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UV-Vis

bl

Analisis de varianza (por sus siglas en inglés)

Analisis por flujo segmentado ( por sus siglas en ingles)
Porciento de eficiente de variacion

Cromatografia ionica (por sus siglas en ingles)

Infra rojo

Analisis por inyeccion en flujo (por sus siglas en ingles)
Grados de libertad

Intervalo de confianza

Electrodo de ion selectivo (por sus siglas en ingles)
Limite de cuantificacion

Limite de deteccion

Tamaio de muestra

Coeficiente de regresion lineal

Coeficiente de correlacion lineal

Varianza

Desviacion estandar

Suma de términos cuadraticos

Ultravioleta

Ultravioleta-visible

Media aritmética de una muestra
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I. RESUMEN

Se utilizo un disefio factorial Box-Behnken para evaluar un método espectrofotométrico de
inyeccion en flujo con el objetivo de determinar fluoruros en enjuagues bucales y pastas dentales en gel
para nifios basado en la reaccion de entre los iones fluoruro y el complejo colorido de Zirconilo-
SPADNS (sal trisodica del &cido 1,8-dihidroxi-2 4-sulfofenilazo naftalén-3,6—disulfonico). Los disefios
se establecieron, con la menor cantidad de experimentos, las mejores condiciones para el analisis de
fluoruro fueron: reactor de 60 cm; caudal para Zirconilo-SPADNS de 0.9 mL min™; las concentraciones
6ptimas para el complejo Zirconilo-SPADNS 1.65 x 10 mol L* y 1.68 x 10° mol L*
respectivamente con un volumen de inyeccion de 200 pL. EI método una vez optimizado permitié
obtener el intervalo lineal de 0.2 pg mL™ a 3 pg mL™ el limite de deteccién fue 0.1 pg mL™ y el
coeficiente de regresion 0.9995, con una frecuencia de muestreo de 27 determinaciones por hora y un
minimo consumo de reactivos. El peroxido de hidrogeno interfiri en la cuantificacion de fluoruros,
cuando la proporcién de peroxido: fluoruro fue mayor a 2.4.

Palabras clave: Disefio factorial Box-Behnken, fluoruros, Zirconilo-SPADNS, enjuagues bucales,

pastas dentales en gel, inyeccion en flujo, espectrofotometria.

I.1. ABSTRACT

A Surface response BOX-BEHNKEN design was selected to evaluate a flow injection
method for the determination of fluoride in mouthwashes and gel toothpastes for children, based on its
reaction with zirconium ions and 2-(parasulfophenylazo)-1,8-dihydroxy-3,6-naphthalene-disulfonate
(SPADNS). The designs were established with the optimal working conditions for the quantification of
fluoride are: reactor 60 cm, injection volume 200 pL, peristaltic pump speed 0.9 mL min™~ and optimal
concentration for SPADNS-Zr complex 1.65E%- 1.68E® mol L™ respectively with an injection
volume of 200 uL. Once the method was optimized it allowed obtaining the linear range and a limit of
quantification of (LQ) = 0.2 mg L~ and a correlation coefficient of 0.9995, with a total of 27
determinations per hour and a minimum consume of reagents. Hydrogen peroxide interfered on the
quantification of fluorides when the ratio of peroxide:fluoride was increased to 2.4.

Key words: factorial design Box-Behnken, fluoride, Zirconyl-SPADNS, mouth washes, gel tooth paste,

flow injection, spectrophotometry.
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La salud bucodental, fundamental para gozar de una buena salud y una buena calidad de
vida, se puede definir como la ausencia de dolor orofacial, cancer de boca o de garganta, infecciones y
llagas bucales, enfermedades periodontales (de las encias), caries, pérdida de dientes y otras
enfermedades y trastornos que limitan en la persona afectada la capacidad de morder, masticar, sonreir
y hablar, al tiempo que repercuten en su bienestar psicosocial. EI 60%-90% de los nifios en edad
escolar y casi el 100% de los adultos tienen caries dental en todo el mundo, pueden prevenirse
manteniendo de forma constante una baja concentracion de fluoruro en la cavidad bucal. Las
enfermedades periodontales graves, que pueden desembocar en la pérdida de dientes, afectan a un
15%-20% de los adultos de edad media (35-44 afios), alrededor del 30% de la poblacion mundial con
edades comprendidas entre los 65 y los 74 afios no tiene dientes naturales. Las dolencias bucodentales,
tanto en nifios como en adultos, tienden a ser mas frecuentes entre los grupos pobres y desfavorecidos.
Todos dos estos son factores de riesgo para el padecimiento de enfermedades bucodentales, entre otros,
la mala alimentacion, el tabaquismo, el consumo nocivo de alcohol y la falta de higiene bucodental,
aunque existen también diversos determinantes sociales (Organizacion Mundial de la Salud 2012).
Los enjuagues bucales ayudan a suprimir temporalmente el mal aliento, reducen las bacterias en la boca
y la refrescan, dejando en ella un sabor agradable. Algunos contienen ingredientes activos para ayudar
a proteger contra enfermedades orales como la caries o la gingivitis. Entre los ingredientes activos
destaca, en varias de las marcas, el fldor, que es un mineral esencial para la salud dental, el cual,
ademas de su poder antiséptico, endurece el esmalte, lo que lo hace mas resistente a la caries. A mayor
cantidad de fltor en los dientes, menos riesgo de disolucion del esmalte por los acidos producidos por
las bacterias y, por tanto, menos posibilidad de caries u otras lesiones en dientes y encias. Otra de las
propiedades que se resaltan en estos productos es el combate a los gérmenes causantes del mal aliento,
el cual es producido por la descomposicion bacteriana de restos de alimentos entre los dientes, de
saliva, o de células, generando sustancias volatiles. Estas sustancias, que son las que causan los
problemas bucales, se evaporan y llegan a otras personas en forma de un aliento desagradable
(Procuraduria Federal del Consumidor 2009).
Comunmente se ha considerado a la fluorosis dental como la Unica patologia que puede producir el
exceso de fluoruro en el ser humano. Estudios recientes han demostrado lo contrario, asi como afecta a
las estructuras dentales, también podemos ver afectados en diferentes grados los siguientes aparatos y
sistemas: Oseo, digestivo, reproductivo, urinario, digestivo, inmunoldgico, endocrino y sistema
nervioso central, produciendo efectos genotoxicos y carcinogénicos. Es por ello que resulta

fundamental el conocer ampliamente todo el proceso de absorcién y dep6sito de este mineral dentro del
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organismo, para poder entender de una forma mas amplia el involucramiento de otros aparatos y
sistemas del organismo. También es importante para valorar las acciones que se han realizado respecto
a la des fluoruracion del agua para consumo humano, los altos costos que implicaria realizar dicho
proceso, los cuales normalmente resultan ser el justificante para la no realizacion de estos procesos. (
Rivas Gutiérrez y Huerta Vega 2005)

La tendencia de las metodologias por analisis por inyeccion en flujo es disminuir los pasos de
pretratamiento de muestras y miniaturizar las metodologias de forma automatizada para que los errores
de manipulacién sean menores y aumente la precision de los resultados, ya que es posible llevar a cabo
varias determinaciones de una misma muestra en un tiempo menor de andlisis lo que conlleva a una
gran disminucién de reactivos y por lo tanto de desechos, claves para mejorar el control de calidad de
las mediciones analiticas. En un laboratorio de rutina, muchas veces, no es posible realizar las
determinaciones por triplicado ya que se tienen que analizar muchas muestras y el costo de andlisis
seria muy elevado, lo que hace que el analisis por inyeccién en flujo sea la mejor alternativa en una
gran cantidad de andlisis ( Cafiizares Macias 2002). Por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo
desarrollar un procedimiento de andlisis en flujo para determinar la concentracion de ion fluoruro en
enjuagues bucales y pastas dentales en gel con el fin de reducir el consumo de reactivos y optimizar los

parametros analiticos involucrados en el proceso de analisis.
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Las enfermedades bucodentales méas frecuentes son la caries, las afecciones periodontales

(de las encias), el cancer de boca, las enfermedades infecciosas bucodentales, los traumatismos
fisicos y las lesiones congénitas. En términos mundiales, entre el 60% y el 90% de los nifios en edad
escolar y cerca del 100% de los adultos tienen caries dental, a menudo acompariada de dolor o
sensacion de molestia. Las enfermedades periodontales graves, que pueden desembocar en la
pérdida de dientes, afectan a un 15%-20% de los adultos de edad media (35-44 afios), la caries y las
enfermedades periodontales son las principales causantes de la pérdida de dientes. La pérdida total
de la dentadura es un fenémeno bastante generalizado que afecta sobre todo a las personas mayores,
alrededor del 30% de la poblacion mundial con edades comprendidas entre los 65 y los 74 afios no
tiene dientes naturales. La incidencia del cancer de boca oscila en la mayoria de los paises entre 1 y
10 casos por cada 100 000 habitantes. Su prevalencia es relativamente mayor en los hombres, las
personas mayores y las personas con bajo nivel educativo y escasos ingresos. El tabaco y el alcohol

son dos factores causales importantes (Organizacion Mundial de la Salud 2012).

II1.1. CARIES DENTAL

La caries dental es un proceso multifactorial mediado por la presencia de una biopelicula que

puede alojar bacterias cariogenicas cuyo metabolismo produce acidos, los cuales disminuyen el pH y
afectan el esmalte, causando la perdida de mineral en la estructura dental, ver Figura 1 (Mejia
Gonzélez, Gonzalez Flores et Lomeli Buyoli 2014). Es una enfermedad provocada por multiples
factores, los principales son la placa bacteriana y la

Tejido Pulpar | Tejido Pulpar ingestion de azucares refinados, existiendo otros ele-
Infectado <\

mentos o factores que influyen en su aparicién como es
la resistencia de la estructura del esmalte, asi como las
Caries

/ deficiencias alimenticias y dafios a la salud en general

Pulpa (Mazariegos Cuervo y Stanford Camargo 2012). Desde

Pulpa Inflamada

Infectada

hace varias décadas se ha documentado el efecto
preventivo que ejerce el fluoruro sobre la presencia de
la caries dental, debido a la rapida incorporacion del
fldor en los cristales de apatita de los tejidos duros del

diente, lo cual resulta en una estructura menos soluble a

Figura 1. Enferme .
http://ortodonciasalud.com.ar/2007/05/la- Valenzuela Espinoza 2014).
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La evidencia cientifica demuestra que cuando se ingiere azucar se incrementa la produccion de acido
por las bacterias de la placa, lo cual descalcifica la superficie del diente iniciandose una lesion de caries
(en un principio microscopica). Asi, cuanto méas azucar méas acido y como consecuencia una progresion
mas rapida de caries. Sin azlUcar no hay caries pues las bacterias secretan poco acido. El azlcar
refinado agregado a los alimentos y bebidas para endulzarlos es inmediatamente transformado en
acidos. Este proceso lleva apenas de 20 a 30 segundos (Mazariegos Cuervo y Stanford Camargo 2012).
Para evitar o disminuir la presencia de caries se recomienda el uso de diferentes productos (solos o

combinados) para la higiene bucal como son:

I11.2. DENTIFRICOS

Son productos cosmeéticos destinados a la limpieza de los dientes y la cavidad bucal, que
segun su formulacién pueden tener igualmente actividad terapéutica. Segun su forma, encontramos
varios tipos de dentifricos: sélidos (polvos y chicles), semisélidos (pastas y geles) y liquidos (enjuagues
bucales)(Mufioz Sanchez 2000). Los productos para la higiene bucal mas utilizados y los que
trataremos con mas detenimiento en el presente trabajo son las pastas dentifricas en presentacion gel y
enjuagues bucales. Los productos dentales domésticos como por ejemplo pasta dental, enjuagues y
geles que se aplican topicamente contienen concentraciones altas de fluoruros (entre 230 y 12,300
ppm) y no deben ser ingeridos. Los productos dentales de mayor uso, las pastas dentales, contienen
entre 230 y 1,100 ppm de fluoruro, generalmente en la forma de fluoruro de sodio. Si usted traga estos
productos, se expondra a cantidades mas altas de fluoruro. Un alto porcentaje de la cantidad total de
fluoruro a la que esta expuesto un nifio menor de 8 afios de edad lo constituye la ingestion de pasta
dental (Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR) 2003).

