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1.RESUMEN.

El fluoruro se considera importante para la salud debido a su efecto beneficioso en la
prevencion de la caries dental y en el desarrollo 6seo. Sin embargo, una ingesta excesiva produce
determinadas patologias, como fluorosis dental y esquelética, algunos trastornos gastrointestinales,
disfuncién renal e incluso reducciones de las capacidades cognitivas en la poblacién infantil
(Chinoy, 1991; Takahashi, 1998). El objetivo de esta tesis es la validacion de un método
potenciométrico utilizando un electrodo selectivo a iones fluoruro y la cuantificacion de esta

especie en enjuagues bucales.

En quimica analitica es de gran importancia reportar resultados confiables, para lo cual es
necesario establecer el proceso de validacion para los métodos aplicados en el laboratorio. Dicho
proceso de validacion consiste en demostrar estadisticamente que el método es adecuado para un
propoésito determinado, esto es, que posee alto grado de confiabilidad, que puede ser aplicado a
un amplio nimero de muestras y matrices y que es practico con relaciéon al costo y tiempo
requerido en el andlisis. La validaciéon es definida como el proceso establecido para la obtencién
de pruebas documentadas y demostrativas de que un método de analisis es lo suficientemente
fiable y reproducible para producir el resultado previsto dentro de intervalos definidos. Para la
validacion de este método se utilizaron los pardmetros: linealidad, limite de deteccién, limite de
cuantificacién, sensibilidad, precision, exactitud y robustez, de los cuales cada parametro mostré
valores adecuados a excepcion del parametro de robustez de acuerdo a los criterios de aceptacion
establecidos en el documento normativo NMX-AA-077-SCFI-2001 y la Guia de Validacion de

Métodos Analiticos del Colegio Nacional de quimicos Farmacéuticos Bidlogos.

En la Republica Mexicana se comercializan varios productos para la higiene y cuidado
personal, entre ellos dentifricos y enjuagues bucales, los cuales se venden en diferentes centros
comerciales, mercados marginales, tiendas, abarroterias, y otros lugares similares; la venta de
productos para la higiene bucal, entre los que se puede observar claramente la presencia de mayor
comercializacion, y por lo tanto consumo, de enjuagues bucales (Arellano R, 2009); dichos

productos se han estudiado y analizado en cuanto a su concentracion de flior que reportan los
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fabricantes en los productos finales. El presente estudio se baso en el PROYECTO de Norma Oficial
Mexicana PROY-NOM-219-SSA1-2002, Limites maximos de concentracion de fluoruros en
productos higiénico-odontoldgicos e insumos de uso odontoldgicos fluorados; la cual fue
cancelada el 21 de septiembre del 2011. Las marcas seleccionadas para el estudio fueron elegidas al
azar, independientemente de la marca, concentraciéon y presentacion, para un total de 13 marcas
analizadas. Se analizaron por duplicado. Como resultado se encontr6 que de las trece marcas; siete
marcas no cumplieron con la cantidad de flior declarada en la etiqueta del producto ni la
recomendada por la ADA (Asociacion Dental Americana); y solo tres cumplen con la cantidad
indicada en la etiqueta y la recomendada por la ADA; mientras que dos solo cumplen con la
concentracion indicada en la etiqueta, pero no la recomendada por la ADA, y una marca cumple con

lo recomendado por la ADA pero no asi con lo declarado en la etiqueta.

Con respecto al cumplimiento de los niveles de flior en los enjuagues bucales
comercializados en nuestro pais, no sé cuenta con una normativa en la cual se especifiquen los
parametros minimos a cumplir; cantidades de agentes anticaries, en este caso agentes fluorizantes.
Para el cumplimiento de este parametro depende no so6lo de la marca o industria que lo fabrique
con respecto a la calidad y apegd a las normativas, sino también a las especificaciones que se
indican tanto en su etiquetado como en su parte publicitaria, en las cuales aseguran las propiedades
profilacticas para la prevencién de caries. Otro factor muy importante es que para el cumplimiento
de estos parametros, principalmente el flior, se debe de tomar en cuenta que existen varios agentes
fluorizantes y por lo tanto diferentes concentraciones encontradas en las distintas formulaciones de
estos productos; fluoruro estafioso, fluoruro de potasio y monofluorofosfato de sodio (Katz,

McDonal y Sookey, 1975).
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2. OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVOS GENERALES.

» Validar el método potenciométrico utilizando un electrodo selectivo a iones fluoruro
mediante la determinacién de los parametros minimos necesarios establecidos en
diferentes guias de validacion, para obtener resultados confiables en la medicidn del

ion fluoruro.

» Aplicar el método validado para su uso en la determinacién y cuantificacion de fluoruro

en muestras reales (enjuagues bucales).

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

» Identificar los pardmetros minimos necesarios para validar el método potenciométrico

para un ISE de fluoruros, mediante la revision de diferentes guias de validacidn.

» Establecer una metodologia analitica para determinar cada uno de los parametros

establecidos.

» Cuantificar el contenido de flior en forma de i6n fluoruro en enjuagues bucales

comercializados en la Republica Mexicana para:

(a) Identificar aquellos que rebasan los limites permisibles de acuerdo al PROY-
NOM-219-SSA1-2002, Limites mdximos de concentracion de fluoruros en
productos higiénico-odontoldgicos e insumos de uso odontoldgicos fluorados.

(b) Verificar que cumplan con la cantidad de fldor declarada en la etiqueta.

(c) Comprobar que contengan la concentraciéon de fldor recomendada por la

Asociacion Dental Americana (ADA).
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3. ANTECEDENTES.

3.1. EL FLUOR.

La historia del fldor se remonta al siglo XVI. El miner6logo aleman Georgius Agricola
describi6é en 1529 el espatofliior en su obra De re metdlica y lo llamo fliior lapis o piedra fluida
porque se licuaba y fluia con mucha facilidad. Marggraf (1768) estudio la reaccion entre el fluoruro
de calcio y el acido sulfurico. El quimico sueco Karl W. Scheele fue el primero en estudiar el vapor
de la fluorita en 1771. Demostr6 que el vapor era un acido y lo llamé acido fludrico, por ello se le
considera el descubridor de esta sustancia (Katz, McDonald, Stookey, 1986), (Higashida, 2000). La
presencia de fllior en materiales bioldgicos fue observada por primera vez en 1803 por Morichini
en los dientes de elefantes fosiles. Berzelius en 1823 detectd los niveles de fluoruro en el agua
(Gonzalez, Casado, Fernandez, 1998). Ya muy avanzado el siglo XIX, Moissan (1886) logré aislar el
flior, un gas amarillo-verdoso palido. Por tal descubrimiento Moissan fue galardonado con el
Premio Nébel de Quimica en el afio 1906 (Herazo B., 1988), (Katz, McDonald, Stookey, 1986). Afos
mas tarde, en 1916, los epidemiologos Black y Mckay establecen la relacién entre la presencia de
esmalte moteado, o fluorosis dental, y la ingesta de aguas muy ricas en flior (Gonzalez, Casado,

Fernandez, 1998).

La palabra fldor proviene del griego “fluere” que significa fluir (Revista Odontolégica
Mexicana, 2005). El flior es uno de los elementos mas abundantes en la corteza terrestre (132
posicién). Su concentracion media es de 625 mg/kg representando del 0.06% al 0.09% de la misma
(OMS, 1994; Ozsvath, 2009; US EPA, 2010). Los contenidos de fluoruro oscilan entre 100 mg/kg en
rocas calizas ultramaficas, 1000 mg/kg en rocas alcalinas igneas y 1300 mg/kg en rocas marinas
(Hem, 1985). Se conocen alrededor de 170 minerales que contienen fldor. Los minerales mas
importantes y abundantes en los que estd presente en su composicion quimica y los mas
representativos son la fluorita (CaF,), fluorapatita (Cag(PO,)3F), criolita (Na3AlFy), villiaumita

(NaF), topacio [Al,(Si04)F,] y sellaita (MgF,)(Nagendra Rao, 2003).

El flior pertenece al grupo de los halégenos y a temperatura ambiente es un gas amarillo
palido, que se presenta en forma diatomica (F,). Es el mas electronegativo de todos los elementos

de la tabla periddica (potencia estandar estimado +2.85 V), por ese motivo raramente se encuentra
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en la naturaleza en estado elemental. Es capaz de reaccionar a temperatura ambiente con todos los
elementos excepto con el oxigeno y el nitrégeno, y reacciona vigorosamente con la mayoria de
compuestos organicos. En disoluciéon acuosa se encuentra en forma de ion fluoruro (F~), el cual
tiende a formar complejos con iones metélicos (FeFg 3, AlFg3, MnFs %, MnF;5,ZrF; %, ThF;?). La
quimica del i6n fluoruro (F~) es muy similar a la del i6n hidroxilo (OH™), por lo tanto el
intercambio entre estos iones es muy comun en la naturaleza (Dharmagunawardhane y
Dissanayake, 1993). Algunos fluoruros son insolubles o presentan una baja solubilidad, como es el

caso de los fluoruros de litio, aluminio, estroncio, bario, plomo, magnesio, calcio y manganeso.

Los fenémenos geoldgicos naturales son los que mas contribuyen a incrementar los
contenidos de fluoruro en el medioambiente, no siendo menos relevante el impacto de la actividad
humana que se reduce a procesos industriales de ladrilleras, ceramica, fundicién de aluminio,

hierro y acero, asi como al uso de fertilizantes a base de fosfato (Cronin y col., 2000) (Fig. 1).
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Figura 1. Ciclo del fldor y derivados en el medio ambiente. (Crutzen, 2006).
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La actividad volcanica es la principal fuente natural de fluoruro e incrementa notablemente el
contenido en aire, suelos y aguas superficiales o subterraneas de zonas adyacentes (D’Alessandro,
2006). Entre los elementos eliminados en una erupcién volcanica, el fluoruro esta considerado el
mas critico en cuanto a los efectos perjudiciales para la salud (EFSA, 2010). Este elemento aparece
formando parte de cenizas y rocas volcanicas (D’Alessandro, 2006), asi como en forma de gas,
principalmente HF, que posteriormente se deposita en suelos como sales de NaF y KF cuya
solubilidad en agua es elevada (EFSA, 2005). El episodio mas reciente de alerta ante los posibles
riesgos de exposicion a fluoruro como consecuencia de una erupcién volcanica se produjo en abril

del 2010 al entrar en erupcion el volcan islandés Eyjafjallajokul (EFSA, 2010).

Las aplicaciones del flior son numerosas. El fluoruro de hidrégeno se emplea en la
produccién de varios fluoruros inorganicos. El mas importante es el hexafluoruro de uranio (UF)
que se utiliza para el enriquecimiento de uranio en la industria nuclear (IPCS, 1984). Otro producto
del fltor gas es el hexafluoruro de azufre (SF¢), usado como gas dieléctrico para equipos eléctricos o
electronicos o como gas para trazar movimientos de gases o aire en edificios (IPCS, 1984). El
fluoruro de hidrogeno (HF) se utiliza para manufacturar aluminio y para producir polimeros como
el teflon y compuestos fluorocarburos (CFCs), los cuales se emplean como aerosoles, refrigerantes y
solventes. Se emplea también para separar is6topos de uranio (ATSDR, 2003). Debido a su amplio
uso, el HF posiblemente sea el principal contaminante fluorado presente en la atmdsfera por causas
antropogénicas, sin embargo es poco persistente ya que su elevada reactividad no le permite

permanecer tiempo prolongado en su forma original.

Dentro de las sales que se generan a partir del fluoruro de hidrégeno, el fluoruro sédico (NaF)
es la mas importante. Esta sal fue el primer derivado empleado en las fluoracién del agua de bebida.
Ademas de NaF, en los sistemas de fluoraciéon de aguas se usan otros derivados como el acido
fluorosilicico, subproducto en la fabricacién de fertilizantes fosforados, y el hexafluorosilicato de

sodio obtenido por neutralizacion alcalina de acido fluorosilicico (Masten, 2001).

La aplicacién de derivados de fluoruros a la medicina también estd ampliamente extendida.
Numerosos farmacos con fluoruros en su composiciéon se emplean como anestésicos, antibioticos,
agentes anticancerigenos y antiinflamatorios (Struneckd y col, 2004). Asimismo, derivados

sintéticos de fluoruros como el monofluorofosfato sédico (Na;FPO3) se emplean en la elaboracion
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de pastas dentifricas, debido a su compatibilidad con los abrasivos empleados en este tipo de

productos (EFSA, 2008).

El fluoruro resulta de interés por sus propiedades toéxicas y sus efectos sobre el esmalte
dental y los huesos. Esta ampliamente distribuido en la naturaleza y su contenido varia en forma
pronunciada en los suelos de diferentes regiones del mundo. El hombre obtiene fluoruro mediante

la ingestién de vegetales y agua (Goodman & Gilman, 2001).

3.1.1. FUENTES DE FLUOR.

B Agua (OPS, 1987), (OMS, 1986).

La presencia general de los fluoruros en la corteza terrestre y toda el agua del planeta
contienen fluoruros en concentraciones variables; la mayor parte del agua que normalmente puede
utilizar el hombre, participa en el ciclo bioldgico, lo cual significa que tiene su origen en los océanos.
El agua del mar contiene cantidades considerables de fluoruros que oscilan entre 0.8 y 1.4 mg/Kg.
El contenido de fluoruros del agua de lagos, rios o pozos artesianos es casi siempre inferior a 0.5
mg/Kg con excepcion de aquéllos que se relacionan con yacimientos minerales o volcanicos; éstos
suelen tener niveles desde 3- 6 mg/Kg. Las aguas con un elevado contenido de fluoruros se hallan
por lo general al pie de las altas montafias, cabe mencionar que la mas elevada concentracion
natural de fluoruros jamas encontrada en el agua se registro en el lago Nakuru en el valle de Rift en

Kenya con 2800mg/L.

B Aire (OPS, 1987), (OMS, 1986).

Los fluoruros se encuentran ampliamente diseminados en la atmdsfera proveniente del polvo
de los suelos ricos en fluoruro y de los gases emitidos en zonas de actividad volcanicas, zonas
industriales. La concentracion en el aire varia dependiendo del tipo de actividad industrial, pero se
calcula que la exposicion general es equivalente a menos de 1ug/ms3 de aire, que es insignificante si

se compara con el flior que se ingiere.
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B Alimentos

El fluoruro es un componente natural de los alimentos y agua de beber; sin embargo, la
concentraciéon varia dependiendo del tipo de alimento, la regién geografica y las condiciones de

produccidn, asi como de los procesos de preparacién y habitos de consumo (Gémez, 2002).

Asi, la familia de los tés, que incluye té y camelias, almacena fluoruros. Las hojas de té secas
contienen de 100 a 400 ppm, dependiendo de la marca comercial. Una medida de infusién de té
contiene entre 1.4 y 3.6 ppm de fluoruro y la adicion de leche no disminuye la cantidad del i6n; por
tanto, en paises donde el consumo de té es alto, como Inglaterra, la cantidad de fllior en el esqueleto

de los adultos es mucho mayor que en aquellos donde el consumo es menor (Huerta, 1997).

El pescado es una gran fuente de fldor, especialmente si se consume con hueso (como las
sardinas en lata) y la mayor concentracién aparece en la piel y cartilago (Huerta, 1997). La Tabla 1
muestra un resumen de los contenidos de fluoruro en distintos grupos de alimentos. Por otra parte,
los recipientes fabricados con teflén (un polimero a base de flior) pueden ceder parte del mineral a

los alimentos que en él se cocinan (Huerta, 1997).

CONCENTRACION DE FLUOR
GRUPO DE ALIMENTOS
(ppm}
Teé Camelias 100-400
Pescado Pescados frescos 5-7
Cebada 1.5
Cereales Arroz 4
Frijol de soja 7
Leguminosas Lentejas 18
Espinacas 3.8
Vegetales Tomate 41
Papas 3
Frutas Uvas 0.02-0.8
Carne 1
Carmes Higado de vaca 5.5
Rifion 2.5

Tabla 1. Contenido de fltior en varios grupos de alimentos (mg/kg peso himedo o mg/L).
Fuentes: Taves, 1983; EFSA, 2005; Fawell y col., 2006; Usydus y col., 2008; Usydus vy col., 2009.
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B Bebidas (OMS, 1986).

El agua que ingiere el humano constituye el mayor aporte a la ingestién diaria de fluoruros.

La ingestion de fluoruros con el agua dependera de:

La concentracion de fluoruros de ésta.
Edad de la persona.

Las condiciones climaticas.

YV V V VY

Los habitos alimentarios.

El consumo de liquidos aumenta con la edad en especial desde el nacimiento hasta los 12
afios. No obstante se ha demostrado que durante ese periodo el agua de bebida puede representar
como maximo el 50% de la ingestion total de liquidos dentro de una poblacién dada. El factor mas
importante para determinar el volumen de agua consumida es la temperatura diaria maxima que

prevalece en la zona correspondiente.

La leche materna tiene un contenido bajo de fluoruros, inferior a 0.02 mg/L sin que parezca
existir variacién alguna a lo largo del dia, la diferencia es escasa o nula entre el nivel de fluoruros
presente en la leche de las madres que viven en zonas cuya agua contiene 0.1 mg/L de fluoruros. La

concentracion de fluoruros en la leche de vaca contiene de 0.02 mg/L - 0.05 mg/L.

B Productos farmacéuticos para la prevencién de la caries (OMS, 1986).

Un sin nimero de productos farmacéuticos contienen fluoruros en forma organica o
inorganica. Ciertos productos como los comprimidos de fluoruro sédico o las tabletas a base de
fluoruros y vitaminas, se emplean en forma de suplementos fluorados para prevenir las caries.

Los comprimidos suelen contener 0.25 - 0.50 mg o hasta 1.0 mg de fluoruro. La
concentraciones de fluoruros en las soluciones y geles para el tratamiento topico contienen entre
0.25 mgy 2.4 mg de fluoruro por litro o por kilogramo. La mayor parte de los dentifricos fabricados
actualmente contienen entre 1.0 mg a 1.5 mg de fluoruros/Kg.

Preocupa particularmente la posibilidad de que los nifios pequefios ingieran el dentifrico
(fluorado) en ayunas o durante el cepillado, debido a que los fluoruros del dentifrico se absorbe por

completo.
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3.1.2. METABOLISMO DEL FLUOR.

3.1.2.1. Ingestion y Absorcion.

A pesar de que el fldor puede ingresar al organismo por via inhalatoria, con la inspiracién del
polvo, gases anestésicos o gases procedentes de erupciones volcanicas o desechos industriales, la
via de absorciéon pulmonar es muy poco frecuente. Asimismo, la absorcién a través de la piel sélo
sucede bajo condiciones muy especiales, sobre todo por contacto con acido fluorhidrico. La
incorporacion de flior a partir de diferentes compuestos suele producirse por via digestiva, dando
lugar a su acumulacién en el plasma sanguineo, que constituye el compartimiento central a partir
del cual se produce tanto su distribucién a los tejidos organicos como su eliminaciéon (Huerta,

1997).

La absorcién de los fluoruros presentes en la dieta depende de la concentracion, solubilidad y
grado de ionizacidén del compuesto ingerido. La absorcion del fluoruro proveniente de compuestos
solubles es rapida y casi completa; sin embargo, puede reducirse ligeramente por la presencia de
otros elementos en la dieta, capaces de formar complejos con el fluoruro, obteniéndose formas
relativamente insolubles que alteran la absorcién. El organismo recibe habitualmente el aporte de
flior a partir de fluoruros inorganicos, pero la solubilidad de estas sustancias no es uniforme, lo

que permite clasificarlos como:

» Solubles: Fluoruro de sodio, acido fluorhidrico, silicofluoruro de sodio.
» Relativamente insolubles: Fluoruro de calcio, fluorapatita, fluoruro de magnesio.

» Inertes: Fluoruroborato de potasio (Huerta, 1997; Gonzalez, 1999; Rivas, 2005).

En funcién de su solubilidad, estos compuestos liberan iones fluoruros. Sélo la absorcién en
forma i6nica tiene efectos bioldgicos significativos en odontologia, medicina o salud publica
(Huerta, 1997).

La absorcion del fldor es un proceso especialmente pasivo, en el que no participa ningtn
mecanismo activo de transporte. Se realiza tanto en el estdbmago como en el intestino delgado y esta

relacionado con la acidez gastrica (presencia de iones H* ) (Huerta, 1997).
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Cuando el fldor en forma idnica (F~) aparece en el estdbmago, se combina rapidamente con los
iones hidrégeno y se convierte en acido fluorhidrico (HF), una molécula sin carga que atraviesa
facilmente las membranas biolégicas, incluyendo la mucosa gastrica. En ratas se ha demostrado que
si se neutraliza la acidez del estdbmago, se produce una brusca reduccién de la absorcidn géastrica,

que se acompafia de una sensible disminucion de los niveles plasmaticos de fldor (Huerta, 1997).

La absorcién de fllor a partir de formas solubles se produce de una manera bastante regular
en condiciones normales; no obstante, como ya se mencion6, depende también de otros
componentes de la dieta. Aproximadamente se absorbe el 80 % de los fluoruros de la alimentacién
humana, pero si se afladen compuestos de calcio o de aluminio, la absorcién disminuye de una
manera notable, hasta un 50%, debido a que el fluoruro se combina para dar compuestos menos

solubles, con el consiguiente aumento de la cantidad eliminada en las heces (Huerta, 1997).

