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1. RESUMEN

Diversos estudios han demostrado que la incorporacién de
agentes fluorizantes en las cremas dentales producen una
ﬁignificativa reduccién de la caries. La presente investigacién
se efectué con el prop6sito de comparar dos métodos de andlisis
para determinar flior en cremas dentales, método por cromatografis
de gas, propuesto por la Comisién Guatemalteca de Normas vy
el método por Electrodo Selectivo de flior, utilizado por una
compafiia que manufactura estos productos.

Se elaboraron ocho lotes de crema dental de concentracién
distinta ( 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400 y 1500 ppm) y se
analizaron por los dos métodos.

En el estudio estadistico para evaluar la comparacidén de
ambos métodos de andlisis se utilizdé una correlacidén intraclases,
encontrandose gque los métocdos no son comparables debido a la
variabilidad en las mediciones gque presentan ambos métodos.

De acuerdo a los resultados obtenidos y al andlisis
estadistico sobre precisiﬁn, expresado como coeficiente de wvaria-
cién,se encontrd que el método por electrodo selectivo de flior
posee una mejor precisién que el método por cromatografia de gas.
Los valores de exactitud en ambos métodos se encuentran en rangos
aceprables lo que indica que ambas técnicas son exactas.

El método por cromatografia de gas lleva un 22.39% méds de
tiempo en llevarlo a cabo y el costo por andlisis es similar com-
parado con el electrodo selectivo de flior, sin embargo el costo
en la inversidén inicial es mayor en el método por cromatografia

de gas que en el método por electrodo selectivo de flior.
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2. INTRODUCCION

Diversos estudios realizados demuestran que la
incorporacién de fluoruros en las cremas dentales es una
medida eficaz para la prevencién de la caries dental, enfemedad
comin en todas las poblaciones del mundo. Los agentes fluorizantes
comunmente usados en las cremas dentales son el fluoruro
estafioso, fluoruro de soodio y monofluorofosfato de sodio, de los
cuales el ién fluoruro disponible al solubilizarse interacciona
dindmicamente con el esmalte, influye en el proceso de
remineralizacién y si se encuentran con un vehiculo
compatible y un balance en su formulacién entregard todo su
fluoruro 1libre en la cavidad oral y producira una
reduccién significante de la caries dental.

Para poder asegurar que una crema dental contiene los
niveles Gptimos del ién fluoruro es necesaric contar con un
método confiable y gue ademfds sea reproducible, de bajo costo
Yy que el tiempo en llevarlo a cabo sea corto. Actualmente en
Guatemala no existe un método oficial para determinar el
fldor en las cremas dentales. El presente trabajo de
investigacién se realizé con el objeto de comparar dos métodos
para cuantificar el flior e; las cremas dentales, el método por
cromatografia de gas, propuesto por la Comisién Guatemalteca de
Normas y el método por electrodo selectivo de flidor, utilizado

por una compafiia que manufactura éstos productos.



3. ANTECEDENTES

La caries dental es una enfermedad de los tejidos
calcificados de 1los dientes, gque se caracteriza por la
desmineralizacién de la porcién inorgénica y la destruccién
de la sustancia orgénica del diente. Es la enfermedad crénica

del diente que mAs afecta a la raza humana. (1)

El esmalte de los dientes estd constituido por una
cubierta protectora, de espesor variable, sobre toda la
superficie de 1la corona dental. La funcién especifica del
esmalte es formar una cubierta resistente para los dientes,
haciéndolos adecuados para la masticacién. Una de las
propiedades fisicas del esmalte es su capacidad de
intercambio iénico. Se ha descubierto que el esmalte puede
actuar en cierta forma comoc una membrana semipermeable,
permitiendo el intercambio completo o parcial de ciertos
iones. (2)

Las fisuras profundas del esmalte predisponen a la
caries. Aunque estos huecos profundos situados entfe clispides
vecinas, no  pueden considerarse como patolégicos,
proporcionan zonas donde &se retienen los agentes productores
de la caries, esta penetra el piso de 1las fisuras muy
rdpidamente, porque aqui el esmalte es muy delgado. Al llegar
a la dentina, el proceso destructor se difunde a lo largo de
la unién dentinoesméltica socavando el esmalte. Asi, una =zona

extensa de dentina se wvuelve cariosa sin dar ningin esigno de




extensa de dentina se vuelve cariosa sin dar ningin signo de
alerta al enfermo debido a que la entrada a la cavidad es
pequefia. (2)

