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I. INTRODUCCION,

Uno de los mayores problemas de salud publica en México y el
mundo entero es la caries denta] y durante mucho tiempo se han hecho
propuestas para poder disminuir este padecimiento.

El empleo de fluoruros como agente anticaries se conocia desde
el siglo XIX, pero el problema real era como hacerlo llegar a 1a
poblacién en general. Inicialmente se propuso un estudio experimental
utilizando el fliior en agua de consumo diario obteniéndose resultados
favorables; sin embargo tiempo después se observé que no toda la
poblacién contaba con agua potable por lo que la OMS/OPS se dieron
a la tarea de investigar otras posibles aplicaciones encontrindose
finalmente que una buena alternativa era la fluoracion de la sal de
mesa, ya que esté presentaba un efecto cariostatico tan importante y
efectivo como el del agua fluorada y que ademds podria llegar a un
mayor numero de personas.

El 23 de diciembre de 1988 se publico la norma oficial
mexicana para la sal yodatada fluorada la cual indica que toda la sal
refinada contendra 250 PPM +/- 50 PPM de fluoruro.

Para poder llevar a cabo un contro] sobre la cantidad de fluoruro
presente en una muestra problema se han desarrollado una gran
variedad de método analiticos. Uno de los més utilizados es el método
potenciométrico empleando un electrodo de ion selectivo para
fluoruros.

El abjetivo del presente trabajo es el de validar y comparar el
método potenciométrico para la determinacion del ion fluorure en sal
de mesa empleando dos soluciones amortiguadoras diferentes. Una de
marca comercial ( preparada a  partir  del  4cido

ciclohexilendiamintetracetico ) y otra preparada en el laboratorio de la



Unidad de Investigacion en Cariologia de |a FES-Zaragoza UNAM
( preparada a partir de citratos ).

De los resultados obtenidos en la vatidacion del método
potenciométrico utilizando la solucidn amortiguadora de marca
comercial se observé que este es lineal, exacto, reproducible, preciso y
especifico.

De igual forma se observd que el método potenciométrico
utilizando la solucién amortiguadora preparada a partir de citratos es
lineal, exacto, reproducible, preciso y especifico.

Una vez observados los resultados obtenidos y al realizar la
comparacion de ambos método no se encontraron diferencias
significativas entre ellos por lo que pueden ser empleados
alternativamente o bien pueden sustituirse una por la otra

obteniéndose resultados optimos en el método.



II. FUNDAMENTACION TEORICA.

IL1. GENERALIDADES.

El flior es el elemento niimero 9 de la tabla periddica, pertenece
al grupo de los halogenos. Como elemento quimico es un cuerpo
metaloide gaseoso de color verdusco, irrespirable y toxico que no se
encuentra en su forma libre en la naturaleza debido a su fuerte
electronegatividad, de lo contrario se combina activamente con otros
elementos para formar compuestos de fluoruro ya sea organicos e
inorganicos( 1,2 ).

El flior se encuentra distribuido ampliamente en la corteza
terrestre, dentro de depdsitos minerales, rocas y agua de mar. También
esta presente dentro de la atmésfera en forma de particulas de polvo o
gases que emanan de las plantas de fertjlizantes, refinertas de aluminio
y fundidoras( 3 ).

Los minerales de fluoruro que mas comtnmente pueden ser
encontrados en la naturaleza son: el espatoflior ( CaF ), ia criolita
{ Na2 AIF ) y la apatita que es un complejo compuesto de calcio,
fluoruros, carbenatos y sulfatos( 2 ).

El flior al ser ingerido, llega al organismo en forma de un
compuesto de fluorure por medio de los alimentos, €l agua y de
suplementos ( gotas o tabletas ). El fluoruro es absorbido teniendo
como ruta principal la mucosa gastrointestinal, llegando hasta el
estémago en forma de 4cido fluorhidrico ( HF ) , de donde un 36%
pasa a circulacién en forma de ion fluoruro y el 64% restante al

intestino delgado para posteriormente llegar a torrente sanguineo y



depositarse finalmente en los huesos y dientes, la parte no fijada de
fltor se excreta por orina y heces fecales( 4,5 ).

La magnitud del efecto del fluoruro en el organismo dependera
de la concentracién de este en el consumo diario. Los estudios de
laboratoric han demostrado que el fluoruro incrementa el tamafio y
mejora la forma de los cristales de hidréxido de apatita en los huesos,
ademés de reducir la inclusiéon de carbonato y citrato en tanto que
incrementa la de magnesio( 5,6 ).

El consumo de altas concentraciones de fluoruro pueden
acomodarse en el esqueleto sin causar alteraciones histoldgicas y sin
presentar sintomas de envenenamiento, sin embargo el consumo
prolongado de altas concentraciones de fluoruro puede provocar
alteraciones Oseas en costillas, vértebras y pelvis ademéis de
calcificaciones en tendones y ligamentos( 6 ).

Es dificil determinar el nivel téxico del fluoruro por diversos
factores, en lo que se refiere a la dosis letal s¢ considera que una
dosis de 2.5g seria mortal para personas adultas mientras que en nifios
con base en la proporcién corporal equivaldria a 33mg de F/kg. Las
dosis no mortales podrian asociarse a los siguientes sintomas: vémito,
dolor abdominal, diarrea v convulsiones{ 4,7 ).

El uso de fluoruros como agentes anticaries se conoce desde el
siglo X1IX, cuando se detecté fluoruro en los dientes de un mastodonte
fosilizado. Tiempo después, tos cientificos de la época observaron gue
los dientes de algunas personas se descalcificaban mas rapido que las
de otras, y se relaciond este hecho con el contenido de flior en los
mismos. Hoy en dia se sabe que las caries se debe a la accién de
bacterias externas sobre e) esmalte natural que cubre las piczas
dentales, por lo que carencias en el esmalte propician el negativo

efecto de los microorganismos( 2,3 ).



El fldor actia contra las bacterias { por ello se le conoce como
bacteriostético ) al fortalecer el esmalte y al mismo tiempo incrementa
la resistencia frente a los diversos 4cidos que llegan a los dientes ( en
alimentos y bebidas de consumo cotidiano ) y los desmineralizan
(3.4)

En el afio de 1942 se propuso un estudio experimental que
utilizaria el flbor en el agua de consumo humano, confirméndose gque
el flhor actita en la prevencion de la caries dental en la poblacién
infantil, pero no es sino hasta 1945 con el establecimiento de las
cantidades dptimas de fluoruro en el agua que diferentes paises
adoptaron este método como una importante medida de salud piblica.

Los resultados obtenidos por la aplicacion del flior en el agua
como medida de prevencion de la caries dental, fueron muy
satisfactorios pero debido a que en muchos paises no se cuenta con un
sistema de abastecimiento de agua potable para el total de su
poblacién resulté ser un método insuficiente para enfrentar la
problemdtica de la caries dental. La seccion de odontologia de la
Organizacion Panamericana de la Salud ( OPS ) / Organizacion
Mundial de Salud { OMS )} consiente en el grave problema que
representan las enfermedades bucales y la imposibiiidad de aplicar la
fluoracion del agua a numerosas comunidades, se dio a la tarea de
investigar otras posibles aplicaciones del flior para ef control de la
carjes dental( 8 ).

El exitoso agregado del iodo a la sal de mesa, para la prevencién
del bocio, dio la pauta para la introduccion del flior a la sal de mesa
como medida preventiva de la caries dental, En Suiza en 1950 Wespi
comenzd a aplicar el flior a la sal de mesa, iniciandose la produccion
industrial en 1955 con solo 90 ppm de ion fluoruro y estuvo

disponible para su uso doméstico en una poblacién escogida para este



fin. Este nivel de fluoruro en sal resulto ser insuficiente para lograr
efectos importantes en la reduccidn de la caries dental( 9 ).

Un estudio clinico mayor, se desarrollé en Hungria, en el afio de
1966 empleando 250 ppm de ion fluoruro en la sal de uso domeéstico,
lo que redujo la caries infantil en mas de un 50% en grupos de nifios
cuyas edades oscilaban entre 2-6 y 7-11 afios, y levemente menor de
un 50% en grupos de entre 12-14 afios. Observindose que la sal
fluorada presenta un efecto cariostitico importante por lo que resultd
ser tan efectiva como el agua fluorada como medida de prevencién de
la caries dental( 1,2,9 ).

En México la fluoracidn del agua se promovid desde 1970, pero
el hecho de que en el pais el 56.2% de la poblacidn carezca de agua
potable intradomiciliaria, motivé a la realizacién de estudios
necesarios que permitieron que en 1988 se decretara {a fluoracidn de la
sal como medida preventiva de la caries dental( 2,3 ).

En 1984 el programa nacional de salud establece como meta la
disminucidn de la caries dental en un 40% y en 1985 el Estado de
México recibe la autorizacién de la Subsecretaria de Servicios de
Salud determinando como programa prioritario, a nivel nacional, la
fluoracién de la sal como medida preventiva de la caries dental{ 6,7 ).

El 23 de diciembre de 1988 el diario oficial de la federacion
publicd la Norma QOficial Mexicana para la sal yodatada-fluorada, la
cual establece que toda la sal refinada de mesa contendra 250 ppm

+/- 50 ppm de fluoruro( 9,10 ).



IL2 ANALISIS DE FLUORURO.

Existen: una gran variedad de procedimientos para el analisis de
fluoruro  incluyendo técnicas colorimétricas, electrométricas,
espectofotométricas, cromatografia de iones y activacidn de neutrones.
Durante la tiltima década, la técnica potenciométrica por medio de un
electrodo de ion selectivo se ha convertido en el instrumento mds
empleado para el andlisis de fluoruro por varias razones: el costo
inicial es relativamente bajo; el mantenimiento es sencillo y
econémico, la preparacién de las muestras no es complicada; los
tiempos de respuesta son rapidos ( usualmente menos de un minuto } y
la sensibilidad del electrodo es buena o mejor que la de otros
procedimientos. Por estas razones, se recomienda que et electrodo de

ion selectivo sea empleado para el anilisis de fluoruro( 11,12).

11.2.1. POTENCIOMETRIA:

La potenciometria es una téenica analitica que da mediciones
directas de cationes, aniones y gases, asi como mediciones indirectas
de un gran némero de especies quimicas organicas( 13 ).

El objetivo de una medicién potencioméirica es obtener
informacién acerca de la concentracidn de un analito en selucién
medianie un potencial generado entre dos electrodos. La medicion del
potencial de celda se determina bajo condiciones reversibles, esto
implica que se debe dejar pasar el tiempo suficiente para que la celda

se cquilibre, durante el transcurso de la determinacion{ 6,13 ).



Los métodos potenciométricos comprenden dos tipos
principales de analisis: La medicion directa de la concentracion del ion
activo y los cambios en la fuerza electromotriz que produce la adicion
de un titulante{ 14 ).