I11.2.1. Geles fluorados

Los geles fluorados, sustancias de empleo preventivo, aparecieron en los afios60 y se dice que
su uso es exclusivamente a cargo del profesional, para evitar posibles excesos de ingesta de fllor y asi
una posible intoxicacidbn como caso extremo o aparicion de fluorosis, suelen tener la misma
formulacion que las soluciones acuosas, pero se afiade hidroxietil celulosa o carboximetil celulosa y
glicerina. La indicacién principal de estos preparados la constituyen los individuos con elevado riesgo
de caries y se recomienda dosis baja para evitar problemas gastricos en los nifios(Ariza Villanueva, y

otros 2009).Los geles fluorados para auto aplicacién no deben contener mas de 5 000 ppm de fluoruro
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sodico neutro o fluoruro de fosfato acidulado, 0 no mas de 1 000 ppm de fluoruro estanoso (PROY-
NOM-219-SSA1-2002 2003)
II1.2.2. Pastas dentales

Se trata de suspensiones homogéneas de solidos en agua, que dan lugar a un producto de

aspecto cremoso de consistencia semisélida y facil de usar con un cepillo. La limpieza la realizan por
friccion, arrastrando y eliminando la placa bacteriana que se encuentra sobre el diente. Ademas de su
accion limpiadora, las pastas dentifricas pueden tener una actividad especifica de prevencion o
tratamiento de patologias bucales. Las pastas contienen en su formulacion bésica agentes abrasivos,
humectantes, espumantes, aglutinantes, saborizantes y conservantes. Las usadas para el tratamiento o
prevencion de problemas bucales incorporan ingredientes activos tales como el fluoruro, el cual, se
encuentra en las pastas dentifricas con una concentracion entre 1,000 y 2,500 ppm. (Mufioz S&nchez
2000)
La Administracion de Alimentos y Drogas requiere que el rétulo de los tubos de pasta dental contenga
instrucciones para minimizar la ingestion de fluoruro por parte de los nifios menores de 6 afios(Agencia
para Sustancias Téxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR) 2003). Las pastas dentales estan
recomendadas en nifios menores de 6 afios y se deben de usar las de concentraciones de 550 ppm de F,
con supervision de los padres, debiéndose usar la cantidad recomendada (tamafio de un chicharo o 5
mm?®) ver Figura 2 En nifios mayores de 6 afios y adultos podran ser utilizadas en las concentraciones
de 1,000 a 1, 500 ppm de fluoruro.(Secretaria de Salud 2003)

Figura 2. Tamafio de un chicharo.
A la izquierda se muestra una porcién del tamafio de un grano de arroz en un
cepillo de dientes para nifios y a la izquierda se muestra una porcion de pasta del
tamafio de un chicharo.
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I11.2.3. Enjuagues bucales y elixires

Son soluciones acuosas o hidroalcoholicas que se aplican sobre las mucosas de la cavidad
bucal. Los enjuagues bucales utilizados para la prevencion de la caries contienen flGor obligatoriamente
y se utilizan con concentraciones de flior de 225 ppm para enjuagues diario, Los enjuagues con
fluoruro de alta concentracién y de uso semanal o quincenal, no deben contener mas de 930 ppm de ion
fldor. Se trata de soluciones hidroalcohdlicas mentoladas, se utilizan para limpiar y refrescar dicha
cavidad. Los podemos clasificar seguin su contenido en alcohol: (Mufioz Sdnchez 2000) (PROY-NOM-
219-SSA1-2002 2003)

v Ausencia de alcohol. Son soluciones acuosas generalmente de flGor. Se utilizan principalmente

después del cepillado como aporte suplementario de
fldor para prevencion de la caries.

v Elixires. Su contenido en alcohol es superior al
50%. Se administran diluidos en agua. En la
composicion de los enjuagues se afiaden principios
activos para conseguir acciones antisépticas, anticaries,
antiplaca, cicatrizantes o0 desensibilizantes. Se
incorporan los mismos principios activos que en las

pastas dentifricas, pero a menor concentracion.

También se afladen aromatizantes, ya que para el
consumidor es importante la sensacion de frescor en la

Figura 3. Fases de fluorosis dental. ) L _
http://bionatursan.blogspot.mx/2015 boca despues de su uso. Los mas utilizados son el metil

[11/fluorosis-peligros-de-fluor.html salicilato, mentol, eugenol, ciclamato sodico, esencia de
anis, etc. Otros agentes gingivales utilizados son productos epitelizantes, antiinflamatorios y calmantes
tales como el dexpantenol (provitamina B5), glicirrizatodipotasico y polidocanol (laureth-9). Ademas
del uso de dentifricos, en materia de higiene bucodental es imprescindible una disciplina diaria en la
limpieza de la cavidad bucal (Mufioz Sanchez 2000). Debido al incremento en el mercado de
alimentos, bebidas y productos farmacéuticos fluorados, hay una tendencia al aumento de la fluorosis
dental, por lo cual el estomatologo (especialista en enfermedades bucales) desempefia un papel

fundamental en la prevencién de este padecimiento (Secretaria de Salud 2003).
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I11.3. FLUOROSIS DENTAL

La fluorosis dental es una de las principales afecciones o patologias que origina la
acumulacién de grandes cantidades de fldor en los tejidos mineralizados, su presencia depende de
varios factores como lo es: la concentracion del fldor, la época del afio, la temperatura ambiental, la
edad de la persona. Obviamente también dentro de todos los factores mencionados la via de ingesta y el
proceso de absorcion juegan de igual forma un papel fundamental para la presencia o ausencia de dicha
patologia. Mientras la profesion estomatologica plantea que la fluorosis dental es solamente un
problema estético y no un efecto de salud, esta declaracién es una asuncion y no un hecho.
Ciertamente, la fluorosis dental representa un efecto toxico en las células del diente, pero se pregunta si
las células del diente son las Unicas células en el cuerpo que son impactadas por este efecto. Motivados
por lo controvertido del tema, se realiza una revision bibliografica con el objetivo fundamental de
profundizar en los conocimientos tedricos y las caracteristicas clinicas de esta afeccion que puede
manifestarse tanto de formal local como general, y las consecuencias del uso inadecuado del fltor en el
organismo humano. Se concluye que fluorosis es una enfermedad que no solo afecta las estructuras
dentarias, y no puede ser enmarcada solamente pos los estomatologos debido a las afecciones dentarias
que puede producir, pues en muchas ocasiones es el primer signo de que la persona ha estado
expuesta a niveles elevados de flaor. ( Hidalgo-Gato Fuentes, y otros 2007)

Clinicamente esta alteracion se caracteriza por la presencia de areas o estrias blanquecinas opacas,
puede presentar en sus grados mas intensos una coloracion pardusca marron ocasionada por pigmentos
extrinsecos, hasta pérdida de gran parte del esmalte producida por una hipoplasia grave que puede
modificar la forma del diente. Generalmente las lesiones son distribuidas simétricamente y bilaterales
en la superficie del esmalte, que varia segun el grado de severidad entre los diferentes grupos dentarios,
y dependen del tiempo de exposicion y cronologia de la formacion dentaria ver Figura 4. (Secretaria de
Salud 2003) En México se conocen zonas con una elevada concentracion de fluoruro en el agua, en
estados como Aguascalientes, Chihuahua, Durango, Jalisco, Sonora, Tamaulipas, San Luis Potosi,
Guanajuato y Baja California Norte, ha habido reportes de fluorosis dental (que se caracteriza por la
presencia de manchas blancas o amarillas, opacas y sin brillo en el esmalte), por lo que los enjuagues
bucales con fldor en estas zonas solo deben emplearse si el dentista lo recomienda (Procuraduria
Federal del Consumidor 2009) de acuerdo a la Figura 4 el mayor incremento de casos de fluorosis
dental se registré entre los grupos de 10 a 14, 15 a 19 y 20 a 24, y afios (mayor a 4%). en estos grupos

se debe a diversos factores ya que el fluoruro pueden estar presente en el agua, en los alimentos, en
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algunos productos dentales y en el caso de México en la sal fluorurada, en las ultimas dos décadas, se
ha incremento la prevalencia de las formas leves a moderadas de fluorosis dental en muchas
comunidades desarrolladas, la explicacion mas probable para este aumento es el incremento de
exposicion a fluoruros en diversas formas y vehiculos (Mejia Gonzélez, Gonzalez Flores et Lomeli
Buyoli 2014).
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Figura 4. Proporcidn de pacientes con fluorosis dental por grupo de edad.
Servicios de Salud. México, SIVEPAB 2013

La Figura 5 muestra la proporcion de pacientes con fluorosis dental por entidad federativa, asi mismo
indica el tipo de sal que se distribuye en la entidad. Se puede observar que en las entidades federativas
donde existe una proporcion considerable de fluorosis dental (mayor a 16 %) puede atribuirse, por lo
menos en parte, al alto contenido de flor en el agua. Posterior a una revision de la definicion de caso
de fluorosis con los odontdlogos del estado de Campeche, el nimero de casos ha disminuido. Es
importante recordar que la informacidn no tiene representatividad estatal, sin embargo estos datos
permitiran realizar nuevos estudios que permitan analizar los factores asociados a la presencia de
fluorosis dental en las diferentes regiones de nuestro pais (Mejia Gonzéalez, Gonzélez Flores et Lomeli
Buyoli 2014).
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Aguscalientes | 30.4
zacatecas | 2.7

Chihuahua | 131
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Mexico | 0.6
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Colima | 0.4
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Figura 5. Proporcion de pacientes con fluorosis dental por entidad federativa.
Servicios de Salud. México, SIVEPAB 2013.

I11.4. FLUOROSIS ESQUELETICA

La fluorosis esquelética puede desarrollarse desde edades tempranas presentando las
caracteristicas de cambios 6seos como lo es: el agrandamiento de las trabéculas en la columna lumbar
esto asociado con concentraciones de 3500 a 4500 ppm de fluoruro en ceniza de hueso ver Figura 6.
Para que una persona desarrolle esta enfermedad se requiere un consumo de 10 a 25 miligramos de
fluoruro por dia en periodos de 10 a 20 afios o de 20 a 80 miligramos por dia durante el mismo periodo

para llegar a padecer fluorosis esquelética invalidante (Castillo Obregon, y otros 2009).

Figura 6. Paciente de 13 afios con fluorosis esquelética.
Villa Miyati, Jhabua
http://www.inrem.in/fluorosis/health.html
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II1.5. OTRAS FUENTES DE FLUORURO

I11.5.1. Agua

El fluoruro se encuentra ampliamente distribuido en el agua natural en bajas concentraciones.
En aguas no contaminadas y marinas, existe generalmente en el intervalo desde 0.01 hasta 0.3 mg/L y
1.2 a 1.5 mg/L, respectivamente (Weiss, et al. 1995). Conforme a la NOM-127-SSA1-1994, el
abastecimiento de agua para uso y consumo humano con calidad adecuada es fundamental para
prevenir y evitar la transmision de enfermedades gastrointestinales y otras, para lo cual se requiere
establecer limites permisibles en cuanto a sus caracteristicas bacterioldgicas, fisicas, organolépticas,
quimicas y radiactivas. Con el fin de asegurar y preservar la calidad del agua en los sistemas, hasta la
entrega al consumidor, se debe someter a tratamientos de potabilizacion (NOM-127-SSA1-1994 1996).

Tabla 1. Limites permisibles de fluoruro

Caracteristica Limite maximo permisible mg/L

Fluoruros (como F’) 1.50

II1.5.2. Sal fluorada

La sal yodada fluorada debe contener yodo conforme se establece en la NOM-040- SSA1-
1993 y de 200 a 250 mg de fluor por kg de sal, para lo cual se puede utilizar fluoruro de sodio o
fluoruro de potasio, ademés debe estar etiquetada con dos franjas de color rojo una en la parte superior
y otra en la inferior de la etiqueta o del envase. Se exceptua de agregar fluoruro a la sal que se destina
para consumo en poblacion es donde el agua de consumo humano contenga concentracion natural de
fldor de 0.7 mg/L (NOM-040-SSA1-1993 2003). La sal yodada fluorada debe contener alguno de los
siguientes compuestos:

Tabla 2. Compuestos de fltor

Minimo mg/kg | Maximo mg/kg
Fluoruro de sodio NaF 442 553
Fluoruro de potasio KF 612 765

Por otra parte, no en todas las entidades federativas se distribuye sal yodada-fluorurada, debido a que
en algunas regiones del pais se ha encontrado niveles importantes de fllor en el agua de consumo. En
relacion al programa Nacional de Fluoruracion de la Sal, el pais se ha dividido en tres regiones. La

primera region incluye aquellas entidades donde no se comercializa sal con fluoruro, la segunda
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comprende entidades donde se distribuye sal con fluoruro y una tercera region donde se distribuye de

los dos tipos de sal. Esta clasificacion obedece a un primer analisis de las concentraciones de fluoruro

en agua de consumo (Mejia Gonzalez, Gonzalez Flores et Lomeli Buyoli 2014).
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IV. FLUORURO
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https://www.tumblr.com/search/fluorite%20gem
(Consulta: Agosto 2016)
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Los fluoruros se encuentran de forma natural en todo el mundo, estan presentes en cierta
medida en todos los alimentos y el agua para que todos los seres humanos ingieran una cantidad de
fluoruro sobre una base diaria. Ademas son utilizados por las comunidades como una medida de salud
publica para ajustar a un nivel dptimo la concentracion de fluoruro en el agua de consumo humano (la
floracion del agua); individualmente los encontramos en forma de pastas dentales, enjuagues, pastillas,
tabletas masticables, gotas; y por la profesion dental en la aplicacion profesional de geles, espumas y
barnices. (Canadian Dental Association 2012). EI flGor forma parte de la cadena alimenticia del ser
humano al estar contenido en alimentos como el pescado, verduras y frutas, normalmente contienen
fluoruro aunque a baja concentracion (0.1 a 0.4 mg/kg), asi contribuyen a la ingesta de fltor por el
hombre; Los niveles mas altos de hasta 2 mg/Kg de fluoruro han sido encontrados en la cebada y el
arroz, siendo un elemento traza esencial para la vida. (Gandhi y Department of Botany 2010).

