%. C.V. = 0.7725%.
Sisterna.*
Lineatidad del |[m=1. m = 0.9959. m = 0.9949.
método. b=0. b=-0.00238. b=-0.0149.
#2098 P =0.9995. r* =0.9998.
R =97-103%. R = 98.5584%. R =97.4276%.
CV. <3% C.V. = 2.5888%. C.V. =2.2658%.
Exactitud y R =97 - 103%. R =97.3875%. R = 97.8308%.
repetibitidad al 100% | C.V. < 3%. C.V. = 1.1289%. C.V. =0.7338%.
*

Reproducibilidad. | C.V. < 3%. C.V. =2.3752%. C.V. =2.2295%.
Limite de deteccion y | C.V. < 15%. C.V.=45951%, C.V. =8.4567%.
cuantificacién al 0.05| R = 805394 -| R=866%. R =91.05%.

* 119.4606%.
Limite de deteccién y | C.V. < 15%. C.V.=6.1478% C.V. = 5.2780%.
cuantificacién al 0.10] R = B84.2878 -] R=846833% R = 94.6916%,
d 115.7122%.
Especificidad * No debe presentarse | No se presentd lectura. No se presentd lectura.
lectura
[=97 - 103%. T.A./24 homas. T.A.f24 horas.
L.C. = debe incluir el | LC. = -3.2457 a 2.5791. [.C.=-2,7947 a 2.1281.
valor de cero. 1. =99.6803%. [ =99.6632%.
Refrig./24 horas. Refrig./24 horas.
Estabilidad de la 1.C.=0.7.985a 5.2015. 1.C. =3.1100 a 6.2234.

muesira analitica *

[ =103.0582%.
Refrig./72 horas.

1.C. = 1.7985 a 6.2015.
1= 104.0719%.

1. = 104.7037%.
Refrig./72 horas.
I.C. =3.2326 a 5.4340.

] =104.3670%

C.V. - Coeficieme de variacion.

r - Coeficienle de comelacidn.
¢ - Coeliciente de determi

<

m - Pendiente.

b - Ordenada al origen.

R - Promedio de recobro.
{-Factor £,

1.C. - Intervalo de confianza.
* Ver anexo I.
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RESULTADOS OBTENIDOS CON LA SOLUCION AMORTIGUADORA
PREPARADA CON CDTA (FAD)

Las siguientes tablas muestra solo el promedio de los resultados experimentales, para
mas detalle ver anexo 1.

Tabla 2.1. Linealidad del sistema.

CONCENTRACION EN PPM A PARTIR| PROPIEDAD MEDIDA (Y)
DE LA SOLUCION PATRON (X). PPM.

% =0.1. yu = 0.1000. yiz = 0.0933.
% =0.5. yn =0.4733. yzz = 0.4766.
x3=1.0. yu = 0.9766. y32 = 0.9800.
x4 =2.0. ya1 = 1.9500. v = 1.9800.
xs = 3.0. ys; = 2.9833. ys2 = 2.9700.

Tx=13.2. r=0.9999.

Ix?=28.52, * =0.9998.

Ty = 12.9831. D.E.=22310x107

Iy’ =27.8278. C.V.=22910%.

Zxy =28.1707.

FIG. 1. LINEALIDAD DEL SISTEMA CON SOLUCION AMORTIGUADORA PREPARADA CON CDTA

3 0000

(FADL

Propiedad Medida (v} ppm.
g

9.0000

000

Q.50

100 150 200 250 200
Cantidad Adiciona (3} ppm.
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Tabla 2.2. Linealidad del método.

CANTIDAD ADICIONADA {X) | CANTIDAD RECUPERADA (Y)
PPM PPM.

Xy = Q.1. ¥ = 0.0933. Yiz = 0.0966.

Xz = 0.5. Y = 0.4966. Y < 0.5066.

= 1.0, ¥ = 0.9900. Yiz = 0.9633.

x4 = 2.0. ya = 2.0366. vi = 1.9933.

x5 =3.0. ys1 = 2.9966. 52 = 2.9500.
¥x =132, r=0.9997. m = 0.9959.
X' =28.52. r =0.9995, b = -0.00238.
Ty =13 1229, D.E. =2.5515.
Iy’ =28.2324. C.V.=2.5888%.

Txy = 28.3734,

R = 98.5584%.

FIG. 2. LINEALIDAD DEL METGDO CON SOLUCION AMORTIGUADORA PREPARADA CON CDTA

(FAD).

Cantidad Recupetada (y) ppm.
-

00000
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100 150

200
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750 300

Los resultados obtenidos para la pendiente y la ordenada al origen, no cumplen con
los criterios establecidos por la Guia General de Validaciones, por lo que se aplico un
tratamiento estadistico adicional {t-student), con el cual se determiné st los valores se podian
considerar como uno y cero respectivamente. Ver anexo IL
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Tabla 2.3. Porcentajes de Recobro para la Reproducibilidad.

ANALISTA
IL.
DiA.
L 99.0 % 95.0 %
97.0% 98.0 %
93.0% 95.0%
L 98.0 % 100 %
96.0 % 100 %
99.0 % 100 %
Ty = 1170. D.E. = 23159,
Ty’ = 114134, C.V.=2.3752%.
y =975

Tabla 2.3.1. Tabla de anilisis de varianza (ANDEVA).