La absorcién mineral a partir de la dieta oscila entre 40 y 100%, alcanzandose cifras en el
plasma de entre 20 y 100 microgramos por decilitro del mineral combinado con albimina
plasmatica.

El flior en plasma se puede presentar de dos formas:

1) Fluoruro iénico, también llamado fluoruro libre o inorganico

2) Fluoruro no idnico o fluoruro combinado. Este va ligado a proteinas plasmaticas.

Estas dos formas determinan el fluoruro plasmatico total (Huerta; 1997).

3.1.2.2. Distribucidn y excrecion en el organismo.

E1 50% del fltior es absorbido en el estdmago e intestino aproximadamente en 30 minutos. La
forma ionizante es la que atraviesa, por transporte pasivo, la membrana celular; la forma iénica no
ingresa en la célula (Gonzalez, 1999).

El flior absorbido pasa al plasma sanguineo y luego es distribuido a los diferentes tejidos,
donde se mantiene de forma proporcional con respecto a la concentracidon plasmatica (Gonzalez,
1999).

El plasma sanguineo es la pieza clave en la distribucién del flior en el organismo, ya que

recibe el i6n absorbido e inerte, tanto para su distribucién a los tejidos organicos, como para su
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eliminacion por via renal. La absorcion del fldor es mayor en soluciones acuosas que cuando esta

ligado a proteinas (Huerta, 1997).

En la sangre se encuentra fldor inorganico en concentraciones que dependen de la dieta (10-
50 pg/100 mL). El fldor organico varia segin la industrializacién del medio y un conjunto de
factores ambientales. Por ejemplo, en el medio rural la concentracién es menor que en lugares
industrializados.

La concentracién de flior en los diferentes tejidos, luego de la absorcién, depende de la

ingesta y de la depuracién plasmatica. Esta tltima se efectia en proporciones iguales a través de la

captacion en los tejidos calcificados y la excrecion renal.

La afinidad de los tejidos calcificados por el flior es importante, determinando su retencion
persistente y acumulativa en el hueso, y es mayor en los organismos en crecimiento. En el recién
nacido, cerca del 90 % del fldor absorbido es retenido en el hueso. Hasta el 75% del fldor absorbido
puede ser depositado en tejidos calcificados, con una alta deposicién especialmente en nifos en
periodo activo de crecimiento de los huesos. Esta afinidad decrece con la edad y se estabiliza al
completarse el desarrollo del esqueleto (Lewis, 1986).

La concentracién de flior en la leche materna es constante (0.008 ppm) e independiente de la
concentraciéon plasmatica del mismo en la madre, lo que puede considerarse como el Unico
mecanismo de regulacion homeostatica de este i6n presente en el ser humano (Colin, 2006).

La mayoria de los fluoruros son absorbidos y transportados en el cuerpo y después

excretados en forma de i6n (Nikiforuk, 1985).

Los fluoruros son excretados por medio del rifidn, el intestino y la piel. Los fluoruros con una
baja solubilidad, y por tanto una baja absorcidon, son excretados por el intestino. Bajo condiciones
en las cuales la ingestion de fluoruro es de 0.4 - 0.6 mg en comida y agua por dia, la excrecion fecal

es del 8 % en relacidon a la ingestion total y sobre 10 % por via urinaria (Rivera, 2001)

Ophaug (1991), Withford (1976), Delgado y col. (1991) y Shannonn y Sanders, (1979) han
sefnalado que la excrecion renal es la via principal de eliminacion del flior ingerido; excrecidon que
se produce también mediante procesos que son modificados por el pH. La excrecién renal consta de
filtracion glomerular seguida de distintos grados de reabsorcién tubular. Los pH bajos, es decir, la
acidificacion de la orina, aumentan la reabsorcién y reducen la eliminacion, y los pH altos, o la

alcalinizacién de la orina, reducen la reabsorcion e incrementan la eliminacién (Hedman, 2006).
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Como ya se indico, la excrecién esta en funciéon de la ingesta, de tal manera que cuando la
exposicién al flaor es regular, las concentraciones del elemento en la orina tienden a alcanzar las
concentraciones presentes en el agua de consumo habitual (Hedman, 2006).

Belcourt (1988) y Delgado y col. (1991) han propuesto que también se excreta fldor a través
del sudor y las heces, aunque ambas vias estan muy limitadas por numerosos factores, suponiendo

s6lo un 10% del total del fldor ingerido (Hedman, 2006). En la Figura 2 se esquematiza el

metabolismo del fldor en el organismo.

Figura 2. Metabolismo del fldor en el organismo.

MGMT Pagina19



VALIDACION DE UN ELECTRODO SELECTIVO A IONES FLUORURO Y SU APLICACION EN LA
CUANTIFICACION DE ESTA ESPECIE EN MUESTRAS REALES.

3.1.3. ViAS DE ADMINISTRACION DEL FLUOR.

1) Via sistémica.

El fluor ingerido y transportado a través de la sangre, se deposita fundamentalmente en el
hueso y en menor medida en el diente. Se puede administrar de varias formas:
» Fluoracion de las aguas de consumo publico (la concentracién dptima en climas templados
se sitlia en 1mg de fldor por litro).
Fluoracion de agua en las escuelas.
Aguas de mesa con fluor.

Fluoracion de los alimentos, como sal, leche, harina o cereales.

YV V VYV VY

Suplementos dietéticos fluorados. Pueden prescribirse desde el nacimiento a los 13 afios a
los nifios que vivan en areas en las que el agua contenga 0.7 mg/litro de flior o menos.

Pueden administrarse como gotas, tabletas y preparaciones vitaminicas.

Salt

(_JProjected

(_1In|Progress

) Established : P
Water il ~ Paragusy
Il Projected V

[_1In Progress

() Established

Figura 3. Mapa del Continente Americano mostrando los paises que estan en proceso, o ya esta

establecida la fluoracion de la Sal y Agua (Courtesy Estupinan-Day SR, 2001).
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2) Via Tépica.

Se puede administrar como:

» Enjuagues bucales y geles fluorados.

> Pastas de dientes fluoradas.

3.1.4. TOXICIDAD DEL FLUOR.

1) Intoxicacién aguda.

Son muy raros los casos de intoxicacién aguda y los inicos descritos se han relacionado con la
adicién accidental de cantidades excesivas al agua potable en plantas de fluoracion o la ingestion

masiva casual.

La toxicidad de las pastas de dientes convencionales es muy baja. La concentracién estandar

es de 0.1% de fldor y de 0.05% en las pastas infantiles.

2) Intoxicacién crénica.

La intoxicacion crénica es mucho mas frecuente. Actualmente se cree que la toxicidad cronica
puede llegar a involucrar otras funciones organicas como la funcién renal, muscular y nerviosa
aunque en ninguno de los estudios epidemioldgicos realizados se ha encontrado evidencia alguna

que sustente esta hipotesis.

La fluorosis esquelética o incapacitante se caracteriza por una excesiva mineralizacion de los
huesos, calcificacion de tendones y ligamentos y formacion de exdstosis; se ha observado
Unicamente en trabajadores en contacto directo con espatofliior y en zonas con aguas de consumo

publico con niveles de concentracion de flior de mas de 20 mg/1.

También una fluorosis puede agravar una enfermedad renal preexistente y alterar otros

procesos metabolicos del organismo.
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3.1.5. FLUOROSIS (OMS, 1986).

Se define como la acumulacién excesiva de fltior en los dientes y en los huesos, provocado por

una ingesta alta y prolongada de fluoruro.

La fluorosis se produce por una ingesta excesiva y prolongada de flior, y produce

alteraciones 6seas y dentarias.

Para minimizar el riesgo, la dosis a utilizar debe ser entre 0.05 y 0.07 mg/Kg de peso corporal

y evaluar si esta recibiendo fldor por otras fuentes.

Puede existir una intoxicacién aguda por ingestién accidental de insecticidas o raticidas con
sales de flior que puede provocar la muerte. Sin embargo, lo mas frecuente es una intoxicacion
cronica con pequefias cantidades de fldor, que produce una fluorosis dental. Debido a este exceso

de fldor, aparecen manchas en los dientes.

La fluorosis dental se define como una hipomineralizaciéon del esmalte dental inducida por
la ingestién excesiva de fluoruros durante la etapa de formacién de los dientes (Loyola-Rodriguez,
1998). En la fluorosis dental se observan manchas dentales amarillas y/o marrones. La fluorosis
dental no solamente involucra un problema cosmético, sino un serio problema social también, en

términos de autoestima y relaciones interpersonales (Rao, 2003).

La fluorosis esquelética se define como una hipermineralizaciéon ésea que provoca
calcificaciones en ligamentos y cartilagos, asi como un aumento de la densidad ésea facilmente
visible en la pelvis y la columna vertebral. Se produce una mayor rigidez de las articulaciones que

puede causar deformaciones y fracturas dseas recurrentes (EFSA, 2005).

Los dientes y huesos humanos estan compuestos principalmente de hidroxiapatita. Cuando
estan presentes los fluoruros, la sustitucion del ién OH- por el F- da como resultado el reemplazo de
la hidroxiapatita por la flioroapatita en los dientes y huesos, lo cual es la causa principal de la

fluorosis dental y la fluorosis esquelética (Dharmagunawardhane y Dissanayake, 1993).
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(Caz(P0L),)3CaiJB+2F~ = (Caz(P04);)sCaif+20H
Hidroxiapatita Fluoroapatita

Figura 4. Conversidn de la hidroxiapatita en fldorapatita.

La incidencia de la fluorosis dental y/o esquelética depende principalmente de los contenidos
de fluoruro en el agua de consumo. Existen algunas excepciones, como es el caso de algunas
poblaciones asiaticas que han desarrollado fluorosis debido al alto consumo de infusiones y/o

bebidas a base de té, especialmente de té ladrillo (Yi y Cao, 2008).

La acumulacién de fluoruro en los tejidos calcificados es reversible. En poblaciones expuestas
a través del agua de bebida o laboralmente, los niveles de fluoruro en hueso disminuyen tras
eliminar la fuente de exposicion (Grandjean y Thomsen, 1983). En estas poblaciones no obstante, la
excreciéon urinaria de fluoruro se mantiene en niveles elevados mucho tiempo después de la

eliminacion de la fuente de exposicidn.

Para el diagndstico de la fluorosis dental, se han propuesto diferentes métodos para
cuantificar el dafio producido por el consumo excesivo de fluoruro; el indice mas utilizado es el
indice de Dean, que considera seis criterios de graduacién para determinar la afectaciéon del

esmalte dental.
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Tabla 2. Indice de Dean para determinar la afectacién del esmalte dental.

Indice de fluorosis dental de Dean

CONDICION

CODIGO

DESCRIPCION

APARIENCIA

Sano o
Normal

El esmalte del diente tiene su
translucidez usual, la superficie es
lisa, brillante, generalmente es de
color crema palido; se incluyen
dientes con caracteristicas de esmalte
sano y se afaden las alteraciones del
esmalte que no son originadas por la
fluorosis.

Cuestionable

Pequefias  aberraciones en la
translucidez del esmalte normal, que
pueden ir desde unas sombras
blanquecinas a manchas blancas de
uno o dos milimetros de diametro.

Manual para el uso de Fluoruros Dentales en la Repiiblica Mexicana
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3.1.5.1. FLUOROSIS MUNDIAL.

Los problemas asociados con el exceso de fldor en el agua de bebida estan ampliamente
distribuidos y son altamente endémicos en muchos paises, por lo que la ingestién de agua que
contiene concentraciones de flior que exceden las permitidas, es un serio problema de salud

publica (Rao, 2003)

La ultima informacién muestra que por lo menos en 25 paises del globo terrdqueo se
presenta fluorosis endémica (Ayoob y Gupta, 2006). Las zonas mas afectadas se muestran en la
figura 5. El numero total de personas afectadas no es conocido, pero una estimacion
conservadora es de varias decenas de millones. En 1993, 15 de los 32 estados de la India se
identificaron como endémico para la fluorosis. En México, 5 millones de personas
(aproximadamente 6% de la poblacién) son afectadas por el fluoruro debido al agua subterranea.
La fluorosis es prevalente en algunas partes de China central y occidental, y no sélo causada por el
agua de bebida sino por la respiraciéon de ambientes saturados con fldor por la combustién de
carb6n mineral contaminado con este elemento. Por este motivo existe una fluorosis industrial que

esta en aumento.

Figura 5. Mapa Mundial que muestra los diferentes paises en color azul con fluorosis endémica

debido al exceso de fluoruros en agua subterranea de bebida (Ayoob y Gupta, 2006).
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Algunos gobiernos no son todavia totalmente conscientes del problema del fluoruro o no
se convencieron de su impacto adverso en sus poblaciones. Se necesitan mdas esfuerzos para
apoyar mas investigaciones en este campo y promover politicas prudentes en los gobiernos con

respecto al fluoruro como contaminante.

3.1.5.2. FLUOROSIS EN MEXICO.

En México, la fluorosis dental es una afeccién que tiene una prevalencia importante incluso
en las zonas donde la cantidad de fllior en el agua de consumo humano sobrepasa a las 2 ppm
(Aguascalientes, Chihuahua, Durango, San Luis Potosi, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Puebla,
Sonora, Tamaulipas, Baja California) (Trejo-Vazquez y Bonilla-Petriciolet, 2001). La relevancia de
este problema no so6lo se relaciona con su repercusion en los aspectos estéticos, sino ademas
involucra las alteraciones fisico-quimicas del diente en desarrollo. Para el afio de 1997 se report6
que en la Republica Mexicana, cerca de 5 millones de habitantes estaban expuestos a la excesiva

ingesta de fluoruros a través del agua de bebida (Diaz-Barriga et al., 1997).

El fluoruro adicionado a productos de consumo humano como el agua y la sal ha demostrado
efectos benéficos en poblaciones de otros paises, manifestdndose en una reduccidn significativa en
la prevalencia de caries dental. En México, aunque existe una normatividad nacional respecto a los
niveles 6ptimos en estos productos, se tiene antecedentes de una problematica llamada fluorosis

dental que contrapone la relacidn dafio-beneficio de esta medida.

La dieta representa la mayor fuente de consumo de flior, ya sea de forma inadvertida o
intencional siendo el consumo diario promedio de fldor a través de alimentos sélidos de alrededor
de 0.3-0.5 mg. La Norma Oficial Mexicana 127A1-SSA1-1994, establece como limite maximo la
concentracién de 1.5mg/l en los sistemas de abastecimiento publicos y privados. La NOM-013-
SSA2-1994, establece que la proteccion especifica masiva contra la caries dental debe realizarse
mediante la adiciéon de fluoruro a la sal de consumo humano, argumentando que no debe
adicionarse fluoruro a ningtin otro condimento, alimento, golosina, refresco, goma de mascar y agua
(redes de suministro a la poblacidon o agua envasada) por que puede causar fluorosis; en la areas
geograficas del pais en donde la concentracidn del i6n flaor sea igual o mayor de 0.7 ppm se debe
evitar consumir fluoruro por via sistémica y la utilizaciéon de productos fluorados (NOM-127A1-

SSA1-1994). La documentacion sobre las variaciones en el consumo de sal doméstica dificultan
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aseguran una dosis correcta para la mayoria de los consumidores, sin incurrir en una sobredosis

para algunos cuantos.

La elevada prevalencia y el aumento de necesidades de atencion dental por el crecimiento
natural de la poblacién, aunado a la falta de recursos para satisfacerlas llevé a nuestro pais a
introducir la fluoracién de la sal de mesa como medida de salud publica para la prevencion de la
caries dental. La fluoracién de la sal de mesa en México se reglamenté en 1988 (NOM-OF 8,1988), y
en octubre de 1991 se establecié un programa a nivel nacional. Esta medida aunque ha probado su
eficacia en otros paises con un bajo costo y amplia cobertura, no ha podido hasta ahora ser

monitoreada en México.

A partir de 2005 la Norma Oficial Mexicana NOM-040-SSA1-1993. Bienes y Servicios. Sal
yodada y sal yodada fluorurada. Especificaciones sanitarias.; indica que no debera consumirse sal
de mesa yodatada fluorurada en las entidades federativas donde el agua de consumo humano

contenga una concentracion natural de fldor igual o mayor a 0.7ppm.

En algunas comunidades de paises desarrollados donde existen concentraciones éptimas de
fluoruro en el agua recientemente se ha sefialado la presencia de fluorosis dental que se atribuye a
los productos dentales utilizados (enjuagues, dentifricos, tabletas, gotas, geles, etc) asi como los
“fluoruros ocultos”. Estos ultimos referidos como aquellos fluoruros contenidos en productos tales
como jugos, néctares, concentrados, cereales, yogurt, leche en polvo, leche y aguas embotelladas de
los cuales se desconoce su concentracion real. A las consecuencias del consumo de fluoruros
ocultos se le ha denominado “efecto halo”. El efecto halo se ha considerado como posible factor en el
desarrollo de la fluorosis dental, en areas donde no se puede explicar su presencia en base a una

ingesta total calculada de fluoruro.

3.1.6. METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE FLUOR.

En la bibliografia se describen numerosos métodos para la determinaciéon de fluoruro en
muestras de agua y alimentos. Actualmente los de mayor aplicacién son el método colorimétrico, la
potenciometria directa con electrodo selectivo de fluoruro y la cromatografia iénica acoplada a
conductimetria. No obstante, también se han utilizado en menor medida técnicas como la

espectrometria de absorcion molecular (Takatsu y col., 1984), espectrometria de emisién con
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plasma acoplado inductivamente (Montes Bayén y col., 1999), espectrofotometria UV-vis (Bratovci¢
y col, 2009), asi como electroforesis capilar y cromatografia de gases ambas acopladas a

conductimetria (Louis y col., 1996; Kaniansky y col., 1999).

» Método colorimétrico (AOAC, 1995.), que consiste en la reacciéon de flior presente en la
muestra, previamente acidificada, con nitrato de torio, para formar un complejo que se
colorea con el indicador rojo de alizarina; luego, la determinaciéon se realiza por
comparacion del color obtenido en la muestra frente a un estandar de flior de
concentracion conocida. Esta técnica cuantitativa requiere que la cantidad adicionada de
nitrato de torio sea exactamente la misma tanto en la muestra como en el estandar y que la
comparacion del color se realice en el punto final de la reacciéon. Cuando se aplica este
método en alimentos, éstos deben ser llevados previamente a cenizas con alguna sal
fundente, tratadas con acido perclérico y luego destiladas. La reaccion que se lleva a cabo es

la siguiente:

7Zr”"laca de alizarina + 6F~ — alizarina + ZrFg~
(color rojizo) (amarillo)

Figura 6. Reaccién que se lleva a cabo en el
método colorimétrico del SPADNS.

La concentracién de fluoruros en la muestra se cuantifica mediante la reacciéon que se lleva
a cabo entre estos y los iones circonio del reactivo colorido de SPADNS (4cido circonilo),
disociando una porcién de éste en un anién complejo incoloro (ZrF;). La decoloraciéon
producida por los iones flior, es proporcional a la concentracion de estos y adecuada para

mediciones fotométricas.

» Método por cromatografia liquida iénica acoplada a conductimetria.

La cromatografia idnica, acoplada en la mayoria de los casos a un detector de
conductividad, permite la deteccion simultinea de iones inorganicos (fluoruro, cloruro,
bromuro, nitrato, sulfato, fosfato, etc) y desde su introduccién en 1975 es una metodologia
frecuentemente utilizada para la cuantificacion de fluoruro. En las columnas

cromatograficas utilizadas en los inicios de esta metodologia, la escasa interaccién del
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fluoruro con la fase estacionaria hacia que este elemento eluyese muy cercano al frente de
elucién, con frecuentes solapamientos con los compuestos organicos no retenidos. La
mejora de las columnas de intercambio aniénico (velocidad, capacidad y compatibilidad de
disolventes) ha resuelto este problema y ha ampliado el campo de aplicaciéon de esta
metodologia (Lépez-Ruiz, 2000).
Su aplicacién al analisis de fluoruro en muestras de aguas es muy frecuente y existen varios
métodos oficiales basados en la cromatografia iénica (Jackson y col, 2001). Su uso en el
analisis de alimentos es menor. Tal y como recoge el trabajo de revisiéon de Buldini y col.
(1997), los alimentos analizados incluyen muestras liquidas (café, té, zumos, leche) y en
menor medida productos sélidos (frutas, carne, aceite, harina). Con posterioridad al trabajo
de Buldini y col. (1997), la cromatografia iénica ha sido aplicada al analisis de fluoruro en
algas (Gémez-Ordofiez y col.,, 2010) y setas (Isildak, 2009). La cromatografia iénica con
detector de conductividad permite limites de cuantificacidn para el fluoruro en torno a 0.01
mg/L (Gomez-Ordofiez y col., 2010) similares a los descritos para la potenciometria con ion
selectivo de fluoruro, si bien el rango de linealidad es menor al situarse la concentracién
mas elevada en torno a 2 mg/L (GOémez- Ordoiiez y col., 2010; Yiping y Caiyun, 2010).
Recientemente, Isildak (2009) ha utilizado un detector potenciométrico acoplado a la
cromatografia idénica consiguiendo para el fluoruro un rango de linealidad similar al del ion

selectivo de fluoruro.