El instrumental necesario para las mediciones potenciométricas
comprende un electrodo de referencia, un electrodo indicador y un
dispositivo de medida de potencial. El potenciémetro es el
instrumento clasico para la determinacién exacta de los potenciales
generados por los electrodos en una determinacidn. Es un instrumento
de punto nulo en ¢l que el potencial desconocide se compara con un
potencial estandar conocido con exactitud( 15 ).

En el campe de la potenciométria analitica se estd
experimentando una constante renovacién, la cual se debe al
desarrollo de nuevos tipos de electrodos de selectividad ionica, esto se
debe al disefio de membranas cuya composicién es especifica para
obtener un potencial del ion de interés( 15,16 ).

En general los electrodos se pueden clasificar de acuerdo a la
quimica basica que es responsable del potencial. Un metal en
equilibrio con una solucion de sus iones forma un electrodo Clase L. El
potencial estd dado por la ecuacién de Nernst, si no hay especies que
interfieran. El electrodo Clase II consiste en un metal en equilibnio con
una sal poco soluble del mismo elemente. Ejemplo, en electrodo dc
calomel y Ag/AgCl Los electrodos de Clase IIT  basan su
funcionamiento en el potencial desarrollado a través de una
membrana que separa la solucién que contiene al analito que interesa.
El electrodo de vidrio y otros electrodos de ion selectivo se encuentran

en esta categoria( 11).



El electrodo de vidrio estd dentro de los llamados electrodos de
ion selectivos, que muestran un potencial proporcional al logaritmo de
la actividad de algfin ion especifico. La construccién de un electrodo
de ion selectivo es muy similar a la de un electrodo de vidrio, con una
membrana que envuelve una media celda de referencia interna que se
debe medir en comparacién con una de referencia. El potencial de
respuesta, “E”, del ¢lectrodo estd dado por la ecuacidn de Nernst ya
mencionada( 17 ).

El métedo mas adecuado para la determinacién del pH consiste
en medir el potencial que se desarrolla a través de una delgada
membrana de vidrio que separa dos soluciones con diferente
concentracion de ion hidrégeno. Se conoce bastante bien la
sensibilidad y 1a selectividad de las membranas de vidrio frente al pH;
actualmente se han desarrollado electrodos de membrana que permiten
la cuantificacién potenciométrica directa de iones como por ejemplo
K' Na',Li*, FyCa™(11).

Es importante conocer la respuesta del clectrodo de ion
selectivo asi como su variacion con e} pH del medio, los limites de
concentracién en los cuales el electrodo permite o exhibe una
respuesta inicial, y el grado en el cual otros iones diferentes al ion que
se este determinando pueda afectar su respuesta( 18,19 ).

La selectividad de la membrana de vidrio se debe a la presencia
de sitios anidnicos en su superficie que presenta especial afinidad
hacia ciertos iones con carga positiva, por analogia, una membrana
que tenga sitios catidnicos semejantes podria responder en forma

selectiva a los aniones( 20 ).



[L2.2 ELECTRODO DE ION SELECTIVO PARA FLUORURO:

El electrodo de ton selectivo para fluoruros consiste en una
membrana cristalina sencilla de fluoruro de lantano que ha sido
cubierta con europio II para aumentar la conductividad eléctrica y una
referencia interna unidos a un cuerpo epdxico. El cristal es un
conductor idnico en el cual solamente los iones fluoruro son movibles.
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 fluoruros libres en solucién y es
medido contra un potencial de referencia externo constante con un
medidor de ion especifico. La medida del potencial corresponde al
nivel de iones fluoruro en solucién( 11,12,20).

El electrodo de ion selectivo de fluoruros no mide realmente la
concentracién de fluoruros en solucién en lugar de ello, mide la
actividad del ion; ya que ciertos cationes divalentes o trivalentes
{ calcio, magnesio, hierro y aluminio ) forman ciertos vinculos idnicos
con el fluoruro, el electrodo no puede captar los iones de fluoruro
atrapados, por lo cual es necesario preparar las soluciones gue van a
ser analizadas agregindoles un agente quelante apropiado que permita
remover 0 * atrapar “ los cationes que intervienen en la determinacién

de los fluoruros( 1,12,20 ).
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Caracteristicas del electrodo de ion selectivo para fluoruros:

A) Vida del electrodo.

La vida del electrodo para fluoruros es de aproximadamente un
afio en condiciones normales de operacién. Cuando el tiempo de
respuesta se incrementa y el punto de calibracién decrece es momento

de cambiar ¢l electrodo( 21 ).

B) Limites de deteccion:

El electrodo de ion selectivo para fluoruros tiene un intervalo
de determinacién de 1 X 10-6 M { 0.02ppm ) hasta 1M en solucién.
pueden realizarse lecturas por debajo y arriba de este intervalo.

Los limites de deteccidn estd determinado por la solubilidad y
contaminacién de la muestras a leer ya que estas pueden causar una

baja lectura{ 21,22 ).

() Almacenamiento del electredo:

El electrodo de fluoruros puede ser guardado por cortos
periodos de tiempo en una solucidn de 10 ppm de una solucion
de fluoruros con solucién amortiguadora para el ajuste ionico.
Para largos periodos de tiempo { mas de dos semanas ) el electrodo
s¢ enjuaga, sc scca y sc coloca la capucha protectora sobre la

membrana y se guarda (21).



D} Reproducibilidag:

La reproducibilidad del electrodo es de + 2% y puede ser
obtenida si el electrodo es calibrado por espacio de una hora
( encendido ). La reproducibilidad es independiente de la
concentracién siempre y cuando estén dentro del intervalo de
operacion del electrodo mientras que esta se ve limitada por factores

como fluctuacién de temperatura y variaciones de corriente( 21 ).

E } Efecto de ia temperatura:

Los potenciales del electrode son afectados por cambios de
temperatura, las muestras y soluciones estandar deben estar dentro de
+{- 10°C cada una, los cambios de potencial en el electrodo de
referencia se hacen mds lentos con variaciones en la temperatura, por
lo que depende de la solubilidad de equilibrio del electrodo.

La pendiente del electrodo puede variar con la temperatura, esto
es indjcado por el factor “S” en la ecuacion de Nemst. Valores de este

factor para el ion fluoruro estin dados en la siguiente tabla.

T(°C) S
0 54.20
10 56.18
20 58.16
25 59.16
30 60.15
40 62.13
50 64.11




Si ocumren cambios en la temperatura, medidor y electroda
pueden ser recalibrados. El electrodo puede ser usado a temperaturas
desde 0°C hasta 80°C. Para usarse a temperaturas diferentes se
recomiendan tiempos por arriba de una hora para alcanzar el
equilibrio, el electrodo puede ser usado de forma intermitente a una

temperatura de alrededor de 80°C({ 21,23 ).

F} Efecto del pH.

El pH de la solucién puede causar errores analiticos si es
demasiado alto o bajo. La carga eléctrica y e radic del ion hidrato de
hidroxilo son tales que el electrodo ne puede distinguir entre €] y el
ion del fluoruro, es decir que los iones hidroxilo son percibidos como
si fueran jones fluorure. Esto requiere que el pH sea ajustado 2 un
valor 4cido que para propdsitos pricticos, elimina la interferencia de
los iones hidroxilo. Sin embargo el pH no debe ser muy 4cido porque
¢l acido fluorhidrico es un acido débil cuya molécula no es reconocida
por el electrodo de fluoruro, por lo que el pH correcto para el analisis
es de 5 a 5.5, ya que en este intervalo solo el 1% de la solucién es
dcido fluorhidrico y la concentracién de hidroxilos es menor a
10 -8 M, un valor mucho menor que el limite de deteccion del

electrodo( 21,22 ).
G) Complejacion.
E! funcionamiento del electrodo no serd el adecuado si ciertos

cationes divalentes o trivalentes como el aluminio, calcio, magnesio,

silicio y fierro, forman complejos con e! fluoruro afectando de esta



manera la determinacion del fliior, por lo tanto es necesario agregarles
a las soluciones a ser analizadas un agente quelante apropiado CDTA
( cido trans 1,2 ciclohexilendiaminotetracético ), ¢ citrato de
sodio, que permita remover o atrapar los cationes que intervengan. El
TISAB { amortiguador para el ajuste de 1a fuerza ionica total ) ha
sido desarrollado originalmente para disminuir la concentracién de
iones que intervienen en la determinacién del ion fluoruro. Varios
TISAB han sido especificamente formulados para la determinacion del
ion fluoruro, dentro de los cuales s¢ encuentran aquellos formulados
con 4cido ciclohexilendiamintetracetico { CDTA ), citrato de sodio o
tartrato de sodio{ 21,22,23 ),

Dentro de la Unidad de Investigacién en Cariologia de la FES-
Zaragoza s¢ ha preparado una solucién amortiguadora a base de
citratos, que ha sido empleada en lugar de la solucién amortiguadora
de marca comercial FAD ( Fluoride Analysis Diluent preparada a
partir de CDTA ), sin embargo estas técnicas no han sido validadas
por lo que se propone su validacién,

IL3. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la
validacién del mismo. La validacién de métodos analiticos es una
patte fundamental para evaluar sistematicamente si el estudio cumple
o no con los objetivos para los cuales fue disefiado (24 ).

El concepto de validacidn se manejé originalmente por {a Food
and Drug Administration { FDA ); en un comunicado que exige el

control de medicamentos para evitar su adulteracidén en el afio de
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1906, en 1938 se convoca a los fabricantes para que eliminen
cualquier sustancia toxica de sus formulaciones y a partir de 1967 se
emiten normas de correcta fabricacién y de control de calidad que
contribuyen a la reproducibilidad de lote a lote y & la obtencion de una
alta calidad de producto. Finalmente en 1983 se determina el
significado de la validacién y se establecen criterios de aceptacion y
limjtantes para considerar la validez de un proceso y/o método
analitico( 24 ),

Todo método analitico tiene como propdsito el determinar al
analitc en una muestra; este es un procedimiento que involucra un
proceso de medicién que da como resultade una respuesta analitica
confiable( 24,25 ).

La validacion de un método analitico se define como:

a) E! proceso por el cual queda establecido, por estudios
experimentales, que la capacidad del método satisface los requisitos
para las aplicaciones analiticas deseadas( 26 ).

b} Como aquella actividad debidamente documentada gque
permite demostrar que un métedo analitico cumple con el propésito
para el cual fue disefiado{ 26 ).

La validacion de métodos analiticos deben desarrollarse a través
de estudios, ya sea por revisién de casos ( validacién retrospectiva) o
por experimentacién ( validacidn prospectiva ). Dichos estudios nos
permiten establecer con [a ayuda de los métodos estadisticos si el
atributo de la confiabilidad estd ausente o presente, y si estin
enfocados a ta evaluacion de parametros analiticos reconocidos tanto a
nivel nacional como internacional( 27 ).