FUENTE DE | GRADOSDE | SUMADE MEDIA DE Feaw Foos.
VARIACION. | LIBERTAD. | CUADRADOS. | CUADRADOS
Analista. gla =L SCa = 3.0000, MCa = 3.0000. Fa F[moos)=
0,2250, 38.51
Dia. gid=2. SCd = 26.6667. |MCd=13.3333. |Fd Famoon =
3.6364. 6.06.
Error, gle=8. SCe = 293333, |MCe=3.6666 |acoeeeee ————-

Al comparar los resultados de las F calculadas con las F experimentales se encontrd

que:

F, < Fixous) Por lo tanto el método analitico es reproducible por los analistas, ademas

Fa < Fasoos) Por lo tanto el método analitico es reproducibie en distintos dias por un mismo

analista.
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RESULTADOS OBTENIDOS CON LA SOLUCION AMORTIGUADORA
PREPARADA A PARTIR DE CITRATOS

Las siguientes tablas muestra sélo el promedio de los resultados experimentales, para

mas detatle ver anexo 1.

Tabla 3.1. Linealidad del sistema.

CONCENTRACION EN PPM A PARTIR PROPIEDAD MEDIDA (Y)

DE LA SOLUCION PATRON (X). PPM.

% =0.1. yu = 0.0933. iz = 0.0966.
% =0.5. ya1 = 0.4966. yar = 0.4900.
X3 = 1.0. Y1 = 0.9656. Y2 = 0.9600.
x4 =2.0. ya = 1.9900. ya = 1.9800.
xs=3.0. ys = 2.9633. vz = 2.9600.

Tx =132 r=0.9999.

Ix?=28.52. = 0.9998,

Ty = 12.9964. DE. =1.9293x10%

Iy’ =27.7839. C.V.=19771%.

Ixy = 28.1487.

FiG. 3. LINEALIDAD DEL SISTEMA GON SOLUCION AMORTIGUADORA PREPARADA A PARTIR DE

30000

CITRATOS.

2.5000
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90600
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38



Tabla 3.2. Linealidad del método.

CANTIDAD ADICIONADA (X) | CANTIDAD RECUPERADA (Y)
PPM PPM.

Xy =0.1. i =(.0931. Y|2=01000

X1=0.5. Y21 =0.4733. Y22=04833

x3=1.0. yar = 0.9600. v32 = 0.9866.

xi=2.0. ya = 1.9666. ya2 = 1.9600.

x5 =3.0. ys1 = 2.9800. ys2 = 2.9800.
Ix=13.2. r=10.9999, m =0 9949.
Ix = 28.52. = 0.9998. b=-0.0149.
Ty =12.9831. D.E. = 2.2076.
Ty’ =27.8411 C.V.=22658%.
Txy =28.1774. R =97.4276%.

FIG. 4. LINEALIDAD DEL METODO CON SOLUCION AMORTIGUADORA PRE

CITRATOS.

PARADA A PARTIR DE
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Los resultados obtenidos para la pendiente y la ordenada al origen, no cumplen con

los criterios establecidos por la Guia Gen
tratamiento estadistico adicional {t-student), con el cual se determiné si los valores

considerar como uno y cero respectivamente  Ver anexo if.

eral de Validaciones, por lo que se aplicd un

se podian



Tabla 3.3. Porcentajes de Recobro para la Reproducibilidad.

ANALISTA
\ .
DiA.
L 97.0% 96.0 %
98.0 % 94.0%
97.0 % 95.0 %
1L 100 % 98.0 %
101 % 98.0 %
101 % 98.0 %
Iy =1173. D.E. =2.1794.
Iy* = 114713 C.V.=22295%.
y =971.75.

Tabla 3.3.1. Tabla de analisis de varianza (ANDEVA).

FUENTE DE { GRADOS DE | SUMADE MEDIA DE FeaL Fo.os.
VARIACION, | LIBERTAD. | CUADRADOS. | CUADRADOS.
Analista. |gla=1 SCa= [8.7500. |MCa= 8.7500. |Fa= 12430 | Fymgon=
38.51.
Dia. gld=2. SCd = 30.1667. |MCd=15.0833 |Fd =| Famoon =
36.2057 6.06.
Error. gle =8, SCe=3.3333. |MCe=04166 |-eeeome |-

Al comparar los resultados de las F calculadas con las F experimentales se encontro

que:

F. <Finoes) Por lo tanto el método analitico es reproducible por los analistas, ademas

Fs > Fasposy Por lo tanto el método analitico no es reproducible en distintos dias por un

mismo analista.

Debido a que no resultd reproducible en distintos dias por un mismo analista se
determiné la varacién que presentaba, siendo:

Variacion interdias para analista = +:1.1055,
Esta variacién es minima, por lo que el método se considera reproducible en distintos

dias por un mismo analista.
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COMPARACION ESTADISTICA DE LOS DOS METODOS ANALITICOS

Con los resultados de los parametros de repetibilidad, precision, exactitud y
linealidad del método se lievo a cabo la comparacidn de las dos validaciones. La tabla 4
muestra los resultados obtenidos:

Tabla 4. Comparacion estadistica de los dos métodos analiticos.

PARAMETRO. [INTERVALO DE CRITERIO.
CONFIANZA.
Repetibilidad. 0.3314a5.3834. [Tienen la misma repetibilidad, ya que se
encuentra e} valor de uno dentro del intervalo.
Precision. 03018 a5.9175. |Tienen la misma precision, ya que se encuentra

el valor de uno dentro del intervalo.