» Método por potenciometria directa con electrodo selectivo de fluoruro.

Actualmente la potenciometria con electrodo selectivo es una de las técnicas mas utilizadas
para la cuantificaciéon de fluoruro en todo tipo de muestras. Requiere instrumentacion de
bajo coste y su aplicacién es sencilla, lo que unido a su especificidad y adecuadas
caracteristicas analiticas hacen que sea la metodologia de eleccion para muchos
laboratorios. El método por potenciometria directa con electrodo selectivo de fluoruro, se
basa en la medida del potencial de una soluciéon que contiene iones fluoruro, cuando se
sumerge dentro de ella un electrodo especifico para fluoruro y uno de referencia, creandose
una corriente eléctrica entre la muestra y la solucién interna del electrodo de i6n selectivo,

cuyo potencial sera la medida de la concentracién de fluoruro.
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Los métodos permitidos para la cuantificacion de fluoruro en México son el método
potenciométrico con electrodo ion selectivo (MPEIS) y el colorimétrico SPADNS (SECOFI 2001,
SSA 2000, SSA 2002). El método potenciométrico es adecuado para concentraciones de fluoruro
desde 0.1 a 1000 mg/L; es necesario adicionar una soluciéon amortiguadora de alta fuerza iénica
(TISAB por sus siglas en inglés) para el control del pH, el ajuste de la fuerza iénica total y mantener

libre al i6n fluoruro en la solucién (Standard Methods, 1998).

3.2. SENSORES QUIMICOS.

En general un sensor es un dispositivo que recibe y responde a una sefial o estimulo. Un
sensor electroquimico es un dispositivo quimico que responde a cambios especificos en el potencial
o en la corriente eléctrica como consecuencia de la presencia de una especie quimica que interactia
con él. Cuando el elemento sensor esta constituido por un elemento quimico inorganico u organico
se tiene un sensor quimico. El elemento quimico sensor se selecciona de tal manera que interactiia
con la especie a analizar (analito) de manera muy exclusiva o selectiva. En la literatura quimica se
conoce a estos sensores quimicos por sus siglas en inglés: ISE, lon Selective Electrodes (Pungor,

1998).

Cuando se utiliza la potenciometria como método de medida, los sensores electroquimicos
forman parte de un sistema que corresponde a la celda electroquimica, como la que se muestra en

la Figura 7.

Sistema de
Electroanalisis
Potenciomeéirico

Figura 7. Celda electroquimica.

MGMT Pagina 30



VALIDACION DE UN ELECTRODO SELECTIVO A IONES FLUORURO Y SU APLICACION EN LA
CUANTIFICACION DE ESTA ESPECIE EN MUESTRAS REALES.

La Potenciometria es una técnica analitica electroquimica que permite extraer informacién
cuantitativa sobre la composicion de una disoluciéon basandose en el establecimiento de una
diferencia de potencial entre un electrodo indicador y uno de referencia; es decir, mide bajo
condicion de corriente cero, la diferencia de potencial entre dos electrodos, el indicador o de

trabajo y el de referencia, de forma que no se perturba la muestra (Barquero, 2001).

La potenciometria presenta una serie de ventajas respecto a otras técnicas analiticas como
son la simplicidad del dispositivo, la selectividad, la sensibilidad, la elevada velocidad de respuesta

y que, generalmente, requiere de una quimica relativamente simple (Barquero, 2001).

El potencial medido se relaciona con las actividades de los analitos mediante la ecuacién de
Nernst cuyos valores numéricos representan una significativa informaciéon que permite interpretar

el desarrollo de la reaccion (Lorenzo, 1996; Hauptmann, 1991):

. RT
E=E°+ (ﬁ) Ina,xq/areq €Y

Donde E° es constante para una reacciéon dada y corresponde al potencial estdndar del
sistema, n es el nimero de electrones implicados en la reaccion electroquimica, R la constante de
los gases ideales (8.314 JK-lmol?), T la temperatura absoluta en grados Kelvin, F la constante de
Faraday (96487 Cmoll), y doxd ¥ Gres Son las actividades de las especies que toman parte en la

reacciéon quimica.

3.3. ELECTRODOS SELECTIVOS A IONES (ISEs).

El constante desarrollo de la investigacion cientifica impone nuevos requerimientos a los
sistemas instrumentales de analisis quimico, esto hace que en la actualidad se necesiten métodos de
analisis con mayor sensibilidad, mejor exactitud, mejor reproducibilidad, mejor fiabilidad, mayor

velocidad, menor manipulacién de muestras, automatizaciéon y menor costo por analisis.
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En los tultimos veinte afios se han publicado miles de trabajos sobre los ISEs (Buhlmann-
Pretsch-Bakker, 1998). Este espectacular desarrollo se ha debido a necesidades medioambientales,

tecnolégicas y econdmicas.

3.3.1. HISTORIA DE LOS ELECTRODOS SELECTIVOS A IONES (ISEs).

La base de la potenciometria fue establecida por Nernst, en 1888, cuando describi6 el origen
del potencial de electrodo entre un metal y una soluciéon que contenia iones de ese metal, y el
potencial redox entre un metal inerte y una solucién que contenia un sistema redox (Loeb-Nernst,

1888).

A principios del siglo XX, la necesidad de cuantificar el grado de acidez era grande, lo que hizo
que hubiera numerosos trabajos de investigacion en este tema. El primer sensor potenciométrico
usado para medir la acidez de una solucién acuosa fue el electrodo de hidrégeno, propuesto por
Nernst en 1897 (Nernst-Ber, 1897) que debido a su complejidad, no tenia aplicacién practica. En
1906 Cremer (Cremer, 1906) desarrolld el electrodo de vidrio para medidas de acidez, el cual fue

posteriormente perfeccionado por Haber y Klemensiewicz.

Sin embargo, habia dos problemas a resolver en la medida de acidez: definir las unidades y
mejorar la instrumentacién para conseguir una lectura mas reproducible. Curiosamente el
perfeccionamiento tecnoldgico del electrodo de vidrio se originéd en la comunidad académica,
mientras que los fundamentos teoricos, sobre las unidades de medida de acidez, surgié de la
industria. Sorensen, trabajando para la empresa Carlsberg, fue quién propuso la escala de pH,
debido a la necesidad de definir la influencia de la acidez sobre una serie de reacciones enzimaticas
(Ruzicka, 1997). Casi al mismo tiempo, las empresas Beckman y Radiometer comercializaron el
primer medidor de pH en 1935 (Beckman, 1987; Radiometer Annual Report, Copenhagen:
1994 /1995), probablemente inspiradas en el trabajo pionero de Elder y Wright (Elder, 1928) sobre
medidas de pH con electrodos de vidrio y potenciémetro de tubo de vacio®. Asi la cooperacién entre
industria y academia contribuyo al desarrollo de la potenciometria, volviéndola una técnica

consagrada y enfocada en la medida de pH.

A pesar de que la potenciometria surgi6 a finales del siglo XIX, la era de oro de los ISEs

comenzd a partir de 1957, con los trabajos teoricos de Eisenman y Nikolski (Eisenman, 1957). La
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primera gran revolucion en la fabricacion de los ISEs puede ser atribuida a Ross (Ross, 1967), quién
en 1966, propuso un nuevo concepto de electrodo selectivo a calcio basado en una membrana
liquida. Posteriormente junto con Frant (Frant, 1966) desarroll6 el electrodo de fluoruro a base de
cristal de LaFs. Simultaneamente Stefanec y Simon (Stefanac, 1967) descubrieron la posibilidad de
utilizar polipéptidos como materiales electroactivos, denominados cargadores neutros. Este trabajo
culmind con la utilizacién de la valinomicina para la fabricacion de ISEs selectivos a potasio, los
cuales presentaban una impresionante selectividad respecto a este ion, frente a los otros iones de
metales alcalinos o0 amonio. La segunda revolucién ocurrié en 1970, cuando Moody y colaboradores
usaron por primera vez, electrodos de membrana liquida a base del polimero PVC (cloruro de
polivinilo) (Moody, 1970). La introduccién del PVC en la membrana simplificé la fabricacion de los
ISEs. El desarrollo de los ISEs enzimaticos causé la tercera gran revolucién en este campo (Clark,
1962), permitiendo que los sensores potenciométricos pudieran ser utilizados para medir
sustancias bioldgicas no i6nicas; a estos dispositivos se les llama biosensores; los cuales se basan en
la inmovilizacién de un material biol6gicamente activo, en general enzimas, sobre la superficie de
un transductor, en este caso un ISE que responde a la especie formada en la reaccién enzimatica.
Finalmente, se puede considerar que la ultima revolucion de los ISE’s ocurrié con el desarrollo del
transistor de efecto de campo sensible a iones (ISFET) (Bergveld, 1970). La importancia de los
ISFETs puede ser atribuida a su capacidad de miniaturizacién y la posibilidad de utilizar procesos
microelectronicos en su fabricacion. Esto permitiria la producciéon en masa de estos sensores, los

cuales podrian ser empleados en la monitorizacién de especies de interés in vivo (Janata, 1994).

Una cronologia del desarrollo de los electrodos selectivos a iones se muestra en la figura 8.
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Figura. 8 Cronologia del desarrollo de electrodos selectivos a iones.
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3.3.2.  CLASIFICACION DE LOS ISE’s (Pungor, 1970; Cheng, 1989).

Los electrodos selectivos a iones se clasifican de acuerdo al material con el que se
construye la membrana pueden clasificar en 4 categorias: sensor de estado sélido, sensor de
estado liquido, sensor de estado gaseoso y vidrio. Ademas pueden ser electrodos de media celda

y/o electrodos combinados. A continuacién se describen los diferentes tipos:

B Membranas de vidrio para H* y ciertos cationes monovalentes.

Pertenecen a los electrodos de vidrio que estan en la categoria de sitio fijo de los
electrodos de membrana de intercambio i6nico. Esto quiere decir que los sitios activos en la
superficie o en la capa hidratada del vidrio, no estan libres para desplazarse durante el tiempo
en que se realiza la medicion. El potencial del electrodo resulta de una combinacién de factores
de intercambio catiénico y movilidad catiénica que conducen a una acumulacién de carga en la
interfase vidrio-disolucion. La relacién de selectividad observada de estos electrodos es el
producto de la constante de equilibrio de intercambio idnico entre los sitios y la disolucién, y la
relacién de movilidad de los iones que se intercambia en la capa hidratada del vidrio. Por lo
tanto, las propiedades de selectividad de un electrodo determinado pueden optimizarse

ajustando estos parametros mediante la alteracién de la composicion del vidrio.

Existen tres subtipos de electrodos de vidrio con sus 6rdenes de selectividad respectivos

hacia los iones, se resumen a continuacion:

» Tipo pH: H+ > > > Na* > K+, Rb*, Cs+, .... > > Ca2*
» Tipo sensible a cationes: H* > K+ > Na* > NHy*, Li+, ... > > Ca2+

» Tipo sensible a sodio: Ag* > H* > Na* > > K+, Li*, ... > > Ca2*

Como regla general, la selectividad cationica (sobre el i6n hidrégeno) se logra adicionando
elementos que tienen nimeros de coordinacién mas elevados que sus grados de oxidacién. Los
vidrios que contienen menos de 1% de Al;03 (6xido de aluminio), permiten obtener electrodos
con buena respuesta al pH y poca respuesta a iones metalicos. Por lo general, los vidrios con una
composicidn de aproximadamente 27% Na;O (6xido de sodio), 5% Al.03, 68% SiO- (diéxido de
silicio) muestran una respuesta a los cationes. Los vidrios con una composicion de 11% Na-O,
18% Al;03, 71% SiO, son altamente selectivos al sodio en relaciéon con otros iones metalicos

alcalinos.
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En la Figura 9 se muestra el electrodo de vidrio y sus componentes.

Eeferencia — Urificio de
lenado
Zohicidén de
lenado externa
Solucidn de
lenado interna

Anfagl

Undn ceramica
Bulbo sensor

Figura 9. Componentes del electrodo ion selectivo de
vidrio.

B Electrodos de estado solido.

Los electrodos en estado sélido no vitreos sustituyen la membrana de vidrio por una
membrana i6nicamente conductora; debido a que utilizan sales inorganicas insolubles en la
membrana. El cuerpo del electrodo esta compuesto por una formulacién epéxida quimicamente
resistente. Unida al cuerpo del electrodo se encuentra la membrana sensora, que se compone de
un material Unico, puro, no poroso, con superficie homogénea en forma de espejo de baja
microporosidad, que mantiene en un minimo la retencién de la muestra. Ejemplo de este tipo de

electrodos son el de fluor, cloro, bromo y yodo (Figura 10).
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Figura 10. Electrodo ion selectivo en estado sélido.
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Tabla 3. Propiedades de electrodos selectivos de iones de estado sélido.

Intervalo de
Material de la Intervalo de Especies
concentracion

membrana pH Interferentes

F~ 1076 -1 LaF; 5-8 OH™ (0.1M)

cl 1074 -1 AgCl 2-11 CN~,$°7,17,5,057,Br~
Br 10751 AgBr 2-12 CN,$°7,1°

I 1076—-1 Agl 3-12 s%”
SCN™ 1075 -1 AgSCN 2-12 CN-,S%7,17,S,057,Br™
CN™ 10~6— 1072 Agl 11-13 ST I

- 105-1 Ag,S 13— 14

H Electrodos con membrana polimérica.

La membrana polimérica de un electrodo consiste de varios materiales de intercambio
ionico incorporados en una matriz inerte tal como PVC o silicon. La membrana separa la
disolucion interna de llenado y de referencia respecto de la disolucién externa de la muestra. El
potencial desarrollado en la superficie de la membrana se relaciona con la concentracion de la

especie de interés. Este tipo de electrodos se usa para medir calcio, potasio y nitrato (Figura 11).
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Figura 11. Electrodo con membrana de plastico.
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Los electrodos selectivos de iones calcio usan una sal de calcio del 4cido bis (2-etilhexil)-
fosférico. La disolucién interna acuosa de llenado consiste en una concentracién fija de iones
calcio e iones cloruro. Para el electrodo de nitratos (o fluoroboratos), se usa un grupo con sitios

de asociacion de paredes de iones de niquel (II)-1,10-fenantrolina.

Tabla 4. Propiedades de electrodos selectivos de iones basados en un liquido.

Intervalo de

Material de la Disolvente del Intervalo Especies

Ion concentracion

™)

membrana portador de pH Interferentes

Fosfonato de
ca®t 107° -1 Didecilfosfato de calcio 6—10 Zn? Ph?t Fe?t, Ccut
dioctifenilo

Sebacato de

K* 1075 -1 Valinomicina 4-9 Rb™,Cs*,NH}
dioctilo
Nitrato de Octil — 2 — nitrofenil
NOZ 10°°5-1 3-8 Clo;,17,Cl07,Br~,HS~,CN~
tridodecilhexadelamonio éter

Perclorato de hierro (III)

_ s _ . . i o

Clog 1077 -1 . (1,10 — fenantrolina ) p — Nitrocimeno 4—-10 [7,NO3,Br

tris L
sustituida

Tetrafluoborato de

BF,; 10751 Niquel (1I1) p — Nitrocimeno 2-12 NO3
1,10 — fenantrolina )

tris ( .
sustituida

B Electrodos sensores de gases.

Este electrodo responde a gases disueltos en solucion (Figura 12). El gas disuelto se
difunde a través de la membrana en un pequefio volumen de buffer (especifica para cada
electrodo). La reaccion del gas con el buffer causa un cambio de pH que es registrado por un
electrodo interno de vidrio para pH. Debido a su construccién, este tipo de electrodos no
requiere electrodo de referencia. El di6xido de carbono y el amonio se miden con este tipo de

electrodos.
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Figura 12. Electrodo con membrana de plastico.

3.3.3. PRINCIPIO DE MEDICION.

Un electrodo de ion selectivo es un sensor que convierte la actividad de un i6n especifico
disuelto en una solucién, en un potencial eléctrico que puede ser medida por un voltimetro o pH-
metro. Los electrodos de ion selectivo que producen una sefal de voltaje como una respuesta a
un ion disuelto en una solucién. El potencial producido es dependiente de la concentracién de
las especies i6nicas presentes en la solucion. El sistema de medicidn potenciométrica esta
formado por un electrodo sensor y un electrodo de referencia. El electrodo sensor esta hecho de
un material que proporciona la selectividad de un i6n determinado. El voltaje producido es
teéricamente dependiente del logaritmo de la actividad idnica, de acuerdo a la ecuacién de

Nernst. El voltaje medido puede ser expresado por la ecuacion de Nerst de la siguiente manera:

RT
E,ps = E°+2.303 (n—F) log[A] )

Donde: E 5 es el potencial observado (mV), E° es el potencial de referencia, R la constante
de los gases ideales (8.314 JK-'mol!); T la temperatura absoluta en grados Kelvin, F la constante
de Faraday (96487 Cmoll); n es el nuimero de electrones implicados en la reaccién

electroquimica y A4 es la actividad del i6n especifico.

Electrodo de referencia.

Dentro de un sistema de medida potenciométrico, el electrodo de referencia proporciona

un potencial constante e independiente de la concentracion de los analitos.

Uno de los electrodos de uso mas comun es el electrodo Ag/AgCl de doble unién, que

consta de un cilindro que por su interior lleva un hilo de plata cubierto con una capa muy fina de
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cloruro de plata e inmerso en una solucién saturada de KCl. Por su extremo inferior esta cerrado
por un placa porosa que permite el contacto con la disolucién electrolitica que se encuentra en el
exterior tapon de dentro de otro tubo de mayor didmetro y que en su parte inferior hay un

contacto anular que establece la unién eléctrica con la solucién a analizar.

Este electrodo Ag/AgCl es, en esencia, un electrodo de idn selectivo que exhibe una fuerte

sensibilidad a la concentracidn del ion cloruro (Harned, 1955).

La reaccion electroquimica que tiene lugar en este electrodo es la siguiente:

AgCl(s) + e © Ag(s) + Cl(_aq) (3)

El potencial de equilibrio (E) asociado con esta reaccién estd relacionado con las

actividades de los reactivos y de los productos, como se expresa a continuacion:

E =E°-2.303 (RT>1 (4)
= . nF nac;-
Donde ac;- representa la actividad de cloruros libres y que se puede relacionar con la

concentracién (C) mediante el coeficiente de actividad (y) de la forma siguiente:

a=yC (5)

A concentraciones de iones cloruro muy bajas se asume un comportamiento ideal, donde
y=1 y por tanto la concentracién es igual a la actividad. A partir de este punto, como se ha
trabajado siempre con soluciones diluidas o en condiciones de fuerza idnica constante, se
utilizaran exclusivamente concentraciones. Para una temperatura de 25°C, el factor del
electrodo [2.303 (RT/nF)] se reduce al valor de 59.2Mv/década (si E va expresado en mV) que,
juntamente con el valor de n, en este caso 1, seria la pendiente nernstiana para este electrodo,

quedando la ecuacion anterior de la manera siguiente (Yao, 1999):

E = E°—54.16log[Cl7] (6)
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3.3.4. ELECTRODO SELECTIVO A IONES FLUORURO (Harris, 1992).

Un ISE para el ion fluoruro estad formado en su parte sensora por una membrana que
consiste de un cristal de Fluoruro de Lantano (LaF3) que se ha dopado con fluoruro de europio
(EuF2) para mejorar su conductividad al generar huecos en la red cristalina, por donde el F~
puede moverse debido a su pequefio tamafio y por consiguiente su gran movilidad iénica. Un ion
de fluoruro adyacente a una vacante puede ocuparla por difusién, dejando atrds una nueva
vacante. De esta manera los F~ difunden de un lado a otro (Ver figura 14.). La membrana se sella
al final de un tubo plastico que contiene un electrodo de referencia interno y una solucion de
concentraciéon constante de fluoruro (Ver figura 14.). La diferencia de potencial de este
electrodo, refleja la distribucion desigual del i6n de interés a través del limite que representa la
membrana. El mecanismo de desarrollo de un potencial sensible a fluoruro en una membrana de
fluoruro de lantano es muy analogo al electrodo de pH. Es decir, la ionizacién crea una carga en
la superficie de la membrana en las dos interfases, como se muestra mediante la siguiente

ecuacion:

LaF; & LaFf + F~ @)

(s) (s) (liq.)

La magnitud de la carga depende de la concentracién de i6n fluoruro en la disolucién. El
lado de la membrana que se encuentra a una concentraciéon de iones fluoruros mas baja se

vuelve positivo respecto de la otra superficie.

El potencial de una celda que contiene un electrodo de fluoruros viene dado por la

ecuacion:

E =-59.16log agp- (8)
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Figura 14. Mecanismo de conduccién del ESI de fluoruros.