Son definidos propiamente como compuestos binarios o sales de fluor, algunos ejemplos de fluoruros
son el fluoruro de sodio y el fluoruro de calcio, Ambos son sélidos blancos. El fluoruro de sodio se
disuelve facilmente en agua, pero no asi el fluoruro de calcio, el fluoruro de sodio se afiade a menudo a
los suministros de agua potable y a una variedad de productos dentales, como por ejemplo pastas
dentales y enjuagues bucales para prevenir caries dentales. Otros fluoruros que se usan comunmente
para fluorar el agua son el &cido fluorosilico y el fluorosilicato de sodio. (Agencia para Sustancias
Toéxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR) 2003)

La principal via de incorporacion del flGor en el organismo es la digestiva, es absorbido rapidamente en
la mucosa del intestino delgado y del estdbmago, por un simple fenémeno de difusion. Una vez
absorbido, el flior pasa a la sangre y se distribuye en los tejidos, depositandose preferentemente en los
tejidos duros; se elimina por todas las vias de excrecion, principalmente por orina. (Secretaria de Salud
2003)

En la actualidad, el fluoruro es ampliamente considerado como la piedra angular preventiva de la
odontologia moderna, la notable disminucion de la caries dental que ahora ocurre a lo largo de gran
parte del mundo, puede atribuirse en gran parte a la utilizacion de formas topicas e ingeridas de
fluoruro, los efectos benéficos de fluoruro no puede limitarse solo al entorno oral, ya sea que se ingiera
solo 0 en combinacion con estrogenos, calcio y/o vitamina D, utilizados para el tratamiento de la
osteoporosis y trastornos 6seos en dosis diarias altas; Incluso se cree que los fluoruros pueden tener
efectos positivos sobre la cardiopatia isquémica (Demetrius G., Paraskevas D. and Tzanavaras 2001).

El fluoruro de estafio, fluoruro de sodio y el fluorofosfato acidulado son los mas utilizados localmente,
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ya que tienen propiedades anti placa. Parece ser que el mecanismo de accion del fluoruro de estafio es
la alteracion de la agregacion bacteriana y de su metabolismo (Bascones y Morantes 2006).

Una concentracién aproximada de fluoruro de 1.0 mg/L en agua para consumo humano reduce
eficientemente las caries dentales sin efectos negativos para la salud. El fluoruro puede estar
naturalmente en el agua o puede ser agregado en concentraciones controladas. Algunas fluorosis suelen
ocurrir cuando los niveles de fluoruro exceden los limites permisibles. En raras ocasiones la
concentracion natural del fluoruro puede alcanzar los 10 mg/L; dichas aguas deben ser defluoradas. La
importancia de realizar una determinacion apropiada del ion fluoruro ha aumentado en conjunto con el
aumento de las préacticas de fluoracion del agua como medida de seguridad publica ( Clescerl, y otros
1998).

IV.1. INTOXICACION CON FLUORURO

Si usted esta expuesto a fluoruro hay muchos factores que determinan si le afectaran

adversamente, estos factores incluyen la dosis (cantidad), tiempo de exposicion, la forma de contacto
con la sustancia, su edad, sexo, dieta, peso, estilo de vida y condicion de salud. (Agencia para
Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR) 2003)
La intoxicacion aguda se presenta cuando se ingieren dosis elevadas de fldor, se define como dosis
letal (DL) su rango de 32 a 64 mg/kg de peso, en el cual es capaz de producir la muerte de cualquier
persona y la dosis de tolerancia segura (DTS) con un rango de 5 a 15 mg/kg de peso, es aquella que al
ser ingerida en una sola dosis no produce sintomas manifiestos de intoxicacion aguda. (Secretaria de
Salud 2003)

IV.2. ABSORCION, DISTRIBUCION Y EXCRECION

Los compuestos de fluoruro que son facilmente solubles en agua tales como tabletas de
fluoruro de sodio, soluciones acuosas o los presentes en la pasta de dientes, son absorbidos casi por
completo a través de la via gastrointestinal (GI). Los estudios de biodisponibilidad en voluntarios
humanos en la absorcién de la pasta de dientes han demostrado que cepillarse los dientes poco después
de una comida inhibira la tasa y el grado de absorcion de fluorurode un 30 a 40%, el flor entra en el
torrente sanguineo a través de la difusion no idnica de las vias Gl y no esta vinculado a ningun
componente de la sangre. De una dosis de fluoruro ingerido por un adulto durante la condicion de

estado estacionario aproximadamente el 50% se retiene en el hueso y el resto se excreta por via renal,
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la tasa de excrecion de fluoruro a través del rifion se determina predominantemente por el flujo

urinario, sino también el pH urinario (SCCNFP 2003).

IV.3. FUNCION DEL FLUOR EN LA PREVENCION DE CARIES

IV.3.1. Fluoruro tépico

El fluor topico (es decir, el fltor colocado directamente encima de los dientes) fortalece los
dientes, a medida que el flGor lava la superficie del diente, este se acumula en la superficie exterior de
los dientes haciéndolos mas fuertes y, por consiguiente, los protege de las caries. También ayuda a
proteger y hacer que la superficie de las raices dentales sea menos sensible al afiadir flGor dentro de la
superficie de dichas raices que naturalmente son més suaves (California 1996-2016).

1V.3.2. Fluoruro sistémico

El flor sistémico se toma junto con los alimentos y el agua, posteriormente es usada por el
cuerpo cuando los dientes se estan formando. Si se toma el fluor regularmente durante el momento en
que los dientes se estan formando (entre los 6 meses a 6 afios), éste se acumula dentro de la capa de
esmalte (capa externa de los dientes) y a medida que los dientes se van desarrollando se convierten en
dientes mas fuertes y resistentes a las caries. El flGor esta presente en la saliva, que constantemente esta
lavando los dientes y ayuda a que los dientes se reparen solos en las areas dafiadas por los acidos al
comienzo del proceso de formacion de caries (California 1996-2016).

Es dificil la intoxicacién aguda por ingesta sistémica de flGor contenido en agua purificada o sal, ya que
se requeriria de 96 litros de agua con 1 ppm de fltor en una sola toma o la ingesta de medio kilo de sal
con 220 ppm para un nifio de 2 afos; en el caso de un nifio de 10 afios la ingesta necesitaria ser 10
veces superior, en la Republica Mexicana, el Unico vehiculo para incorporar fldor sistémico al
organismo es la sal. En aquellos pacientes que por su condicion patoldgica no consumen sal con fltor
por prescripcién médica se puede utilizar flior en gotas o tabletas. La dosificacion de los mismos, se

hara de acuerdo a las referencias farmacologicas internacionales (Secretaria de Salud 2003).
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IV.4. METODOLOGIAS PARA LA CUANTIFICACION DE FLUORUROS

Entre los métodos sugeridos para la cuantificacion el ion fluoruro en agua se encuentran el de
ion selectivo (ISE) (Lopes da Conceicdo, y otros 2000), cromatografia ionica (Maraver, y otros 2015) y
el colorimétrico, estos son los mas satisfactorios sin embargo esta sujeto a errores debido a la
interferencia de iones y a la falta de robustez como para ser aplicado a la rutina de analisis ya que la
superficie activa de los electrodos requiere regeneracion periodica porque tiende a absorber las
impurezas de la muestra ademés quiza sea necesario realizar una destilacion previa. Cuando los iones
interferentes no se presentan en exceso de tolerancia del método, la determinacion de fluoruros puede

realizarse directamente sin realizar la destilacion ( Clescerl, y otros 1998).

Aungue los métodos ISE han sido ampliamente utilizados debido a su simplicidad y el tiempo de
analisis corto, su selectividad es bastante limitada. El principal problema en los métodos de
cromatografia iénica (IC por sus siglas en inglés) es la interferencia a partir de A&cidos
monocarboxilicos que co-eluyen total o parcialmente con el fluoruro (Weiss, et al. 1995), son sensibles
en un amplio rango de temperaturas (0-50°C) el método, sin embargo, sélo detecta los iones de fluoruro
libres en solucién (Jaroslava, et al. 2013).

Otras técnicas analiticas para el fluoruro también han sido reportadas por varios autores estos incluyen
espectrofotometria (Katsuhisa , y otros 2005) espectrofluorimetria (Nakaya, y otros 2011), polarografia
(Guanghan, y otros 1999), electroforesis capilar (Wang, S.F.Y. y H.K. 1997), colorimetria y
fluorescencia (Hong Yeong , Hyun Gyu and Suk-Kyu 2015). Una técnica alternativa que ha adquirido
mayor atencion es la de Inyeccion en flujo acoplado a espectrofotometria UV -VIS, debido a su

simplicidad y bajo costo operacional (Demetrius G., Paraskevas D. and Tzanavaras 2001).

El método de Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA) es una técnica automatica conveniente para
analizar un numero grande de muestras ( Clescerl, y otros 1998). Este método es utilizado para
automatizar el manejo de soluciones, enfocado a reducir el tiempo experimental, minimizar el consumo
de reactivos y/o muestras, minimizar o eliminar la contaminacion de muestras durante la operacion,
incrementar la precision y disminuir los costos de operacion. Comparado con el método en lote ofrece
un aumento en la frecuencia de muestreo, una elevada versatilidad y un consumo de reactivos mucho

menor (Roberto de Alvarenga Jr, et al. 2014).
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En la Tabla 3 se mencionan algunos de los trabajos relacionados con la determinacién de fluoruros en

Tabla 3. Trabajos relacionados con la determinacién de fluoruros en agua con otras técnicas

Limites de

- Metodologia Matriz Reaccion > Muestras/ hora Referencia
publicacion deteccion
L . Tratamiento por (Lopes da
Andlisis de ion Agua . o .
1999 . . Gradient flow titration lote (1.5 vs 10- Conceigdo, y
selectivo de fluor/FIA natural .
15 min otros 2000)
mixed-ligand complex of .
Espectrofotometria- . o 0.05a15 (Katsuhisa , y
2005 . o lanthanum(I11)—fluoride—-alizarin 20
FIA, micro destilacion mg/L otros 2005)
complexone
. o 1.0a50.0
. . Muestras de 2,7-diclorofluoresceina di-tert-butyl (Nakaya, y otros
2011 FIA-fluorimetria dimetiv silv eth X 13 2011)
agua imethyl silyl ether
g yl sty 10°°M
Técnica 4110-recomendada por la
Aguas . . L
o American Public Health Association, (Maraver, y
2015 Cromatografia idnica naturales . o 0.10a1.21 NR
. American Water Works Association otros 2015)
minerales . .
and Water Environment Federation.
UV-vis, . . . (Hong Yeong ,
. Hydrolysis of thio phosphinated
2015 Fluorescencia, . . 9.8nM NR Hyun Gyu and
. dichloro fluorescein
espectroscopia RMN Suk-Kyu 2015)

Los métodos electroquimicos son los mas utilizados para la determinacién de fluoruro en enjuagues

bucales, la mayoria de estos métodos involucran un pretratamiento de la muestra o el uso de solventes

organicos, sin embargo, son pocas las publicaciones que describen una metodologia para la

determinacion directa de fluoruro en esta matriz como se observa en la Tabla 4 (Roberto de Alvarenga
Jr, et al. 2014).
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FIA-electrodo de ion

Pastas dentales

Limites de

deteccion

1.9 21900 mg/L

Muestras/

Referencia

(Raluca-loana,

selectivo van Staden y
Aboul-Enein
1999)
2000 evaporacion y Capsulas, hexameildisilazane 1.5a200 mg/L 6 (Gamiz-Gracia
deteccion enjuagues y y Luque de
potenciométrica pastas dentales, Castro 2000)
suplementos
nutricionales
2001 FIA- Tabletas y Fe (111) oxidacién 0a750 19 (Demetrius G.,
espectrofotometria enjuagues 2 a-di catglitica de mg/L F Paraskevas D.
,4-diaminofenol (DAP)
bucales con H,0, and Tzanavaras
2001)
2005 Electrodo de lon- Enjuagues N-2,4-dimethylphenyl-N_- 8.0x10° M. NR ( Reza Ganjali,
selectivo bucales ethylformamidine y otros 2005)
(amitraz)
2009 Electrodo de i6n Pastas dentales 4.85a5.15 NR (OE, y otros
selectivo para ppm F 2009)
fluoruros
2010 Electrodo de i6n Enjuagues 4cido 1,2- 2a6ppmF NR (Amézquita
selectivo para bucales ciclohexanodiaminotetracé Maldonado
fluoruros tico (CDTA) 2010)
2013 Electrodo de ion Enjuagues LaFs 1x107%a 30 (Jaroslava , et
selectivo para bucales y pastas 2.8x10°mg/L F al. 2013)

fluoruros

dentales
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V. ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (F][A)

Laboratorio de analisis de agua. Facultad de Ciencias Quimicas e
Ingenieria UABC. (Febrero 2015)
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V.1. DESARROLLO Y EVOLUCION DE LOS SISTEMAS AUTOMATIZADOS

De un modo general, desde las primeras contribuciones, los sistemas automatizados han
experimentado una gran evolucion y diversificacion. La automatizacion ha destacado como una
alternativa eficiente en diversas ramas de la ciencia y, principalmente, en Quimica Analitica. (Torralba
2006) A partir de los afios 70, la creciente demanda de métodos rapidos y medioambientalmente
sostenibles propicio la investigacion y el desarrollo de sistemas mecanizados. Los equipos presentaban
como ventajas un aumento de la precision y exactitud y, también, una disminucién del coste
operacional. Estos sistemas se dividian principalmente en dos grandes grupos: medidas en régimen
estatico (batch) y en flujo continuo. Los inconvenientes que presentaban las medidas en batch eran la
adicion discreta de disoluciones de muestras y Reactivos, la complejidad de sus componentes y su
coste. Por su parte, los analizadores de flujo continuo presentaban como desventaja la contaminacion
entre disoluciones de muestras y el efecto memoria no obstante, este inconveniente fue solventado por
Skeggs, en 1957, con el disefio de un analizador en flujo segmentado con burbujas de aire (SFA por sus
siglas en ingles) (Torralba 2006).