Exactitud al 100%

-1.1106 2 3.3722.

Tienen la misma exactitud al 100% ya que se
encuentra €l valor de cero dentro del intervalo.

Linealidad del método.

Para m:
-1.8525x10%a
2.0525x10°2,
Para b:
.2.0456x107% a
4.5496x1072.

Tienen una pendiente y una ordenada al origen
equivalente, ya que dentro de los intervalos de

confianza se localiza el valor de cero.
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[X. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POTENCIOMETRICO UTILIZANDO
SOLUCION AMORTIGUADORA PREPARADA CON CDTA

Los resultados en el presente estudio para la validacion del método analitico
potenciométrico en orina utilizando la solucién amortiguadora preparada con CDTA (ver
tabla 1), demuestran que el sistema es fineal ya que se obtuvo un coeficiente de correlacion
(r) de 0.9999 y un coeficiente de determinacion (r*) de 0.9998 con un coeficiente de
variacion de 2.2910%, dichos resultados cumplen con el criterio de aceptacion establecido
para un método potenciométrico.

La precision del método potenciométrico reportd un coeficiente de variacion de
1.4391% encontrandose por debajo del criterio de aceptacion por lo que se considera que ¢l
método cumple con este parametro.

En la tabla 1 se puede observar que la linealidad del método presento un coeficiente
de determinacion aceptable, al igual que el coeficiente de variacion y el porciento de
recobro; sin embargo, los valores de la pendiente y la ordenada al origen, no cumplieron con
el criterio de aceptacion establecido, por lo que se sometieron a una prueba de hipotesis
aplicando una distribucion t-student, evaludndose que la ordenada al origen es
estadisticamente igual a cero y la pendiente a uno. En la figura 2 se puede observar la
linealidad que presenta el método potencioméirico.

Los parametros de exactitud y repetibilidad al 100% presentan resultados aceptables
tanto para el porciento de recobro coma para el coeficiente de variacion.

La reproducibilidad fue realizada por dos analistas en dos diferentes dias,
aplicandoseles posteriormente a los resultados un tratamiento estadistico por andlisis de
varianza (ANDEVA). Los valores de la distribucion F para cada una de las fuentes de
variacién, son menores a los valores de tablas por lo que se considera que el método
potenciométrico es reproducible (ver tabla 2.3.1). El coeficiente de variacion obtenido fue
de 2.3752%, valor por debajo del criterio de aceptacion, o cual confirma que ¢l método es
reproducible.

En cuanto al limite de deteccién y cuantificacién, éste se realizé con dos minimas
concentraciones, una de 0.05 ppm y la otra de 0.10 ppm., se encontrd que con ambas
concentraciones los valores de coeficiente de variacion y de por ciento de recobro estin
dentro de los limites de aceptacion, por lo que la sensibilidad del aparato se considera
optima.

En lo referente a la especificidad, ésta se realizd en muestras de orina sintética, ia
cual presenta la misma composicion quimica de una orina normal pero sin estar presente el
ion fluoruro, se leyeron en el potenciometro y se determinaron lecturas del orden de 2 ox107
es decir, valores que estadisticamente se consideran como cero.
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Se prepararon muestras de orina sintética, las cuales fueron cargadas con fluoruro a
una concentracion al 100%, se leyeron en el potenciometro y reportaron tos resultados que
se muestran en la tabla 1, posteriormente se les dejo a temperatura ambiente durante 24
horas para ser leidas nuevamente, encontrandose que los valores habian mostrado una
tendencia casi similar a Ja inicial, comprobandose at determinar su intervalo de confianza y
su factor I que se encontraban dentro de los limites considerados como aceptables.

También se prepararon muestras de orina sintética, que se sometieron a refrigeracion
durante 24 y 72 horas, dichas muestras presentaron resultados superiores al valor inicial, se
les determiné su intervalo de confianza y su factor I, los cuales se encontraron fuera de los
limites establecidos, teniendo como amica explicacion una contaminacion con fluoruro
durante el proceso de refrigerado.

VAL[DA(;I(’)N DEL METODO ANALITICO POTENCIOMETRICO UTILIZANDO
SOLUCION AMORTIGUADORA PREPARADA CON CITRATOS

La validacion del método analitico potenciométrico utilizando  solucidn
amortiguadora preparada a partir de citratos comprende fos mismos pardmetros anteriores.
Primeramente se evalud la linealidad del sistema, que reportd un coeficiente de correlacién
de 0,9999, un coeficiente de determinacion de 0.9998 y un coeficiente de variacion de
1.9771% por lo que se considerd que el sistema cumplio con los criterios establecidos para
un método potenciométrico ( ver tabla 1).

En la precision del sistema se evalud solo el coeficiente de variacién, el cual se
localizé en los limites de aceptacion ya que presentd un valor de 0.7725%.

En la linealidad del método se trabajaron 5 niveles de concentraciones, que al ser
graficados mostraron una relacion lineal de los mg. adicionados contra los mg. recuperados (
ver figura 4). La ordenada al origen y la pendiente se evaluaron estadisticamente con la
distribucion t-student debido a que no cumpiian con el criterio de aceptacion, el resultado
fue que estadisticamente los valores absolutos de ambos parametros de regresion lineal se
consideran igual a cero y uno respectivamente.