En el pais, la Ley General de Salud, asigna un * status * legal a
estd actividad, al establecer que los controles analiticos de materias
primas, productos en proceso y producto terminado, deben emplear

“ procesos de validacién “ para poder garantizar su calidad( 27,28 ).



Las caracteristicas de calidad se agrupan en fisicas, biolégicas y
quimicas. Para estas dltimas se aplican los denominados
genéricamente como métodos analiticos, los que permiten determinar
la concentracién y/o potencial de un farmaco o un contaminante. Es
importante establecer la confiabilidad de estos métodos, ya que es un
elemento importante para construir 1a calidad de un producto, por lo
que la “ validacion™ es la actividad que nos permite cumplir con esta
finalidad( 9 ).

El emplear métodos analiticos no confiables puede llevar a
liberar un producto que no cumpla con las especificaciones minimas
necesaria, por lo que,si sedalugara una subdosificacién ( potencia
baja), no es posible alcanzar los niveles terapéuticos y por tanto
s¢ puede presentar una accidn farmacolégica deficiente; si por el
confrario, se sobredosifica ( potencia elevada ), se pueden presentar
efectos farmacolbgicos no deseados ( efectos colaterales marcados, e
intoxicacién entre otras )( 24 ).

Los objetivos principales dentro de una validacidn son:

1) Producir los mejores resultados analiticos posibles, para
obtener tales resultados, deben ser consideradas todas las variables del
método; reactivos, aparatos, instrumentos, analista etc.

2) La comprobacién formal y sistemdtica de que la capacidad
del método satisface los requisitos para prototipos de pruebas
definidas.

3} Ayudar a reducir costos, evitar procesos, planear a corto y a
mediano plazo, identificar puntos o procesos errdneos, establecer
mejoras en los métodos utilizados; en general ayuda a que todos los
sistemas y subsistemas funcionen de una manera correcta para

ascgurar la calidad( 29,30 ).
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La validacion relaciona tanto las fases criticas del analista como
la evaluacién de los resultados o la documentacion que genere. Los
beneficios que aporta la validacién de métodos analfticos son grandes,
ya que nos permite conocer el comportamiento de un proceso bajo
diferentes condiciones de operacién y posteriormente utilizarlo en lo
posible para procesos rutinarios( 24,25 ),

Los métodos analiticos que se encuentran ya establecidos en ia
farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, The United States
Pharmacopea ( USP ), o de algunas otras fuentes, deben ser
adecuadamente validados, debido a que si se somete el métedo
nuevés condiciones { reactivos, instrumentos, etc. ), pueden alterarse
los resultados y caracteristicas que ya se tenfan{ 31,32 ).

El propésito del método analitico debe ser establecido con
claridad ya que en funcién de éste, se establecen los pardmetros a
evaluar( 24 ),

La medida de presicién de la respuesta anmalitica puede ser
evaluada estudiando de manera experimental los parametros que se
denominan como linealidad, exactitud y linealidad del método. La
validacién general incluye una evaluacién de la precision, linealidad,

exactitud y especificidad{ 31).
1) LINEALIDAD.

La lincalidad de un sistema o método analitico representa su
habilidad para asegurar que los resultados analiticos, son
proporcionales a la concenfracién de la sustancia dentro de un
intervalo determinado. Con estd determinacién se espera que los
resultados se ajusten a una linea de respuesta expresada por la

ecuacion de la recta ( 28,27 ).



La linealidad debe ser evaluada tanto en el sistema como en el

método analitico.
A) LINEALIDAD DEL SISTEMA.

La detérminacién del analito en una muestra, involucra en casi
todos los métodos, el empleo de un sistema de medicién. El sistema
generalmente se basa en determinar la respuesta analitica ya sea fisica,
quimica o biolégica del analito.

Este pardmetro se caracteriza por estudiar la relacidn
concentracidn contra respuesta analitica en un intervalo apropiado de

"

concentracion tinicamente del analito *, sin incluir a otros
componentes de la muestra{ 27 ).

Determinacion: La determinacién se realiza construyendo una
curva de calibracién ( concentracién contra respuesta medida )
utitizando cuando menos 5 diluciones preparadas a partir de una
‘misma solucién patrén y realizando ¢l anilisis por duplicado para cada
una de las diluciones( 13 ).

El intervalo entre las soluciones a anmalizar dependeri del
proposito del método. Para control de calidad y seguimiento de
estabilidad se incluira [a concentracién seleccionada como 100%.

Criterio: El criterio de aceplacidn se da bajo los siguientes
lineamientos ( 27,28 )

r>099
12 >0.98
CV.<1.5%



B) LINEALIDAD DEL METODO,

La linealidad de un método es la relacion que se establece
mediante una recta, entre la propiedad medible y e} valor real de dicha
propiedad.

El método analitico debe ser lineal pues de est4 forma se medira
sin error la cantidad del analito presente en una muestra no solamente
en una cantidad constante, sino también en una cantidad variable; es
decir, si la muestra contiene * X * cantidad del analito, el método debe
medir la cantidad * Y * del analito por lo que X=Y( 32,33 ).

Determinacion: La determinacion se realiza a partir de placebos
adicionados al principio activo { placebos cargados ) de cuando menos
3 diferentes concentraciones incluyendo ¢l | 00%, cada uno de manera
independiente y realizando el analisis por triplicado,

Criterio: El criterio de aceptacién para seguir la linealidad del
método se da bajo los siguientes lineamientos( 27,28 ).
r> 0,99
r2>0.98
CV.<3%
% de recobro 97-103%

2) PRECISION,

Un requisito indispensable de un método para tener
aplicaciones cuantitativas, s la capacidad de éste para repetir y
reproducir fa medicién, la cual en el campo de la validacion se le
denomina precision,

La precisién se define como el grado de concordancia entre
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica

repetidamente a diferentes muestreos de una parte homogeénea del



producto. Este pardmetro dehe de terminarse tanto del sistema como
de! metodo y usualmente se expresa en términos de desviacion
cstandar o coeficiente de variacién( 28,32 ).

Debe distinguirse claramente entre precision del método y
precision del sistema, entendiéndose la primera como aquella que se
refiere a todo procedimiento y la segunda como aquella que sc
considera solamente la contribucion de! error atribuible al sistema

operativo en st y no al error debido a la manipulacion de la muestra.

A) PRECISION DEL SISTEMA.

l.a precisién del sistema es la correccion que existe entre un
valor determinado expermentalmente y un valor aceptado camo
referencia, obtenidos por un solo analista en las mismas condiciones
de operacion( 24 )

Determinacion: El analisis se realiza empleando una solucién
estandar correspondiente al 100% del establecido en 1a linealidad del
sisferna y por sextuplicado.

Criterio: Fl criterio de aceptacién se da bajo los siguientes
lineamientos( 28,34 ).

CV. 2%

By PRECISION DEL METODOG.

La precision de un método analitico se define como el grado de
concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos en una
muestra homogénca de! producto. La preciston del método se
establece en términos de dos componentes independientes; la

repetibilidad y la reproducibilidad.
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1.-Repetibilidad.

La repetibilidad es la medida de la concordancia entre
determinaciones independientes del analito, bajo las mismas
condiciones de anélisis { analista, tiempos, iaboratorio, aparatos, etc. )
{2833

Determinacion: Dentro de la repetibilidad se deben analizar
cuando menos seis veces con placebos cargados de manera
independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés para
obtener la concentracién del 100% wtilizada en el método propuesto,
realizando el analisis en las mismas condiciones de operacién per el
mismo analista.

Criterio: El criterio de aceptacién de !a repetibilidad se maneja
en porcientos de recobro, y se€ da bajo los sigulentes lineamientos
(28).

C.V.< 2%
% de recobro 97-103%

2.-Reproducibilidad,

La reproducibilidad es la medida de la concordancia relativa,
entrc determinaciones independientes del analito, bajo distintas
condiciones de analisis ( analista, laboratorio, equipos ete.)( 34,28 ).

Determinacion: Dentro de la reproducibilidad se deben llevar a
cabo los andlisis cuando menos por dos analistas en dos dias diferentes
y por triplicado. Se deben trabajar de manera independiente partiendo
de una muestra homogénea del producto, cercano al 100% de la

concentracidn tedrica( 28 ).
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Criterio: El criterio de aceptacion de la reproducibilidad se
maneja bajo los siguientes lineamientos{ 13,16 ).

CV.<3%

C) EXACTITUD.

En una gran variedad de métodos analiticos se tiene como
proposito determinar cuantitativamente a un analito presente en una
muestra. Para este tipo de situaciones un atributo importante del
método analitico es la exactitud de la medicién( 34 ).

La exactitud del método analitico es la concordancia entre el
valor obtenido experimentalmente y el wvalor de referencia.
Obviamente estd concordancia dependerz del error * in situ™ del
método analitico empleado. Este parametro se expresa como el
porcienta de recobro abtenido del analisis de muestra a las que se les
ha adicionado cantidades conocidas de sustancia ( Placebos
adicionados)( 28,30).

La respuesta analitica de un método es influida por una serie de
factores intrinsecos del método, por lo que se espera que estos factores
gobienen su exactitud. Entre aquellos factores intrinsecos se tienen
factores instrumentales ( Instrumentos mal calibrados, etc. ), factores
del método ( asociados principalmente a aspectos del disefio del
método el uso de indicadores no adecuados, temperaturas inadecuadas,
etc. ), y factores operativos ( Asociados principalmente a la
experiencia del analista)( 30 ).

Se puede establecer que un método analitico es un
procedimiento operativo sistematico, que emplea en la mayoria de los

casos técnicas de analisis instrumental, con el objeto de medir
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correctamente a un analito en una muestra. Si el método mide de
manera cormrecta el analito, se dice que el método es exacto; por el
contrario, si el método mide de manera incorrecta, se dice que el
método es inexacto{ 34 }.

Determinacién: La exactitud se evalda analizando, cuando
menes seis placebos adicionando de manera independiente una
cantidad determinada de la sustancia de interés, para obtener una
concentracién al 100% segin el método propuesto. Dicho analisis se
realiza en las mismas condiciones de operacién y por el mismo
analista( 28, 30 ).

Criterio; El criterio de aceptacién se da bajo los siguientes
lineamientos.

% de recobro 97-103%
CV.<2%

D) ESPECIFICIDAD.

La especificidad es Ia habilidad de un método analitico para
obtener una respuesta debida Unicamente a la sustancia de interés y no
a los otros componentes de la muestra ( excipientes, productos de
degradacion, impurezas, etc. ) 30,28).