En cualquier muestra a analizar, el fluoruro debe estar en forma i6nica, lo cual depende de
la fuerza iénica y del pH del medio, asi como de la presencia de sustancias que acomplejen el
fluoruro. Por ello, es necesario adicionar a la muestra una disoluciéon amortiguadora de la fuerza
i6nica total (TISAB siglas en inglés de “total ionic strength adjustment buffer”) que permite
alcanzar un pH adecuado, ajustar la fuerza iénica total del medio y eliminar la interferencia del
ion hidroxilo y de ciertos cationes (Martin Delgado y col, 1993). El TISAB amortigua el pH
alrededor de 5, valor que permite que el fluoruro se encuentre mayoritariamente en forma
iénica (ver figura 15). Contiene ademas sustancias que impiden la formacién de complejos como

el acido ciclohexilamino-dinitrilotetraacético o el citrato, que liberan al fluoruro de su unién a
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cationes como Ca*2, Mg*2, Fe*3 y sobre todo Al*3, los cuales actian como interferentes. En la
bibliografia se describe el empleo de distintos tipos de TISAB: TISAB-IV para muestras que
contienen 100 mg/L de Fe y/o Al; TISAB-III y TISAB-II para muestras con <3 mg/L de Fe y/o Al;
TISAB I para muestras con <0.1 mg/L de Fe y/o Al. La capacidad del TISAB para liberar el
fluoruro depende de la composicién de la muestra a analizar y debe ser optimizada para cada
tipo de muestra. En general, para el andlisis de alimentos se recomienda el uso de TISAB Il o

TISAB IIL

Las condiciones experimentales necesarias para la determinacién de fluoruro mediante un

ISE en muestras de agua natural son:

+ Rango util de pH: 5 - 8 (Ver Figura 15).

% pH 6ptimo = 5.50 donde la relacién molar de la especies F~/HF tiene un valor de > 99%

A
1.0
a —
0.8
o6
| HF F-
o4r
0.2
0.0 1 Y L vy . 1 1 L 1 1 1 1 ]
0 2 4 6 8 10 12 14
pka= 3.14 pH= 5.5 ])H

Figura 15. Diagrama de Distribucidn de Especies de fluoruro.

En pH 4cido predomina la especie HF y no es reconocida por el ISE de fluoruro.

En pH alcalino predomina como especie el idn hidroxilo (OH-).
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H Las muestras de aguas naturales y potables pueden presentar cationes trivalentes Al (III)
y Fe (III) que pueden forman complejos estables con el i6n fluoruro. En consecuencia, se
consideran interferentes en su determinacidn, ya que si no se eliminan de la muestra el

ion fluoruro no se encontraria libre y no podria ser reconocido por el ISE.

Los electrodos comerciales de fluoruros son robustos, pueden utilizarse a temperaturas
entre 0 y 80 °C, tienen una respuesta lineal desde 10-¢ hasta 1 M y el dnico i6n que interfiere
directamente es el i6n hidroxilo a pH mayores que 8. A pH menores que 5 interfieren los iones
hidrégeno debido a la formacién de fluoruro de hidrégeno no disociado frente a la cual el

electrodo no responde.

3.3.5. VARIABLES A CONSIDERAR EN UNA MEDIDA CON ISE (CRISON, 2004).

Los electrodos selectivos a iones son muy sensibles y pueden verse afectados por algunos

factores tales como la temperatura, interferencias, fuerza iénica, pH entre otras.

» Temperatura: Como es bien sabido variaciones en la temperatura alteran las
mediciones en el potencial. Sin embargo el comportamiento de los electrodos selectivos
con respecto a la temperatura no es muy conocido, por lo cual es importante que la
temperatura se mantenga constante durante las mediciones, ya que no existen modelos

matematicos que compensen las variaciones de temperatura en las medidas con ISEs.

> Interferencias: Generalmente la sustancia problema reacciona con la interferencia
mediante la formacién de complejos, oxidacién o reduccidn, lo cual genera la formacién
de una sustancia diferente, que incrementa o disminuye el resultado en la concentraciéon
del analito en cuestion. La mayoria de los cationes y aniones no interfieren con la
respuesta del electrodo de fluoruros. El i6n hidroxilo (OH™) como ya se menciono

anteriormente es el Unico que interfiere directamente a pH mayores a 8.

» Soluciones ISA: Para que la actividad de un idn y su concentracion se parezcan, se aflade
tanto a los patrones como a las muestras un ajustador de fuerza idnica (ISA), que es una
solucion de fuerza i6nica elevada que no interfiere con la muestra y que iguala la fuerza

ionica de soluciones patrén y muestras, ajusta el pH, elimina interferencias debidas a la

MGM.T Pagina 44



VALIDACION DE UN ELECTRODO SELECTIVO A IONES FLUORURO Y SU APLICACION EN LA
CUANTIFICACION DE ESTA ESPECIE EN MUESTRAS REALES.

oxidacién o reduccion del electrodo o la reaccion del ion libre que forma un complejo en
la solucién. Para cada electrodo selectivo se utiliza un ajustador de fuerza idnica

especifico.

» pH de la muestra: El pH de la muestra debe encontrarse en un determinado intervalo
(5-8), en algunos casos por las interferencias que pueden causar los iones HT y OH™ y
en otros debido a que las membranas del electrodo trabajan correctamente en una

determinada zona de pH.

» Escala de medida: Es el rango de concentracién del id6n que se va a cuantificar, en el cual
el electrodo es sensible a variaciones en la concentracion del mismo. La respuesta que
necesitamos del electrodo es una respuesta lineal, de forma que las cuantificaciones
puedan llevarse a cabo mediante los fundamentos teéricos ya mencionados. Por lo que es
importante que durante el desarrollo experimental se trabaje en la zona en que el
electrodo ofrece una respuesta lineal. La figura 16 presenta una curva tipica para un

electrodo selectivo.

E(mV)

-100
-200 |
-300 |
-400
-500 |
-600

107 104 1073 1072 mol/| F~
| | \ |
6 5 4 3 2 pF™ (-log [F])

Figura 16. Curva tipica de un electrodo selectivo.

» Interferencias del electrodo: Si en la muestra existen iones que afecten la respuesta del
ESI, este respondera tanto a los iones de interés como a los interferentes. Por lo cual es
necesario garantizar que no haya especies que puedan interferir con las lecturas del

electrodo durante el andlisis.
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» Interferencias en el método: Durante la medicion es indispensable que la especie que
se vaya a medir se encuentre libre en la solucién. Si no es asi, es necesario tratar la

muestra de modo que la especie se encuentre en su forma iénica.

3.3.6. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE ELECTRODOS ISE (CRISON, 2004).

» Ventajas:

7
0.0

Determinan la concentracion o actividad de los iones en soluciones acuosas.

7
0.0

Relativamente baratos y faciles de usar.

R/
0.0

Amplia gama de aplicaciones y rangos de concentracidn.

7
0.0

Los electrodos de estado sélido o de gel rellenable son mas robustos y duraderos,

ideales para el campo o en laboratorios.

7
0.0

No estan sujetos a interferencias de color.

7
0.0

Alcanzan niveles de exactitud y precisiéon de +/- 2 o 3% para algunos iones (con uso

cuidadoso, calibracion frecuente, y la consideracién de las limitaciones).

7
0.0

Las determinaciones mediante ISE son una de las pocas técnicas que pueden medir

los iones positivos y negativos.

7
0.0

Los ISE pueden ser utilizados en soluciones acuosas en un amplio rango de

temperaturas.

» Desventajas:

O/
0‘0

Cuando existen muchos interferentes no son del todo especificos.

O/
0‘0

Sensibles a las interferencias (pueden reaccionar o ser atacados por otros iones

presentes en las soluciones en cuestion).

O/
0‘0

El rango es lineal en soluciones de baja concentracion.

R/
0’0

Algunos electrodos ISE solamente son eficaces en un rango de pH estrecho.
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3.4. VALIDACION.

3.4.1. Definicion, importancia y necesidad de validacion.

3.4.1.1. Definicion general e importancia del proceso de validacion.

En quimica analitica es de gran importancia reportar resultados confiables, para lo cual es
necesario establecer el proceso de validacién para los métodos aplicados en el laboratorio. Dicho
proceso de validacion consiste en demostrar estadisticamente que el método es adecuado para
un propésito determinado, esto es, que posee alto grado de confiabilidad, que puede ser aplicado
a un amplio nimero de muestras y matrices y que es practico con relacién al costo y tiempo

requerido en el andlisis (Green, 1996).

La validacion es el proceso establecido para la obtenciéon de pruebas documentadas y
demostrativas de que un método de analisis es lo suficientemente fiable y reproducible para

producir el resultado previsto dentro de intervalos definidos (AEFI, 2001).

Existen varias formas de llevar a cabo una validaciéon, de acuerdo a sus objetivos y
alcances, los cuales dependen del analista, del laboratorio y del uso que se haga del método;
ademas el analista debe conocer los resultados esperados y definir el nivel de confianza. El

laboratorio que desarrolla o aplica el método es el responsable del proceso de validacion.

La validacién de un método, generalmente, estd intimamente relacionada con el desarrollo
del método. En efecto, a menudo es dificil saber de forma exacta cuando termina el desarrollo del

método y cuando comienza la validacién (EURACHEM, 1998).

En la figura 17 se esquematiza el ciclo de una validacién, en teoria éste se repite
indefinidamente debido a los continuos avancen instrumentales y/o al desarrollo de nuevas

técnicas.

MGM.T Pagina 47



VALIDACION DE UN ELECTRODO SELECTIVO A IONES FLUORURO Y SU APLICACION EN LA
CUANTIFICACION DE ESTA ESPECIE EN MUESTRAS REALES.

Desarrollo
del metodo

Control de
calidad del
Laboratorio

Validacion

Revalidacion

Figura 17. Ciclo de Validacidn.

3.4.1.2. Necesidad de una validacion (EURACHEM, 1998).

El analisis se considera hoy en dia un proceso mediante el cual obtenemos informacidn. Se
realizan millones de andlisis cada dia en el mundo en los dmbitos mas variados: analisis de
productos manufacturados, medioambientales, clinicos, forenses, quimicos y fisicos,... En todos
ellos se requiere una confianza en los resultados obtenidos. La validacién de las metodologias
analiticas, junto con otras actividades englobadas en la gran area del aseguramiento de la
calidad, otorgando la confianza necesaria a la vez que confieren un grado elevado de

comparabilidad entre los resultados de los analisis quimicos.

Si las medidas que se realizan son el ambito del analisis de magnitudes fisicas, la
calibraciéon de aparatos e instrumentos adquiere un papel determinante, desde la vertiente
econdmica, los costes asociados al proceso analitico suelen ser elevados y surgen costes
adicionales ligados a las decisiones que se toman sobre la base de los resultados obtenidos. No
nos podemos permitir el lujo, por ejemplo que nos devuelvan un lote de producto expedido en
funcion de unos resultados analiticos que erroneamente expresaban conformidad a la normativa
vigente. Una correcta validaciéon del método deberia haber detectado la presencia de error en los

resultados emitidos.
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3.4.1.3. Cuando realizar una validacion.

Un método siempre debe validarse cuando es necesario verificar que sus parametros de
calidad se adecian al problema analitico particular que debemos resolver en nuestro

laboratorio.

El proceso de validacién debe realizarse cuando:

Se desarrolla un nuevo método para una aplicacién especifica (primera validacién).
Se establece un método usado en otro laboratorio o con diferentes analistas.
Cambio o actualizacion de equipos de analisis.

Obsolescencia y correspondiente actualizacién del método.

YV V V VYV V

Se renueva el principio activo o se realizan correcciones al procedimiento debido a

condiciones de logistica o de disefio.

» Cuando el control de calidad indica que el método establecido reporta valores que varian
con el tiempo.

» Cuando existen alteraciones de fondo en la matriz de analisis.

» Se desea demostrar la equivalencia de dos métodos, comparacién entre un método

alternativo y uno normalizado.

Estos factores no son excluyentes y por lo tanto pueden efectuarse varios a la vez. Se
recomienda, entonces, cuando sea necesaria una re-validacion, realizar la mayor cantidad de
cambios previstos a futuro, y de esta forma no sera necesario ejecutar validaciones de manera
seguida; es decir, si por algin motivo se realiza una correcciéon en el procedimiento y es
necesaria la validacion, se debe realizar una busqueda bibliografica de la técnicas actuales para
el método en cuestion y evaluar si en ese momento existen mejores técnicas para dicho analisis y
si es apropiada su aplicacion.

El proceso de validacion esta limitado por el alcance que se requiere, es importante definir
bien los objetivos iniciales y el alcance que tendra para de esta forma optimizar los ensayos. Es
de anotar, que en una re-validaciéon no es necesario realizar todo el proceso de validaciéon, en

ocasiones solo es necesario realizar el correspondiente analisis de robustez y precision.
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3.4.2. CLASIFICACION DE METODOS ANALITICOS (AOAC INTERNATIONAL,
2006).

3.4.2.1. Segun la normalizacion y estado de desarrollo del método.

> Meétodos estdndar o normalizados.

Los métodos estandar son aquellos publicados por organizaciones internacionales,
regionales o nacionales; por organizaciones técnicas respetables; referencias legales; métodos
publicados por la FDA (Food and Drug Administration), y que se ejecutan tal como se describen
en la norma.

Estos métodos incluyen aquellos publicados por:

United States Pharmacopeia (USP)

National Formulary (NF)

Homeopathic Pharmacopeia of the United States

Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
American Public Health Association (APHA)

Pesticide Analytical Manual (PAM)

Food Additives Analytical Manual

Food Chemicals Codex

FDA Bacteriological Analytical Manual (BAM)

FDA Macroanalytical Procedures Manual (MPM)

V V V V V V V V V V VY

ORA Laboratory Information Bulletins (LIBs)

Se prefiere usar los métodos estdndar, sin embargo es necesaria la verificaciéon de la
capacidad analitica dentro de los laboratorios en los cuales es usado. Un método estandar puede
estar complementado con detalles adicionales sobre como los laboratorios deben proceder para
asegurar una aplicacion consistente.

Aquellos métodos especificados por fabricantes de equipos de andlisis también son
considerados como métodos estandar, por ejemplo los suministrados por HACH en el Handbook

de andlisis de agua por métodos espectrofotométricos (HACH, 2002).
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» Métodos desarrollados por el laboratorio.

En ocasiones cada laboratorio elabora sus propios métodos, esto puede deberse a que el
andlisis es muy especifico y se evalda, por ejemplo, cierta matriz especial que solo interesa al
laboratorio; o que debido a restricciones de tipo comercial no se puede disponer de métodos
analogos usados en otras empresas o compaiias. El laboratorio, por consiguiente, debe evaluar
la capacidad de los analistas, equipos y otros recursos relacionados con el método en cuestion.

Los métodos deben estar debidamente validados, documentados y autorizados para su uso.

Para la evaluacién de la capacidad del método se sugiere realizar comparaciones con otros
métodos normalizados, preferiblemente que usen otro principio activo. En lo posible se debe

usar materiales de referencia, estandares o muestras fortificadas.

> Métodos no normalizados.

Los métodos no normalizados son aquellos que no han sido publicados por fuentes
autorizadas y/o validadas. Es muy probable que los métodos sin normalizacién no dispongan de
datos de validaciéon o estudios colaborativos fiables o suficientes, por esto se recomienda
realizar una validacién cuanto sea posible. Si el método sufre cambios se requerira una re-

validacion del método.

3.4.2.2. Segun categoria de método (Castro, 2008)

Lo métodos también pueden clasificarse seglin el ambito en el cual es usado, estos pueden

agruparse en tres categorias generales:

» Categoria I: para la cuantificacion de materia prima o principio activo en producto
terminado.

» Categoria II: para determinar impurezas en materia prima o compuestos de degradaciéon
en producto terminado; o para analisis de residuos en material biol6gico o alimentos.

» Categoria Ill: para determinar las caracteristicas de funcionamiento como disolucién o

liberaciéon de droga en el organismo.
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3.4.3. PARAMETROS DE DESEMPENO.

Entre los pardmetros generalmente empleados en la validacién de un método analitico se

consideran:

Linealidad
Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

>

>

>

» Exactitud
» Precision
» Sensibilidad
>

Robustez

3.4.3.1. Linealidad.

La linealidad de un método analitico es su capacidad para obtener resultados de prueba
que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una transformacién matematica
bien definida, a la concentracion de analito en muestras en un intervalo dado (USP 31, 2008).

Existe la linealidad del sistema y la linealidad del método, en ambas se debe probar que la
variable dependiente es directamente proporcional a la variable independiente, por lo cual se
hace una regresion lineal, en el caso de linealidad del sistema la variable dependiente es la

respuesta o sefial y la variable independiente es la concentracion del analito.

3.4.3.2. Limite de Deteccién (LD).

El concepto de limite de deteccion ha sido y sigue siendo uno de los mas conflictivos en el
area de la Quimica Analitica. Las multiples definiciones propuestas a lo largo de los afios, asi
como la diversidad de metodologias para su calculo han provocado sin duda esta situacion.
Recientemente, organizaciones internacionales, como la ISO o la IUPAC, han tratado de
consensuar sus definiciones y dar una serie de guias para la estimacién de este parametro de

calidad tan importante en analisis quimico.

En una definicion mas reciente, la ISO (ISO, 1997) introduce el término general
“concentracion neta minima detectable” (equivalente al limite de deteccién), como la

concentraciéon (o cantidad) neta verdadera de analito en el material sujeto a analisis que
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conducird, con una probabilidad (1-f), a la conclusién de que la concentracidn (o cantidad) de
analito en el material analizado es mayor que la de un blanco. La IUPAC (IUPAC, 1995), en un
documento preliminar, proporcionaba una definiciéon similar y adoptaba el término “valor

(verdadero) minimo detectable”, como equivalente al limite de deteccion.

3.4.3.3. Limite de Cuantificacion (LC).
“La menor cantidad de analito en una muestra que puede determinarse con precision y

exactitud aceptables bajo las condiciones del experimento establecidas” (USP 31, 2008).

3.4.3.4. Exactitud.
Segun la ICH la exactitud de un procedimiento analitico expresa el acercamiento entre el

valor admitido como valor verdadero o como una referencia aceptada y el valor encontrado

(ICH, 2005).

3.4.3.5. Precision.
La precision de un procedimiento analitico expresa el nivel de concordancia o grado de
dispersion entre una serie de mediciones obtenidas de multiples muestras homogéneas bajo
condiciones prescritas (Chung, 2004). Se evalia mediante analisis de réplicas, analisis repetidos

de un estandar estable o andlisis de adiciones conocidas sobre las muestras.

La precision indica la variabilidad de un método de ensayo y expresa en que rango es
aceptable la variacion de una misma muestra a condiciones reales, dato que posteriormente es

usado como condicién de criterio para la aceptacion o rechazo de analisis.

En la precisién pueden considerarse tres niveles: repetibilidad, precisién intermedia y
reproducibilidad (Castro, 2008). En la figura 18 podemos observar de manera mas clara la

organizacion jerarquica de estos niveles.
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Precision

|
I 1
l Intra \ l Inter \
I - 1 I

Precision
intermedia

|
I 1
l Instrumental \ l Método \

Figura 18. Jerarquia de los niveles de precisiéon

Repetibilidad Reproducibilidad

La precisién de un método analitico por lo general se expresa como la varianza, desviacién
estandar o coeficiente de variacién de una serie de mediciones.

Repetibilidad: expresa el nivel de concordancia de los datos bajo las mismas condiciones
de operacién en un intervalo corto de tiempo. La repetibilidad también se conoce como
precision intra-ensayo.

Precisién intermedia: expresa la variacion dentro de un mismo laboratorio: a diferentes
dias de andlisis, distintos analistas, distintos equipos, etc.

Reproducibilidad: indica la precision entre laboratorios, usualmente se lleva a cabo con

ayuda de estudios colaborativos o interlaboratorios.

La precisién y exactitud a menudo son conceptos que pueden confundirse, para una mejor

apreciacion de lo que significa cada una podemos analizar la figura 19:
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Figura 19. Diferencia entre exactitud y precision.

3.4.3.6. Sensibilidad.

La sensibilidad de un método o un instrumento, mide su capacidad de discriminar entre
pequefias diferencias en la concentracién del analito. Estd delimitada por dos factores: la
pendiente de la curva de calibracién y la reproducibilidad o precisién del sistema de medida
(FISCHBACH, 2001).

La definicién cuantitativa mas sencilla de sensibilidad es la aceptada por la Uni6n
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), la llamada sensibilidad de calibraciéon, que se
define como la pendiente de la curva de calibracion a la concentraciéon de interés.

La mayoria de las curvas de calibracidon que se usan en quimica analitica son lineales.

Una respuesta nernstiana, implica una sensibilidad ideal. La respuesta nernstiana se
revela cuando una curva de la diferencia de potencial (E) de la celda del ISE (electrodo, con un
electrodo de referencia exterior) contra el logaritmo de la actividad idnica de una especie dada
(aa) es lineal con una pendiente de 2.303RT/zsF (59.16/za mV por unidad de cambio o paa a
298.15K) (Pure & appl. Chem. 1994).

3.4.3.7. Robustez
La AOAC International define la robustez como la habilidad de un procedimiento analitico
para tolerar pequefias variaciones de las condiciones del procedimiento, especialmente en
variables como: volumen, temperatura, concentracion, pH, tiempo de extraccion y configuracién

del instrumento analitico (AOAC International, 2006).
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

4.1 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS.