El porciento de recobro y el coeficiente de variacion para los parimetros de
exactitud y repetibilidad al 100% reportaron valores aceptables.

La reproducibilidad tratada estadisticamente por un andlisis de varianza (ANDEVA)
mostré valores de la distribucion F para cada una de las fuentes de variacidn. Los resultados
reportaron que el método analitico es reproducible por diferentes analistas pero no asi por
uno mismo en distintos dias; por lo que se procedi a determinar la vaniacion interdias para
analista encontrindose un valor de +1.1055, considerandose minima la variacién, por lo que
se puede establecer que €l método potenciométrico es reproducible (ver tabla 3.3.1), elio se
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corrobora con el valor de coeficiente de variacion, el cual esta dentro del criteric de
aceptacion establecido.

Los limites de deteccion y de cuantificacion, se realizaron con dos concentraciones
una de 0.05 ppm y otra de 0.10 ppm, reportandose como aceptables 10s valores de
coeficiente de variacion y de porciento de recobro, ya que cumplen con el criterio
establecido.

El método potenciométrico se evaludé como especifico debido a que no se presentd
lectura del ion fluoruro en las muestras.

Las muestras de orina sintética cargadas con ion fluoruro al 100% de la
concentracién fueron sometidas a temperatura ambiente durante 24 horas, al cabo del
tiempo, fueron leidas en el potenciometro, encontrandose que los valores de intervalo de
confianza y de su factor I se encontraban dentro del criterio de aceptacidn, en cambio para
las muestras que fueron sometidas a refrigeracion durante 24 y 72 horas, los resultados no
fueron optimos debido a que los valores de intervalo de confianza y del factor I no se
localizaron dentro de los limites de aceptacion establecidos (ver tabla 1).

COMPARACION ESTADISTICA DE AMBOS METODOS
Los parametros estadisticos considerados para la comparacion de los métodos
analiticos validados comprenden; Repetibilidad, precision, exactitud y linealidad del método.

La comparacion de la repetibilidad de ambos metodos establece el calcular un
intervalo a partir de fa relacion de las desviaciones estandar de la linealidad del método,
reportandose los valores de 0.3314 a 5.3834, intervalo que incluye el valor de uno, por lo
que se considera que los métodos tienen la misma repetibilidad.

Teniendo en consideracion el hecho de que los métodos presentan la misma
repetibilidad, se aplico el tratamiento estadistico adecuado para estos casos, reportandose un
intervalo de confianza que incluye el vator de cero, por lo que se evalué gue los métodos
presentan una exactitud equivalente, es decir, ¢l método analitico con ambas soluciones
amortiguadoras no presenta efror Sistematicogs).

El parimetro de precision se evalio a partir de la razon de las varianzas, que
establecid un intervalo de 0.3018 a 5.9175; dicho intervalo comprende el valor de une,
deduciéndose que los métodos presentan la misma precision.

Para evaluar la linealidad del método, se determinaron dos intervalos. La relacion de
a diferencia de las pendientes de la cantidad adicionada vs. cantidad recuperada, presenta
un intervalo de -1.8525x10% a 2.0525x102, mientras que para la relacion de la diferencia de
las ordenadas al origen, €l intervalo fue de .2.0456x102 a 4.5496x102 Como ambos
intervalos incluyen el valor de cero, se considera que la linealidad de los métodos es
equivalente. Las ventajas que esto representa es la disminucion de tos costos y el ahorro de
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tiempo, ya que la solucion amortiguadora comercial preparada con CDTA tiene un precio
por galon de $860.00 (precio sujeto al cambio del délar) y con un tiempo de entrega de 30
dias a partir de la fecha de solicitud, mientras que la solucion amortiguadora preparada a
partir de citratos tiene un costo de $100.00, y se puede preparar 2l momento de ser
necesitada.
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X. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados anteriores se llego a las siguientes conclusiones:

El método analitico potenciométrico para la determinacion de ion fluoruro en orina
utilizando solucién amortiguadora comercial preparada con CDTA, es lineal en el
intervalo de concentraciones utilizado, es exacto, preciso y reproducible. Se considera
especifico dado que no presento respuesta la matriz de orina sintética, concluyéndose que
no existen interferencias.

Los resultados de la validacion del método analitico potenciométrico para la
determinacién de ion fluoruro en orina utilizando solucion amortiguadora preparada a
partir de citratos, indican que el método es lineal, exacto, preciso, reproducible y
especifico.

Se encontro que las muestras analizadas, tanto con la solucidn amortiguadora comercial
preparada con CDTA como con citratos, son estables solo a temperatura ambiente
durante 24 horas.

Por lo anterior, se determina que ambos métodos estan validados, ya que cumplen con las
especificaciones estabiecidas por ¢l Comité de Elaboracion de Guias Oficiales de
Validacion de 1a Direccion General de Control de Insumos para la Salud, SSA 3

La comparacion estadistica entre ambos métodos, establece una relacion semejante que
permite 1a sustitucion de la solucion amortiguadora comercial preparada con CDTA, por
la solucion amortiguadora preparada a partir de citratos.
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XI. SUGERENCIAS

Considerando que el método analitico potenciométrico qued6 validado con ambas
soluciones amortiguadoras, llevar a cabo en la Unidad Universitaria de Investigacién en
Cariologia, la sustitucién de la solucién amortiguadora comercial preparada con CDTA
por la solucién amortiguadora preparada a partir de citratos.