El Anélisis por Inyeccion en flujo (FIA) se basa en la inyeccion de una muestra de liquido en una
corriente portadora continua no segmentada de un liquido adecuado. La muestra inyectada forma una
zona, la cual se transporta hacia un detector que registra continuamente la absorbancia, el potencial del
electrodo, u otro parametro fisico a medida que cambia continuamente debido al paso del material de

muestra a través de la celda de flujo (Jaromir Ruzicka 1988).

V.2. COMPONENTES DE UN SISTEMA EN FLUJO

mimin g " Un sistemas de inyeccion de flujo simple Figura 7 consiste en

Carrier| P una bomba , que se utiliza para impulsar la corriente portadora

a través de un tubo estrecho; una vélvula de inyeccion , a

través del cual pasa un volumen bien definido de una solucion

Figura 7. Sistema de inyeccion en flujo. ~ de muestra Sy se inyecta en la corriente portadora en una de
Un sistema de inyeccién en flujo simple.
Utilizando una corriente portadora como

reactivo. S= valvula de inyeccion, D= muestra se dispersa y reacciona con los componentes de la
celda de flujo, W= desecho.

manera reproducible; un micro-reactor en el que la zona de

corriente portadora , formando una especie que es detectada

durante el flujo a través de un detector y almacenada.
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Un circuito (loop, por sus siglas en inglés) el cual permite el
paso de la solucion portadora cuando la valvula de inyeccion
esta en la posicién de carga. Se arroja una respuesta con forma
de un pico la altura H, anchura W, o area A de la cual esta
relacionada con la concentracion del analito ver Figura 8. El
lapso de tiempo entre la inyeccion de la muestra S y el pico
maximo, que produce la lectura analitica como la altura del

pico H, es el tiempo de residencia t durante el cual la reaccion

La lectura empieza en S (tiempo de

inyeccion) hasta H= altura de pico, duimica se lleva a cabo (Kikas 2000).

W= ancho de pico, A= area de pico,
T= tiempo de residencia y th=
anchura de pico a la linea base.

V.3. DISPERSION CONTROLADA: FUNDAMENTO DEL FIA

Las condiciones de trabajo habituales del FIA
ocasionan que el bolo de muestra inyectado no alcance

el equilibrio guimico ni fisico, ademas de originar que este se

diluya (disperse) en la disolucion portadora o en el reactivo,
el régimen laminar produce una zona bien definida del bolo
de muestra inyectado produciéndose un gradiente de
concentracion a lo largo de todo el bolo ver Figura 9. Por lo
tanto, la forma de una sefial FIA (pico) dependera de las
caracteristicas hidrodinamicas del sistema FIA, caudal,
volumen de inyeccion, longitud del reactor y el tiempo en el

que el bolo de muestra se encuentra dentro del sistema. A

tiempos demasiado cortos la dispersion es practicamente
cero y no se genera un gradiente de concentracién en el bolo
inyectado; por otra parte, tiempos de estancia largos
ocasionan una dispersion muy acusada originando picos muy

anchos ( Cafizares Macias 2002).

Phase 1 INJECTION
- e
Phase 2 DISPERSION

P

Phase 3 DETECTION
+ T——— -—-ﬂ
|

Phase 4 WASHOUT
- P — —ﬂ

S

Figura 9. Cuatro Fases del Anélisis por
Inyeccion en Flujo.

(Kikas 2000)
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V.4. SISTEMAS DE DETECCION EN FIA

Para ser adecuado como sistema de medida en la técnica de inyeccion en flujo, un detector
debe poseer algunos atributos claramente definidos, tales como: pequefio volumen, bajo ruido,
respuesta rapida y lineal en un amplio rango de concentraciones y alta sensibilidad. Cabe hacer una
distincion general entre sistemas de deteccidon FIA que miden directamente una propiedad de la especie
disuelta en la muestra inyectada, que esta limitada solo a casos favorables en que se puede aplicar
métodos potenciométricos o absorcidn atdmica, y aquello en que debe existir una reaccion adicional
que origina un producto de reaccion detectable. La eleccién de una u otra técnica depende del problema
a resolver, del volumen de muestra y su concentracion. En este ultimo aspecto, si la muestra es
concentrada, la inyeccién de muestra da un resultado mas satisfactorio que la inyeccion de reactivo,
mientras que muestras diluidas es preferible la situacion inversa (Ruiz Medina 1999). Los sistemas de
deteccién usados en FIA comprenden una gran variedad de métodos analiticos: electroquimicos
(potenciométricos,  conductimétricos, amperométricos, etc), Opticos (espectrofotométricos,
fluorimétricos, etc.) y otros (termoquimicos). La eleccién de una u otra técnica depende del problema a

resolver, del volumen de muestra y de su concentracion (Gonzalez Pérez 2008).

V.4.1. Detectores electroquimicos.

El mayor problema de los detectores electroquimicos lo constituye el electrodo de trabajo o indicador,
por la posibilidad de que se contamine su superficie por adsorcion, con la correspondiente pérdida de
estabilidad. Practicamente el Unico electrodo que no presenta estos problemas es el de gotas de
mercurio, pero el crecimiento y caida de la gota origina unas oscilaciones que se traducen como ruido
de fondo en la linea base. La deteccion potenciomeétrica Se han utilizado electrodos selectivos de
iones para la determinacion por FIA de un cierto nimero de sustancias. En estos casos, se han disefiado
diferentes dispositivos que tienden a minimizar el espesor de la capa de fluido sobre la superficie del
electrodo. Asimismo, es posible usar series de electrodos para obtener la sefial de diferentes especies
sobre la misma muestra. La deteccion amperomeétrica, en sus diversas modalidades (DC, impulsos,
diferencial, etc.) se ha usado con cierta extension en determinaciones por FIA. El electrodo de trabajo
maés usado es el de carbon vitrificado, si bien, también se ha utilizado el de gotas de mercurio y otros
para determinadas aplicaciones puntuales (Gonzélez Pérez 2008).
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V.4.2. Detectores Opticos

Los detectores basados en métodos oOpticos son, con gran diferencia, los sistemas mas utilizados en
FIA. Dentro de ellos, los detectores espectrofotométricos pueden considerarse como los de mayor
importancia, debido a la gran cantidad de especies capaces de absorber radiacién de forma selectiva en
las regiones ultravioleta y visible. En orden decreciente, en cuanto al nimero de aplicaciones, esta la
deteccion fluorimétrica. Este sistema de deteccion tiene el inconveniente derivado del limitado
numero de compuestos fluorescentes, si bien, presenta una serie de ventajas inherentes a la técnica
fluorimétrica en orden a su selectividad, bajos limites de deteccion y coste relativamente bajo. La
deteccidn de elementos metalicos en un sistema FIA puede llevarse a cabo utilizando técnicas atomicas
con o sin llama. Una caracteristica importante de estos sistemas de deteccién es que no precisan
células de flujo, pues el portador se aspira continuamente hasta el nebulizador del instrumento de

absorcién atdmica, fotometria de Ilama o unidad ICP por sus siglas en inglés (Gonzélez Pérez 2008).

V.4.3. Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

Dentro de los métodos espectrométricos o espectrofotométricos de andlisis para identificar y cuantificar
elementos presentes en distintos medios, entre ellas aguas destinadas a bebida humana, se encuentra la
espectrofotometria ultravioleta — visible (UV-Vis). La espectroscopia describe la interaccion entre la
radiacion, principalmente la electromagnética, y la materia. En la Figura 10 se dan los valores de
frecuencia y longitud de onda de las distintas regiones del espectro electromagnético. Toda radiacion
electromagnética viene caracterizada por una longitud de onda (A), una frecuencia (v) 0 una energia
(E); la relacion existente entre ellas esta dada por la ecuacion de Planck: E = hv = hc/) (Acarapi, et al.

2009).
¢ Penetra la atmésfera No No Donde:

terresire?
\/\N\/\/\/\/\/\NVWWWMWW E = energia transportada por cuanto

.y , -1
Tipo de radiacion  Radio Micmondas Infrarrojo Visible Ultravioleta Rayos X Rayos gamma de radIaCIOn 0 fOton [‘] fOton ]

s 0% 05«0 107 1070 107"
rongtud de onda (m) h = constante de Planck (6.6256 x

- \\ i
Sk H l ﬁﬂ\ f 8o 4 B @ [ 0cr0m
U

Edficios Humanos Marposas Pumade Protozoos Molécuias Amos Niceoatmico | C = Velocidad de la luz (2.9979 x
aguja

T W | 107 m )
Frecuencia (Hz)
A = longitud de onda [m]

10 10* 10" 107 10" 108 107

_ : _ . = frecuencia de la radiacion [s™
Figura 10. Valores de frecuencia y longitud de onda de las distintas v ecuencia de la radiacion [s”]

regiones del espectro electromagnético.
http://www.gquimicaorganica.org/acidos-carboxilicos/nomenclatura-
acidos.html?task=view&id=163
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La espectroscopia UV-Vis utiliza la radiacion del espectro electromagnético, cuya longitud de onda
estd comprendida entre los 100 y los 800 nm (energia comprendida entre las 286 y 36 kcal mol-1), y su
efecto sobre la materia es producir transiciones electronicas entre los orbitales atomicos y/o
moleculares de la sustancia. La sefial espectral permite, por un lado, identificar algunos grupos
funcionales presentes en las moléculas y, por el otro, estimar la concentracion de una sustancia. La
espectrometria es la técnica espectroscopica usada para evaluar la concentracion de una especie y
utiliza un instrumento Ilamado espectrometro. En el caso de la espectrometria que utiliza fotones (UV-
Vis, IR), se suele hablar de espectrofotometria. Para la medicién de la intensidad de absorcion se usan
espectrofotometros en los cuales se puede medir la absorbancia o la transmitancia (Acarapi, et al.
2009).

Para las determinaciones analiticas es solamente necesario disponer de un espectrofotometro UV-Vis,
un equipo accesible y econdémico para la mayoria de los laboratorios, y con este equipo medir el
cambio de la absorbancia de un compuesto a diferentes concentraciones de analito por un método
estandarizado para la especie en cuestion. Generalmente, se realiza una curva de calibracion de la cual
se puede obtener el coeficiente de absorcion molar. La espectrometria UV-Vis se emplea generalmente
en la determinacion cuantitativa de la concentracion en solucion de especies quimicas como iones
metalicos de transicion y compuestos organicos muy conjugados. Muchas de las determinaciones
incluyen un paso de reaccion entre la especie y un compuesto que origine un derivado coloreado o
absorbente en el UV-Vis. Por lo general, se usa el agua como disolvente para compuestos inorganicos y
etanol para compuestos organicos porque este alcohol absorbe muy débilmente a la mayoria de las
longitudes de onda. Como ya se ha dicho, la polaridad y el pH pueden afectar también la absorcion de

un compuesto (Acarapi, et al. 2009) .
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VI. METODOLOGIA
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VI.1. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

Tabla 5. Descripcion de reactivos y equipo utilizados.

REACTIVOS

EQUIPO

ZrOCl, - 8H,0 98% (Sigma-Aldrich).

Bomba peristaltica Watson marlow 400 sci,
403u/VM4, 50RPM, 110V/1/50/60HZ, US lead, 4

canales.

Sal trisddica del acido 1,8-dihidroxi-2 (4-
sulfofenilazo)naftalén-3,6—disulfonico 75%
(SPADNS) (Sigma-Aldrich).