» MATERIALES

B

» Vasos de precipitados de vidrio. Marca Pyrex (50, 250 mL).

7
0.0

Vasos de precipitados de plastico (25 mL).

R/
0.0

Matraces aforados. Marca Pyrex (25, 50, 100, mL).

7
0.0

Micropipeta. Marca Finnippipette (0.5-10 pL,)

X3

% Micropipeta. Marca Finnippipette (100-1000 pL,)

3

» Micropipeta. Marca Thermo Scientific (0.5-5 mL).

7
0.0

Pipetas volumétricas. Marca Pyrex(10, 15, 20 mL)

X3

» Puntas para micropipeta.
% Espatula metdlica mediana.

¢ Pizeta (500 mL).

4

4

% Barras magnéticas de 7 mm.

¢ Celda termostatada de 25 ml de capacidad.
% Termometro. Marca Brannan (-20-110°C)
% Mangueras de plastico.

+ Envases de plastico (100 mL).

«» Parafilm.

> EQUIPOS
+» Electrodo Combinado selectivo a iones fluoruro Mettler Toledo modelo DC219-F.

¢ Potenciometro Mettler Toledo modelo SevenMulti S47-dual pH/conductividad.

K/

% Agitador magnético IKA modelo LAB DISC S1.

7
0.0

Soporte para electrodos Mettler Toledo modelo SevenMulti.

D3

» Bafio Recirculador con calentamiento y enfriamiento modelo FC 6. Marca Polyscience.

7
0.0

Desionizador modelo Purelab Classic. Marca ELGA.
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» REACTIVOS.

¢ Estandar de referencia certificado Fluoride lon Selective Electrode Standard de 1000
mg/L de F~ + 0.5 %, lote No. ISEF513A1 Preparado con KF y H,0 (500 mL). Marca
Mettler Toledo.

% Solucién de llenado del electrodo combinado, lon Electrolyte A, lote No.QU1 (60 mL).
Marca Mettler Toledo.

+* Solucion amortiguadora de alta fuerza i6nica (TISAB II con CDTA), lote N0.940909
(3.79 L). Marca ION PLUS.

¢+ Agua desionizada 18.2 MQecm

% Acido Clorhidrico R.A. (HC), Ensayo: 36.5% Marca Quimica Meyer.

% Cloruro de Potasio R.A. (KCl), Ensayo: 99.2%; Marca ].T Baker.

¢ Muestras comerciales de enjuagues bucales:

Listerine Total Care. Cont. Neto 500 mL. Lot. 2022LZ. McNEIL-PPC.

Listerine Whitening Cont. Neto 473 mL. Lot. 2392LZ. McNEIL-PPC.

Colgate Plax Fresh Mint. Cont. Neto 250 mL. Lot. 2015H22. Colgate-Palmolive.

Colgate Plax Complete Care 10 en 1. Cont. Neto 500 mL. Lot. 2015H13. Colgate-

Palmolive.

» Colgate Plax Whitening. Cont. Neto 500 mL. Lot. 2015H19. Colgate-Palmolive.

» Colgate Plax Kids Cont. Neto 250 mL. Lot. 2016H04. Colgate-Palmolive

» Oral-B Complete Hierbabuena. Cont. Neto 250 mL. Lot. 2003852511.
Laboratorios Rety de Colombia S.A.

» Oral-B Complete Menta Refrescante. Cont. Neto 250 mL. Lot. 2089852511.
Laboratorios Rety de Colombia S.A.

» Oral-B Prosalud. Cont. Neto 250 mL. Lot. 22785395UB. P&G Manufacturing
Company.

» Astringosol ICE. Cont. Neto 300 mL. Lot. 681313. Glaxosmithkline México S.A de
C.V.

» Astringosol Advance. Cont. Neto 300 mL. Lot. 701310. Glaxosmithkline México
S.AdeC.V.

» Dental Max Cont. Neto 350 mL. Lot. J1304256. Tropicosméticos S.A de C.V.

*Nota: Todos los enjuagues mencionados anteriormente contienen flior y estdn envasados

en pldstico PET y PETE (Polietileno tereftalato) tipico de envases de alimentos y bebidas.

MGM.T Pagina 57



VALIDACION DE UN ELECTRODO SELECTIVO A IONES FLUORURO Y SU APLICACION EN LA
CUANTIFICACION DE ESTA ESPECIE EN MUESTRAS REALES.

4.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

4.2.1 CALIBRACION Y VERIFICACION DE LA OPERACION DEL ISE DE FLUORUROS.

En este procedimiento se mide la pendiente del electrodo. La pendiente se define como el

cambio en milivoltios observados con el cambio en la concentracidn. El valor de la pendiente es

el mejor medio para comprobar el funcionamiento de un electrodo (Perfection Guidebook,

2011).

Preparacion de soluciones.

1. A partir de la solucién estandar de referencia certificada de fluoruros de 1000 mg/L se

prepararon las siguientes soluciones.

A

Tomar 25 uL y

Tomar 250 uL y

1ppm F~

aforar a 25 mL

]

500 mL Solucién
Estandar Certificada de
fluoruros (1000 ppm)

Tomar2.5 mL y
aforarfa 25 mL

v

T

)

100 ppm F~

aforara 25 mL

v

10 ppm F~

MGMT
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2. Una vez preparadas las soluciones fueron vertidas en envases de plastico; debido a que
el fluoruro corroe el vidrio; éstas a su vez fueron almacenadas a una temperatura de 4°C

lo que permite que sean estables por un periodo de 3 semanas (Guevara, Ortiz, 2009).

Figura 20. Soluciones almacenadas en envases de plastico.

3. Se tomaron 5 mL de cada solucién incluyendo el estdndar; y se vertieron en vasos de
plastico con capacidad de 25 mL; fue necesario adicionar una solucién amortiguadora de
alta fuerza ionica (TISAB por sus siglas en inglés) para el control del pH, el ajuste de la
fuerza idnica total y mantener libre al i6n fluoruro en la solucién (Standard Methods
1998). A cada una de las soluciones se les agrego 5 mL de TISAB II (La micropipeta
utilizada para la medicién de volimenes siempre fue misma). Las mediciones se

realizaron por triplicado.

(a) (b)

Figura 21. (a) Soluciones preparadas por triplicado; (b) Forma en la cual a cada
solucion se le agregaron 5 mL de TISAB 11

4. Se procedié a medir las soluciones comenzando con la de menor concentracion; todas las

soluciones fueron medidas a temperatura ambiente y agitaciéon constante.
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Figura 22. Forma en la que se midi6 cada una de las soluciones.

5. Se registraron las lecturas en donde se estabilizaba el electrodo (mV). Se retiraba el
electrodo de la solucién, se enjuagaba con agua desionizada y se secaba con papel sin
tocar la membrana del electrodo con los dedos. (Este paso se llev6 a cabo durante toda la

medicion de los sistemas y metodologia de cada parametro evaluado).

6. Los resultados de E(mV) fueron graficados en Excel, para determinar la pendiente la cual
se debe encontrar entre -54 y -60 mV a una temperatura entre 20-25°C de acuerdo al

manual del electrodo.

*Nota: Antes de llevar a cabo la calibracién del electrodo de fluoruros; el electrodo se dejé
humectando durante una semana en una solucién de Cloruro de potasio (KCI) 3M con fluoruro.
La concentracion de la solucién de fluoruro almacenada debe estar cerca de por lo menos el
estdndar de calibracion concentrada de fluoruro; esto debido a que el electrodo estaba

guardado en seco. La calibracién del electrodo debe realizarse diario antes de cada medicion.

Figura 23. Humectacion del
electrodo, antes de su calibracion.
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4.2.2. VALIDACION DEL METODO.
Linealidad del sistema del ISE de fluoruros.
Preparacion de soluciones y determinacion de la respuesta analitica.

1. A partir de la solucidn estandar certificada de fluoruros de 1000 mg/L se prepararon 34

soluciones:

d prepard

1 0.000001
2 0.000005
3 0.00001
4 0.00005
5 0.0001
6 0.0005
7 0.001
8 0.005
9 0.01
10 0.02
11 0.05
12 0.1
13 0.5
14 1
15 5
16 10
17 40
18 100
19 130
20 160
21 180
22 200
23 250
24 280
25 320
26 360
27 400
28 450
29 510
30 570
31 640
32 710
33 800
34 900
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*Nota: La solucién estdndar certificada de fluoruros de 1000ppm cuenta como el sistema 35.

*En todas las mediciones se utilizaron siempre las mismas pipetas volumétricas y micropipetas.

2. De cada solucion se tomaron 5 mL de solucién para verter en vasos de plastico con
capacidad de 25 mL. Se prepar6 por triplicado cada sistema. A cada sistema se le

agregaron 5 mL del buffer TISAB II.

(a) (b)
Figura 24. (a) Soluciones preparadas por triplicado; (b) Forma en la cual a cada
una de las soluciones se les agregé 5SmL de TISAB II.

3. Una vez calibrado el electrodo con soluciones estandar de 1, 10, 100 y 1000 ppm; se
realizaron las mediciones correspondientes a cada sistema; realizando las anotaciones

correspondientes con respecto a los datos de calibracién del electrodo.

4. Al comenzar la medicién de cada sistema, ésta se realiz6 del sistema mas diluido al mas
concentrado, es decir; se comenzé a medir del sistema 1 al sistema 35 en orden
ascendente. Se comenzd la agitacion, y se sumergié el electrodo. Se procurd que la

agitacidn se realizara constante y adecuadamente.

5. Seregistraron las lecturas medidas en mV.

6. Con ayuda de Excel todas las lecturas fueron graficadas (E(mV) vs log [F~]) para

determinar el intervalo de respuesta lineal para Linealidad del sistema; estos datos ya
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tratados fueron ingresados al programa STATGRAPHICS Centurion XVI los cuales
sirvieron para un segundo tratamiento y asi poder determinar finalmente la Linealidad

del Sistema.

Exactitud del Método.
Preparacion de soluciones y determinacion de la respuesta analitica.

Para la evaluacion de este parametro se realizaron mediciones de 2 diferentes
concentraciones de soluciones estandar dentro del intervalo lineal, por el mismo analista. Se

calcul6 el porcentaje de recuperacion, intervalo de confianza (IC) y coeficiente de variacién (CV)

1. A partir de la solucién estandar certificada de fluoruros de 1000 mg/L se prepararon 2

soluciones de la siguiente manera:

Tomar 5 mL y adjci 4

aceboy 100 ppm F~
500mL Solucién T orar a 50 mL
Estandar Certificada

de fluoruros (1000
mg/L) )

Tomar 12.5mLy T,

placebo y aforar a

250 ppm F~

*Nota: Como placebo se utilizé un enjuague bucal sin fluoruro, de la marca Listerine Freshmint

Cont. Net. 250 mL. Lot. 0102LZ.

2. De cada solucién se tomaron 5 mL para verter en vasos de plastico con capacidad de 25

mL. Se prepar6 por sextuplicado cada sistema. A cada sistema se le agregaron 5mL del
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buffer TISAB II (La pipeta volumétrica a utilizar para la mediciéon de volimenes siempre

fue la misma).

Figura 25. Dos niveles de concentracién preparados por sextuplicado.

3. Se comenz6 la agitacion, y se sumergio el electrodo. Se procuré que la agitacién se

realizara constante y adecuadamente.

4. Seregistraron las lecturas en mV.

5. Todas las lecturas se capturaron en Excel para determinar el porcentaje de recuperacion,

intervalo de confianza (IC) y coeficiente de variacién (CV)

Linealidad del Método, Limite de Deteccién (LD) y Limite de Cuantificacion (LC) del ISE de

fluoruros.
Preparacion de soluciones y determinacion de la respuesta analitica.

Para la evaluacién de estos parametros se realizaron mediciones de 10 diferentes
concentraciones de soluciones estandar dentro del intervalo lineal, determinado en la linealidad
del sistema, como se conocen los componentes de los enjuagues bucales, fue posible utilizar un
placebo analitico, en este caso un enjuague bucal sin fluoruro. Las mediciones fueron realizadas
bajo las mismas condiciones y por un solo analista. Se debe reportar la relaciéon cantidad
adicionada vs cantidad recuperada, calcular el valor de la pendiente (b1), ordenada al origen
(bo), coeficiente de determinacién (r?), intervalo de confianza para la pendiente (IC(81)),
intervalo de confianza para la ordenada al origen (IC(fs)), coeficiente de variacién de regresion
(CVyx), porcentaje de recobro del placebo adicionado, promedio aritmético (y), desviacidon
estandar (s), coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional
(IC(w)) del porcentaje de recobro. Para los parametros de LD y LC se debe reportar el coeficiente

de determinacién (r?) y el intervalo de confianza (IC).
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1. A partir de la solucidn estandar certificada de fluoruros de 1000 mg/L se prepararon 10
soluciones dentro del intervalo lineal de trabajo, antes de aforar, a cada solucién se le

agregaron 5 mL de placebo:

Concentracion

Sistema a preparar
(ppm)

1
2
3
4
5 25
6
7
8
9

50
100
250
500

1000

—
(=)

*Nota: Como placebo se utilizé un enjuague bucal sin fluoruro, de la marca Listerine Freshmint

Cont. Net. 250 mL. Lot. 0102LZ.

2. De cada solucion se tomaron 5 mL de soluciéon para verter en vasos de plastico con
capacidad de 25 mL. Se prepard por triplicado cada sistema. A cada sistema se le

agregaron 5 mL del buffer TISAB IL

3. Una vez calibrado el electrodo con soluciones estandar de 1, 10, 100 y 1000 ppm; se
realizaron las mediciones correspondientes a cada sistema; realizando las anotaciones

correspondientes con respecto a los datos de calibracion del electrodo.

4, Al comenzar la medicidén de cada sistema, ésta se realizd del sistema mas diluido al mas
concentrado, es decir; se comenzé a medir del sistema 1 al sistema 10 en orden
ascendente, procurando que la agitacién fuera la adecuada y constante en todas las

mediciones.

5. Seregistraron las lecturas medidas en mV.

6. Estos datos fueron ingresados al programa STATGRAPHICS Centurion XVI los cuales

ayudaron a determinar finalmente la Linealidad del Método, LD y LC.
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Precision (Precision intermedia, Repetibilidad y Reproducibilidad) del ISE de fluoruros.
Preparacion de soluciones y determinacion de la respuesta analitica.

Para la evaluacién de este pardmetro se realizaron mediciones de 10 diferentes
concentraciones dentro del intervalo lineal, cada una de las soluciones fue preparada y medida
independientemente por tres diferentes analistas; en diferentes dias, con los mismos materiales,

reactivos, equipos y bajo las mismas condiciones experimentales.

1. A partir de la solucién estandar certificada de F~de 1000 mg/L se prepararon 10
soluciones de diferentes concentraciones, todas fueron aforadas a 25 mL con agua
desionizada:

Concentracion

Sistema a preparar
(ppm)

1
2
3
4
5 25
6
7
8
9

50
100
250
500

1000

—
(=]

*Nota: La solucion estdndar certificada de fluoruros de 1000ppm cuenta como el sistema 10.

2. De cada solucidon se tomaron 5mL para verter en vasos de 25 mL. Se prepar6 por

triplicado cada sistema. A cada uno se le agregaron 5 mL del buffer TISAB II.

3. Se calibré el electrodo con soluciones estandar de 1, 10, 100 y 1000 ppm. Se realizaron
las anotaciones correspondientes con respecto a los datos de calibracion del electrodo.
La medicién de cada sistema, se realizdé del sistema mas diluido al mas concentrado, es
decir; se comenzd a medir del sistema 1 al sistema 10 en orden ascendente, procurando

que la agitacion se realizara constante y adecuadamente en cada medicion.

4. Las lecturas fueron registradas en mV.
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5. Todas las lecturas se graficaron en Excel para determinar la varianza, desviacion
estandar (S,/,) y coeficiente de variacion (CV) de las mediciones; para poder
determinar la repetibilidad, reproducibilidad y precisiéon intermedia, se utilizd el

programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI.

Sensibilidad del ISE de fluoruros.
Preparacion de soluciones y determinacion de la respuesta analitica.

Para la evaluacién de este parametro se realizaron mediciones de 23 diferentes
concentraciones dentro del intervalo lineal (1-1000 ppm) por un mismo analista; las soluciones
y los datos utilizados en el pardmetro de Linealidad del sistema, fueron los mismos para

determinar el parametro de Sensibilidad.

1. A partir de la solucién estandar certificada de F~de 1000 mg/L se prepararon 22

soluciones de la siguiente manera:

Concentracion
Sistema a preparar
(ppm)

1 1

2 5

3 10

4 40

5 100
6 130
7 160
8 180
9 200
10 250
11 280
12 320
13 360
14 400
15 450
16 510
17 570
18 640
19 710
20 800
21 900
22 1000
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*Nota: La solucidn estdndar certificada de fluoruros de 1000ppm cuenta como el sistema 23.

2. De cada solucion se tomaron 5 mL de solucién para verter en vasos de 25 mL. Se prepar6

por triplicado cada sistema. A cada sistema se le agregaron 5 mL del buffer TISAB II.

3. Se comenzd la agitacidn, y se sumergié el electrodo. Se procuré que la agitacién se

realizara constante y adecuadamente en cada medicion.

4. Seregistraron las lecturas en mV.

5. Todas las lecturas se graficaron en Excel (E(mV) vs log [F~]) para calcular la pendiente
de la recta. Se presenta la pendiente obtenida y se espera obtener una respuesta

Nernstiana (pendiente  59.16 mV).

Robustez.
Preparacion de soluciones y determinacion de la respuesta analitica.

Para la evaluacién de este pardmetro se realizaron mediciones de 1 nivel de concentracién
(100ppm) la cual estuvo dentro del intervalo lineal, modificando los factores: temperatura y

TISAB II.

1. A partir de la solucién estandar certificada de F~de 1000 mg/L se preparo la solucién de

la siguiente manera:

e Llevar la solucién a un aforo de 50 mL con agua desionizada.

Tomar 25 mL y
aforara 250 mL

v

] ]

500 mL Solucién 100 ppm F~
Estandar Certificada de
fluoruros (1000 mg/L)

MGM.T Pagina 68



VALIDACION DE UN ELECTRODO SELECTIVO A IONES FLUORURO Y SU APLICACION EN LA
CUANTIFICACION DE ESTA ESPECIE EN MUESTRAS REALES.

2. Unavez preparada la solucion fue vertida en un envase de plastico.

Tabla 5. Los factores a modificar fueron temperatura y TISAB II.

TEMPERATURA

FACTORES A

Presencia
Presencia Presencia

3. De la soluciéon se tomaron 5 mL para verter en vasos de plastico de 25 mL. Se preparé

por cuadruplicado cada sistema. De acuerdo a la Tabla 5 la soluciéon de 100 ppm fue

medida a diferentes temperaturas, en presencia y ausencia de TISAB II.

Figura 26. Un nivel de concentracion
preparado por cuadruplicado.

4. Elvaso de plastico ya con la solucion, tanto en presencia como en ausencia de TISAB Il se
introdujé en una celda termostatada apropiada al tamafio del vaso, esta celda debe estar

debidamente conectada a un bafio recirculador con calentamiento y enfriamiento.

5. El bano termostatado se ajust6 a una temperatura adecuada para mantener a cada uno

de los sistemas a las diferentes temperaturas indicadas en la Tabla 5.

Figura 27. Medicion de los sistemas con termémetro.
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6. Se comenzd la agitacidn, y se sumergié el electrodo. Se procuré que la agitacién se

realizara constante y adecuadamente en cada medicion.

Figura 28. Forma como se llevé a cabo la medicion de los sistemas.

7. Seregistraron las lecturas en mV.

8. Todas las lecturas se graficaron en Excel para determinar la media aritmética de la
condiciéon normal de operacidon (y,) y de cada condiciéon de operaciéon diferente a la
condicion normal (¥); asf como también la diferencia absoluta de la media aritmética de

cada condicién respecto a la condicion normal (|d;]).
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4.2.3. APLICACION DEL METODO VALIDADO (CURVA DE CALIBRACION).

Preparacion de soluciones, construccion de la curva de calibracion (Linealidad del

Método) y determinacion de la respuesta analitica.

Para la aplicacion del método se realizé6 una curva de calibracién con 10 diferentes
concentraciones dentro del intervalo lineal. Como se utiliz6 una curva de calibracién, se tomo
como base las soluciones de linealidad del método las cuales contienen un placebo analitico, que

en este caso se utiliza para ver los efectos de matriz.

1. A partir de la solucién estandar certificada de F~de 1000 mg/L se prepararon 10
soluciones a las cuales se les agrego 5 mL del placebo a cada una antes de llevarlas al

aforo.
Concentracion

Sistema a preparar
(ppm)

1
2
3
4
5 25
6
7
8
9

50
100
250
500

1000

Juy
(=]

*Nota: Como placebo se utilizé un enjuague bucal sin fluoruro, de la marca Listerine Freshmint
Cont. Net. 250 mL. Lot. 0102LZ. La solucion estdndar certificada de fluoruros de 1000ppm cuenta

como el sistema 10.

2. De cada solucién se tomaron 5 mL para verter en vasos de 25 mL. Se prepar6 por

triplicado cada sistema. A cada sistema se le agregaron 5mL del buffer TISAB II.