Determinacion: Se analizan placebos del producto a analizar con
el método propuesto, identificando 1a respuesta del principio activo y
en caso de proceder a los excipientes y/o las otras sustancias presentes

(28,30).
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Criterio: El criterio de aceptacibn se realiza confirmando que el
método desarrollado es capaz de cuantificar a la sustancia de interés

sin que exista interferencia de otras sustancias presentes{ 28,30 ).
Muestra placebo  La respuesta es menor del 2%

Estindar  Darespuesta al 100 %

Placebo cargado  Da respuesta al 100%
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.,

El flior ha representado un pape! muy importante en la
disminucién de la caries dental por lo tanto la fluoracién de la sal de
mesa significa un encrme logro histérico para nuestro pais, ya que
contribuird ostensiblemente a la disminucién de la caries dental.

Actualmente para la determinacidn del ion fluoruro en muestras
de sal, se emplea un método potenciométrice utilizando un electrodo
selectivo y una solucién amortiguadora de ajuste idnico de marca
comercial FAD ( Fluonde Analisis Diluent ), sin embargo se ha
observado que el costo de esta solucién es muy alto, por lo que se
considera que dicho método ya no representa una buena alternativa
para su uso. Dentro de la Unidad Universitaria de Investigacion en
Cariologia de 1a FES-Zaragoza se ha desarroliado una metodologia
empleando una solucién amortiguadora de ajuste ionico preparada a
base de citratos, lo que trae consigo una disminucién del costo; sin
embargo estos métodos no han sido validados.

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la
validacién del mismo, es decir, el métode debe probarse para
determinar su efectividad. Por lo que el propdsito de este trabajo es
validar ambos métodos, empleando una solucidn amortiguadora de
marca comercial FAD y una solucidén amortiguadora a base de citratos
preparada en el laboratorio de la Unidad Universitana de Investigacidn
en Cariologia de la FES- Zaragoza, para de ecsta manera poder
determinar que no existen diferencias significativas entre ambos
métodos, ya que esto nos permitird conocer ¢l comportamiento del
método bajo diferentes condiciones de operacidn para posteriormente

utilizarlo en procesos rutinarics.
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V. OBJETIVOS.

IV.1. OBJETIVO GENERAL,

Efectuar la validacién de un método analitico potenciométrico
para la determinacién del ian fluoruro en sal de mesa, empleando para

ello dos soluciones amortiguadoras diferentes.

IV.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.) Efectuar Ia validacion de un método potenciométrico para la
determinacion del ion fluoruro en sal de mesa, empleando una

solucidén amortiguadora de marca comercial { FAD.)

2) Efectuar la validacion de un método potenciométrico para la
determinacién del ion fluoruro en sal de mesa, empleando una

solucién amortiguadora a base de citratos.

3) Con los datos obtenidos de las determinaciones anteriores
realizar una comparacién entre ambos métodos y observar si es
posible la sustitucion de la soluciéon amortiguadora de marca

comercial (FAD) por la preparada a base de citratos.
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V. HIPOTESIS.

Al efectuar la validacion del método potenciométrico para la
determinacién del ion fluoruro con dos soluciones amortiguadoras
diferentes éstas no presentardn diferencias significativas por lo cual se
podra sustituir la solucidn amortiguadora dc marca comercial

{ FAD ) por la preparada a base de citratos.
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VL. MATERIAL Y METODO

V1L MATERIAL.

-Matraces volumétricos 100 m!
-Matraces volumétricos 1000 ml
-Vaso de precipitados 1000 ml
-Vaso de precipitados 100 ml
-Pipetas volumétricas I mi
-Pipetas volumétricas 10 ml
-Buretas 50 ml
-Recipientes de polietileno 30 ml
-Recipientes de polietileno 100 ml
-Recipientes de polietileno 1000 m]
-Agitador magnético

-Espatula de acero inoxidable

- Soporte universal

- Pinzas de tres dedos con nuez
-Perilla de seguridad

-Pizetas

VIL.2. REACTIVOS.

- Solucién amortiguadora para ajustar 1a fuerza i6nica total de pH 5.5
Cornig FAD ( Fluoride Analysis Diluent )

- Citrato de sodio dihidratado. Grado reactivo. Marca Baker

- Cloruro de sodio. Grado reactivo Marca Baker

- Fluoruro de sodio. Grado reactivo Marca Baker
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- Solucién patrén de fluoruro de sodio 100 ppm. Marca Corning

- Acido acético glacial. Grado reactivo.

- Hidréxido de sodio. Grado reactivo.

-Solucién amortiguadora pH 4,7 y 10. Grado Reactivo. Marca Baker
-Agua desionizada

-Sal de mesa sin fluorar

VL3. EQUIPQ.

-Placa de agitacidn magnética. Marca thermolyne Cimarec 2.

VI.4. INSTRUMENTOS.

-Potenciometro. Marca Corning

“Electrodo de ion selectivo para fluoruros. Marca Coming ion

Analyzer 225.
-Balanza analitica. Marca OHAUS.
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VIL.4. METODOLOGIA.

VI1.4.1. METODO GENERAL DE ANALISIS.

Se toma una muestra homogénea de sal de mesa para consumo
humano y se colocan 10 g. en un matraz volumétrico de 100 ml |
posteriormente se procede a aforar con agua desionizada; se agita el
recipiente hasta que toda la sal se encuentre en solucién. Esta solucién
debera dar una concentraciéon de 2.5 mg/100mi que es igual a 25 ppm
o mg/L.

De la solucién anterior se toma una alicuota de 10 ml y se
colocan en un recipiente de polietileno { con capacidad de 30 ml ),
agregandose posteriormente 10 ml la solucién amortiguadora para el
ajuste de la fuerza iénica ( TISAB ) agitandose mecinicamente por
espacio de 3 minutos y posteriormente se lee potenciométricamente
con un clcct.rodo de ion selectivo para fluoruros previamente calibrado
registrandose las lecturas en ppm.

Las lecturas obtenidas se multiplican por el factor de 10 para

obtener la concentracién final de fluoruros por kilogramo de sal.
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V1.4.2. METODOLOGIA PROPUESTA.

A) Linealidad del Sistema:

A partir de una solucidn estindar de 500 ppm de fluoruro de
sodio se tomarcn alicuotas de 30 ml, 40 ml, 50 ml, 60 ml y 70 ml,
colocarlas en matraces volumétricos de 100 ml llevando al aforo con
agua desionizada, se mezclaron por inversidén. Obteniéndose de esta
forma soluciones con concentraciones de 150 ppm, 200 ppm, 250
ppm, 300 ppm y 350 ppm.

De las soluciones anteriores se tomaren alicuotas de 10 ml y se
llevaron a matraces volumétricos de 100 m! aforandose con agua
desionizada y se mezclaron por inversidn. Se colocaron en recipientes
de polietileno ( con capacidad de 30 m! ) 10 ml de las diluciones
anteriormente preparadas y 10 mi de la solucién amortiguadora
{ marca comercial y la preparada z base de citratos ) se agité y leyd
potenciométricamente con un electrodo de ion selectivo para fluoruros
de menor a mayor concentracién.

Se lavo el electrodo con agua desionizada y se secod
completamente después de cada determinacién.

Se realizb cada prueba por duplicado y en tres dias diferentes.

B) Linealidad del Método.

Se colocaron 10 g de placebo cargado ( 150 ppm, 200 ppm, 250
ppm, 300 ppm y 350 ppm ) en matraces volumétricos de 100 ml, se
aforaron con agua desionizada y se mezclaron por inversion. Por
separado en un recipiente de polictileno ( con capacidad para 30 ml )

se agregaront 10 ml de la solucién anteriormente preparada y 10 ml de
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solucion amortiguadora ( marca comercial y la preparada a base de
citratos ) se agitd y se procedié 2 leer potenciométricamente con un
electrodo de ion selectivo para fluoruros de menor a mayor
concentracion,

Se lavo el electrodo con agua desionizada y se secd
completamente después de cada determinacion.

Se realizé cada prueba por triplicado y en tres dias diferentes.

C) Precisién del sisterna.

Se colocaron 10 ml de solucion estindar de 250 ppm en un
matraz volumétrico de 100 ml, se aford con agua desionizada y se
mezeld por inversidn, Se tomaron 10 ml de la solucidn anteriormente
preparada y se transfirieron a un recipiente de polietileno { con
capacidad de 30 ml ) se agregaron 10 ml] de la solucién amortiguadora
( marca comercial y la preparada a hase de citratos ) se agitd y leyd
potenciométricamente con un electrodo de ion selectivo para
fluoruros.

Se lavé el electrodo con agua desionizada y se seco
completamente después de cada determinacion.

El anilisis se realizé bajo las mismas condiciones de operacidn,

por el mismo analista y por sextuplicado
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D) Precisién del método.

1.-Reproducibilidad.

Se colocaron 10 g de placebo cargado ( 250 ppm ) en un matraz
volumétrico de 100 ml, se aforo con agua desionizada y se mezcld por
inversion. Se transfirieron 10 mI de la  solucidn
anteriommente preparada en un recipiente de polietileno ( con
capacidad de 30 ml } y se agrego 10 ml de la solucién amortiguadora
{ marca comercial y la preparada a base de citratos )} se agito y leyo
potenciométricamente con un electrodo de ion selectivo para fluoruros

Se lavé el electrodo con agus desionizada y se seco
completamente después de cada determinacion.

El anilisis se realizo por lo menos con dos analistas en dos dias

diferentes y por triplicado.

E) Exactitud y Repetibilidad 2l 100%

Se colocaron 10 g de placebo cargado ( 250 ppm ) en un matraz
volumétrice de 100 ml, se aforé con agua desionizada y se mezclo por
inversidn. Se transfineron 10 ml de la solucién anteriormente
preparada en un recipiente de polietileno ( con capacidad de 30 ml ) y
se les agrego 10 ml de la solucion amortiguadora ( marca comercial y
la preparada a base de citratos ) se agito y leyd potenciométricamente
con un electrodo de ion selectivo para fluorures.

Se lavd el clectrodo con agua desionizada y se seco
completamente después de cada determinacién. )

El analisis se realizd bajo las mismas condiciones de operacion,

por el mismo analista y por sextuplicado.
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F) Especificidad.

Se colocaron 10 g de placebo y placebo cargado ( 150 y 350
ppm ), de manera independiente, en un matraz volumétrico de 100 ml
y se aforaron con agua desionizada y se mezclaron por inversidn. De
las soluciones anteriormente preparadas se tomaron 10ml y
se transfirieron a recipientes de polictileno ( con capacidad de 30 ml )
y agregaron 10 ml de solucién amortiguadora ( marca comercial y la
preparada a base de citratos ) se agitaron y se procedié a leer
potenciométricamente con un electrodo de ion selective para
fluoruros.