Trascender los resultados obtenidos a otras instituciones que lleven a cabo la
determinacion potenciométrica del jon fluoruro en orina, resaltando las ventajas que
representa en ahorro de tiempo y dinero.

Preparar solo la solucién amortiguadora que se va a utilizar, para que ésta se mantenga
en optimas condiciones.

Se recomienda crear un manual de limpieza en donde se citen todos los lineamientos
importantes como ejemplo, preparacion de reactivos de limpiezas, técnicas de lavado, etc.
Se recomienda ilevar a cabo la lectura de las muestras de orina, el mismo dia de su
preparacion.

Se sugiere no afiadir la solucion amortiguadora a las muestras y mantenerias en
refrigeracion, cuidando no excederse de 24 horas.

Realizar un analisis adicional de estabilidad, que determine las posibles interacciones
existentes que no permiten mantener en refrigeracion las muestras de orina con solucién
amortiguadora durante un tiempo prolongado.
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ANEXOS

ANEXO1

Las siguientes tablas muestran los resultados obtenidos experimentalmente a través
de ta lectura directa al aparato, promedios de los dias y duplicaciones realizadas, asi como

los resultados estadisticos obtenidos de acu
Elaboracion de Guias Oficiales de Validacion de la Direccion General de C

erdo a la aplicacion del manual del Comité de
ontrol de

[nsumos para la Salud. Estos Gltimos resultados se muestran de manera concreta en la tabla
general de resultados (ver tabla 1).

RESULTADOS OBTENIDOS CON LA SOLUCION AMORTIGUADORA
PREPARADA CON CDTA (FAD)

Tabla 1.1 Resultados y Promedio de la Linealidad del Sistema.

PROMEDIO DE

CONCENTRACION EN PROPIEDAD MEDIDA (Y) PROPIEDAD

PPM A PARTIRDE LA PPM. MEDIDA (Y)

SOLUCION PATRON (X). PPM.
DIA 1. DIA 2. DIA 3

X1=0,l y||=0.10 y“=0_]1 y1[=0.09 y1|=0.l000

¥n= 0.09 y11=0.10 y1,2= 009 Yiz= 00933

X2 ¥ 05 ya = 0.46 ¥yu= 0.48 yn= 0.48 Y= 0.4733

Y22 = 0.47 yn= 0.48 ¥n= 0.48 Y= 0.4766

x =10 yn =057 yu =099 yu=0.97 vz = 0.9766

Y32 & 0.97 Y= 0.98 Y2 = 0.99 Y31 = 0.9800

!(.;’_‘20 Yau = 1.92 Yu= 1.95 y4[= ]98 Yu= 19500

Y= 1.92 Yaz2 = 1.99 Yaz2= 2.03 Yaz = 1.9800

Xs =30 y5|=2.99 Y5[=2.95 Y51=3.0| ¥s1= 2.9833

Y52 = 2.97 Y52 = 297 ¥s2— 297 Ys2= 2.9700
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Tabla 1.2 Resultados y Promedio de la Linealidad del Método.

Ty’ = 5.6981.

PROMEDIO DE
CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RECUPERADA (Y) PPM. CANTIDAD
(X) PPM RECUPERADA (Y)
PPM.
DIA | DIA 2. DIA 3.
X[‘_'O.l y“=0.10 yn=0.]0 y“:0.0S Y||=00933
yn=0.10 y11=0.09 Y12=0.10 y|z=0.0966
X2 = 0.5 Yu~ 0.49 Ya= 0.49 Y= 0.51 Ya= 04966
yn=0.52 Yn=0.51 Y= 0.49 Y= 0.5066
X3 = 1.0 y3|=0.95 Y= 1.01 Y= 1.01 Y31=0.9900
Y2 = 0.96 ¥32= 099 ¥z = 094 Y12 = 0.9633
X4"20 Ya= 1.99 yu=2.02 y41=2.]0 Y“=20366
Yz = 1.99 Y42 = 1.99 Y2 = 2.00 Y42 = 19933
x5—3.0 Ys1=3.01 Y51=3.00 y;1=2.98 Y51=29966
Ys2= 298 ¥s52= 296 Ys2= 2.91 Y52 = 2.9500
Tabia 1.3. Resultados y Promedio de la Precision del Sistema.

CANTIDAD CANTIDAD
ADICIONADA RECUPERADA
PPM. DiA 1 Dia 2 DiA 3 PPM.

1 2 1 2 1 2

1.0 0.91 097 1096 ]0.94 {095 0.97 0.9500
1.0 1.01 100 {100 [099 {097 |097 0.9900
1.0 0.98 0.99 |0.96 0.97 [0.98 1.00 0.9800
1.0 0.98 0.95 1097 0.96 {099 [0.96 0.9683
1.0 0.96 1.01 [0.98 098 (098 1.00 0.9850
o |ogs [097 Jo.95” 098 {096 [0.98 0.9733
y=09744. D.E. = 1.4023x107.
Ty = 5.8466. C.V. = 1.4391%.

19




Tabla 1.4 Resultados y Promedio de la Repetibilidad y exactitud al 100%.