Vélvula de inyeccion VICI. Vaco instruments Co.
Inc., 2 posiciones, modulo de control, 11P-0546l,
24 V/CD, 8 puertos.

NaF anhidro 99% (Merck).

Espectrofotémetro DR5000 HACH
e lampara de tungsteno (visible), lampara de
deuteno (UV).
¢ Rango de longitud de onda: 190-1100nm.
e \klocidad de escaneado: 900nm/min en
intervalos de 1nm.
e Ancho de banda espectral: 2nm.

HCI ACS 36.5-37% Mallinckrodt

Computadora con paquete estadistico Statgraphics
Centurion XVLI.1

Agua destilada.

Balanza analitica PB 303-5 Mettler Toledo

BRANSON 2510 ULTRASONIC Cleaner

MATERIALES

MATERIALES

Mangeras de tygon 0.76 [.D

Matraces volumétricos

Tubo de teflén PFA HP plus OD 0.010” x 1/16”
para construir reactores de longitud: 20, 50, 60

y100 cm.

Vasos de precipitado

Loop: 100, 200, 300, 340, 528 pL.

Pipetas volumétricas

Celda para inyeccion en flujo de160 L de cuarzo

Espatulas de acero inoxidable

Agitador magnético Probetas
Membranas de filtracién Pizeta
Micopipetas eppendorf de volumen variable

Embudos

100-1000 pL, 20-200 pL
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VI.2. PREPARACION DE DISOLUCIONES
Tabla 6. Disoluciones para determinar fluoruros
DISOLUCIONES PREPARACION
SPADNS Se pesaron 191.6mg de reactivo SPADNS,

aforados a 100mL con agua destilada.

Cloruro de zirconilo Se pesaron 26.6 mg de ZrOCIl, 8H,0 y se
disuelve en 25 mL de agua destilada, se agregan
70 mL de HCI concentrado y se afora a 100mL

con agua destilada.

Stock de fluoruro Se disuelve 22.1mg de NaF anhidrido y es aforado
al00mL con agua destilada, equivalente a 100ppm
F.

Estandar de fluoruro Se toman 10mL de solucion stock y se afora a

10mL con agua destilada, equivalente a 10ppm F.

Complejo SPADNS-Zr Se prepara mezclando 50mLde la solucion
SPADNS y 20mL de solucién de Cloruro de
Zirconilo, aforando a 100mL con agua destilada.

(estable por un periodo de 2 afios)

Curva de calibracion Se realiza partiendo de concentraciones de 0.1 a
3.5 ppm de Fluoruros, preparados con la solucidn
estandar.
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VI.3. COMPLE]JO FLUORURO Zr-SPANDS

La mayoria de los métodos espectrofotométricos propuestos para la
determinacion de fluoruro se basan en la accion de blanqueo de ion
} fluoruro en sistemas de color, como el Zirconio-eriocromocianina
1954),

1934),zirconium-xylenol naranja (Harwood and Huyser 1968), Zr-

R(Megregian quinalizarin-zirconilo (Smith 'y Dutcher
SPADNS(Haj-Hussein y Al-Momani 1989) y el aluminio-quinalizarin
(Barghouthi y Amereih 2013). Todas estas reacciones resultan en una

relacion entre disminucién en la intensidad de color con aumento de

la concentracion de fluoruro. El principio de este método se basa en la

reaccion entre los iones fluoruro y el complejo colorido de Zirconilo-

Figura 11. Accion de blanqueo
del ion fluoruro en un sistema
de color

SPADNS. Este método cubre la determinacion de fluoruros en un
intervalo de 0 mg/L a 1.4 mg/L F, cuando la determinacion se realiza
en lote cuando la matriz es agua. El fluoruro reacciona con el Zirconilo del complejo Zr-SPANDS
formando otro anién complejo incoloro [ZrFs] ™. Al aumentar el contenido de fluoruro, la intensidad del
color disminuye ver Figura 11. Siendo por lo tanto la absorbancia decreciente con la concentracion de
fluoruros. La reaccién se lleva a cabo en medio acido. La seleccién del colorante para este método
rapido esta regida en gran parte por la tolerancia a esos iones. ( Clescerl, y otros 1998) La reaccion

entre el complejo Zirconilo-SPADNS vy el ion fluoruro se muestra en la Figura 12.

Q

o] OH OH OH

HO4S OO SOgH HO48 soaH

ROJO

HO4S HO,S

+ ZIFT + NH,0

SIN COLOR

Figura 12. Reaccion Zr-SPADNS + FLUORURO.
(Hach Company 2003)
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VI.4. DISENO BOX-BEHNKEN COMO UNA HERRAMIENTA PARA LA OPTIMIZACION
MULTIVARIABLE

Los Disefio Box- Behnken (BBD por sus siglas en inglés) son Py

(a

X

una clase de disefios de segundo orden rotables o casi rotables basados en .

disefios factoriales incompletos de tres niveles. (Gutierrez Pulido y de la ®

Vara 2008)Su representacion grafica para tres factores se puede ver en

dos formas: Un cubo que consiste en el punto central y el punto central de %

los bordes, como se puede observar en la Figura 13. Una comparacion

[T Y

entre el BBD y otros Disefios de superficie de respuesta (compuesto ° )

central , matriz de Doehlert y el disefio factorial completo de tres niveles) Vad

ha demostrado que el BBD y el de matriz Doehlert son ligeramente mas

eficiente que el disefio central compuesto, pero mucho mas eficiente que

el disefo factorial completo de tres nivel es en los que la eficiencia de un =
disefio experimental se define como el nimero de coeficientes en el  Figyra 13. (a) EI cubo para BBD
modelo estimado dividido por el nimero de experimentos. y el disefio factorial 2 de tres
La Tabla 7 establece una comparacion entre las eficiencias de la BBD y otros disefios de superficie de
respuesta para el modelo cuadratico. (Ferreira, y otros 2007) Esta tabla también demuestra que los

disefios factoriales completos de tres niveles son costosos cuando el Nimero factor es mayor que 2.

Tabla 7. Comparacion de la eficiencia entre los disefios.
Central compuesto (CCD), disefio Box-Behnken (BBD) y el disefio de Doehlert (DM)

Factor (k) Numero de coeficientes (p) Numero de  experimentos () Eficiencia (p/f)
CCD DM BBD CCD DM BBD
2 6 9 7 - 0.67 0.86 -
3 10 15 13 13 0.67 0.77 0.77
4 15 25 21 25 06 071 06
5 21 43 31 41 0.49 0.68 0.61
6 28 77 43 61 0.36 0.65 0.46
7 36 143 57 85 025 0.63 042
8 45 273 73 113 016 0.62 0.4

Otra ventaja del BBD es que no contiene combinaciones por lo cual todos los factores estan
simultaneamente en su nivel mas alto o mas bajo. Es por eso que estos disefios son Utiles para evitar
realizar experimentos en condiciones extremas ya que se podrian obtener resultados

insatisfactorios.(Ferreira, y otros 2007)
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VL.5. APLICA(;I()N DE DISENOS DE S[JPERFICIE DE RESPUESTA PARA LA
OPTIMIZACION DE SISTEMAS ANALITICOS

Korn y de Oliveira utilizan BBD durante la optimizacion de un método de andlisis de
inyeccion secuencial propuesto para la determinacion de sulfato en etanol combustible del automovil
que emplea espectrofotometria de absorcion molecular (MAS por sus siglas en ingles) (Santos de
Oliveira y Korn 2006) . Los factores quimicos de un método propuesto para la cuantificacion de
amikacina en formulaciones farmacéutico fueron optimizados utilizando también BBD (Ramos
Fernandez, y otros 2005).También se utilizé Plackett-Burman para la optimizacion de un método por

inyeccion en flujo para la determinacion de fenol en agua embotellada (Carrillo-Cedillo, y otros 2014).

VI.6. METODOLOGIA PROPUESTA PARA LA DETERMINACION DE FLUORUROS

El método propuesto se basa en la determinacion realizada por Patel 1999 en la que
monitorea la concentracion de fluoruro en agua superficial y subterranea por el problema de fluorosis
en los granjeros del sur de la India durante los afios de 1930 ( Patel, Patel y Naik 1999). Para esta
determinacion se propone utilizar las concentraciones establecidas en el Standard Methods 20th edition

para la determinacion de fluoruro en agua ( Clescerl, y otros 1998).
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VII. CALCULOS Y RESULTADOS
Estimated Response Surface
Velocidad=25.0
8
g
£
2
<
300
200 300 400 500 600 100140 Complejo
Volumen inyeccion
Gréfico de superficie de respuesta disefio Box- Behnken
FIAgrama
-1.000 9.000 19.000 29.000 39.000 49.000
0.050
e (I
=
m -0.150 -
e
S8 -0.250 -
2
'& -0.350 -+
-0.450 -
Tiempo (min)

FIAgrama determinacion de fluoruros
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VIL.1 OPTIMIZACION DE VARIABLES PARA EL SISTEMA DE INYECCION EN FLUJO

Se ensayaron diferentes configuraciones con el fin de obtener la mejor sefial analitica para la
reaccion entre el fluoruro y el Zr-SPADNS. En la primera configuracion se colocaron dos reactores de

longitud 60 y 30 cm respectivamente con la finalidad de mezclar los analitos ver Figura 14.

Mouestra

Valvula de inyeccién
Agua
SPADNS ﬂ{b‘\ R Rz Detector
Zr/HCl Wm

Desecho

Bomba
peristaltica

Figura 14. Primera configuracion FIA.

La sefial analitica obtenida con la configuracion anterior no dio los resultados esperados por que se
penséd que el portador diluia la formacion del complejo, y se disefid una segunda configuracion ver

Figura 15 ahora mezclando previamente la muestra con el SPADNS y posteriormente incorporando el

Zr/HCI.

Muestra

SPADNS

Valvula de inyeccién

RI R2 Detector

Zr/HCl

Desecho

Bomba
peristaltica

Figura 15. Segunda configuracion FIA.
La dltima configuracion que dio mejor sefial analitica en la formacion del complejo hexafluoruro de

zirconilo se muestra en la Figura 16.

MMuestra
Apgua destilada

Complejo

Zr-SPADMS 1w

PP

Figura 16. Configuracion FIA para la determinacién de fluoruros en enjuagues bucales y pastas dentales en gel.
R= Reactor, PP= Bomba peristaltica, 1.VV= Valvula de inyeccion, D=Detector,
W= Desecho.
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VII.2. DISENO DE EXPERIMENTOS BOX-BEHNKEN

Se aplico el disefio de experimentos Box-Behnken para evaluar tres variables relacionadas con el disefio de
la configuracidn de analisis por inyeccion en Flujo mostrada en la Figura 16, el cual sugiere que se

desarrollen 15 experimentos los cuales incluyen 3 puntos centrales como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Disefio de experimentos Box-Behnken.

. Volumen Complejo mL SPADN/100 | Velocidad | Absorbancia
Experimentos | . .,
inyeccion pL Zr-HCl rom ABS
1 340 200 25 0.382
2 200 100 25 0.146
3 528 100 25 0.183
4 200 300 25 0.480
5 528 300 25 0.580
6 200 200 20 0.335
7 528 200 20 0.386
8 340 200 25 0.392
9 200 200 30 0.343
10 528 200 30 0.405
11 340 100 20 0.165
12 340 300 20 0.617
13 340 100 30 0.174
14 340 300 30 0.584
15 340 200 25 0.388

En el grafico de efectos principales se observan que el factor més influyente es la concentracion del
complejo SPADNS/Zr como se puede observar en la Figura 17, ademas se observa para el V.I lo que

indica una saturacion en el valor de absorbancia.

Main Effects Plot for Absorbancia

057 —
047 1

r - 1
037 / B

027F -

Absorbancia

017 B
200.0 500.0  100.0 3000 200 30.0

Volumen inyeccion Complejo Velocidad

Figura 17. Gréfico de efectos principales
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De acuerdo a la Tabla 9 de analisis de varianza para la formacion del complejo [ZrFs]™ aplicando el
disefio de experimentos Box-Behnken se determina que existe significancia estadistica en los efectos
principales para el 1.V y en la concentracion del complejo [SPADNS/Zr], adicionalmente se presenta un
efecto cuadratico el cual es significativo para este proceso.