De una solucién estandar de 250 ppm se tomaron 10 ml y se
colocaron en un matraz volumeétrico de 100 ml, se aforaron con agua
desionizada y se mezclo por inversién, De la solucién anteriotmente
preparada s¢ tomaron 10 ml y se transfirieron a un recipiente de
polietileno { con capacidad de 30 ml ) y se les agregd 10 ml de
solucién amortiguadora ( marca comercial y la preparada a base de
citratos ) se agit6 y leyd potenciométricamente con un electrodo de ion
selectivo para fluoruros.

Se lavé el electrodo con agua desionizada y se secd

completamente después de cada determinacién.
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VII. RESULTADOS.

A) Linealidad del Sistema.

Tabla No 1. Resultados de la linealidad del sistema para la
determinacion del ion fluoruro empleando el método de
ion selectivo y una solucién amortiguadora de
marca comercial ( FAD.).

Concentracién Lecturas ( ppm ) Promedio
(ppm }
15 1501 15.03 15 1501
20 2097 2003 20.08 2036
25 2498 25.15 25.05 25.06
30 3010 3011 3013 30.11
35 35.13 3515 3512 35.13

Fuente Directa
X =375
X*=10125
LY =1377.04
LY?= 1022787
ZXY =10175.90
Coeficiente de comrelacion.
r =0,9994
Coeficiente de determinacidn
= (0.9998

Pendiente.

M =0.9998
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Ordenada.
B=0.1385

Desviacion estandar.

ZF =15.0866
IF? =15.1757
F =1.00577
DE =0.0119

Coeficiente de variacién.
CV =11891%
Tabla No 2. Contraste de valores entre el criterio de aceptacién

y los valores obtenidose cxperimentalmente para
la linealidad del sistema { FAD).

Pardmetro evaluado | Valor aceptado Valor experimental

Coeficiente
de CV <1.5% CV.=1.1891%
variacién

Coeficiente
de r >0.99 r = (.9994
correlacion

Coeficiente
de > 098 = 09998
terminacion

Fuente de valor aceptado: Manual de métodos de validacidn. Colegio de Quimicos Farmacéulicos
Biologos
Fuente de valor experimental: Directa
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B) Precision del Sistema.

Tabla No 3. Resultados de la precisién del sistema para la
determinacién del ton fluoruro empleando el método
de ion selectivo y una solucidn amortiguadora
de marca comercial ( FAD ).

Cantidad adicionada Cantidad recuperada | % de recobro
(ppm) {ppm)
25 25.13 100.52
25 2523 100,92
25 2527 101.08
25 2527 101.08
25 2507 100.28
25 2520 100.80
Fuente Directa
TR =604.68
TR? = 60540.168
“R=100.78

Desviacién estandar.
DE =0.3217
Coeficiente de variacién.

CV=03192%
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Tabla No 4. Contraste de valores entre el criterio de aceptacion
y los valores obtenidos experimentalmente para
precision del sistema ( FAD ).

Parametro evaluado Valor aceptado | Valor experimental
Coeficiente
de CV<2.0% CV=03192%
variacion
% de recobro 97-103% 101.08%

Fumte de valor aceptado: Manual de métodos de validacion Colegio de Quimicos Farmacéuticos

Biologos
Fuente de valor ex perimental: Directa
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() Linealidad del Método

Tabla No 5. Resultados de la linealidad del método para la

determinacion  del

ion fluoruro empleando el

método de ion selectivo y una solucién amortiguadora
de marca comercial (FAD),

Cantidad adicionada Cantidad recuperada ] % de recobro
{ ppm ) (ppm )

I5 15.67 104.47
15 15.73 104.87
15 1543 102.87
20 20.57 102.85
20 20.20 101

20 20.20 101

25 26 104

25 25.33 101.32
25 25.63 102.52
30 31.97 106.57
30 31.30 104.33
30 30.67 102.23
35 3593 102,65
35 35.20 100.57
35 35.43 101.22

Fuente Directa
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IX =375
XE =1012%
ZY =385.26
Y= 10672.487
XY =10393.65
Coeficiente de correlacion,
r =0.9980
Coeficiente de determinacién
r=0.996]
Pendiente.
M=1.0162
Ordenada.
B=0279
Desviacién estandar.
IR =1542.47
ZR? = 158655.8725
K= 102.8313
DE =1.7243

Coeficiente de variacion.

CV =1.6768%

41




Tabla No 6. Contraste de valores entre el criterio de aceptacion
y los valores obtenidos experimentalmente para
la lineatidad del método ( FAD ).

Parametro evaluado Valor aceptado | Valor experimental
Coeficiente
de CV <3.0% CV =1.6768%
variacion
Coeficiente
de r >0.99 r = (.9980
correlacion
Coeficiente
de > (.98 P = 0.996]
determinacion
Ordenada
al B=0 B=0.279
Origen
Pendiente M=1 M=1.0162
% de recobro 97-103% 102.8313%

Furnte de valor aceptado: Manual de métodos de validacién Colegic de Quimicos Fanmacduticos
Biolagos
Fuente de valor experimentai: Directa

Contraste de hipdtesis para la pendiente:

Ho:m=1
Ha:m/—/l

Ermror tipico:

/§,x :\f 10672.487 ) - 1.0162 ( 16393.65)-0.279 ( 385.26)
15

73,5 =3.7844
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Error tipico modificado:

——
Syx= \———(3.7844)
\ 15-2

S,x =4.06
Estadigrafo de contraste para la pendiente:

tege =( 1.0162 ) ( 1.7243 ) (3.7416 )

4.06
t oy = 0.02574
Decision estadistica:
bl (055,152, = 2- 1448
0.02574 < 2.1448

Por lo tanto se acepta Ho vy estadisticamente 1a pendiente es igual a |
Intervalo de confianza para la pendiente:

4.06
IC (m)=1.0162+(2.1448 )=
(1.7243) ((14)")

IC (m) = -0.3334 a 2.3058
Contraste de hipotesis para la ordenada:

Ho:b=0
Ha:bA 0

Estadigrafo de contraste para la ordenada:

0279 -0

tea =

(406) 10125
(15)(9750)

—

t e = 0.2611
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Decisidn estadistica:
tapls (095152 ) = 2-1448
02611 < 2.1448

Por lo tanto se acepta Ho y estadisticamente la ordenada es tgual a 0
Intervalo de confianza para ia ordenada:

10125

IC (m) = 1.0162 + ( 2.1448 ) ( 4.06) \
(15)(9750)

IC (b} = -0.05205 a 2.0844
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D) Precision del método ( reproducibilidad ).

Tabla No 7. Resulados de la reproducibilidad para la determinacion
del ion fluoruro empleando el método de ifon selectivo y
una solucién amortiguadora de marca comercial { FAD ).

ANALISTA
] 2
2540 25.27
D l 2543 25.27
2483 2543
I
25.40 24.97
A 2 25.47 24.87
25 25

Fuente Directa

Tabla No 8. Porcentaje de recobro para fluoruro obtenidos por
dos analistas en dos dias diferentes.

ANALISTA
L 2
101.60 101.08
D I 101.72 101.08
99.32 100.72
I
101.60 99.88
A 2 101.86 90.48
100 100
Fuente Directz
Y11, =302.64
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Y12, = 30348

Y21.=303.88
Y22, =299.36
Y1.. =606.12
Y2.. =603.24
Y...=1209.36

TIYUJ = 365650.54
BY..=731279.952
TTIYIK = 121889.6512
Desviacidn Estandar
DE = 0.9700
Coeficiente de Vanacion

CV = 0.9625%

Tabla No 22. Tabla de analisis de vananza pama la

reproducibilidad.
Fuentes Grados Suma Media
de de de de Feal | Fiou

variacion libertad cuadrados j cuadrados

Analista gla=1 0.6912 0.6912 0.196 | 38.51

Dia gla=2 3.5226 1.7613 2296 | 6.06

Error gle=8 6.1365 0.7670

Fucnte Drirecta
Decision estadistica:

Como Fcal es menor que F 4 , El método analitico es
repreducible por los analistas.

Como Fcal es menor que Fy ; , El método analitico es
reproducible en distintos dias por el mismo analista.
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E) Exactitud y Repetibilidad al 100%.

Tabla No 10. Resultados de la exactitud y la repetibilidad

para la determinacién del

ion {fluoruro

empleando el método de ion selectivo y una
solucion amortiguadora de marca comercial

FAD.
Cantidad adicionada Cantidad recuperada | % de recobro
(ppm) {(ppm }
25 25 100
25 24.80 99.20
25 25.10 100.40
25 25.20 100.80
25 25.13 100.52
25 2493 99.72
Fuente Directa
ZR =600.64
IR’ =60129.7888
R =100.1067

Desviacian esténdar.

DE=0Q.5866

Coeficiente de variacion.

CV =0.5859%
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TablaNo.l] Contraste de valores entre el criterio de

aceptacidon  y

los  valores

obtenidos

experimentalmente para exactitud y la
repetibilidad al 100%

Parametro ¢valuado Valor aceptado §Valor experiment
Coeficiente
de CV<2.0% CV =0.5859%
variacién
% de recobro 97-103 % 100.1067%

Fuente Directa

Contraste de hipétesis para la exactitud y repetibilidad:

Ho:m=100%
Ha: m/~ 100 %

tcale =

100.1067-100

0.5860/( 6 )1/2

T.. =0.4460

Decision estadistica.

Tub(n—l;u.ys) =2.365
0.4460< 2.365
por lo tanto se acepta Ho

Intervalo de confianza para el porciento de recobro:

0.5860

IC=100.1067 £ 2.365

(6)172

IC =99.5409% a 100.6724%
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Tabla No 12, Resultados  de

F) Especificidad.

la especificidad para

la determinaci6n del jon fluorure empleando
el método de ion selectivo y una solucién
amortiguadora de marca comercial

FAD.
Concentracion de F en ppm Respuesta
Placebo Detectable en 0.93%

Placebo cargado ( 150 ppm )

Detectable en un 100.46%

Placebo cargado ( 350 ppm )

Detectable en un 100.98%

Estandar ( 250 ppm }

Detectable en un 100.28%

Fuente Directa

Tabla No.13 Contraste de valores entre el criterio de

aceptacidbn ¥y los  valores

obtenidos

experimentalmente para especificidad.

Pardmetro evaluado Valor aceptado

Valor experimental

Coeficiente la respuesta
de debe ser menor
variacion al 2%

Respuesta = 0.93%

la respuesta
debe ser al
100%

Placebo cargado

150 ppm = 100.46%

350 ppm = 100.28%

Estandar respuesta al

100%

100.28%

Fuente Directa
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G) Linealidad del Sistema .

Tabla No 14. Resultados de la linealidad del sistema para la
determinacién del ion fluoruro empleando el
método de ion selectivo ¥y una solucién

amortiguadera de citratos.