CANTIDAD CANTIDAD %
ADICIONA piAa 1 DiA 2 DiA3 |RECUPERA | RECOBRO
DA PPM. DA PPM (Y)
1.0 1.00 0.95 0.99 0.9800 98.00
1.0 0.99 0.97 0.95 0.9700 97.00
1.0 0.97 0.97 0.96 0.9666 96.66
1.0 0.96 0.96 1.00 0.9733 97.33
1.0 1.01 0.99 0.97 0.9500 99.00
1.0 0.97 1.02 0.98 0.9900 99.00
1.0 0.96 0.96 0.96 0.9600 96.00
1.0 0.97 0.96 0.95 0.9600 96.00
1.0 0.96 0.95 0.97 0.9600 96.00
1.0 0.96 1.01 0.98 0.9833 98.33
1.0 0.97 0.98 0.97 0.9733 97.33
1.0 0.96 1.00 0.98 0.9800 98.00
IR = 1168.65. D.E. = 1.0995.
IR? = 113825.2023. C.V.=1.128%%.
R =97.3875%.
Tabla 1.5 Resultados de la Reproducibilidad.
ANALISTA
L 15
DIA.
L 0.99 0.95
0.97 0.98
0.93 0.95
I 0.98 1.00
0.96 1.00
~ 0,99 1.00
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Tabla 1.6 Resuitados y Promedio de! Limite de deteccion y cuantificacién de 0.05 ppm.

CANTIDAD CANTIDAD %
ADICIONA DiA 1 DiA 2 DiIA3 |RECUPERA | RECOBRO
DA PPM. DA PPM (Y).
0.05 0.05 0.04 0.04 0.0433 86.6
0.05 0.04 0.05 0.04 0.0433 86.6
0.05 0.04 0.04 0.05 0.0433 866
0.05 0.04 0.05 0.04 0.0433 86.6
0.05 0.04 0.04 0.04 0.0400 80.0
0.05 0.05 0.04 0.04 0.0433 86.6
0.05 0.04 0.04 0.04 0.0400 80.0
0.05 0.05 0.05 0.04 0.0466 93.2
0.05 0.05 0.04 0.04 0.0433 86.6
0.05 0.05 0.04 0.05 0.0466 93.2
0.05 0.04 0.04 0.05 0.0433 86.6
0.05 0.04 0.04 0.05 0.0433 86.6

R = 86.6000%.
D.E. =3.9799.
C.V.=4.5957%.

Tabla 1.7 Resultados y Promedio del Limite de deteccion y cuantificacion de 0.10 ppm.

CANTIDAD CANTIDAD %
ADICIONA DiA 1 DiA 2 DiA 3 RECUPERA | RECOBRO
DA PPM. DA PPM (Y).
0.10 0.09 0.11 0.09 0.0966 96.6
0.10 0.09 0.09 0.08 0.0866 86.6
0.10 0.08 0.08 0.09 0.0833 83.3
0.10 0.09 0.08 0.09 0.0866 86.6
0.10 0.10 0.07 0.09 0.0866 86.6
0.10 0.08 0.07 0.08 0.0766 76.6
0.10 0.08 0.08 0.09 0.0833 833
0.10 0.09 0.10 0.08 0.0900 90,0
0.10 0.08 0.09 0.08 0.0833 83.3
0.10 0.08 0.09 0.08 0.0833 83.3
0.10 0.08 0.08 0.08 0.0800 20.0
0.10 0.08 0.08 0.08 0.0800 80.0

R = 84.6833%
D.E. = 5.2062.
C.V. =6.1478%.
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Tabla 1.8 Estabilidad de la muestra analitica.

% INICIAL. % T.A./24 % REFRIG..24 | % REFRIG./72
HORAS. HORAS. HORAS.
100.0 97.0 102.0 103.0
99.0 100.0 101.0 102.0
97.0 98.0 102.0 103.0
¥o=98.6666 vi=98.3333 v=101.6666 v=102.6666
55,=2.3333 $2,=2.3333 s5,=0.3333 5%,=0.3333
LC= 32457 a|lC= 07985 a|lC= 17985 a
2.5791. 5.2015. 6.2015.
-------------- 1 =99.6803%. [=103.0582%. [I=104.0719%.

T.A. Temperatura ambiente.

Refrig. Refrigeracién.
;( Media.
s’ Varianza.

[C. [ntervalo de confianza.
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RESULTADOS OBTENIDOS CON LA SOLUCION
PREPARADA A PARTIR DE CITRATOS

Tabla 2.1 Resultados y Promedio de la Linealidad del Sistema.

AMORTIGUADORA

PROMEDIO DE

CONCENTRACION EN PROPIEDAD MEDIDA (Y} PROPIEDAD

PPM APARTIR DE LA PPM. MEDIDA (Y)

SOLUCION PATRON (X). PPM
DIA L. DiA 2. DIA 3.

X[=0_l )’!]=0.09 y1|=0.]0 yl1=0_09 y“"—"00933

yi2= 009 | yp=010 | yp=010 | y,,=00966

x2=0.35 ¥u= 0.47 Yu= 0.51 yu= 0.51 yu= 0.4966
yn=049 | y»=049 | y»=049 | y»=04900

X3 = 1.0 yn= 096 Yu = 099 Vilhe 0.95 Y= 0.9666

Y2 0.97 Yi2= 0.96 Yz = 0.95 Yiz = 0.9600

3= 20 Ya = 1.95 Ya1 = 204 Ya= 1.98 Yya= 1.9900

Y= 2.00 Ya2 = 1.96 Yi2 = 1.98 Ya2 = 19800

X5=3.0 y5|=2.97 y5|=3.0l Y5|=2.91 Y5|=2.9633

Y52 = 2.98 Ys2= 2.94 Ys2= 2.96 Y52= 2.9600

Tabla 2.2 Resultados y Promedio de la Linealidad del Método.