Tabla 9. Analisis de varianza para el disefio de experimentos Box-Behnken

Source Sum of Squares|Df |Mean Square |F-Ratio|p-Value
A:Volumen inyeccién| 9.85E-03 1 9.85E-03 | 17.24 | 0.0089
B:Complejo 3.17E-01 1 3.17E-01 |554.27]0.0000
C:Velocidad 8.74E-07 1 8.74E-07 0.00 |0.9703
AA 4.10E-03 1 4.10E-03 7.18 |0.0439
AB 7.06E-04 1 7.06E-04 1.24 |0.3169
AC 5.37E-05 1 5.37E-05 0.09 |0.7715
BB 4.60E-04 1 4.60E-04 0.81 |0.4104
BC 4.41E-04 1 4.41E-04 0.77 |0.4198
CC 2.88E-04 1 2.88E-04 0.50 |0.5093
Total error 2.86E-03 5 5.71E-04

Total (corr.) 3.33E-01 14

La ecuacion para el disefio de experimentos Box-Behnken es:

Absorbancia = -0.0784469 + 0.000844644*1.V + 0.00267934*[SPADNS/Zr] - 0.0149559*Velocidad -
0.00000127241*(1.V)? + 8.05621E-7*1.V *[SPADNS/Zr] + 0.00000444379*1.V *Velocidad -
0.00000111667*[SPADNS/Zr] - 0.000021*[SPADNS/Zr] *Velocidad + 0.000353333*Velocidad?

En el diagrama de Pareto se observa que los factores més influyentes son la concentracion del complejo
[SPADNS/Zr] y el 1.V para incrementar la sefial analitica como se muestra en la Figura 18.

Standardized Pareto Chart for Absorbancia

B:Complejo

A:Volumen inyeccion
AA

AB

BB

BC

cc

AC

C:Velocidad

OA_EDDDDDHA

. . . . . .
4 8 12 16 20 24
Standardized effect

Figura 18. Diagrama de Pareto.

Sin embargo, en el grafico de superficie de respuesta ver Figura 19, se observa que si se incrementa el
1.V de 200pL a 500 pL no hay un incremento significativo en la sefial analitica, por lo tanto, con la
finalidad de reducir la generacion de residuo y optimizar el consumo de reactivos se selecciono el

volumen de inyeccién mas bajo quedando optimizada esta variable en 200pLL.
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Estimated Response Surface
Velocidad=25.0

Absorbancia

Volumen inyeccion

Figura 19. Gréfico de superficie de respuesta

La concentracion del complejo fue estudiada moviendo un factor, se dejé fijo la concentracion de
[SPADNS] y se fue modificando la concentracidn de [Zr] como se muestra en la Tabla 10, una vez
realizados los ensayos se determind que la mejor sefial analitica se obtiene cuando la concentracion de
la mezcla de [SPADNS/Zr] es de 1.68E: 1.65E™ mol L™ respectivamente y la forma del pico se
encuentra muy bien definida; ademas de que las sefiales presentan el doble de intensidad comparadas
con las obtenidas utilizando la concentracion recomendada por la NMX-AA-077-SCFI-2001 (NMX-

AA-077-SCFI-2001 2001).
Tabla 10. Concentraciones de SPADNS/Zr moviendo un factor.

EXPERIMENTO [SPADNS] [Zr]

1.68E™ 413
1.68E® 3.30E%
1.68E™® 2.48E™
1.68E 1.656%
1.68E™® 8.25E®

g B~ WD

Una vez ensayado el disefio de experimentos Box-Behnken con las variables estudiadas se obtienen los

valores dptimos ver Tabla 11 para la configuracion mostrada en la Figura 16.

Tabla 11. Valores optimizados usando disefio de experimentos Box-Behnken

VARIABLES VALOR OPTIMO
Volumen de muestra (uL) 200
Longitud del reactor (cm) 25

[SPADNS]-[Zr]mol LT | 1.68E™: 4.13E™

Flujo mL min*? 0.9
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VIL3. CARACTERISTICAS DEL METODO

Con los valores de las variables optimizadas cuando se utilizé el disefio de experimentos
Box-Benhnken y la configuracion propuesta en la Figura 16 se elabord una curva de calibracion
realizando inyecciones por triplicado de diferentes disoluciones de concentraciones: 0.1, 0.2, 0.5, 0.8 ,1.0, 1.5,
2.0,2.5y3.0mg L™ F, obteniendo el FIAgrama de la Figura 20 .

FIAgrama para curva de calibracion de 0.1 a 3.0 ppm F~

-1.000 9.000 19.000 29.000 39.000 49.000

0050 | NVW“VWWVVV V IW

-0.050

)

'S -0.150

-0.250

Absorbancia (A)

-0.350 -

-0.450 -
Tiempo (min)

Figura 20. FIAgrama de curva de calibracion para fluoruros.

En la Figura 21 se muestra la curva de calibracién para fluoruros en la cual se obtuvo la ecuacion de

regresion lineal: A= -0.1506*[fluoruros]- 6.00E*, con un coeficiente de regresion lineal de 0.9995.

Linealidad de la curva de calibracion de 0.1 a 3.0 ppm F~

OOOO | T T T T T T 1
0/0 15 2.0 2.5 3.0 3.5

< -0.100 -
0 = * - -
S .0.200 - A= 0.15026 (ppm F)+ 6E-05
s r’=0.9995
6 -0.300 - r=0.9997
8
< 0.400 -

-0.500 -

concentracion PPM de F~

Figura 21.Curva de calibracion para fluoruros.
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Con el método propuesto fue posible incrementar el rango lineal hasta 3 mg L™ F” utilizando solamente
200uL de muestra ver Tabla 12, en comparacion con el método en lote el rango lineal llega hasta 1.4
mg L™ el cual consume 10mL de muestra.

Tabla 12 . Comparacion del método en lote vs el método propuesto FIA.

REACTIVOS SPADNS en lote SPADNS FIA-Vis
Consumo de muestra 50 mL 200uL

Consumo de Zr-SPADNS en medio acido 10 mL 200uL

Rango lineal 0.2al4dppmF” 0.2a3 ppmF~
Tiempo de analisis 10 min 2.2 min

Muestras analizadas por hora 6 27

VIL4. PRECISION DEL METODO COMO REPETIBILIDAD

A partir de la disolucion estandar de fluoruros se prepararon 9 disoluciones a una
concentracion de 1.5 mg/L F, las cuales fueron inyectadas por triplicado a las mismas condiciones en
las que se realiz6 la curva de calibracion para fluoruros, con la finalidad de determinar la precision del

método como repetibilidad, en la Figura 22 se muestra el FIAgrama obtenido.

-9.000 1.000 11.000 21.000 31.000 41.000 51.000 61.000
0.010 - -

P
r T T T T 1

-0.040 -

-0.090 -

-0.140 -

Absorbancia (A)

-0.190 -

-0.240 - Tiempo (min)

Figura 22. FIAgrama de precision del método como reproducibilidad.
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VIL5. VALIDACION DEL METODO

VIL.5.1. Porcentaje de recobro

En la Tabla 13 se muestran los valores obtenidos para el porcentaje de recobro para 27 determinaciones

con las que se elaboré la curva de calibracion para la determinacion de fluoruros.

Criterios de aceptacion:

> EI CVyx del porcentaje de recobro:

v no debe de ser mayor al 2% para métodos cromatograficos o volumétricos

v" no debe de ser mayor al 3% para método espectrofotométrico

v no debe de ser mayor al 5% para método microbiolégico

Tabla 13. Porcentaje de recobro para fluoruros

n minimo maximo y volumen X y2 XY x2  Cantidad recuperada (mg/L F-) % recobro
1 0001 -0013 -0.014 100  0.100 0.0002 -0.001 0.01 0.093 93.3
2 0002 -0012 -0014 100  0.100 0.0002 -0.001 0.01 0.093 93.3
3 0001 -0013 -0014 100  0.100 0.0002 -0.001 0.01 0.093 93.3
4  -0001 -0.032 -0.031 200  0.200 0.0010 -0.006 0.04 0.206 103.1
5 -0.003 -0.033 -0030 200  0.200 0.0009 -0.006 0.04 0.200 99.8
6 -0.003 -0.032 -0.029 200  0.200 0.0008 -0.006 0.04 0.193 96.5
7  -0.005 -0.077 -0072 500 0500 0.0052 -0.036 0.25 0.478 95.7
8 -0.005 -0.073 -0.068 500  0.500 0.0046 -0.034 0.25 0.452 90.4
9 -0.004 -0.075 -0071 500 0500 0.0050 -0.036 0.25 0.472 94.4
10  0.002 -0.120 -0.122 800  0.800 0.0149 -0.098 0.64 0.810 101.3
11  0.001  -0.123 -0.124 800  0.800 0.0154 -0.099 0.64 0.824 103.0
12 0.000 -0.122 -0.122 800  0.800 0.0149 -0.098 0.64 0.810 101.3
13  0.002  -0.152 -0.154 1000  1.000 0.0237 -0.154 1.00 1.023 102.3
14 0001 -0.149 -0.150 1000  1.000 0.0225 -0.150 1.00 0.996 99.6
15  0.003 -0.152 -0.155 1000  1.000 0.0240 -0.155 1.00 1.029 102.9
16  0.002  -0.227 -0.229 1500 1500 0.0524 -0.344 2.25 1.521 101.4
17 0.001  -0.227 -0.228 1500  1.500 0.0520 -0.342 2.25 1.514 100.9
18 -0.001 -0.227 -0.226 1500  1.500 0.0511 -0.339 2.25 1.501 100.1
19  0.000  -0.305 -0.305 2000  2.000 0.0930 -0.610 4.00 2.025 101.3
20 0000 -0.301 -0.301 2000  2.000 0.0906 -0.602 4.00 1.999 99.9
21 0000 -0.304 -0.304 2000 2.000 0.0924 -0.608 4.00 2.019 100.9
22 -0.001 -0.375 -0.374 2500 2500 0.1399 -0.935 6.25 2.483 99.3
23 0001 -0.379 -0.380 2500  2.500 0.1444 -0.950 6.25 2.523 100.9
24 0001 -0.379 -0.380 2500 2.500 0.1444 -0.950 6.25 2.523 100.9
25  0.003  -0.444 -0.447 3000  3.000 0.1998 -1.341 9.00 2.968 98.9
26 0.001  -0.444 -0.445 3000 3.000 0.1980 -1.335 9.00 2.955 98.5
27  0.007  -0.444 -0.451 3000 3.000 0.2034 -1.353 9.00 2.995 99.8
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VIL.5.2. Determinacion de la linealidad del método

Para la determinacion de la linealidad del método se debe de reportar la cantidad adicionada vs
cantidad recuperada. Utilizando el método de estimacion de minimos cuadrados se calcula el valor de
la pendiente (bl), la ordenada en el origen (b0), el coeficiente de determinacion r? el intervalo de

confianza para la pendiente ICB1, el intervalo de confianza para la ordenada al origen ICB0 vy el

coeficiente de variacion de la regresion CV Eciacion O e S B R
. . ., regrecion
Criterios de aceptacion: re 0.9995
. - . -5.24
» Cantidad adicionada vs cantidad recuperada: g 18
v r°>0.98 xxy -10.590
Sy 1.5950
v ICB1 debe de incluir la unidad X 70.32
. . Intercepto b0 0.00006
v ICBO0 debe de incluir el cero Pendiente b1 -0.15062
n 27
0.00331 Hy -0.184
s _JZyz—bl*Exy—bo*Zy HX 1.289
/x = —
! n-2 gi=n2 %5
CVy/x = w -1.80 [ — 2.06
Hy
ux? 0.065232
5 x2— O
1 T2 o001z | VIL5.3. Determinacion de repetibilidad del método
1C(Bo) = bo + tosrsm—z * Sny 000224 | Para determinar la repetibilidad del método se debe calcular
16(Bo) = bo ~ tosrsn-2 * Sn, 21803 | o] promedio, la desviacion estandar, %CV vy el intervalo de
1 . . .
Sy = Sy 227[@)] 0.00066 | confianza para la media del porcentaje de recobro.
22 _ [C2?
IC(B1) = By + tosremz * Sy, -0.149
IC(By) = by —tygpps* Sa, -0.152

Criterios de aceptacion:
» EI'IC () debe incluir el 100% y el intervalo debe estar entre:
v 98-102% para método cromatografico y volumétrico
v' 97-103% para método espectrofotométrico
v' 95-105% para método microbioldgico

W de recobro | 99.0 Ll/z 0.0
s de recobro | 3.4 @ S 100.4
P 2.056 IC(p) = p+ togrsn-1 [(n)—uz] .

o 57 S 97.6
IC(u) = p—to 9751 [(n)—l/z]
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VIII. ANALISIS DE ENJUAGUES BUCALES Y
PASTAS DENTAILES

Enjuagues bucales analizados (2015)

Pastas dentales en gel analizados (2015)
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VIIIL.1. ENJUAGUES BUCALES

Se seleccionaron 5 presentaciones cosméticas liquidas de diferentes proveedores para

determinar la concentracion de fluoruro y compararla con la que marca la etiqueta del producto
higiénico odontoldgico. Se prepararon diferentes disoluciones colocando entre 10 y 150 uL de los
diferentes productos higiénicos odontoldgicos y se aforo con agua des ionizada a 10 mL,
posteriormente cada una fue inyectada por triplicado sin realizar ningun pre tratamiento.
VIIIL.1.1. Criterios de inclusion

e Presentacion cosmética en forma liquida

e Insumos de uso odontoldgico de diferentes proveedores

e Producto higiénico odontoldgico para nifios y adultos
VIIL.1.2. Criterios de exclusion

e Presentacion cosmeética en emulsion

e Insumos de uso odontoldgico que contenga peroxido
VIIL.1.3. Enjuague Kool Shock
Cool Shock, sabor menta, con volumen total de 50 mL, en su etiqueta indica que contiene 0.05% de
fluoruro de sodio equivalente a 225 mg/L de fluoruro.