Concentracion Lecturas ( ppm ) Promedio
(ppm) '
15 1553 1507 1487 15.12
20 1997 20 20.13 20.03
25 2460 2520 25.17 24.99
30 30.20 30.13 30.20 30.18
35 3517 3527 35.10 3518

Fuente Directa

X =375
IX? = 10125
LY =1376.61

TY?=10211.9581
TXY = 10168.10

Coeficiente de correlacién.
r =0.9996
Coeficiente de determinacién
£ =0.9992
Pendiente.

M = 1.003

Ordenada.
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B=0.0123
Desviacion estindar.

XIF = 15.0682
ZF = 15.1384
“F=1.0045

DE = 0.0108

Coeficiente de variacion.

CV =1.078%%

Tabla No 15. Contraste de valores entre el criteric de
aceptacién 'y los  valores  obtenidos
experimentalmente para la linealidad del
sistema.

Pardmetro evaluado Valor aceptado | Valor experimental

Coeficiente
de CV<1.5% CV =1.0789%
variacion

Coeficiente
de r =099 r = 0.9996
correlacidn

Coeficiente
de > 0.98 = 0.9992
determinacién

Fuente de valor aceptado: Manual de  mélodos de validacidn Calegio de Quimicos Farmacéuticos
Biologos
Fuente de valor expenmental. Directa
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H) Precision del Sistema.

Tabla No 1. Resultados dc la precision del sistema para la
determinacidn del ion fluoruro empleando el método de
ion selectivo y una sclucién amortiguadora de
citratos.

Cantidad adicionada | Cantidad recuperada % de recobro
(ppm ) {ppm )
25 25.07 100.28
25 25 100
25 2490 99.60
25 25 100
25 25.10 100.40
25 25.07 100.28
Fuente Direcia
IR =600.56
TR?=60112.47
“R=100.09

Desviacion estandar.
DE=0.2913
Coeficiente de variacidn.

CvV=02911%
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Tabla No 17 Contraste de valores entre el criterio de
aceptacion y los  wvalores  obtenidos
experimentalmente  para precisien  del
sistemna ( citrato ).

Parametro evaluado Valor aceptado Valor experimental
Coeficiente
de CV <2.0% Cv=02911%
variacidn

Fucate de valar aceptado: Manual de métodos de validacidn.Colegio de Quimicos Farmacéuticos
Biologos
Fuenie de valor experimental: Directa
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I} Linealidad del Método Citratos.

Tabla No 8. Resultados de la linealidad del método para la
detenminacion del ion fluoruro empleando el
método de ion selectivo y una solucidn
amortiguadora de citratos. '

Cantidad adicionada | Cantidad recuperada % de recobro
(ppm ) (ppm )

15 14.93 99.53
15 [5.13 100.87
15 15.07 100.47
20 20.03 100.15
20 20.03 100.15
20 20 100
25 25.03 100,12
25 2493 99.72
25 2517 101.68
30 30.33 [01.10
30 30.13 100.43
30 30.13 100.43
35 35.27 100.77
35 3503 100.08
35 35.07 100.20

Fuente Directa
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X =375
£X'=101250
LY =376.28
ZY? = 10199.3846
ZXY = 10162.05
Coeficiente de correlacion.
r =0.999
Caeficiente de determinacién
r =998
Pendiente,

M = 1.0067
Ordenada.
B=-0.083
Desviacién estandar,
IR = 1505.70
TR*= 15114637
R = 100.33
DE =0.5485

Coeficiente de variacion.

CV =0.5464%
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Tabla No {9. Coniraste de valores entre el criterio de aceptacién y
los valores obtenidos experimentalmente para la
linealidad del método ( citrato ).

Parametro evaluado Valor aceptado Valor experimental

Coeficiente
de CV <3.0% CV =0.3935%
variacion

Coeficiente
de r >0.99 r = 0999
correlacion

Coeficiente

de > 098 = 0.998
determinacion
Ordenada
al B=0 B =-0.083
Origen
Pendiente M=1 M = 1.0067
% de recobro 97-103% 100,38%

Fuente de valor aceptado: Manuai de métodos de validacion Colegio de Quimicos Fanmnaciuticoy
Biologos
Fuente de valor experimental: Directa

Contraste de hipdtesis para la pendiente:

Ho :m=1
Ha :m~1

Error tipico:

{ 10195.3846 ) - 1.0067 (10162.05 3 - 0.083 ( 376.28)

15

/8, = 2.032
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Error tipico modificado:

Sx= . l —(2.032)
152

S,x=2.1827
Estadigrafo de contraste para la pendiente:

teae = (1.0067 ) (0.5485 ) (3.7416 )

2.1827
t oo = 0.00629
Decision estadistica:
Capias (095152 = 2. 1448
0.00629 < 2.1448

Por lo tanto se acepta Ho, y estadisticamente la pendiente es igual a |
Intervaio de confianza para la pendiente:

2.1827

IC (m) = [.0067 + ( 2.1448 )
{0.5485)((14)'?)

IC (m) = -1.2743 a 3.2877

Contraste de hipotesis para la ordenada;

Ho:b=0
Ha:b~< 0

Estadigrafo de contraste para la ordenada;

-0.083- ¢

tCalc =

(2.1827) 0125
£S )( 9750 )

t o = -0.1445
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t o = -0.1445
Decision estadistica:

Datas (095,152 = 2. 1448

-0.1445 < 2,1448

Por lo tanto se acepta Ho y estadisticamente la ordenada es igual a 0

Intervalo de confianza para la ordenada:

[ r——

10125
IC (m) = - 0.1455 + ( 2.1448 ) ( 2.1827 ) \

[ 15)(9750)

IC (b) =-1.3762 a 1.0872

60



>U—UmME Upom—TORT

LINEALIDAD DEL METODO.
CITRATOS.

SUU

ZoU

LU

| E ! —
150 200 250 300 350

CANTIDAD ADICIONADA ( ppm )

FIGURA 4. LINEALIDAD DEL METODO.
CITRATOS

61




J) Reproducibilidad .

Tabla No 20. Resultados de la reproducibilidad parala
determinacion del ion fluoruro empleando el
método de ion selective y una solucion
amortiguadora de citratos.

ANALISTA
l 2

2543 2597
D 1 25.20 25.13

2520 25.03
I

2540 2597
A 2 2590 24.87

25.23 25

Fuente Directa

Tabla No 21. Porcentaje de recobro para ion fluoruro obtenidos
por dos analistas en dos dias diferentes.

ANALISTA
1 2

101.72 99.88
D t 100.80 100.52

100.30 100.12
{

£100.60 99.88
A 2 99.60 99.48

100.92 100

Fuente Directz
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Y11.=303.32

Y12, =302.12
Y21 =297.52
Y22 =299.36
Y1.. =605.44
Y2.. =599.88
Y. =1205.32

ZZY21). = 363208.1968
TY2L... = 726413.608
EXTY21JK = 121072.3888 [
Desviacién Estandar
DE = 0.7404
Coeficiente de Variacién

CV = 0.7371%

TablaNo 22. Tabla de andlisis de varianza para la
reproducibilidad.

Fuentes Grados Suma Media
de de de de Fcal. | Fioos,
vanacion libertad cuadrados | cuadrados
Analista gla=1 2.5761 2.5761 11.09 | 38.51
Dia gla=2 0.4642 0.2321 0.6210 | 6.06

Error gle=8 2.9898 0.3737

Fuente Directa
Decisidn estadistica:

Como Fcal es menor que F, 4, , El método analitico es
reproducible por los analistas.

Como Fcal es menor que F( oo , El método analitico es
reproducible en distintos dias por el mismo analista.
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k) Exactitud y Repetibilidad al 100%.

Tabla No 23. Resultados de 1a exactitud y repetibilidad para 1a
determinacién del ion fluoruro empleando el
método de ilon selectivo y una solucion
amortiguadora de citratos.

Cantidad adicionada Cantidad recuperada % de recobro
(ppm) (ppm)
25 25.20 100.80
25 25.13 100.52
25 25.10 100.40
25 24.90 99.60
25 24.77 99.06
25 24.97 99.87

Fuente Directa.

ZR =600.26
ZR2 =60054.1414
R = 100.0433

Desviacion estandar.

DE = 0.6527

Coeficiente de variacién.

CV.=24%




Tabla No.24. Contraste de valores entre el criterio de

aceptacién y

los  valores

obtenidos

experimentalmente para exactitud.

Pardmetro evaluado Valor aceptado Valor experimental
Coeficiente
de CV <2.0% CV =0.6524%
variacion
% de recobro 97-103 % 100.0433%

Fuente de valor aceptade: Manual de métodos de validacion Colegio de Quimicos Farmacduticos

Biologas
Fuente de valor experimental: Directa

Contraste de hipdtesis para la exactitud y repetibilidad:

Ho:m=100%
Ha: m/IOO%

tCalc =

160.0433-100

T =0.1625

Decision estadistica.

Tus ross, = 2.365

0.1625 <2.365

0.6227/( 6 )1/2

por lo tanto se acepta Ho

Intervalo de confianza para el porciento de recobro:

0.6527
IC = 100.0433 + 2.365
(6172

IC=99.4131% a 100.6437%
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L} Especificidad.

Tabla No 25. Resultados de 1a especificidad para la determinacién

-del ion fluoryro empleande e! método de ion
selective y una solucion amortiguadora de citratos.

Concentracion de F- en ppm

Respuesta

Placebo

Detectable en 0.65%

Placebo cargado { 15 ppm )

Detectable en un 100.86%

Placebo cargado ( 35 ppm )

Detectable en un 100.58%

Estandar ( 250 ppm )

Detectable ent un 100.24%

Fuente Directa

Tabla No.26 Contraste de valores

entre el criterio de
valores obtenidos

aceptacién y

experimentalmente para especificidad ( citratos ).