PROMEDIO DE

CANTIDAD ADICTIONADA CANTIDAD RECUPERADA (Y) PPM. CANTIDAD

(X) PPM RECUPERADA (Y)
PPM.
DIA 1. DA 2. DIA 3.

x =01 y||=0.09 y:1=0.]0 y”=0.09 y“-""00933
y|2=0.10 yu=0.lO y|2=0.ll y11=01000

x2—0.5 y;n:O.Sl Y2[=0.50 y:|=0.44 Y2|=04733

yn= 0.49 Y= 0.49 Y= 0.48 Yn= 0.4833

X3 = 1.0 = 0.95 Yu= 0.95 Y= 0.97 ¥Yu= 0.9600

¥z = 0.95 Y= 0.96 Y= 1.02 Y= 0.98606

X = 20 Yu = 1.98 Y= 1.97 Ya= 1.98 Ya= 1.9666
ya=198 | ya=195 | yn=196 | yo=19600

Xs = 3.0 ¥a= 291 Y= 2.96 Y= 299 Yt = 2.9800

Y52 = 2.96 ¥Ysz= 2.96 ¥s521= 3.00 ¥52~™ 29800




Tabla 2.3 Resultados y Promedio de la Precision del Sistema.

CANTIDAD CANTIDAD
ADICIONADA | ] ' RECUPERADA
PPM. Dia 1 Dia2 DiA 3 PPM.

1 2 1 2 1 2
1.0 099 091 {099 (098 {0.93 1097 0.9616
1.0 100 |094 |098 [101 |096 |0.95 0.9733
1.0 098 (096 097 |1.01 [097 1097 0.9766
1.0 096 093 [1.02 [099 {097 10.98 0.9750
1.0 098 (057 |097 (099 1099 1095 0.9750
1.0 102 (098 {099 1098 [0.98 ]0.96 0.9850

y=009744.
Ly = 5.8465. D.E. = 7.5276x10°.
Ty? = 5.6972. C.V.=0.7725%.

Tabla 2.4 Resultados y Promedio de la Repetibilidad y exactitud al 100%.

CANTIDAD CANTIDAD %
ADICIONA DiA 1 DiA2 DiA3 |RECUPERA | RECOBRO
DA PPM. DA PPM (Y).
1.0 1.00 0.98 0.95 0.9766 97.66
1.0 0.98 0.98 0.97 0.9766 97.66
1.0 0.97 0.98 0.97 0.9733 97.33
1.0 0.98 0.98 0.98 0.9800 98.00
1.0 0.98 0.99 0.97 0.9800 98.00
1.0 0.98 1.00 0.99 0.9900 9900
1.0 1.00 0.98 1.00 0.9933 9933
10 0.97 0.96 0.98 0.9700 97.00
1.0 0.98 0.96 0.98 0.9733 97.33
1.0 0.98 0.98 0.98 0.9800 98.00
1.0 0.97 0.97 0.97 0.9700 97.00
1.0 0.98 0.96 0.99 0.9766 97.66
TR =1173.97. DE. =0.7179.

TR? = 114856.1335.

R = 97.8308%.

C.V.=0.7338%.
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Tabla 2.5 Resultados de la Reproducibilidad.

ANALISTA
\ L II.
DIA.
I 0.97 0.96
0.98 0.94
097 0.95
II. 1.00 0.98
1.01 (.98
1.01 098

Tabla 2.6 Resultados y Promedio del Limite de deteccion y cuantificacion de 0.05 ppm.

CANTIDAD CANTIDAD
ADICIONA DiA 1 DiA 2 piA3 |RECUPERA | RECOBRO
DA PPM. DA PPM (Y).
0.05 0.07 0.05 0.04 0.0533 106.6
0.05 0.04 0.05 0.05 0.0466 932
0.05 0.04 0,04 0.04 0.0400 0.0
0.05 0.03 0.05 0.05 0.0433 86.6
0.05 0.05 0.04 0.04 0.0433 6.6
0.05 0.04 0.05 0.04 0.0433 86.6
0.05 0.07 0.04 0.04 0.0500 100.0
0.05 0.06 0.04 0.04 0.0466 932
0.05 0.05 0.04 0.04 0.0433 86.6
0.05 0.05 0.04 0.04 0.0433 86.6
0.05 0.05 0.04 0.04 0.0433 86.6
0.05 0.05 0.05 0.05 0.0500 100.0
R =91.0500%.
D.E. = 7.6998.

C.V.=8.4567%.
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Tabla 2.7 Resultados y Promedio del Limite de deteccion y cuantificaciéon de 0.10 ppm.