Figura 29. Sistemas preparados por triplicado.
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|
3. Se comenzd la agitacidn, y se sumergié el electrodo. Se procuré que la agitacién se

realizara constante y adecuadamente en cada medicion.

Figura 30. Forma como se midieron cada
uno de los sistemas

4. Seregistraron las lecturas en mV.
5. Todas las lecturas se graficaron en Excel (E(mV) vs log [F~]) para calcular los

parametros de respuesta lineal.

Antes de comenzar la medicién de los enjuagues bucales, estos fueron clasificados en dos

grupos; sin alcohol y con alcohol como se muestra a continuacidn:
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;" dﬁ
P 4

Oral-B Complete
Hierbabuena

Pais de procedencia: Colombia

Contenido de fldor: 0.05%
(226ppm)

Ingredientes Activos: Fluoruro

de sodio (NaF) y Cloruro de

cetilpiridinio (CPC) 0.053%.
Precio: $31.50
Oral-B Prosalud

Pais de procedencia: U.S.A.

Contenido de fldor: 0.02%
(95ppm)

Ingredientes Activos: Fluoruro
de sodio (NaF) y Cloruro de
cetilpiridinio (CPC) 0.07%.

Precio: $49.00

Astringosol ICE

Pais de procedencia: México

Contenido de fldor: 0.05%
(225ppm)

Ingredientes Activos: Fluoruro
de sodio (NaF) y Cloruro de
cetilpiridinio (CPC) 0.05%.

Precio: $30.50

Oral-B Complete Menta

Pais de procedencia: Colombia

Contenido de flior: 0.05%
(226ppm)

Ingredientes Activos: Fluoruro
de sodio (NaF) y Cloruro de
cetilpiridinio (CPC) 0.053%.

Precio: $34.00

Astringosol Advanced

Pais de procedencia: México

Contenido de fldor: 0.05%
(225ppm)

Ingredientes Activos: Fluoruro
de sodio (NaF), Cloruro de
cetilpiridinio (CPC) 0.05% vy
Cloruro de Zinc (ZnCl) 0.10%.

Precio: $30.50

Colgate Plax Kids

Pais de procedencia: México

Contenido de fldor: 0.05%
(225ppm)

Ingredientes Activos: Fluoruro

de sodio (NaF).

Precio: $38.50

MGMT
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Enjuagues bucales con alcohol

Listerine Advanced

Listerine Total Care

Pais de procedencia: Colombia Pais de procedencia: E.U.A.

Contenido de fldor: 0.022%
(100ppm)

Contenido de fldor: 22.1mg
(100ppm)

Ingredientes Activos: Fluoruro

de sodio (NaF).

Ingredientes Activos: Fluoruro

de sodio (NaF).

Precio: $65.00 Precio: $70.00

Listerine Whitening Colgate Plax Fresh Mint

Pais de procedencia: E.U.A. Pais de procedencia: Brasil

4 Contenido de fluor: 0.05%
(225ppm)

Contenido de flior: 0.022%
(100ppm)

Ingredientes Activos: Fluoruro Ingredientes Activos: Fluoruro

de sodio (NaF). de sodio (NaF) vy Gantrez

(0.20%).

Precio: $70.00
Precio: $34.40

Colgate Plax Complete Care 10
enl

Colgate Plax Whitening

Pais de procedencia: Brasil
Pais de procedencia: Venezuela
Contenido de flior: 0.05%

Contenido de flior: 0.05% (225ppm)

(225ppm)
Ingredientes Activos: Fluoruro

Ingredientes Activos: Fl
& voruro de sodio (NaF).

de sodio (NaF) y Cloruro de
cetilpiridinio (CPC) 0.05%.

Precio: $62.50

Precio: $60.00
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Dental Max

Pais de procedencia: México

Contenido de flior: 0.06%
(273ppm)

Ingredientes Activos: Fluoruro

de sodio (NaF).

Precio: $14.90

Preparacion de las muestras y determinacion de la respuesta analitica.

1. Una vez clasificados los enjuagues bucales; de cada uno de ellos se tomaron 5mL
y se vertieron en vasos de plastico de 25 mL. Se prepard por triplicado cada
muestra.

Figura 31. Clasificacion de los enjuagues bucales; del lado izquierdo se muestran
los enjuagues con alcohol y del lado derecho se aprecian los enjuagues sin alcohol.

Figura 32. Muestras preparadas por triplicado y clasificadas. Los enjuagues bucales con alcohol
fueron los primeros en medirse (izq.).
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2. Sedeterminé el pH, mV y color antes de agregar TISAB Il y comenzar la
medicion.

Figura 33. Colores observados de cada uno de los enjuagues bucales con alcohol (izq.) y
sin alcohol (der.).

3. A cadasistema se le agregaron 5mL del buffer TISAB II. Se comenz6 la agitacion,

y se sumergio el electrodo. Se procurd que la agitacion se realizara
adecuadamente.

Figura 34. Medicion de los enjuagues bucales con alcohol.
4. Se registraron las lecturas en donde se estabilizaba el electrodo pH y mV.

5. Todas las lecturas se graficaron en Excel (E (mV) vs log [F~]) para calcular la

concentracion de cada uno de los enjuagues bucales.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS EXPERIMENTALES.

5.1 CALIBRACION Y VERIFICACION DE LA OPERACION DEL ISE DE
FLUORUROS.

Antes de realizar mediciones potenciométricas, fue necesario verificar que el ISE selectivo
a iones fluoruro funcionara de manera adecuada. El funcionamiento correcto del electrodo se
verificé mediante la determinacion del valor de la pendiente de la curva de E(mV) vs Log[F~]. En
el caso del electrodo de fluoruro el valor de la pendiente obtenida debe estar entre 54 y 60 mV

de acuerdo con el manual del electrodo.

En la Grafica 1 se observa la curva de calibracién del electrodo y su respectiva pendiente.
La Tabla contiene los valores de concentracién y diferencia de potencial representados en la
grafica 1. El valor de la pendiente obtenido en la verificacién del electrodo se encuentra dentro
del rango mencionado en el manual del electrodo. Se realizé un promedio de los valores de los

potenciales debido a que el electrodo se calibraba de manera continua.

Tabla 6. Valores promedio de los potenciales en

1 0 62.4 funcién de los logaritmos de las concentraciones de
10 1 9.8 fluor.
100 2 -46.2
1000 3 -100.5
Verificacion del ISE de fluoruros
80
60 L
40
20 E (mV)=(63.08+0.84) - (54.47+0.44)*Log[F]
R?=0.9999
0
20
g
o -40
-60 \
-80
-100 \0
-120
0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5
Log[F]

Grafica 1. Curva promedio de la verificacién del electrodo.
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5.2 VALIDACION DEL METODO.

Linealidad del Sistema.

Para la determinacién de Linealidad del Sistema elaboré una curva de calibracién por
triplicado con un intervalo de concentraciones de 0.000001 — 1000 ppm, de acuerdo a este
intervalo se puede observar el comportamiento del electrodo tanto a concentraciones muy bajas

como a muy altas. En la Tabla 7 se muestran dichos resultados.

En la Grafica 2 visualmente se puede percibir que existe una linealidad hasta valores
cercanos al potencial de 60 mV lo que corresponde aproximadamente a 1 ppm; también se
puede observar que a concentraciones menores a 1 ppm el electrodo no muestra una respuesta
lineal; de acuerdo a las especificaciones indicadas por el proveedor este deberia de haber sido de
0.02 ppm, lo que involucra un error de 0.98 ppm y este puede ser demostrado de acuerdo a los

resultados obtenidos durante la validacion del método.

Con ayuda de Excel se logré determinar el intervalo lineal de trabajo en un rango de
concentraciones de 1-1000 ppm; lo cual facilito el tratamiento de datos, para poder determinar
asi la linealidad del sistema, en la Tabla 8 se muestran los datos obtenidos con los que se
determino la linealidad del sistema, los cuales presentan mejor coeficiente de correlacion
(R? > 0.99); lo anterior facilit6 el uso del programa STATGRAPHICS Centurion XVI, alimentando
dicho programa con las tres réplicas de datos lineales mostrados en la Tabla 8, donde se
observan los intervalos de respuesta lineales lo suficientemente amplios a partir de los sistemas
14 a 35 (1-1000ppm), el cual cubrié los valores esperados para enjuagues bucales y permiti6 su

analisis.

La Linealidad des Sistema se resume en la Tabla 8, a estos datos se les realizé un analisis
ANOVA en el modo de regresion lineal y el programa nos arroja la Linealidad del Sistema (ver
Grafica 3) los potenciales obtenidos con el electrodo presentan un alto coeficiente de
determinaciéon (r2=0.9994) y un valor de pendiente de -55.0819 mV lo que indica que esta
respuesta es muy cercana a una respuesta nernstiana (Evans, A, 1987 y Pure & appl. Chem. 1994)
esperada para el ISE de fluoruros (en el anexo para Linealidad del Sistema se muestran las
férmulas utilizadas para la obtencién de este parametro, la tabla ANOVA y sus respectivos
residuales). Por lo tanto este parametro es aceptado de acuerdo a la Guia de Validacion del
Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos, A.C. con un intervalo de confianza de la

pendiente IC(f31) al 97.5% de confianza:

IC (B1)=-55.0819+0.4860 mV
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Tabla 7. Potenciales obtenidos por triplicado para cada sistema para determinar
los parametros de Linealidad, LD y LC.

12 Réplica 22 Réplica 32 Réplica

Sistema C°“°(;';tl;§c‘°“ log[ppm] | E(mV) E(mV) E(mV)
1 0.000001 26.000 1015 100.3 94.6
2 0.000005 5301 100.3 97.9 92.8
3 0.00001 75.000 100.6 94.4 90.8
4 0.00005 4301 100.3 88.2 88.1
5 0.0001 ~4.000 98.7 93.1 87.6
6 0.0005 73.301 94.8 94.8 88.6
7 0.001 -3.000 94.8 94.8 92.9
8 0.005 2.301 90.8 89.4 90.9
9 0.01 -2.000 89.4 88.4 84.7
10 0.02 1,699 84.7 813 84.9
11 0.05 1301 88.2 87.8 86.2
12 0.1 71,000 813 81.2 83.0
13 0.5 20301 66.4 59.3 64.8
14 0.000 62.4 62.2 625
15 0.699 30.7 31.0 30.7
16 10 1.000 9.8 9.9 9.9
17 40 1.602 249 256 25.6
18 100 2.000 462 468 46,7
19 130 2114 533 533 '53.9

20 160 2.204 585 759.0 585
21 180 2.255 -60.1 -60.0 -60.0
22 200 2.301 634 634 763.2
23 250 2.398 67.1 673 672
24 280 2.447 769.8 769.9 769.2
25 320 2.505 722 728 722
26 360 2.556 754 753 754
27 400 2.602 79.8 -78.0 794
28 450 2.653 818 81.0 81.9
29 510 2.708 -84.9 84.4 84.1
30 570 2.756 873 87.0 875
31 640 2.806 -89.6 -89.8 -89.2
32 710 2.851 924 92.7 924
33 800 2.903 2943 94.5 947
34 900 2.954 298.9 9856 98.7
35 1000 3.000 1100.1 1005 7100.2
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Curvas de Calibracion

100.0 '
WO W e,
60.0 4"
K
W X 12Réplica
M 22Réplica
200 L4 A 32Réplica

70 60 -50 -40 -30 -20 -10 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
Log[F]

Grafica 2. Representacion grafica del Log[F~] vs E(mV) de los datos de la Tabla 7.

MGM.T Péagina 80



VALIDACION DE UN ELECTRODO SELECTIVO A IONES FLUORURO Y SU APLICACION EN LA
CUANTIFICACION DE ESTA ESPECIE EN MUESTRAS REALES.

Tabla 8. Potenciales obtenidos con ayuda de Excel en el intervalo lineal de trabajo y los
coeficientes obtenidos a través de la grafica de regresion lineal, generada usando el programa
STATGRAPHICS Centurion XVI.

12 Réplica 22 Réplica 32 Réplica
Sistema ARG log[ppm] E(mV) E(mV) E(mV)
(ppm)
14 1 0.000 62.4 62.2 62.5
15 5 0.699 30.7 31.0 30.7
16 10 1.000 9.8 9.9 9.9
17 40 1.602 -24.9 -25.6 -25.6
18 100 2.000 -46.2 -46.8 -46.7
19 130 2.114 -53.3 -53.3 -53.9
20 160 2.204 -58.5 -59.0 -58.5
21 180 2.255 -60.1 -60.0 -60.0
22 200 2.301 -63.4 -63.4 -63.2
23 250 2.398 -67.1 -67.3 -67.2
24 280 2.447 -69.8 -69.9 -69.2
25 320 2.505 -72.2 -72.8 -72.2
26 360 2.556 -75.4 -75.3 -75.4
27 400 2.602 -79.8 -78.0 -79.4
28 450 2.653 -81.8 -81.0 -81.9
29 510 2.708 -84.9 -84.4 -84.1
30 570 2.756 -87.3 -87.0 -87.5
31 640 2.806 -89.6 -89.8 -89.2
32 710 2.851 -92.4 -92.7 -92.4
33 800 2.903 -94.3 -94.5 -94.7
34 900 2.954 -98.9 -98.6 -98.7
35 1000 3.000 -100.1 -100.5 -100.2
Cuadrados
Pardmetro Minimos EsEt:gll'l(idrar
Estimados IC(B1)(mV) 97.5% de confianza

'“te(rlf;’pm 64.5171 0.55144

Pendiente 550819 0.233025 -54.5958 mV, -55.5679 mV
(m)
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Linealidad

70

-80

'110_|....|....|....|....|....|....‘|—
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Log [F]

Grafica 3. Linealidad del sistema con su respectiva ecuacion de la recta y coeficiente de correlacion.
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Exactitud del Método.

Se evaluaron las concentraciones de 100 y 250 ppm por sextuplicado, como se conocen los
componentes de los enjuagues bucales fue posible utilizar un placebo analitico, para este parametro
se utilizé6 un enjuague bucal sin fluoruro de la marca Listerine Freshmint con la finalidad de
cuantificar los enjuagues bucales y descartar que la matriz de los enjuagues interfiere en la
medicién de la presencia del i6n fluoruro en estos; y asi determinar la concentraciéon de cada

enjuague bucal con mayor confianza y exactitud al momento de aplicar el método.

La Tabla 9 muestra los datos obtenidos para cada concentraciéon por sextuplicado, en donde
a través de los potenciales podemos determinar la concentracién real y contrastarla contra la
concentracion tedrica y con estos datos calcular el porcentaje de recobro, el cual se calcula al
obtener el cociente de la cantidad recuperada a la cantidad adicionada expresada en porcentaje. A
través de estos resultados también podemos observar que a mayor concentracién mayor
dispersion de los datos; esto se ve reflejado en el coeficiente de variacion (CV) de cada
concentracion, es decir hay menor dispersion de datos en la concentracion de 100 ppm que en la de
250 ppm. Los coeficientes de variacion (CV) y los intervalos de confianza (IC) cumplen los criterios
de aceptacién establecidos en la Guia de Validacién del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos, A.C. indicados para el porcentaje de recobro (%R); en donde se establece
que para métodos fisicoquimicos el CV debe ser menor al 3% y el IC debe incluir el 100% o que el
promedio aritmético del % de recobro se incluya en el intervalo (97-103%). Los calculos

pertinentes estan indicados en el Anexo correspondiente al parametro de Exactitud.

Tabla 9. Datos obtenidos para determinar el % de recobro de las concentraciones de 100 y 250
ppm.

‘ Concentracion 100 ppm 250 ppm

# Medicion E(mV) | Log[F] [F] ppm bl E(mV) | Log[F] [F] ppm DR
Recobro Recobro

1 -45.9 2.005 101.064 101.064 -67.3 2.393 247.236 98.894

2 -45.6 1.999 99.805 99.805 -68.5 2.415 259.954 103.982

3 -46.1 2.008 101.913 101.913 -67.1 2.389 245.177 98.071

4 -46.8 2.021 104.939 104.939 -67.3 2.393 247.236 98.894

5 -46.2 2.010 102.340 102.340 -67.2 2.391 246.204 98.482

6 -46.1 2.008 101.913 101.913 -68.6 2.417 261.043 104.417
promedio | 101.996 promedio | 100.457

cv 1.667 Ccv 2.905
IC(u) 99.9+1.79 IC(w) 99.3+£3.06
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Linealidad del Método, Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificaciéon (LC) del

ISE de fluoruros.

Para la determinacién de Linealidad del Método se elaboré una curva de calibracién por
triplicado con un intervalo de concentraciones de 1 — 1000 ppm, el cual se encuentra dentro del
intervalo lineal de acuerdo a la linealidad del sistema donde ya se conoce el comportamiento del
electrodo. La metodologia entre linealidad del sistema y linealidad del método es muy similar, pero
lo que cambia es que como ya se conoce el intervalo de trabajo lineal se preparan diferentes
soluciones a diferentes concentraciones dentro de este intervalo, y como el método se aplico en
enjuagues bucales con fluoruro, se conocen los componentes que estan presentes en estos, se les
agrega un placebo analitico en este caso un enjuague bucal sin fluoruro de la marca Listerine
Freshmint con la finalidad de descartar que la matriz de los enjuagues interfiere en la cuantificacion
del i6n fluoruro. A diferencia de la exactitud del método donde solo se utilizan 2 soluciones de
diferentes concentraciones y se miden por sextuplicado, en este pardmetro se utilizan 10

soluciones con las cuales se construye una curva de calibracidn.

En la Tabla 10 se muestran los potenciales obtenidos por triplicado, los cuales ayudaron a
determinar la linealidad del método con ayuda del STATGRAPHICS Centurion XVI, el programa fue
alimentado con estos datos y da por resultado la Grafica 4, la cual muestra un alto coeficiente de
determinacién (r2=0.9988) y un valor de pendiente de -54.1123 mV lo que indica que esta
respuesta es muy cercana a una respuesta nernstiana (Evans, A, 1987 y Pure & appl. Chem. 1994)
esperada para el ISE de fluoruros (en el anexo para Linealidad del Método se muestran las formulas
utilizadas para la obtencion de este parametro, la tabla ANOVA y sus respectivos residuales). Por lo
tanto este parametro es aceptado de acuerdo a la Guia de Validacién del Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, A.C. con un intervalo de confianza de la pendiente IC(f31) al

97.5% de confianza:

IC (B1)=-55.0819+0.4860 mV

Asi también los datos de la Tabla 10 fueron interpolados en la Grafica 4 con la finalidad de
obtener el porcentaje de recuperacion de cada uno de los potenciales (Ver Tabla 11)y reportar la
relacion entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada, y de esta manera generar un grafico
(Ver Grafica 5), para obtener el valor de la pendiente (b1), la ordenada al origen (bo), el coeficiente
de determinacion (r2), el intervalo de confianza para la pendiente (IC(1)), el intervalo de confianza
para la ordenada al origen(IC(f¢)) y el coeficiente de variacion de regresion (CVy,x). Los resultados

de estos parametros se encuentran en la tabla 11.
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Tabla 10. Potenciales obtenidos a 10 diferentes niveles de
concentracion por tres diferentes analistas, para determinar la

a D
0 e ACIO ep d 2 Rep 2 2Rep

62.5 62.4 62.2
2.5 0.398 35.7 35.9 35.7
5 0.699 19.6 19.8 19.7
10 1 9.8 9.9 9.8
25 1.398 -10.4 -10.5 -10.5
50 1.699 -32.8 -32.6 -32.7
100 2 -46.8 -46.6 -46.2
250 2.398 -68.9 -68.9 -68.7
500 2.699 -87.3 -87.5 -87.5
1000 3 -101.4 -101.3 -101.4

Tabla 11. Cantidad adicionada y cantidad recuperada y porcentajes de recobro de
cada una de las réplicas de la Tabla 10.

Concentracion
adicionada

Cantidad recuperada

Porcentaje de recobro

12 Réplica \ 22 Réplica 32Réplica 12 Réplica 22 Réplica ‘ 32Réplica
FIPPM)  (oom) | (gpm)  (em)  %R) (%R} (%R)
1 0.953 0.933 0.955 95.280 93.325 95.499
2.5 2.570 2.692 2.570 102.816 107.661 | 102.816
5 4.677 4.898 4.786 93.547 97.956 95.726
10 10.000 10.233 10.000 100.000 102.329 | 100.000
25 23.988 24.547 24.547 95.953 98.188 98.188
50 51.286 47.863 48.978 102.572 95.726 97.956
100 95.499 91.201 87.096 95.499 91.201 87.096
250 239.883 | 239.883 | 234.423 95.953 95.953 93.769
500 446.684 | 501.187 | 501.187 89.337 100.237 | 100.237
1000 1000.000 | 912.011 | 1000.000 | 100.000 91.201 100.000
Pard Cuadrad.os minimos El,'l'Ol' IC(mV) 97.5% de CV (%)
arametro estimados estandar confianza
Intercepto (b) -1.0007 3.4973 -1.0007+7.1624 00051
Pendiente (m) 0.9699 0.0969 0.9699+0.1984
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Linealidad del Método
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Grafica 4. Linealidad del Método con su respectiva ecuacion de la recta y coeficiente de correlacion.
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Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada
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Grafica 5. Relacion cantidad adicionada vs cantidad recuperada con su respectiva ecuacion de la recta y coeficiente de correlacion.
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Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacion (LC)

Debido a que no se tiene una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta del electrodo a
bajas concentraciones de analito (concentraciones menores a 1 ppm) los limites de deteccién (LD)
y de cuantificacidon (LC) no es recomendable calcularlos por el método de Miller ni por el método de
la curva de calibracién a bajas concentraciones. Cuando se trabaja con electrodos de i6n selectivo
no se recomienda la lectura de blancos porque es inestable e inexacta (PerfectlON™ Guidebook,
2011). No obstante, se ensay6 calcular estos parametros utilizando los datos de Linealidad del
Método (Ver Tabla 10), el cual es el mas adecuado en comparacién al pardmetro de linealidad del
sistema, porque este ya incluye el efecto de matriz; el programa STATGRAPHICS Centurion XVI
ayudo mucho, ya que al ingresarle los datos por triplicado, ademas de generar el grafico
correspondiente para linealidad del método, genera también la tabla de andlisis de varianza
(ANOVA) en la cual nos arroja directamente la desviacién estandar a utilizar que se muestra en el

anexo correspondiente para LD y LC.