Parametro evaluado

Valor aceptado

Valor experimental

Coeficiente la respuesta
de debe ser inenor Respuesta = 0.65%
variacion al 2%
la respuesta 15 ppm = 100.86%
Placebo cargado debe ser al
[00% 35 ppm = 100.58%

Estandar

respuesta al
100%

100.24%

Fumte de valor aceptado: Manual de  métodos de validacion.Colegio de Quimicos Farmacéunicos

Biologos

Fuente de valor experimental: Directa
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TABLA GENERAL DE RESULTADOS

PARAMETRO RESULTADOS LIMITES
FAD CITRATOS
LINEALIDAD r =0.9954 r =0.999 T =>099
DEL r =0.9989 ? =0.9992 F => (.98
SISTEMA CV = 1.1891% CV=10789% CV=< 1.5%
PRECISION C.V.=0.3192% CV.=02911% CV.<2%
DEL % de tecobro = 102.83%} % de recobro = 101.195% [2 de recobro = 97-103%
SISTEMA
r =(9980 r =0.9990 r =>099
LINEALIDAD 2 =09961 ° =0.9980 f =>098
DEL M=1.1016 M = 1.0067 M=1
METGDO B=02729 B=00830 B=0
L CV.=1.1891% CV = 1078%% CV=< 1.5%
% de recobro = 102.83 %] % de recobro = 100.38% {9 de recobro = 97-103%
Fa=0.19 Fa=1.0% Foms= 38351
REPRODUCIBILIDAD Fb=2.296 Fb=0.6210 Foous = 6.06
C.V. =0.9625% C.V.= 0.7404% CV.=<2%
 —
EXACTITUD Y C.V. =0.5859% C.V.=0,6224% CV.<2%
REPETIBILIDAD % de recobro = 100.10 8 % de recobro = 100.04% | % de recobro = 37-103%
AL 100%
ESPECIFICIDAD P. Cargado = 100.46% [ P. Cargado = 100.86% P. Cargado = 100%
Estindar = 100.28% | Estandar = 100 24% Estindar = 100%

Fumte de valor accptado: Manual de  métodos de validacién Colegio de Quimicos Farmacduticos

Beologos
Fuente de valor experimental: Directa

67




COMPARACION DE LOS DOS METODOS

Los parametros estadisticos para comparar dos métodos
analiticos validados son: Linealidad del método, exactitud, precisién y

repetibilidad.

Linealidad del Método.

FAD. Citratos.

SX = 375 SX =375
SX2 =10125 8X2=10125
SY = 38526 SY = 376.30
SY2 =10672.601 SY2=10200.28
SXY = 10390.185 SXY =10162.50
m = 1011 m = 1.0]

b = 0.137 h = .08

L = 5 1 = 5

n = 3 n = 3

Fuente Direcla
Calculos:
Sr.,Z =().8232

Desviacion estandar de pendientes.
S'dm = 0.00219
Limile superior para la diferencia de pendientes ( LSIC )

LSIC = 0.09732
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Limite inferior para la diferencia de pendientes ( L1IC )
LIC =-0.09532
Desviacidn estandar de las ordenadas ai origen:
S’do =0.0479
Limite superior para la diferencia de lus ordenadas al origen ( LSIC)
LSIC = 1,9227
Limite inferior para la difcrencia de Ias ordenadas al origen ( LHC }

LIC = -1.8087

Criterio de aceptacion,

En el intervalo de confianza para la dilerencia de la pendiente de
la cantidad adicionada- cantidad recuperada ( -0.09532 a 0.09732 ) se
localiza el valor de cero,

En el intervalo de confianza para ia diferencia de las ordenadas
al origen de cantidad adicionada-cantidad recuperada ( -1.8087 a
1.9227 ) se localiza el valor de cero.

B) Exactitud,

DE, = 0.5860
DE, = 0.6527
N, =6
N, =06
R, =100.1067
R,=100.0433

Calculos.
Dep = 0.6205
Limite superior del intervalo de confianza para la difcrencia de las
medias aritméticas ( L.SIC )

LSIC = 0.80615
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Limite inferior del intervalo de confianza para la diferencia de las
medias aritméticas ( LIIC )

LIIC = -0.7347
Criterio de aceptacién.
En el intervalo de confianza para la diferencia de las medias

aritméticas del porciento recuperade (-0.7347 2 0.8615 ) se localiza el
valor de cero.

C) Precisién.

DE, = 0.9700
DE, = 0.7404

Cilculos.

Limite superior del intervalo de confianza para 1a razén de varianza
{LSIC)

LSCI=3.5781

Limite inferior del intervalo de confianza para la razon de vananzas
(LIC)

LIIC =0.1825
Criterio de aceptacion.
En el intervalo de confianza para la razon de varianzas

(calculadas a partir del porciento recuperado al 100 %)
(0.1825 2 3.5781 } se localiza el valor de 1.
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D) Repetibilidad,

DE, = 0.5866
DE, = 0.6527

Calculos.

Limite supetior del intervalo de confianza para la razén de varianza
(LSIC)

LSCI = 5.7751

Limite inferior del intervalo de confianza para la razon de varianzas
(LOC)

LIIC=0.1129

Criterio de aceptacién.

En el intervalo de confianza para la razén de varianzas

( calculadas a partir  del porciento recuperado de exactitud al
(100 %) (0.1129 a 5.7751 ) se localiza el valor de 1.
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VIIL. ANALISIS DE RESULTADOS.

La validacion del método, empleando una solucion
amortiguadora de marca comercial y una preparada a partir de citratos
llevandose acabo de acuerdo a lo establecido dentro de los parametros
encontrados en la bibliografia y que se detallan en el apartado de
fundamentacidn y de material y método obteniéndose los siguientes
resultados, para ambos casos.

De acuerdo a la validacion del método empleando una solucién
amortiguadora de marca comercial { FAD ) asi como empleando una
solucidn amortiguadora preparada a partir de citratos, se observd que
el sistema es adecuado, es decir, presenta una relacion lineal a las
diferentes concentraciones utilizadas, ademas de ser preciso. Tanto el
coeficiente de variaciéon como el coeficiente de determinacién
presentan valores dentro de los parimetros establecidos. Las Fig 1 y 2
presentan la linealidad del sistema y muestran que no existe una
dispersién significativa.

En la linealidad del método los valores obtenidos con respecto a
la t de student indican que estadisticamente la ordenada al origen es
igual a cero y la pendiente a uno.

La exactitud y repetibilidad al 100% se evaluaron con 6
muestras al 100% de la concentracion a determinar obteniéndose un
valor del coeficiente de variacién menor al valor tedrico { 2% ) por lo
que el método es exacto y repetible en ambos casos, ademas de que el
valor de distribucion t calculada es menor al valor t de tablas.

La reproducibilidad se evalué mediante un anélisis de varianza,
considerando dos dias y dos analistas, observandose que los valores de
la distribucién F de las fuentes de variacion (dia, analista) son menores
a los valores de tablas considerandose, por lo tanto, que existe

reproducibilidad del método para ambos casos.
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la distribucién F de las fuentes de variacién (dia, analista) son menores
a los valores de tablas considerdndose, por lo tanto, que existe
reproducibilidad del método para ambos casos.

En cuanto a la especificidad los valores obtenidos fueron
menores a los tedricos en lo referente a placebos, sin embargo, con
placebos cargados y el estindar los valores obtenidos variaron en
0.46%, 0.28% para el caso de FAD y 0.86%, 0.24% para ¢l caso de
citrato, de actierdo al 100%, no obstante, ello no afecta la
especificidad del método.

Al realizar la comparacién de ambos métodos analiticos se
consideraron los siguientes pardmetros estadisticos: linealidad del
método, exactitud, repetibilidad y reproducibilidad.

La comparacién de la linealidad de ambos casos, presentan los
valores de intervalos para las pendientes igual a 0.0289 a 0.0479
mientras que para las ordenadas el intervalo fue de -0.6427 a 1.3667.
observindose que ambos intervalos incluyen el valor de cero por lo
que se considera que entre ambos casos existe una relacion entre Ia
cantidad adicionada y la cantidad recuperada.

En la determinacién de la repetibilidad se obtuvo un intervalo
de 0.1129 a 57721 ({determinado a partir de las desviaciones estindar
de los métodos) el cuatl incluye el valor de uno por lo que se considera
que se cumple con io establecido y el método presenta la misma
repetibilidad para ambos casos.

Para la determinacion de la exactitud y considerando que el
método, utilizando ambas sustancias, presenta la misma repetibilidad
se observd un intervalo de confianza de -0.7347 z 0.8615, dicho
intervalo incluye el valor de cero por lo que cumple con Io

establecido.
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1X. CONCLUSIONES.

1) Se validé €l método potenciométrico para cuantificar at ton fluoruro
en muestras de sal para consumo humano.

2) De acuerdo a los resultados obtenidos de la validacion del método
potenciométrico empleando una solucién amortiguadora de marca
comercial ( FAD }, se determind que éste es lineal en ¢f intervalo de
las concentraciones estudiadas, ademds de ser exacto, preciso,
reproducible y especifico.

3) Por otra parte, los resultados obtenidos de la validacién del método
potenciométrico empleando una solucidn amortiguadora a base de
citratos, se determind que éste también es lineal en el intervalo de
concentraciones estudiadas ademis de ser exacto, preciso,
reproducible vy especifico,

4) En la comparacion de los resultados usande FAD y la solucion a
base citrato, se observa que existe una relacién entre ellas, por lo cual
se considera que pueden ser utilizadas alternativamente o sustituir una
por otra, cuande esto sea necesario, debide a que los resultados
arrgjados son altamente confiables usando cualquiera de las dos
soluctones amortiguadoras,

Finalmente se considera que el método potenciométrico para la
determinacidn de ion fluorure empleando una sotucion amortiguadora
a base de citratos es la opcion mds econdimica y de facil preparacion,
por lo que puede recomendarse a la Secretaria de Salud para que sea

considerado como método oficial normalizado.
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X FORMULARIO ESTADISTICO

La siguiente informacion se obtuvo de las referencias

denominadas como Manual de Métodos de Validacion.

A) Linealidad del sistema

1.- Tabular los resultados en base al siguiente formato:

CONCENTRACION (X)) PROPIEDAD MEDIDA (Y)
X1 YL, Y12, , Yin
X2 Y21,Y22, ..., Y20
Xt Ytl, Y2, ..., Ytn

t= Namero de diluciones
n = Numero de replicaciones ( Propiedad medida de cada dilucién )

NOTA :Para proceder a la realizacion de los calculosde C.V.ryr2 es
necesario que el nimero de replicaciones por dilucién, sean
equivalentes.

2.- Célculos preliminares para coeficiente de correlacion y coeficiente
de determinacién:
EX=n (X, + X tot X,)
IY =Y, 4 Yt Y+ Yyt Yyt t Yo+ Y + Y vt Y,
X = p{ X124+ X22 +..+ Xt2)
IY2=Y, P+ Y, Y Y Y Y, TR Y Y
Y,
EXY =X (Y, + Yt Y, )+ X (Yt Yt s Yy )+ X
(Y, +Yo+.Yu)
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3- Caleulos finales para coeficiente de correlacion y coeficiente de
determinacion.

{nt(SXY)-(SX )5Y))2

N nt(8%2)-(5%)2 x nt(SY2)- (SY)2

{nt(SXY)-(SX)¥sY) )2

nt{SX2)-(SX)2 x nt{SY2)-(SY)2

4.- Calculos preliminares para coeficiente de variacion:

a) Caleular para cada punto de la linealidad del sistema el siguiente
factor:

Propiedad medida { Y )

Concentracién de la dilucion de 1a solucidn patrén { X )

Y
F” = —
X,
Y|2‘
F,=
X,
Yln
F!n T —
X,
Y,
Ful 5 —
X,
Y,
Fp=
X,
Yo
Fm=
X
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b) Caicular la suma de factores, la suma de cuadrados de factores y la
media del factor:

LF=F +F,+ +F, +.F +F,+..+ F,
IF =F 4B 4t Bl 44 B2 +UF,2 + +F,

IF
F:

N
Donde N = nimero de puntos de la linealidad del sistema.