CANTIDAD CANTIDAD %
ADICIONA Dia 1 DiA 2 DiA 3 RECUPERA | RECOBRO
DA PPM. DA PPM (Y).
0.10 0.12 0.11 0.09 0.1066 106.6
0.10 0.12 0.08 0.09 0.0966 96.6
0.10 0.12 0.09 0.09 0.1000 100.0
0.10 0.11 0.09 0.09 0.0966 96.6
0.10 0.11 0.08 0.08 0.0900 90.0
0.10 0.11 0.08 0.08 0.0900 90.0
0.10 0.12 0.08 0.08 0.0933 93.3
0.10 0.11 0.09 0.08 0.0933 93.3
0.10 0.11 0.09 0.08 0.0933 93.3
0.10 0.11 0.08 0.08 0.0900 90.0
0.10 0.11 0.09 0.07 0.0900 90.0
0.10 0.11 0.10 0.08 0.0966 96.6
R =94.6916%
DE. =4.9979.
C.V. = 52780%.
Tabla 2.8 Estabilidad de |la muestra analitica.
% INICIAL. % T.A./24 % REFRIG./24 | % REFRIG./72
HORAS. HORAS. HORAS.
100.0 160.0 103.0 103.0
990 97.0 104.0 104.0
99.0 160.0 105.0 104.0
v0=99.3333 ¥1=99.0000 y1=104.0000 y;=103.6666
$0=0.3333 s11=3.000 s%=1.000 §3=0.3333
R— IC= -27947 a|ILC= 31100 allC= 32326 a
2.1281. 6.2234, 5.4340.
1=996632%. [=104.7037%. |1=104.3670%.
T.A. Temperatura amnbiente.

Reffig. Reftigeracion. ~
1; Media.

s* Varianza.

LC. Intervalo de confianza.
[. FactorL
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ANEXO I

PRUEBA DE HIPOTESIS PARA DET:ERMINAR SI LA PENDIENTE Y LA
ORDENADA AL ORIGEN SON ESTADISTICAMENTE IGUAL A UNO Y CERO
RESPECTIVAMENTE

LINEALIDAD DEL METODO CON SOLUCION AMORTIGUADORA
PREPARADA CON CDTA.
PRUEBA DE BIPOTESIS PARA LA PENDIENTE.

1. PLANTEAMIENTO.
Ho:m=1.
Ha:m=1.

3. MODELO ESTADISTICO. t-STUDENT.

3. REGLA DE DECISION.

Qane
de
aceptation

7.
o = 0.05 -z.la.o;o z.laogo
1 —of2=0025 gl =n-2.

togrssy = 2.3060

4. CALCULOS.
S,’=1.2328 m=0.9959
S,’=1.2234 n=10

Sy = ¥ (- 1/ 0-2)(S, —m’ ).

S,,=2.8062x107 $,=1.1103
m —
take =
Sy
¥ n-1(S0)
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5. DECISION ESTADISTICA.
H, no se rechaza, por lo tanto la pendiente es estadisticamente igual a uno.
PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA ORDENADA AL ORIGEN.
1. PLANTEAMIENTOG.
He:b=0.
Ha:b=0.
2. MODELO ESTADISTICO. t-STUDENT.

3. REGLA DE DECISION.

«=0.05 -2.3060 23060
1 —oc/2=0025 gl =n-2
toors(sy = 2.3060

4. CALCULOS.
$x*=1.2328 m=0.9959
$,2=1.2234 n=10

Sy =¥ (n-1/ n-2)(S," - m° Sx°).

S,y=2.8062x107 x=1.32 b=-0.00238
S.=1.2328 n=10
b -8B,
tete. = -
Sy.vx 1 XI
N
¥n (n—1)S:
tea=—0.1673
5. DECISION ESTADISTICA.

H, no se rechaza, por lo tanto la ordenada al origen es estadisticamente igual a cero.
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LINEALIDAD DEL METODO CON SOLUCION AMORTIGUADORA

PREPARADA A PARTIR DE CITRATOS.
PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA PENDIENTE.

1. PLANTEAMIENTO.
Ho:m= 1.
Ha m= 1.

3. MODELO ESTADISTICO. 1-STUDENT.

3. REGLA DE DECISION,

Zona
de
aceglatidn,

fd

-2, 3040 1.3060
o = 0.05
1 -/2=0025 gl=n-1
to.o7sm = 2.3060

4. CALCULOS.
$.=1.2328 m=0.9949
$,7=1.2205 n=10

Sy = V(n-1/0-2)(S," - m" S¢).

$,,=1.6516x107 S,=1.1103
m - Ho
teale, =
Sy
J n"‘l(s_()
tee=—1.0285

5. DECISION ESTADISTICA.
H, se acepta, por lo tanto fa pendiente s estadisticamente igual a uno.
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PRUEBA DE HIPOTESIS PARA LA ORDENADA AL ORIGEN,
1. PLANTEAMIENTO.

Ho:b=0.

Ha: b=0.
2. MODELO ESTADISTICO. t-STUDENT.

3. REGLA DE DECISION.

o = 0,05
1-o/2=0.025 gl =n-2.
toorsm = 2.3060
4. CALCULOS.
S,2=1.2328 m=0.9949
$,%=1.2205 n=10
Ses = ¥ (r=1/ n-2XS," - m’ S,).
§,,=1.6516x107 x=1.32 b=—0.0149
§,2=1.2328 n=10
b -B.
take. =
Spx | x!
T ————
n (n-1)8,}
=-1.7197

5. DECISION ESTADISTICA.
H. no se rechaza, por lo tanto la ordenada al origen es estadisticamente igual a cero.
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