El limite de deteccion (LD) se determiné utilizando la ecuacién que se muestra en el anexo
correspondiente a este parametro utilizando los datos generados en linealidad del método
permitiendo asi la determinacién del valor de LD con un intervalo de confianza IC al 97.5% (Ver

anexo: LD):

LD=1.07£0.03 ppm.

El limite de cuantificacion se determiné como lo establece la [IUPAC de igual forma utilizando
los mismos valores que se generaron el linealidad del método; solo que su determinacion fue
diferente utilizando las respectivas formulas de acuerdo al Anexo de LC. Se determind este
parametro debido a que es el punto minimo util para realizar cuantificaciones y como las
mediciones también se hicieron por triplicado también fue posible establecer un IC al 97.5% (Ver

anexo: LC):

LC=1.23+0.09 ppm.
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Precision (Precision intermedia, Repetibilidad y Reproducibilidad) del ISE de

fluoruros.

Como ya se menciono anteriormente la precisiéon indica la variabilidad de un método de
ensayo y expresa en que rango es aceptable la variacién de una misma muestra a condiciones
reales, dato que posteriormente es usado como condicién de criterio para la aceptacién o rechazo
de andlisis.

En la precision pueden considerarse tres niveles: repetibilidad (r), precision intermedia y
reproducibilidad (R) (Velasquez, 2008); los cuales se obtuvieron por 3 diferentes analistas a 10
niveles diferentes de concentracién; como se recomienda en el método Two way (dos vias) ANOVA
(andlisis de varianza) (Adaptive Business Management Systems Ltd, 2011) modelo de efectos fijos
con repeticiones. Este método calcula la variabilidad total de medicidon del sistema y permite la
separacion de la variabilidad del sistema total de medicion en repetibilidad (r) y reproducibilidad
(R).

Con la presiciéon intermedia se busca evaluar la variabilidad del método usado en un mismo
laboratorio pero a condiciones operativas distintas, los factores a modificar incluyen el dia de

analisis, analista, instrumento, entre otros.

La Tabla 12 muestra los valores obtenidos de los potenciales a 10 diferentes
concentraciones de fluoruro, las cuales se midieron por triplicado por tres diferentes analistas. En
la Tabla 13 se muestra el reporte de repetibilidad y reproducibilidad la cual se obtuvo a través del
programa STATGRAPHICS Centurion XVI; el cual se alimento con los potenciales mostrados en la
tabla 10. El programa permitié que a través de sus herramientas de calidad se realizara un estudio
r&R, por el método ANOVA el cual ya directamente arroja los valores de r&R individuales y

combinados.

El método ANOVA como su nombre lo indica, es un método permite descomponer la
variabilidad del sistema en sus diversos componentes, en este caso repetibilidad y
reproducibilidad. Aunque podria desglosarlos en los diversos componentes que se quisieran
analizar, por ejemplo: error experimental puro, error de ajuste al modelo, dia, sexo, tipo de

disolvente, origen de los reactivos etc.

Los indicadores %r&R proporcionan la siguiente informacién (ICH, 2005):

e Sielvalor %r&R es igual o menor al 15% el sistema operador o instrumento es el apropiado

para la aplicacidén disefiada.
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o Siel valor %r&R esta entre 15% y 25% el sistema en general requiere mejoras, sin embargo
puede ser utilizado de manera temporal.

e Siel valor %r&R es superior al 25% el sistema no es aceptable.

Tabla 12. Potenciales obtenidos a 10 diferentes niveles de concentraciéon por tres diferentes
analistas, para determinar la precisién del sistema.

ANALISTA A B ‘ C
. » 12 22 32 12 22 32 12 28 32
Nivel onc(:r‘l)tllt':;cmn Réplica  Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica Réplica

(mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)

1 ’ 1 ’ 62.4 62.2 62.5 ’ 63.7 63.9 63.5 ‘ 61.6 61.8 61.7
2 2.5 35.9 35.9 35.7 35.8 35.7 35.8 35.7 35.7 35.4
3 ’ 5 ’ 15.4 15.3 15.4 ’ 15.5 15.8 15.8 ‘ 15.8 15.9 15.9

4 10 5.2 5.1 5.2 5.6 5.5 5.6 5.1 5 5.1
5 ’ 25 ’ -20.4 -20.5 -20.4 ’ -20.3 -20.5 -20.4 ‘ -20.4 -20.5 -20.3
6 50 -33.9 -33.8 -33.8 -33.9 -33.7 -33.8 -33.9 -33.9 -33.8
7 ’ 100 ’ -46.6 -46.6 -46.8 ’ -46.2 -46.2 -46.3 ‘ -46.7 -46.8 -46.7
8 250 -68.9 -68.8 -68.9 -68.8 -68.7 -68.8 -68.8 -68.8 -68.8
9 ’ 500 ’ -84.3 -84.1 -84.3 ’ -84.2 -84.3 -84.2 ‘ -84.5 -84.4 -84.1
10 1000 -102.4 -102.3 -1024  -102.4  -1024  -1023 -102.3 -1025 -1025

Tabla 13. Reporte de Repetibilidad y Reproducibilidad (r&R).

Porcentaje de

Medicién Sigma Variacién Varianza Porcentaje de | Porcentaje de
Estimada Total Estimada Contribucion R&R
Repetibilidad 0.287617 0.536184 0.0827236 0.00287493 75.37
Reproducibilidad 0.164424 0.306523 0.0270351 0.000939565 24.63
r&R 0.331299 0.617616 0.109759 0.0038145 100.0
Partes 53.6405 99.9981 2877.3 99.9962
Variacion Total 53.6415 100.0 2877.41

Con base en el estudio que se muestra en la Tabla 13, se involucraron 3 operadores, cada uno
midiendo 10 niveles de concentracién (partes) por triplicado, la desviacién estandar estimada del
proceso de medicion es igual a 0.331299. Incluyendo niveles de concentraciéon (partes), la
variacion total (VT) es igual a 53.6415. Para este estudio, el valor de r%R es igual a 0.617616%; y
de acuerdo a los indicadores %r&R mencionados anteriormente como %r&R es menor al 15% el

ISE de fluoruros es el apropiado para la aplicaciéon disefiada.
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En cuanto a precision intermedia, se determind a partir del porcentaje de recobro (% R) (ver
Tabla 14.), el cual se determiné a partir de los potenciales contenidos en la tabla 12, estos
potenciales fueron interpolados en la curva de calibraciéon (grafica obtenida para linealidad del
método, ver Grafica 4), en donde se obtuvo el logaritmo de la concentracion para cada uno de ellos
y posteriormente se determino el antilogaritmo de la concentracién para determinar la
concentracion experimental y en base a esto se calculo el %R, (ver formulas en anexo de precision)
a partir de estos datos se determin el coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza (IC)

los cuales determinan la precisién intermedia.

La Tabla 15 muestra los resultados obtenidos de los cuales podemos concluir que el criterio
de aceptacidn para el CV no es aceptable ya que para métodos quimicos o espectrofotométricos el
criterio de aceptacidon es CV< 3% y en nuestro caso el CV es igual a 4.56%, y con respecto al IC(p)
debe incluir el 100% o el promedio aritmético del %R (100.035%) se debe incluir en el intervalo, el
cual si es aceptable ya que como se muestra en la tabla mencionada anteriormente nuestro I1C(p)
incluye tanto el 100% asi como el promedio aritmético del %R que es igual a 100.035%; esto
basado en los criterios de aceptacion establecidos en la Guia de Validacidn del Colegio Nacional de

Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, A.C.

En el anexo correspondiente a precision se muestra la Tabla ANOVA, la Tabla de Intervalos de
Confianza y su respectiva interpretacion, también se encuentran las formulas para la determinacién

de precision intermedia.

Tabla 14. Porcentajes de recobro de los diferentes analistas, para obtener la precision intermedia.

ANALISTA A 34 C

iy 12 22 32 12 23 38 12 23 38
Nivel Concentracion Réplica Réplica Réplica | Réplica Réplica Réplica | Réplica Réplica Réplica

(ppmm) %) (%) (6 | ) (6 (B | (%) (%) (%)
1 1 93,325 95499 95.280 | 112.202 114.815 107.152 | 87.096 83.176 85.114
2 2.5 107.661 107.661 102.816 | 105.211 102.816 105.211| 102.816 102.816 98.188
3 5 93,547 91418 93.547 | 95.726 102.572 102.572 | 102.572 104961 104.961
4 10 102.329 97.724 102.329 | 112.202 109.648 112.202 | 102.329 97.724 102.329
5 25 98.188 102.816 98.188 | 98.188 102.816 95953 | 98.188 98.188 95.953
6 50 102.572 97956 97956 | 102.572 95.726 97.956 | 102.572 102.572 97.956
7 100 102.329 102.329 107.152| 93.325 93.325 95.499 | 104.713 107.152 104.713
8 250 98.188 95953 98.188 | 95953 93.769 95953 | 95953 95953 95.953
9 500 100.237 95.726 100.237 | 97.956 100.237 97.956 | 104961 102.572 95.726
10 1000 102.329 95.499 102.329 | 102.329 102.329 95.499 | 95.499 104.713 104.713

Tabla 15. Resultados obtenidos para la
precision intermedia.

o

456 98.8616274  101.207756
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Sensibilidad del ISE de fluoruros.

En la Tabla 16 se presentan los datos para la determinacién del pardmetro de sensibilidad, al

obtener las respuestas por triplicado para 22 diferentes concentraciones las cuales estan dentro del

intervalo lineal. Este parametro se determina al obtener la pendiente de la curva, es decir, el cambio

en la respuesta del instrumento. La sensibilidad fue tomada de la linealidad del sistema, debido a

que tiene suficientes puntos para su evaluacién; asi que la grafica es la misma para ambos

parametros, en la Grafica. 6, la pendiente (m) es igual a -55.0819 mV lo cual es muy cercano a una

respuesta nernstiana, indicando asi una buena sensibilidad del ISE de fluoruros (Pure & appl. Chem.

1994). En el anexo correspondiente a sensibilidad se encuentran las férmulas para la

determinacion de IC(p).

Tabla 16. Potenciales obtenidos para determinar la sensibilidad del electrodo.

12 Réplica 22 Réplica 32 Réplica
Sistema Cohceptiason log[ppm] E(mV) E(mV) E(mV)
(ppm)
1 1 0.000 62.4 62.2 62.5
2 5 0.699 30.7 31.0 30.7
3 10 1.000 9.8 9.9 9.9
4 40 1.602 -24.9 -25.6 -25.6
5 100 2.000 -46.2 -46.8 -46.7
6 130 2.114 -53.3 -53.3 -53.9
7 160 2.204 -58.5 -59.0 -58.5
8 180 2.255 -60.1 -60.0 -60.0
9 200 2.301 -63.4 -63.4 -63.2
10 250 2.398 -67.1 -67.3 -67.2
11 280 2.447 -69.8 -69.9 -69.2
12 320 2.505 -72.2 -72.8 -72.2
13 360 2.556 -75.4 -75.3 -75.4
14 400 2.602 -79.8 -78.0 -79.4
15 450 2.653 -81.8 -81.0 -81.9
16 510 2.708 -84.9 -84.4 -84.1
17 570 2.756 -87.3 -87.0 -87.5
18 640 2.806 -89.6 -89.8 -89.2
19 710 2.851 -92.4 -92.7 -92.4
20 800 2.903 -94.3 -94.5 -94.7
21 900 2.954 -98.9 -98.6 -98.7
22 1000 3.000 -100.1 -100.5 -100.2
Cuadrados
Pardmetro Minimos EI:I‘O[‘
Estimados Estandar IC(B1)(mV) 97.5% de confianza
Intercepto (b) 64.5171 0.55144
Pendiente (m) -55.0819 0.233025 -54.5958 mV, -55.5679 mv
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Sensibilidad
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Grafica 6. Demostracion del parametro de sensibilidad con su respectiva ecuacion de la recta y
coeficiente de correlacién.

Robustez.

En las Tablas 17 y 18 se presentan los resultados obtenidos para el parametro de robustez,
en los cuales se observan los resultados al modificar dos diferentes condiciones (temperatura y
solucion TISAB II) al sistema de 100ppm. En la Tabla 17 se observan los diferentes resultados
obtenidos de la concentracion de 100ppm a condiciones normales (25°C), condiciones bajas (10°C)
y condiciones altas (35°) utilizando la solucién TISAB II, determinando su concentracién con una
curva de calibracion igualmente bajo condiciones normales; y asi a su vez se determiné el %R de
cada una de las condiciones mencionadas. De la misma manera se determiné la concentraciéon de
100ppm por cuadruplicado bajo las tres condiciones mencionadas anteriormente, solo que en esta
parte no se agreg6 la solucion TISAB II a las condiciones alta y baja, pero el procedimiento fue el
mismo (ver Tabla 18). Se determiné la media aritmética del %R para cada una de las diferentes
condiciones (i) con y sin TISAB II (i), se determinaron las diferencias absolutas |d;|=|y1 — Yol ¥
|d;i|=]y2 — ¥ol- Los resultados fueron: |d;|=36.2411% y |d;|=42.8207% para el cambio en
temperatura, |d;|=7.3859% vy |d;|=127.808% para la medicion del sistema sin solucién TISAB II.
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Con estos resultados se pueden determinar los factores que presentan mayor efecto sobre el
desempefio del método, ordendndolos en base al efecto que causan: condiciones a temperatura alta
(35°C) con y sin solucién buffer, seguida de la condicién de temperatura baja (10°C). Estos
experimentos y sus resultados indican que no se debe variar la temperatura ya que a
concentraciones bajas la concentracion disminuye y a temperaturas altas la concentracién aumenta
y la solucion TISAB Il siempre tiene que ser afiadida a cada muestra o solucion a medir debido a que
es la que regula actividad i6nica. Debido a que los |d;| de la temperatura y de la soluciéon TISAB II
rebasan el 3% por lo tanto el pardmetro de robustez no es aceptado esto basado en los criterios de
aceptacion establecidos en la Guia de Validacién de Métodos Analiticos del Colegio Nacional de

Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, A.C.

Tabla 17. Comparacién de los % R entre la condicién normal (25°C) y las
temperaturas alta (35°C) vy baja (10°C) utilizando TISAB II.

Mediciones de Temperatura
1 nivel de

concentracion Baja a 10°C Normal a 25°C Alta a 35°C
(100ppm) con
TISAB II (% R) (% R) (% R)
1 68.89636 104.7939 147.6985
2 67.78333 104.3681 147.1047
3 66.96037 103.9440 146.5133
4 67.78333 104.3681 147.1047
Media
aritmética y1=68.3398 ¥yo=104.5809 y,=147.4016

|d;]=]y1 — yol|=168.3398-104.5809|=36.2411%

|d;|=|y2 — yol|=|147.4016-104.5809|=42.8207%
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Tabla 18. Comparacién de los % R entre la condicién normal (25°C) y las
temperaturas alta (35°C) vy baja (10°C) sin TISAB II.

Mediciones de Temperatura
1 nivel de

concentracion Baja a 10°C Normal a 25°C Altaa 35°C
(100ppm) sin
TISABII (% R) (%R) (%R)
1 98.18438865 104.7939 2319158577
2 96.20567861 104.3681 232.8520345
3 96.99233184 103.9440 230.9834448
4 98.98722137 104.3681 231.9158577
Media
=97.195 =147.4016 =232.3839
aritmética 1 Yo Y2

|di|=1y1 — ¥|=|97.195-147.4016|=50.2066%

d;]=]y2 — yo|=1232.3839-147.4016|=84.9823%

Con base en los resultados obtenidos, se puede concluir que el método esta validado y como
lo muestra la Tabla 19, la mayoria de los parametros cumplen con los criterios de aceptacion, a
excepcidn del pardmetro de robustez; los cuales indican que el método analitico puede ser utilizado
para una correcta determinacién de iones fluoruro en enjuagues bucales en un intervalo de

concentracion de 1-1000 ppm.
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Tabla 19. Comparacion de los datos experimentales con los criterios de aceptacion establecidos en la

Guia de Validacion de Métodos Analiticos del Coleaio Nacional de Ouimicos Farmacéuticos Bidloaos. A.C.

Parametro

Criterios de aceptacion

Resultados Experimentales

r2=0.9994
. . 2>0.98
Linealidad del =
N stom IC(B1)= -55.0819+0.9665 mV
1stema IC(B1) no debe incluir el cero.
Intervalo: 1-1000 ppm
CV=1.667%y 2.905%
CV<3%
. IC(1)=99.9+1.79 mV y
Exactitud IC (u); debe incluir el 100% o que el promedio 99.3+3.06 mV
aritmético del %R se incluya en el intervalo (97-103%)
y =101.996 y 100.457
r2>0.98
IC(B1) no debe incluir el cero.
2
¢ Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada .
12> 0.98 IC(B1)=-54.1123+0. 4860 mV
IC(B1) debe incluir la unidad. r=0.9986
Linealidad del
Método IC(Bo) debe incluir el cero. HE U MR R e Ty
CVy,x del %R no mayor al 3% 6 30))= =R
«» Porcentaje de recobro (%R) = 00010
IC (W); debe incluir el 100% o que el promedio UG = £ 027 e s
aritmético del %R se incluya en el intervalo (97-103%) CV=4.5814%
CV<3%
Limite de
------------------------ 1.07+0.03
deteccion (LD) ppim
Limite de
cuantificacion 1.23+0.09 ppm
(LC)
%r&R<15% r&R=0.6176%
Precision
CV<3% CV=4.56%
Sensibilidad pendientex59.16mV -55.0819+0.9665 mV
Temperatura=|di|]=
Robustez |di|=£3% 36.2411%y 42.8807%
TISAB I1= |di|= 50.2066% y
84.9823%
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5.3 APLICACION DEL METODO VALIDADO (CURVA DE CALIBRACION).

Para cuantificar el contenido de fltior en enjuagues bucales fluorados a través del Método de
Electrodo de 16n Selectivo, se realiz6 un estudio de tipo cuantitativo y descriptivo; se aplicé el
método validado para la determinaciéon de fluoruro por curva de calibracién a 13 diferentes
enjuagues bucales (Listerine Advance, Listerine Total Care, Listerine Whitening Colgate Plax Fresh
Mint, Colgate Plax Complete Care 10 en 1, Colgate Plax Whitening, Colgate Plax Kids , Oral-B
Complete Hierbabuena, Oral-B Complete Menta Refrescante, Oral-B Prosalud, Astringosol ICE,
Astringosol Advance y Dental Max).

Se realiz6 una curva de calibraciéon de 10 niveles diferentes de concentracién utilizando un
Estandar de referencia certificado Fluoride lon Selective Electrode Standard de 1000 mg/L de F~ +
0.5 %, lote No. ISEF513A1 Preparado con KF y H20 (500mL). Marca Mettler Toledo y utilizando
como placebo un enjuague bucal sin fluoruro; esto con el fin de determinar si la matriz de los
enjuagues afectaban la medicion del i6n fluoruro y a su vez determinar la linealidad del método. En
la Tabla 20 se muestran los resultados obtenidos para la construccion de la curva de calibracion.
En la Grafica 7 se observa la Curva de calibracién y a su vez la Linealidad del método donde se
puede percibir que la matriz de los enjuagues bucales no interfiere en la cuantificacién de flior en
estos y no fue necesario realizar un tratamiento previo a las muestras para su medicion. Otro dato
muy relevante es que la pendiente obtenida es muy cercana a la linealidad del sistema, y el
coeficiente de correlacion es idéntico, por lo tanto las mediciones del los enjuagues bucales

pudieron ser medidas directamente

Tabla 20. Datos obtenidos por triplicado para la construcciéon de
la curva de calibracion y linealidad del método.