5- Caleulos finales para el coeficiente de variacién.

N(ZF)-(XF )y
DE=
\ N(N-1}

DE
CV= x 100
F
6.- Pendiente:
nt{ZXY)-{TX X ZY)
m=
nt {EX})-(TX )
7- Ordenada:

(ZY)-(m}ZX)

b =
nt
B)- Precision del Sistema.
1.~ Tabular los resultados.
Yh Y?a Y)a Yn
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2.- Célculos prelimililares.
IY=Y,+Y,+ Y+ +F,
LY, =Y + Y+ Y, +. +F)

Y

N

3.- Calculos finales para el coeficiente de varacion.

N(EF*)-(ZF Y

DE =
N(N-1)
DE
cy= x 100
Y

C) Linealidad dei Método.

1.- Tabular los resultados en base al siguiente formato: ( Cantidad

adicionada-Cantidad recuperada )

CANTIDAD ADICIONADA (X)
X1, X12, .. , Xln
X21,X22, ., , Xln
X1, Xt2, o , Xtn

CANTIDAD RECUPERADA (Y)
YIL,YE2, i, Yin
Y21,Y22, e, Y20
Ytl, Y2, , Yin

t = Nimero de cantidades adicionadas
n = Nbmero de replicaciones { Cantidad recuperada ) por cada

cantidad adicionada.

NOTA: Para proceder a los siguientes cdlculos, es necesario que el
nimero de cantidades recuperadas ( replicactones ) de cada cantidad

adicionada, sean equivalentes.
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2.- Céleulos preliminares:

IX=n(X1+X2+.+Xt)

Y=Y+t Y,t+Y,+ Yy, + Yot t Yo, + Yo+ Yo+t Y,

EX, =0 Xy, Xpp#.b X, )

Y=Y Y e Y Y Y Y 2 Y LI R

H
Yo

EXY =X, x Y, +.+ X, x Y, + X, x Yo+ X, Yot

X x Y+ X x Y,

4.- Célculos finales:
a) Pendiente:

nt(ZXY)-(ZX ) ZY)

m=

nt{ ZX?)-(EX Y
Ordenada:

(ZY)-(m)(2X)
b=

nt
Coeficiente de determinacién:

(nt{EXY ) - (XM EZY )P

A X x Y,

nt(ZX7)- (XY x nt(TY?)-(ZY )
d) Coeficiente de correlacién

{(nt(ZXY )-(IXXZY) )

nt(ZX?)-(IX) x nt(EY?)-(ZY ¥
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e) Coeficiente de variacion:
{.-Porciento recuperado.

Calcular el porciento recuperado ( R } para cada cantidad
recuperada con la siguiente ecuacion:

R=(Y/N)x 100

2.-Tabular los resultados.

3.-Calculos prelimilares:

IR =R, +R,+Ry+. + R,
IR, =R/ +R/+R}+.+R}

[ N(ZIR?)- (IR}

DE = \J

N(N-1)

ZR

4.-Calculos finales:
DE
CV= — 100
R

f} Contraste de hipétesis para la pendiente-

(m-my)SX(N-1Y

Sy/X

l.-Error tipico:

(ZY'}-B(ZY)-m(EXY)
Sy/X <
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2.- Error tipico modificado:

n

Sy/X = \-—_-__{ Sy/X')
n-2

g) Contraste de hipétesis para la ordenada:

b-o
teal =

2

Iy

X =

N nxE(yi-X )
h) Decision estadistica;

SUt oo a2) < ten< tiogs w2y Sedacepta HO
i) Intervalo de confianza:

[.-Ordenada

¥

Zyi

nxZ(yi-XY

b+t,x @D{= \

2.- Pendiente:

gy

S { n-1)"

m*t,, X
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D} PRECISION.( Reproducibilidad ):

1.- Tabular los resultados en base al siguiente formato ( Solo es
aplicable cuando se utilizan dos dias, dos analistas y tres
determinaciones ):

ANALISTA
1 2
YN Y211
D 1 Y12 Y212
Y113 Y213
I
Yi1l Y2il
A 2 Y121 Y212
Y131 Y213
2.-Calculos preliminares:
Y=Y +Y v Yt +Y 5y
IV, =Y+ Y+ Y e Yy
Y
Y=
N

N(ZY)-(ZYY

DE =

N (N-1)

N = namero total de determinaciones ( en este caso en especifico
N=12)
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3.- Caleulos finales
a) Coeficiente de variacion;
DE

Cv= x 100
Y

El modelo estadistico para el estudio de la reproducibilidad es ¢f
siguiente modelo cruzado:

Yijk =m+t Ai + Bj+ABu‘ t Ek( ij)
donde;
Yy = al recobro experimental asociado a la  k-ésimo placebo
adicionado en el j-ésimo dia para el i-ésimo analista.
m = A la media general.
A; = Efecto del i-ésimo analista sobre el recobro experimental i =
l...a
B; = Efecto del j~ésimo dia sobre el recobro experimental j= 1. b..
AB; = Efecto de la interaccign i-énecimo analista, j-€necimo dia sobre
el recobro experimental
E.(; ) = Error experimental k = | S E(2)3)

Una prueba estadistica adicional para la prueba de precisién es
la siguiente;

1).- Caleular la suma de combinaciones analista dia (Y;)
Y=Y+ Yo, + Y,
Yo=Y, + Yot Ys
Y=Y, + Yos + Yy,
Yu=Yu+ Yo + Yo

2).- Calcular la suma para cada analista ( Y..)

Y. = Yo+ Yot Yo+ Y+ Yo+ Yy
Y. = Yy + Yoe t Yy + Yo + Yo + Yy

3).- Calcular la suma total (Y...)

Y. =Y, .+Y,.
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4).- Calcular 1a suma del cuadrado de cada analista de cada dia:
ZEYZ;= (Y, PH (Y P+ (Yo P+ Yyl
5).- Caleular las sumas de cuadrado de cada analista en los dos dias:
(EY,. P =(Y, . )V +(Y,. ).
6).- Calcular la suma de cada dato elevado a} cuadrado:

IIEY (5 Y = (Y VY + (Y0 (Y Yo H Yo ¥+ (Y ¥ +
(Ya)

7).-' Calcular la suma de cuadrados del analista ( Sca }, efecta del
factor analista, con la siguiente formula:

IY..

Sca = -

dr adr

Yi...

8).- Calcula la suma de cuadrados del dia y el analista { SCd ), con ia
siguiente formula:

EEY?‘]. IY?..
Sed = -
r dr

Calcular la suma de cuadrados del error ( Sce ), con la siguiente
formula

LIV,

SCe = ZXZY?, -
T
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10).- Con los datos anteriores construir la tabla de andlisis de varianza
{ ANDEVA)

Fuentes { Grados Suma Media
de de de de F cal. Fioosy
variacién] libertad } cuadrados] cuadrados
Analista) gla= a-l SCa MCa = SCafglﬁ Fa=MCa/MCH F = gla/gld

Dia | gla-(d-1)4 scd MCd=SCd/gld Fd=MCIMCE F = gld/gle

Error | gle=(r-1 )a SCe MCe=SCe/gll

Criterio: Si Fa es menor que Ftab, el método analitico es
reproducible por los analistas.

Si Fa es mayor que Ftab, el método analitico no es reproducible
por los analistas.

Si Fd es menor que Ftab, el método analitico es reproducible en
distintos dias por un mismo analista.

Si Fd es mayor que Ftab, el método analitico no es reproducible
en distintos dias por un mismo analista.

E) Exactitud y Repetibitidad al 100%:

1.- Tabular los siguientes resultados del porciento recuperado ( R ) con
base al siguiente formato:

2.-Célculos preliminares:

IR =R, +R,+ R;+..+ R,
IR, =R+ R+ R+ +R}

ZR
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N (ZR?)-( R )}

DE =
N{N-1)
3.-Caleulos finales:
a) Coeficiente de veriacion
DE
Cv= __ x 100
-

b) Contraste de hipdtesis;

Ho{m = 100% )
Ho{ m~ 100% )

¢) Estadigrafo de contraste:
{ R-100)
tealc =
DEN'?
d) Decisidn estadistica:
Si 005 nt ) < teae < Yg95 1 , El método se considera exacto.

¢) Intervalo de confianza para la media:

R £ 4 uss. 1) DE/NY'?

F) Especificidad.
Se analizan placebos del producto a analizar con el método

propuesto, identificando la respuesta del principio activo, tomando
come 100% la cantidad del principio activo en el placebo.
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G} Comparacion de dos métodos:

|.-Linealidad del método;

(ZY,m, (EXy, )-bi (ZY, )+ TY,"my (IXY? )by ZY?)

SE2 =
t,n, +tn,-4

a} Desviacién estandar de pendientes:

] 1
Sfdm= S x IX7-(ZX, Y + X} -(IX,)
4, 6L,

b} Limite superior del intervalo de confianza para la diferencia de
pendientes ( LSIC ):

LSIC=(ml-m2)+ti Stdm

¢} Limite inferior del intervalo de confianza para la diferencia de
pendientes ( LIIC ).

LHC={m,-m,}-t_{3%dm

d) Desviacion estandar de las ordenadas al origen:

I I (EX, ) (5X, )
Sdo= 8 x A—— —
6o 6 R (IXF)- (XY 4y XS - (23
T —am

e) Limite superior del intervale de confianza para la diferencia de
ordenadas al origen { LSIC ):

LSIC=(b,-b,)+ 5o

f) Limite inferior del intervalo de confianza para la diferencia de
ordenadas al origen { L11C ):

LIIC = (b,-by) -t J3
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2.-Precision:

3) Limite superior del intervalo de conflanza para la razén de la
varianzan ( LSIC );

DE,?

LSIC = x F
DE,2

b) Limite inferior del intervalo de confianza para la razén de la
varianza ( LIIC):

DE? 1
LIIC = A —
DE, F
3.-Exactitud:
(N 1)DE? + (N, 1) DE;?
Dep =
N N, +N,-2

a) Limite superior del intervalo de confianza para la diferencia de las
medias aritméticas ( LSIC )

LSIC=(R-R)+tDep [ 1% 1
N, N,

b) Limite inferior del intervalo de confianza para la diferencia de las
medias aritméticas { LIIC );

LIIC=(R-R)-1tDep

4.- Repetibilidad:

a) Limite superior del intervalo de confianza para la razén de la
varianzan { LSIC )

DE,?

LSIC = x F

DE;?
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