0.03 ~

T oo TV |

-0.17 -

-0.27 -~
-0.37 -

Absorbancia (A)

-0.47 -

-0.57 -

-0.67 -
-6.000 4.000 14.000 24.000 34.000 44.000 54.000
Figura 23. Enjuague Tiempo (min)

Kool Shock . .
Figura 24.FIAgrama del enjuague Kool Shock.
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VIIL.1.4. Enjuague Colgate Plax Kids

Colgate plax kids, en su etiqueta indica que contiene 0.05% de fluoruro de sodio equivalente a 225

mg/L de fluoruro.

-0.18 -

-0.28 -

-0.38 -

Absorbancia (A)

-0.48 -

-0.58 -
-3.000 2.000 7.000 12.000 17.000 22.000 27.000 32.000 37.000
Tiempo (min)

Figura 25. Enjuague

Colgate Plax Kids Figura 26. FIAgrama del enjuague Colgate Plax Kids.

VIIL.1.5. Enjuague Listerine Total Care
Listerine total care, en su etiqueta indica que contiene 0.02% de fluoruro de sodio

0.030 -+
-0.020
-0.070 -
-0.120 -
-0.170 -
-0.220 -
-0.270 -
-0.320 -
-0.370 -

-0.420 -
Figura 27. Enjuague 0.000 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000 35.000
Listerine Total Care Tiempo (min)

w\/\/.\[ F—t—— Pg— 7 )

Absorbancia (A)

Figura 28. FIAgrama del enjuague Listerine Total Care.
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VIIL.1.6. Enjuague Colgate Plax Whitening

En su etiqueta no menciona contener fluoruro, sin embargo se realizo el analisis para corroborar este
dato, sin embargo, se obtuvieron sefiales negativas, lo cual indica presencia de fluoruros entre sus
ingredientes.

0.050 -
-0.050
-0.150
-0.250
-0.350
-0.450
-0.550
-0.650 -
-0.750 -

-4.000 6.000 16.000 26.000 36.000 46.000 56.000
Tiempo (min)

/
T T T T 1

Absorbancia (A)

Figura 30. FIAgrama del enjuague Colgate Plax Whitening.
Figura 29. Enjuague

Colgate Plax Whitening

VIIL.2. PASTAS DENTALES

Se seleccionaron 5 presentaciones cosméticas en gel de diferentes proveedores para
determinar la concentracion de fluoruro y compararla con la que marca la etiqueta del producto
higienico odontoldgico. Se prepararon diferentes disoluciones colocando 500 mg de pasta en gel de
diferentes productos higiénicos odontoldgicos, sin realizar ningun pre tratamiento y se aforo con agua
desionizada a 100 mL, posteriormente se prepararon diferentes diluciones colocando entre 0.300 y 4
mL para cuando la etiqueta del producto indica que contiene 1,100 ppm de F . Para el caso de producto
con contenido de 500 ppm de F se coloco entre 1 y 8 mL y se aforo a 10 mL. Una vez realizado este

procedimiento cada disolucion fue inyectada por triplicado.

VIIL.2.1. Criterios de inclusion
e Presentacidén cosmética en gel
e Insumos de uso odontoldgico de diferentes proveedores

e Producto higiénico odontologico exclusivo para nifios de 6 afios 0 menores.
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VIIIL.2.2. Criterios de exclusion
e Presentacién cosmética semisélida

¢ Insumos de uso odontoldgico que contenga perdxido

VIIIL.2.3. Pasta dental Pro.

En sus ingredientes indica tener una concentraciéon de 500 ppm de NaF.

0.100 ~

%

-0.100 -
-0.200
-0.300
-0.400

-0.500 -
-8.000 2.000 12.000 22.000 32.000 42.000

Tiempo (min)

Absorbancia (A)

Figura 32. FIAgrama de la pasta Dental Pro.
Figura 31. Pasta

dental Pro

VIII.2.4. Pasta dental Oral B.

En sus ingredientes indica tener una concentraciéon de 500 ppm de NaF.

0.050 -+
8:000—
-0.050 -
-0.100 -
-0.150 -
-0.200 -
-0.250 -
-0.300 -
-0.350 -
-4.000 1.000 6.000 11.000 16.000 21.000 26.000 31.000

Tiempo (min)

Absorbancia (A)

Figura 34. FIAgrama de pasta dental Oral B.
Figura 33. Pasta

dental Oral B
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VIIL.2.5. Pasta dental Colgate Smiles.

En sus ingredientes indica tener una concentraciéon de 1100 ppm de NaF.

0.05 -
(oF V4 \f'A\/A T T T T )

oo VTV

-0.1 -

-0.15 -
-0.2 -

-0.25 -
-0.3 -

-0.35 -
-1.000 4.000 9.000 14.000 19.000 24.000 29.000 34.000 39.000

Tiempo (min)

Absorbancia (A)

Figura 35. Pasta . .
dental Colgate Figura 36. FIAgram de pasta dental Colgate Smiles.

Smiles

VIIL.2.6. Pasta dental Orajel.

En sus ingredientes indica tener una concentracion de 1100 ppm de NaF.

0.05 -
O T T
-0.05 -

©
[EEN
1

-0.15 -

o
N
1

Absorbancia (A)

-0.25 -
-0.3 -
-0.35 -

0.000 10.000 20.000 30.000 40.000

Tiempo (min)

Figura 37. FIAgrama de pasta dental Orajel.

Figura 38. Pasta
dental Orajel.

Pagina 57 de 72



OH OH
N

.
N
QI Ty

NaO-$§ S-ONa
o o

VIIL.3. CUANTIFICACION DE FLUORUROS UTILIZANDO LA CONFIGURACION FIA EN
PRODUCTOS HIGIENICO DENTAL

Una vez realizados los analisis de cada uno de los diferentes productos se procedi6 a obtener el
porcentaje de recuperacién utilizando la ecuacion de regresion lineal que se menciona en la Figura 21
con la finalidad de poder comparar este valor con el que reporta el fabricante de dicho producto. Los

resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 14.

Tabla 14. Comparacion entre lo indicado en etiqueta y la recuperacion FIA

Producto higiénico % NaF Concentracion Concentracion %
dental Reportado  ppm Fequivalente al ppm F Recuperacion
enla reportado en la etiqueta determinada por FIA FIA
etiqueta

Enjuagues bucales

Cool shock 0.05 226 222.6 98+29
Colgate plax-kids 0.05 225 224.6 100+0.1
Listerine total care 0.02 90 160.2 178 £ 0.8

Pastas dentales en gel

Pro 0.11 500 410.0 82+0.2
Oral B 0.11 500 375.0 75+0.0
Colgate smiles 0.24 1100 693.0 63+0.4
Orajel 0.24 1100 792.0 7212
Colgate fluoride-free 0.00 0.00 ND

*ND = No detectado

VIIL.4. DETERMINACION DE FLUORURO POR ADICION DE ESTANDAR

Con la finalidad de confirmar la metodologia propuesta se analizd un enjuague bucal que en su etiqueta
indica que no contiene fluoruros, primeramente se inyecto para verificar que no presentara sefial
analitica a fluoruros, posteriormente se prepararon 6 disoluciones agregando 25 mg de NaF y se aforo a
50 mL lo que es equivalente a un estandar de 226 ppm F" con el enjuague bucal marca Scope
Mouthwash. EI FIAgrama obtenido puede observarse en la Figura 40. Las cuales son muy parecidas a

las sefiales obtenidas con los enjuagues anteriormente estudiados.
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0.050

0.000
-0.050
-0.100
-0.150
-0.200
-0.250
-0.300
-0.350

Absorbancia (A)

Figura 39. Enjuague bucal
Scope

%

0.000

vvvvv s

5.000 10.000 _  15.000 . 20.000 25.000 30.000
Tiempo (min)

Figura 40. Enjuague bucal con adicion de estandar

En el caso de las pastas dentales en gel primeramente, fue tomada una muestra de la paste dental libre

de fluoruros y se le adiciono un estdndar de 500ppm, el tratamiento que se le dio a la muestra fue el

mismo que a las demés pastas, se prepararon disoluciones de 3.0, 4.0, 5.0 y 6 mg L™ F. Las sefiales

obtenidas se muestran en la Figura 41.

)

fluoride-free
safe if swal €

"Ytd »;‘.,

Figura 42. Pasta dental
Colgate fluoride free

Absorbancia

0.050

0.000
-0.050
-0.100
-0.150
-0.200
-0.250
-0.300
-0.350
-0.400

0.000 10.000 20.000 30.000 40.000

Tiempo (min)

Figura 41. Pasta con adicion de estandar de 500 ppm F
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Los resultados obtenidos con respecto al porcentaje de recobro en enjuague bucal y en pasta dental en

gel al adicionar un estandar de fluoruros se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Determinacion de fluoruros por adicion de estandar

Producto Cantidad adicionada Cantidad recuperada % Recobro
higiénico dental ppm F- ppm F-
Enjuague bucal
Scope
Estandar 1 226 229.3 101.4
Estandar 2 226 225.9 100.0
Estandar 3 226 229.3 101.4
Estandar 4 226 221.8 98.2
Estandar 5 226 223.2 98.7
Estandar 6 226 220.5 97.6
Promedio 99.6
Desvest 1.66
%CV 1.7
Pasta dental en gel
Colgate Fluoride Free
Estandar 1 500 399.8 80.0
Estandar 2 500 399.8 80.0
Estandar 3 500 399.8 80.0
Estandar 4 500 398.4 79.7
Estandar 5 500 395.1 79.0
Estandar 6 500 396.2 79.2
Promedio 79.6
Desvest 0.41
%CV 0.5
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IX. INTERFERENCIAS AL METODO

0.000 : ! ‘
0 10 20 30
-0.100 -
A= 4E-06x* - 0.0003) + 0.0069x2 - 0.0871x - 0.0537

__-0.200 - r2=0.9993
=
(1]
w ~0-300 7 + H202
3
5 0.400 - "
.3: Polindmica (H202)

-0.500 -

-0.600 -

-0.700 -

ppm

Interferencia de perdxido de hidrogeno en la determinacién de fluoruros
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Se analizo el enjuague de la Figura 29 en el cual su contenido de ingredientes indica que no contiene
fluoruro y al analizarla presento una sefial caracteristica de presencia de fluoruros. Al comparar otros
enjuagues previamente analizados se observa que la diferencia es la presencia del peroxido de
hidrogeno.

Para corroborar este analito se prepararon disoluciones de (H,0,) a diferentes concentraciones
iniciando con las siguientes: 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 mg L™, las cuales se inyectaron por

triplicado  ver Figura 43.

0.100 -

0-000

o100 WW
-0.200 -

-0.300 -
-0.400 -
-0.500 -
-0.600 -

-0.700 -
-5.000 5.000 15.000 25.000 35.000 45.000 55.000

Tiempo (min)

Absorbsorbancia (A)

Figura 43. FIAgrama de perdxido de hidrogeno.

Después de obtener las sefiales emitidas por el perdxido de hidrogeno, se prepararon disoluciones
combinadas con fluoruro agregando 0.1 mg L™ F~ a cada una de las disoluciones mostradas en la

Figura 43, se inyectaron por triplicado para poder observar si la sefial analitica se incrementaba al
adicionar el ion fluoruro ver Figura 40.

0.100 ~

_21322'-\/\[WW\[ | |

-0.200 -

-0.300 -
-0.400 -

Absorbancia (A)

-0.500 -
-0.600 -

-0.700 -
-2.000 8.000 18.000 28.000 38.000 48.000 58.000 68.000

Tiempo (min)

Figura 44. FIAgrama de Fluoruros con Perdxido de hidrogeno.
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En la Figura 45 se muestra que no existe una relacion lineal al adicionar fluoruros a las disoluciones de
peréxido de hidrogeno y ademas se observa que la sefial de fluoruros no se puede diferenciar de la

sefial producida por el peroxido de hidrogeno, lo cual indica que es una interferencia para el método

propuesto.
0.000 . . .
(L 10 20 30
-0.100 -
y = 4E-06x% - 0.0003x3 + 0.0069x2 - 0.0871x
-0.200 4 -0.0537
3 ' R? = 0.9993
g -0.300 1 * H202
3
S .0.400 - = F
é Polinémica (H202)
-0.500 -
-0.600 -
-0.700 -

ppm

Figura 45. Interferencia de peroxido de hidrogeno en las sefiales de Fluoruro

En el caso de las pastas dentales, se analizd una pasta marca Colgate sin contenido de fluoruros para
corroborar esta informacion. Las sefiales de absorbancia obtenidas ver Figura 47 estaban por debajo del

limite de cuantificacion de 0.2mg L™ F~ por lo tanto se considera no cuantificable.