Concentracion 12 Réplica 22 Réplica 32Réplica
[F](ppm) : (mV)
1 0 62.5 62.4 62.2
2.5 0.398 35.7 35.9 35.7
5 0.699 19.6 19.8 19.7
10 1 9.8 9.9 9.8
25 1.398 -10.4 -10.5 -10.5
50 1.699 -32.8 -32.6 -32.7
100 2 -46.8 -46.6 -46.2
250 2.398 -68.9 -68.9 -68.7
500 2.699 -87.3 -87.5 -87.5
1000 3 -101.4 -101.3 -101.4
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Curva de calibracion.
70 [ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]

E(mV) = (60.7765+0.8924)- (54.1123+0.4948)* Log[F~]

R%=0.9988

_1‘10_|....|....|...|...|....|....|_

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Log[F]

Grafica 7. Linealidad del método con su respectiva ecuacion de la recta y coeficiente de correlacion.

Con los resultados obtenidos en la grafica 7, se procedi6é a medir los 13 diferentes enjuagues
bucales, determinando a cada uno de ellos pH y mV por duplicado, el pH se determiné antes de
agregar TISAB Il a cada uno de los enjuagues, asi como también el color observado de cada uno de
ellos. En las Tablas 21 y 22 se observan los resultados obtenidos tanto para enjuagues bucales con
alcohol y sin alcohol; donde puede concluirse que el rango de pH de los enjuagues bucales antes de
agregarles TISAB Il esta entre 7-7.8; el enjuague bucal con menor pH medido corresponde a Oral-B
Prosalud con 7.034 unidades de pH y el enjuague bucal con mayor pH medido corresponde a Dental
Max con 7.755 unidades de pH. También puede observarse que al agregar TISAB II el pH disminuye
en un rango de 0.2-0.8 unidades de pH en donde nuevamente vuelven hacer presencia los
enjuagues bucales mencionados anteriormente y el primer enjuague bucal tuvo una disminucién de

0.282 unidades de pH y el segundo tuvo una disminucién de 0.727 unidades de pH. Por tltimo de
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estas tablas también puede concluirse que el color mas comercial entre los enjuagues bucales es el

azul y el que menos comercial entre éstos es el color rosa.

A partir de los potenciales experimentales obtenidos por duplicado en las tablas 21y 22 y
con ayuda de la curva de calibracion y los calculos pertinentes (Ver Anexo: Linealidad del método)

se determind la concentracién experimental promedio para cada uno de los enjuagues bucales.

Las Tablas 23 y 24 muestran los resultados experimentales de la [F " ]exp , %R, el promedio
de cada una de las [F~]exp, [F~] reportada en la etiqueta, presentaciéon y pais de procedencia de
cada enjuague bucal con fldor con y sin alcohol respectivamente. En estas tablas se puede observar

que el rango del %R se encuentra entre 76-114%, el rango de la [F~]exp se encuentra entre 90-258

En cuanto a la presentacién de cada enjuague bucal podemos observar que la mas comercial
es la presentacion de 250 mlL, seguida de la de 500 mL y las menos comerciales son las
presentaciones de 350 y 473 mL. En cuanto al contenido de flior en cada una de las marcas es
variable en un rango de 95-270 ppm siendo 225 ppm la concentracién mas comercial y 95 ppm la
menos comercial; de los 13 enjuagues bucales mas comercializados 4 son mexicanos, 3

colombianos, 3 brasilefios, 2 estadounidenses y 1 venezolano.

Por ultimo en la Tabla 25 se muestra el promedio de la concentraciéon de flior cuantificada
en cada una de las marcas comerciales de enjuagues bucales analizadas; en donde se realizé una
comparacion entre la concentraciéon experimental promedio, la reportada en la etiqueta y la
concentraciéon minima recomendada por la ADA (Asociacién Dental Americana) evaluando con los
siguientes criterios: Cumple o No Cumple. De las 13 marcas investigadas, solo Listerine Advance
cumple con lo declarado en su etiqueta, pero no asi con la recomendada por la ADA; y Colgate Plax
Complete Care 10 en 1, Dental Max, Colgate Plax Kids y Oral-B Complete Hierbabuena si cumplen
con el contenido minimo de flior recomendado por la Asociaciéon Dental Americana (ADA), pero no
asf con lo declarado en su etiqueta. Las 8 marcas restantes no cumplen con la concentracién

declarada en la etiqueta ni con la concentracién recomendada por la ADA.
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Tabla 21. Datos obtenidos por duplicado y color observado para enjuagues bucales con

alcohol.

Con TISAB II

Enjuagues
bucales
con
alcohol

pHS/B

mV

pH

mV

pH

Color

Listerine
Advance

7.442

-49.1

6.744

-51.1

6.756

verde

Listerine
Total Care

7.387

-46

6.739

-45.9

6.735

morado

Listerine
Whitening

7.049

-46.5

6.742

-46.7

6.745

incoloro

Colgate
Plax Fresh
Mint

7.538

-60.7

6.893

-60.3

6.89

verde

Colgate
Plax
Complete
Care 10 en
1

7.689

-69.3

7.04

-69.2

7.039

azul

Colgate
Plax
Whitening

7.616

-65.3

6.997

-65.3

6.997

azul

Dental
Max

7.755

-67.3

7.028

-67.1

7.031

azul
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Tabla 22. Datos obtenidos por duplicado y color observado para enjuagues bucales sin

alcohol.

Con TISAB I1

Enjuagues
bucales sin
alcohol

pHS/B

mV

pH

mV

pH

Color

Colgate Plax
Kids

7.613

-70.1

-69.8

7.085

rosa

Oral-B
Complete
Hierbabuena

7.496

-68.5

6.973

-68.3

6.973

azul

Oral-B
Complete
Menta
Refrescante

7.496

-66.7

6.972

-66.7

6.972

azul

Oral-B
Prosalud

7.034

-51.1

6.756

-51.0

6.752

morado

Astringosol
ICE

7.479

-64.9

6.986

-64.9

6.986

azul

Astringosol
Advance

7.481

-65.1

6.99

-65.1

6.99

incoloro

Tabla 23. Resultados Experimentales obtenidos para las diferentes marcas de enjuagues bucales

con alcohol, se obtuvieron los valores de concentracidn para cada marca de enjuague.

[F]

Enjuagues [F-lexp (ppm) % de Contenido Promedio reportada Pais de
bucales con de la [F]exp .
enla procedencia
alcohol 1 2 1 2 (ppm). e
S— 0
Listerine 1042761  113.7134 | 1042761  113.7134 | 1089947 0.022% 500 Colombia
Advance (100ppm)
Listerine 22.1mg
Total Care 91.1724 90.7783 91.1724 90.7783 90.9753 (100ppe) | 5% EUA
Listerine 0.022%
Whitening 93.1687 93.9794 93.1687 93.9794 93.5741 (100ppm) | 473 EUA
Colgate Plax 0.05% .
o tine | 1723534 169.3927 76.6015 75.2856 1708730 | (,5c0 it | 250 Brasil
Colgate Plax 0.05%
Complete 2501583 2490770 | 1111814 1107008 | 2496176 | ()oc ‘r’n) 500 | Venezuela
Carel10en1 pp
0,
Colgate Plax | ), 359) 5103592 93.4929 93.4929 210.3592 inse 500 Brasil
Whitening (225ppm)
Dental Max | 2293972  227.4183 84.9619 84.2290 2284078 0.06% 350 México
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Tabla 24. Resultados Experimentales obtenidos para las diferentes marcas de enjuagues bucales sin
alcohol, se obtuvieron los valores de concentracién para cada marca de enjuague.

. . . [F]
Enjuagues [F-]lexp (ppm) % de Contenido Promedio reportada ; Pais de
bucales sin de la [F-]exp .
enla procedencia
alcohol (ppm). etiqueta.
Colgafe Plax 0.05% '
Kids 2589796  255.6357 | 115.1020 113.6159 257.3077 250 Brasil
(225ppm)
Oral-B
0,
Complete | 11 6374 2395530 | 1069192 105.9969 | 240.5952 0.05% 250 Colombia
Hierbabuena (226ppm)
Oral-B
Complete 0.05% .
Menta 223.5116  223.5116 | 98.8989 98.8989 223.5116 250 Colombia
Refrescante (226ppm)
Oral-B n
Prosalud 113.7134 113.2218 | 113.7134 113.2218 113.4676 [g;;)zpl/;) 250 México
Astringosol 0.05% o
ICE 206.7455 206.7455 | 91.8869 91.8869 206.7455 300 México
(225ppm)
Astringosol 0.05% o
Advance 208.5445 208.5445 | 92.6864 92.6864 208.5445 (225ppm) 300 México

Tabla 25. Comparacion entre la concentracidn experimental promedio, la reportada en la
etiqueta y la minima recomendada por la ADA.

[F] Cumple la [F-]

Promedio

Marca de Desviacion | reportada
. de la [F]exp ,
enjuague bucal (ppm) estandar enla Etiqueta ADA
ppm)- etiqueta. (225ppm)
Listerine 0.022%
108.994 +6.
Advance 08.9947 6.6731 (100ppm) Cumple No Cumple
Listerine Total 22.1mg
45
s 90.9753 +(0.2786 (100ppm) No Cumple No Cumple
Listerine 0.022%
5741 0.
Whitening 93 0.5732 (100ppm) No Cumple No Cumple
Colgate Plax 0.05%
70.87 +2.
Fresh Mint 170.8730 2.0935 (225ppm) No Cumple No Cumple
Colgate Plax 0.05%
Complete Care 249.6176 +0.7646 o7 No Cumple Cumple
10en1 (225ppm)

MGM.T Pagina 102



VALIDACION DE UN ELECTRODO SELECTIVO A IONES FLUORURO Y SU APLICACION EN LA

CUANTIFICACION DE ESTA ESPECIE EN MUESTRAS REALES.

Colgate Plax 0.05%
Whitening 210.3592 0 (225ppm) No Cumple No Cumple
0.6%
Dental Max 228.4078 +1.3992 No Cumple Cumple
(270ppm)
Colgate Plax
+
257.3077 +1.1822 (225ppm) No Cumple Cumple
Oral-B
Complete 0.05%
Hierbabuena 240.5952 +0.7369 (226ppm) No Cumple Cumple
Oral-B
Complete Menta 0.05%
Refrescante 223.5116 0 (226ppm) No Cumple No Cumple
Oral-B Prosalud 0.02%
113.4676 +0.1737 i No Cumple No Cumple
(95ppm) P P
Astringosol ICE 0.05%
206.7455 0 (225ppm) No Cumple No Cumple
Astringosol
Advance 0.05%
208.5445 0 (225ppm) No Cumple No Cumple
Oral-B 0.05%
Complete Menta | 223.5116 0 No Cumple No Cumple
(226ppm)
Refrescante
0.02%
Oral-B Prosalud | 113.4676 +0.1737 No Cumple No Cumple
(95ppm)
Astringosol ICE | 206.7455 0 0.05% No Cumple No Cumple
g ' (225ppm) p p
Astringosol 0.05%
Advance 208.5445 0 (225ppm) No Cumple No Cumple
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6. CONCLUSIONES.

» Se logr6 desarrollar y validar el método potenciométrico para el ISE de fluoruros, el cual
cumple satisfactoriamente con los parametros de Linealidad, LD, LC, Precisién, Exactitud y

Sensibilidad.

» Se llevé a cabo satisfactoriamente la aplicacion del método validado en la determinacion y

cuantificacién del ion fluoruro en enjuagues bucales.

» De las 13 marcas de enjuagues bucales analizadas se encontrd que solo una cumple con la
concentraciéon declarada en su etiqueta (Listerine Advance), pero no asi con la

recomendada por la Asociacién Dental Americana (ADA).

» De las 13 marcas de enjuagues bucales analizadas se encontré que solo cuatro marcas
(Colgate Plax Complete Care 10 en 1, Dental Max, Colgate Plax Kids y Oral-B Complete
Hierbabuena) cumplen con la concentracién recomendada por la Asociacién Dental

Americana ADA).

» De las 13 marcas de enjuagues bucales cuatro son mexicanas y ninguna cumple con la
concentracion especificada en su etiqueta, tres marcas (Dental Max, Astringosol ICE y
Astringosol Advance) estdn por debajo de su concentraciéon indicada en un rango de
concentracion de 16-41ppm siendo Dental Max la marca que tiene una concentracién
mayor por debajo de la indicada (40.193ppm). Solo una marca (Oral-B Prosalud) esta por

encima de la concentracidn especificada en su etiqueta con 18.2939ppm.

» Con los resultados obtenidos y debido a que solo una marca cumple con la concentracion
especificada en su etiqueta, y de las marcas mexicanas ninguna cumple es necesario volver
a implementar el PROYECTO de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-219-SSA1-2002,
Limites maximos de concentracion de fluoruros en productos higiénico-
odontolégicos e insumos de uso odontolégicos fluorados la cual fue cancelada, y dar un

seguimiento mas estricto a estos productos de higiene personal.
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8. ANEXOS.
8.1. Linealidad del Sistema.

Férmulas para Linealidad del Sistema (Guia de Validacién de Métodos Analiticos, 2002).

Pendiente.

b _nYxy—XxXy
T Y a? - (Tx)?

n=numero de mediciones (concentracion - respuesta analitica).

Ordenada al origen.

_Zy—b¥x

b
0 n

Coeficiente de determinacion.

@ -CE0(En)
T @) - @0DEE YD) - €07

2

r

Intervalo de confianza para la pendiente. Donde:

IC(B1) = byttoo75n-25p, 2. x=Sumatoria de las respuestas medidas de Log[F-].

(tos75,(5.2-6)=2.447) Y. y: Sumatoria de las respuestas medidas de E (mV).

Y x?: Suma de cuadrados de las respuestas medidas de
Log[F].

Sb1 = SJ//x
Y y2: Suma de cuadrados de las respuestas medidas de E

(mV).

Y xy: Sumatoria de los productos entre Log[F-] y E(mV).

S _ijz — b Xxy—bo Xy
y/x —

n-—2 Sp,: Desviacion estandar de la pendiente.

S. /== Desviacion estandar.
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Tabla A1. ANOVA para Linealidad del Sistema.

Analisis de varianza con falta de ajuste

Suma de Grados de Cuadrado ..
Fuente cuadrados libertad Medio Estadistico F Valor P
Modelo 115241 1 115241 55874.33 0.0
Residual 132.001 64 2.06251
Falta de 127.174 20 6.35869 57.97 0.0
Ajuste
Error Puro 54.82667 44 0.109697
Total
(Corr.) 115273 65
Residuales vs Log [F7]
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Fig. Al. Grafica de Residuales contra Log [F-] para linealidad.
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8.2. Exactitud del Método.

Férmulas para Linealidad del Sistema (Guia de Validacion de Métodos Analiticos, 2002).

Media aritmética
— Xy
y - n

Desviacion estandar

. \/n@ y2)—-(Ty) 2
S =
nn-1)

Coeficiente de variacion

CV = =%100

s
y

Intervalo de confianza para la media poblacional

S
IC(u)=y+ttoorsn-1— (to.975, (6-1=5)=2.571)
A/N

n = numero de recobros.
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8.3. Linealidad del Método.

Férmulas para Linealidad del Sistema (Guia de Validacion de Métodos Analiticos, 2002).

Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada.

Pendiente.
b = nyxy—XxXy
L7 Y x? — (Xx)?

n= numero de mediciones (cantidad adicionada - cantidad recuperada).

Ordenada al origen.

=Zy—b12x

by -

Coeficiente de determinacion.

@ -E0(En)
T @) - @0DEE YD - €07

2

r

Intervalo de confianza para la pendiente. Donde:

IC(By) = b1+to.975n-25p, Y. x=Sumatoria de las respuestas medidas de Log[F-].

> y: Sumatoria de las respuestas medidas de E (mV).

(to.975,(30-2=28) =2.04:8)

Y x?: Suma de cuadrados de las respuestas medidas de
Log[F].

Y y2: Suma de cuadrados de las respuestas medidas de E
(mV).

Y. xy: Sumatoria de los productos entre Log[F-] y E(mV).

2—b Yxy—b>b
S .= Ly 12 ;/ 02y Sp,: Desviacion estandar de la pendiente.
n —

S. /== Desviacion estandar.
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Intervalo de confianza para la ordenada al origen.

IC(B1) = by+ty975n—25p,

(t0.975,(30-2=28) =2.04:8)

1 (x)?

Sho = Sy/x £+—2x2 B > x)2

n

. XX
X =—
n

Coeficiente de Variacion de regresion.

_ Sy/x
CVy/x =

y

Porcentaje de recobro.

Media aritmética.

2
Y n

Desviacion estandar.

ny?) -y ?
nn—1)

Coeficiente de Variacion de regresion.

CV = =%100

<Y

Donde:
Y. x=Sumatoria de las respuestas medidas de Log[F-].

Y x2: Suma de cuadrados de las respuestas medidas de
Log[F-].

Sp,: Desviacion estandar de la ordenada al origen..
Sy/x= Desviacion estandar.

n: numero total de mediciones realizadas.
X = Media de las respuestas medidas de Log[F].

y = Media de las respuestas medidas de E (mV).
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Tabla A2. ANOVA para Linealidad del Método.

Analisis de varianza con falta de ajuste

Suma de Grados de Cuadrado ..
Fuente cuadrados libertad Medio Estadistico F Valor P
Modelo 80303.2 1 80303.2 11956.99 0.0
Residual 188.048 28 6.71601
Falta de 187.675 8 23.4594 1256.75 0.0
Ajuste
Error Puro 0.373333 20 0.0186667
Total
80491.3 29
(Corr.)

Residuales vs Log[F ]

2 T T —— ' . T T T T T r T 1 T_]

L ] .

i ] ]
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Fig. A2. Grafica de Residuales contra Log [F-] paralinealidad del método.
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Residuales vs Cantidad adicionada
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Fig. A3. Grafica de Residuales contra cantidad adicionada.

8.4. Limite de Deteccion (LD).

Foérmulas de cdlculo para LD (Guia de Validacion de Métodos Analiticos, 2002).

Los valores a utilizar son; Sy, /, (desviacion estandar) y b,

D= 3.3 X SJ//X (pendiente) los mismos que ya se calcularon en linealidad
b, del método.

S

/x = 0.496451
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8.5. Limite de Cuantificacion (LC).

Formulas de calculo para LC (Guia de Validacién de Métodos Analiticos, 2002).

Los valores a utilizar son; Sy, /, (desviacion estandar) y b,

(pendiente) los mismos que ya se calcularon en linealidad.

o 10Xy
by

Sy = 0496451

8.6. Precision.

Férmulas de cdlculo para Precisién Intermedia (Guia de Validaciéon de Métodos Analiticos,

2002).

Media aritmética.
Donde:

y = Z_y y: Media aritmética de los resultados.
n
> y: Sumatoria de las respuestas medidas.
Desviacion estandar.
Y y%: Suma de cuadrados de las respuestas

medidas.

n(Xy?) — Qy)?

s: desviacion estandar.
nn—-1)

CV: Coeficiente de Variacion.
Coeficiente de variacion. , . )
n: numero total de mediciones realizadas.

CV ==x100

<<il @«
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8.7. Sensibilidad.

Férmulas de cdlculo para Precisién Intermedia (Guia de Validacién de Métodos Analiticos,
2002).

Pendiente

NRDOREIRIN
Y ~(Xx)

Ordenada al origen

b:Zy—mZx

Coeficiente de determinacion

v ((Z)-(Z0Ey)
(n(Xx)=(Zx))(n(Zy*)-(Z ) )

Intervalo de confianza para la pendiente (Sp1: Error Estandar de la Pendiente)

IC(B1) = m £ to.975,n-25p1 (to.975,(4-2=2) =2.447)

1

5o (27

n

SblZSy/x

S _\/Zyz—mzxy—be
e n-2
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8.8. Robustez.

Férmulas de cdlculo para Precision Intermedia (Guia de Validacién de Métodos

Analiticos, 2002).

Media aritmética de la condicion normal de operacion.

— — LYo
Yo = o

ny=numero de muestras de la condiciéon normal de operacion.

Media aritmética del analisis de cada condicion de operacion diferente a la
condicion normal

L1

Y1 n,

n,;=numero de muestras de la i-ésima condicion de operacidn.

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto de la
media aritmética de la condicion normal.

|di| = |371 _3_’o|
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Reagecon

Certificate of Analysis

lon Selective Electrode Standards

Fluoride 1000ppm

Product No 51344775
Lot Nc ISEF513A1
Expiry date 28/01/2015
Mean measured value 1002 ppm
Date of measurement 31/01/2013

Specification:
995 - 1005 ppm

Method:

Standardised in accordance with an in-house method TPISE.

Traceability:
This standard is directly traceable to standard Reference Material of National Institute of
Standards and Technology (USA). 2203, Potassium Fluoride.

Reference:
Vogels Texbook of quantitative Inorganic Analysis. Fifth Edition. Longman London and
New Yor

Products are manufactured under an NSAI registered |.S EN 1S09001:2008 Quality System, registration no: 19.2769

Date of issue of the certificate: 31/01/2013
] o

2 Technician Derdre Madigan

Complementary information relative to this product is available at www.reagecon.com
Page 1 of 1.This Certificate must not be reproduced except in full. Rev-13A6

Reagecon Diagnostics Ltd.

Shannon Free Zone, Shannon, Co. Clare, Ireland.
Tel +353 61 472622, Fax: +353 61 472642

Email: sales@reagecon.ie, www.reagecon.com
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