0.000 — : _— .
0.058900 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000

-0.100 -
<

o 0.150 -
-0.200 -
-0.250 -

Absorbanc

-0.300 -
-0.350 -

-0.400 - Tiempo (min)

Figura 47. FIAgrama de pasta Colgate sin fluoruros.

Figura 46. Pasta Colgate
fluoride- free
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X. CONCLUSIONES

Mediante la aplicacion de un disefio de experimentos Box-Behnken se logro la optimizacion de
las variables involucradas en la configuracion del sistema de Anélisis en Flujo para la
cuantificacion de fluoruros.

Con el método propuesto fue posible incrementar el rango lineal hasta 3 mg L™ F.

Se encontr0 que existe una interferencia con peroxido de hidrogeno (H.O,) para la
cuantificacion de fluoruros en enjuagues bucales.

Esta metodologia es aplicable a enjuagues bucales y pastas dentales en gel sin la necesidad de
realizar un pretratamiento a la muestra.

El tiempo de andlisis fue de 2.2 min por cada inyeccion, alcanzando realizar un total de 27
determinaciones por hora.

Con el método propuesto se utiliza unicamente 200uL de muestra, en comparacion con el
método tradicional el cual utiliza 10mL de muestra.

Con la metodologia propuesta se optimiza el uso de reactivos, el tiempo de analisis y la
generacion de residuos, lo que es econdmicamente deseable en las metodologias analiticas y

ambientalmente favorable.
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EN FLUJO PARA LA DETERMINACION DE FLUORUROS
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INTRODUCCION

Los fluoruros son ingredientes comunes en productos farmacéuticos para la higiene
bucal debido a su reconocido efecto en la prevenciéon de la caries. En productos
dentales los fluoruros pueden ser anadidos en formas diferentes, tales como fluoruro de
sodio, monofluorofosfato de sodio, hexafluorozirconato estafioso, o en forma de
diferentes aminas como Olaflur (C7HgoN2F203) antimicrobiano cationico. [1]

El uso de enjuagues bucales se ha consolidado con el tiempo, debido a las dificultades
mecanicas con los métodos de higiene oral. Su eficacia se atribuye a su actividad
bactericida, preferiblemente en productos con efecto intraoral prolongado,
proporcionando actividad antibacteriana sostenida. Hay varios antisépticos que ayudan
a combatir las bacterias que causan la mayor parte enfermedades orales comunes,
como la caries, la placa dentobacteriana, el sarro, la gingivitis, la periodontitis e incluso
el mal aliento. [2]

En adicion a su amplio uso para el mantenimiento de la salud oral, los iones fluoruro
también se consideran un micronutriente esencial; La Organizacion Mundial de la Salud
sugiere consumir agua con contenido de fluoruro de entre 0.7 y 1.2 mg/L dependiendo
de la temperatura media anual. [2]

Sin embargo, la ingesta rutinaria de altas concentraciones de fluoruro puede causar
enfermedades como la fluorosis dental y fluorosis esquelética. [3] El limite maximo
permisible en agua purificada es de 1.5 mg/L. [4]

Las pastas dentales que contienen 550 ppm de fluoruro o menos, deben ser utilizadas
en nifios menores de 6 afos de edad, Las pastas dentales que contengan de 551 a
1500 ppm de fluoruro total deben ser utilizadas por personas mayores de 6 afos y en
nifos menores de esta edad, sélo podran utilizarse bajo la supervision de un adulto,
evitando su ingestidon y empleando como maximo 5 mm?3, equivalente al tamafio de un
chicharo. Como medida de salud publica los enjuagues bucales con fluoruro de sodio,
se aplicaran bajo la vigilancia de un profesional de la salud bucal y no deben ser
utilizados en menores de 6 anos. [5]
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Para la determinacion de fluoruros se escogiéo el método SPADNS vy la técnica de
analisis por inyeccion de flujo (FIA). Esta técnica se basa en la inyeccion de muestra
liquida en movimiento no segmentado, dentro de una corriente portadora continua de un
liquido adecuado. La muestra inyectada forma una zona, que es transportada hacia un
detector, el cual registra continuamente la absorbancia u otro parametro fisico, ya que
continuamente pasa el material de muestra a través de la celda de flujo.[6]

En este trabajo se realiz6 un estudio utilizando una configuracion de inyeccion en flujo
para determinar fluoruros en enjuague bucal con deteccién por espectrofotometria en la
region del espectro electromagnético a 580 nm.

EXPERIMENTACION

Equipos: Espectrofotdmetro Varian Cary de doble haz, Bomba peristaltica ISMATEC
digital de cuatro canales y valvula de inyeccion Upchurch Scientific V451 de 6 puertos.

Reactivos: ZrOCl, - 8H,0 98% (Sigma-Aldrich), sal trisédica del acido 1,8-dihidroxi-2-
(4-sulfofenilazo) naftalén-3,6—disulfénico 75% (Sigma-Aldrich), NaF anhidro 99%
(Merck), HCI 36.5-38% (J.T Baker)

Metodologia: Para realizar la curva de calibracion se utilizé la metodologia estandar
establecida en la referencia 7. [7] Se inyectaron disoluciones de fluoruro en un rango de
concentraciones entre 0.2 a 6 mg/L y se utilizé como disolucion portadora agua
destilada, el caudal fue de 2.4 mL/min. La cuantificacion del complejo formado se
determiné a A = 580 nm. Se utilizé un reactor con longitud de 30 cm y un volumen de
inyeccion de 200 uL. La configuracion del sistema de analisis de inyeccion en flujo (FIA)
se muestra en la figura 1

Muestra

Disolucion Valvula de inyeccion

portadora

Detector

\/\/‘\j\_ UV-vis \I

Complejo

Reactor

Desecho

Bomba
peristaltica

Figura 1. Configuracion FIA para la determinacién de Fluoruros
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Resultados y discusion

El principio de este método se basa en la reaccion entre los iones fluoruro y el complejo
colorido de Zirconilo-SPADNS. Este método cubre la determinacion de fluoruros en un
intervalo de 0 mg/L a 1.4 mg/L F, cuando la determinacion se realiza en lote. El fluoruro
reacciona con el Zirconilo del complejo Zr-SPANDS formando otro anion complejo
incoloro [ZrFg] 2. Al aumentar el contenido de fluoruro, la intensidad del color disminuye.
Siendo por lo tanto la absorbancia decreciente con la concentracion de fluoruros. La
reaccion se lleva a cabo en medio acido. La seleccion del colorante para este método
rapido esta regida en gran parte por la tolerancia a esos iones. [4]. La reaccion entre el
complejo Zirconilo-SPADNS vy el ion fluoruro se muestra en la figura 2

HOgS

Q

O|H
N --—Zr/

]

HO3S

OH H*

+ 6F — + ZiFe® + NH,0

OH OH OH

N~©©
HO3S SO5H

ROJO

SO4H

SIN COLOR

Figura 2.Reaccion Zr-SPADNS + FLUORURO, [8]

Para realizar la curva de calibracion (ver figura 3) se prepararon estandares de ion
fluoruro a las siguientes concentraciones: 0.2, 0.5, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mg/L
F°, obteniendo la siguiente ecuacion de regresion lineal: A = -0.0524*[fluoruros] -
0.0107, la concentracion de fluoruros se expresa en mg/L.

Curva estandar de ion fluoruro
0.0000 T T T T T 1
0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
-0.0500 -
A =-0.0524*[fluoruros] - 0.0107
@ -0.1000 - r2 = 0.9980
§ r=0.9994
£ .0.1500 -
o
4
< .0.2000 -
-0.2500 -
-0.3000 - mg/L fluoruro

Figura 3. Curva estandar para Fluoruro
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El fiagrama obtenido de la curva de calibracién en el rango de 0.2- 6.0 mg/L de fluoruro
se muestra en la Figura 4. En la ecuacion de regresion lineal no se incluye la dilucién de
6 mg/L debido a la pérdida de linealidad.
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Figura 4. Fiagrama de la curva estandar para la determinacién de fluoruros

En la figura 5 se muestra el fiagrama obtenido del enjuague bucal Cool Shock, sabor
menta, con volumen total de 50 mL, en su etiqueta indica que contiene 0.05% de
fluoruro de sodio equivalente a 226.2 mg/L de fluoruro.

orn baseline collect
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Figura 5. Fiagrama del enjuague bucal Cool Shock
Se logré optimizar la cuantificacion de fluoruros en enjuague bucal, se pueden analizar

38 muestras por hora. Se determiné que las diluciones 6ptimas para la cuantificacién de
fluoruro en el enjuague analizado esta entre 100 y 200 uL aforados en 10 mL,
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encontrando que el enjuague contiene 207.9 + 1.7 mg/L F, con respecto al valor en la
etiqueta se cuantifico el 92% de fluoruro, cuando se analiza el enjuague sin realizar
ningun pretratamiento. El intervalo lineal es mas amplio va de 0.2 a 5 mg/L de fluoruros
en comparacion con el analisis en lote.

CONCLUSIONES

Se propuso una configuracion por analisis de inyeccién en flujo para la cuantificacion de
ion fluoruro, utilizando la reaccién propuesta por USEPA (por sus siglas en inglés,
Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de Estados Unidos). EI método propuesto
permite el analisis rapido de fluor (38 determinaciones por hora) con un gasto minimo
de reactivos y por lo tanto de la produccién de desechos haciéndolo 6ptimo para
analisis quimico sustentable. EI método propuesto se puede aplicar a enjuagues
bucales.
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VALORES CRITICOS DE LA DISTRIBUCION t DE STUDENT

1.860

Areas de la Parte Superior

Grados de
Libertad 0.40 0.30 0.25 0.10 0.05 0.025 0.010 0.005
1 0.325 0.727 1.000 3.078 6.314 12.706 31.821 63.656
2 0.289 0.617 0.816 1.886 2.920 4.303 6.965 9.925
3 0.277 0.584 0.765 1.638 2.353 3.182 4.541 5.841
4 0.271 0.569 0.741 1.533 2.132 2.776 3.747 4.604
5 0.267 0.559 0.727 1.476 2.015 2.571 3.365 4.032
6 0.265 0.553 0.718 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707
7 0.263 0.549 0.711 1.415 1.895 2.365 2.998 3.499
8 0.262 0.546 0.706 1.397 1.860 2.306 2.896 3.355
9 0.261 0.543 0.703 1.383 1.833 2.262 2.821 3.250
10 0.260 0.542 0.700 1.372 1.812 2.228 2.764 3.169
1 0.260 0.540 0.697 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106
12 0.259 0.539 0.695 1.356 1.782 2179 2.681 3.055
13 0.259 0.538 0.694 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012
14 0.258 0.537 0.692 1.345 1.761 2.145 2.624 2.977
15 0.258 0.536 0.691 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947
16 0.258 0.535 0.690 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921
17 0.257 0.534 0.689 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898
18 0.257 0.534 0.688 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878
19 0.257 0.533 0.688 1.328 1.729 2.093 2.539 2.861
20 0.257 0.533 0.687 1.325 1.725 2.086 2.528 2.845
21 0.257 0.532 0.686 1.323 1.721 2.080 2.518 2.831
22 0.256 0.532 0.686 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819
23 0.256 0.532 0.685 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807
24 0.256 0.531 0.685 1.318 1.711 2.064 2.492 2.797
25 0.256 0.531 0.684 1.316 1.708 2.060 2.485 2.787
26 0.256 0.531 0.684 1.315 1.706 2.056 2.479 2.779
27 0.256 0.531 0.684 1.314 1.703 2.052 2473 2.771
28 0.256 0.530 0.683 1.313 1.701 2.048 2.467 2.763
29 0.256 0.530 0.683 1.311 1.699 2.045 2.462 2.756
30 0.256 0.530 0.683 1.310 1.697 2.042 2.457 2.750
31 0.256 0.530 0.682 1.309 1.696 2.040 2.453 2.744
32 0.255 0.530 0.682 1.309 1.694 2.037 2.449 2.738
33 0.255 0.530 0.682 1.308 1.692 2.035 2.445 2.733
34 0.255 0.529 0.682 1.307 1.691 2.032 2.441 2.728
35 0.255 0.529 0.682 1.306 1.690 2.030 2.438 2.724
36 0.255 0.529 0.681 1.306 1.688 2.028 2.434 2.719
37 0.255 0.529 0.681 1.305 1.687 2.026 2.431 2.715
38 0.255 0.529 0.681 1.304 1.686 2.024 2.429 2.712
39 0.255 0.529 0.681 1.304 1.685 2.023 2.426 2.708
40 0.255 0.529 0.681 1.303 1.684 2.021 2.423 2.704
60 0.254 0.527 0.679 1.296 1.671 2.000 2.390 2.660
100 0.254 0.526 0.677 1.290 1.660 1.984 2.364 2.626
120 0.254 0.526 0.677 1.289 1.658 1.980 2.358 2.617
0 0.253 0.524 0.674 1.282 1.645 1.960 2.326 2.576
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