Las laminillas del esmalte también pueden ser
localizaciones predisponentes para las caries, porque
contienen mucho material orgénico. Primordialmente, desde el
puntoc de vista de la proteccién contra la caries, la
estructura y las reacciones de la superficie externa del
esmalte estén sujetas continuamente a mucha investigacién. Las
pruebas in vitre han demostrado que la solubilidad 4&cida del
esmalte puede reducirse considerablemente mediante el tratamiento
con diversos agentes guimicos, particularmente los fluoruros. (3)

Los medios mas efectivos para el control de las caries
dentales en la poblacién hasta 1la fecha, ha sido el ajuste del
nivel de fluoruros en el agua potable en proporcién de una parte
por millén. Donde el agua potable contiene fluoruro natural la
prevalencia de la caries, tanto en nifios como en adultos, es
aproximadamente 65% menos gque en las regiones sin fluoruro
natural, y los estudios a largo plazo han demostrado que se da
la misma proporcién de proteccién mediante los programas de

fluoracidn del agqua. S5e cree gque los mecanismos de accidén son

principalmente la combinacién de cambios en la resistencia del
esmalte, desencadenada por la incorporacidén de fluoruro durante la
durante la mineralizacién, y las alteraciones en el medio ambiente
de los dientes, en especial, la microbiota bacteriana bucal.(2)
La superficie del esmalte en la regién cervical debe
conservarse lisa y bien pulida, por cuidado adecuado en el hogar,
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superficie del esmalte cervical se descalcifica o se wvuelve rugosa
por cualquier otro mecanismo, se acumulan restos de comida, placa
bacteriana y otros materiales sobre ella. La encia en contacto con
la superficie del esmalte rugoso cubierto por detritos sufre
cambios inflamatorios. La gingivitis resultante conduce a una

enfermedad periodontal més seria, si no es tratada répidamente.(2)

El fldor es un factor determinante para la prevencién de la
caries. Con una aplicacién prudente de flidor puede haber una
efectiva reduccién de la caries dental. La fluoracién del aqua
es probablemente la mayor causa de una dréstica disminucién de
la incidencia de caries realizada en las pasadas décadas. El
fldor en las cremas dentales es un factor muy importante y las
aplicaciones de terapias realizadas per profesionales
( tratamientos tépicos de flior, liquido obturador con flior,
programas de enjuagues bucales con flior y tabletas fluoradas) han
tenido una contribucién significativa en la disiminucién de la
caries en las civilizacione. (4)

La eficacia del fldor estéd comprobada epidemiolégica y
clinicamente el cual pude aplicarse en varias formas: agua
fluorada, enjuagues bucales, aplicaciones tépicas realizadas por
profesionales , tabletas de flior vy dentrificos. El énfasis de
trabajo se hard en cremas dentales.

Hace 30 afios las cremas dentales no contenian fliior, hoy el
90% de las mismas contienen flior proveniente de una o dos fuentes
( fluoruro de sodio, monofluorofosfato de sodio ) gue miles de

estudios clinicos reportados y no reportados confirman su eficacia




contra la caries. (4)

Numerosos estudios indican que una crema dental que contiene
1000 ppm de fldor combinado con un vehiculo compatible puede
proveer una reduccién de caries entre 20 - 30 % cuando se usa sin
supervisién, en &reas con o sin agua fluorada. (4)

La naturaleza del abrasivo es una de las principales razones
de la maximizacién del efecto del fldor en un dentrifico. (4)

Investigaciones dentales han atribuido al flidor de los
dentrificos el mayor rol en la declinacién de la prevalencia de
caries. Adicionalmente se ha observado un beneficio por la
incorporacién de flior a las cremas dentales y es el efecto del
cepillo con la crema dental para mantener una buena higiene oral.
(4)

Las reacciones de los fluoruros con el mineral esmalte pueden
observarse en el Anexo 1, donde se muestran los compuestos gque se
forman segin la concentracién de los fluoruros gue se ponen en
contacto con la hidroxiapatita.

Esto demuestra, que si bien el producto final 4til es la
fluorhidroxiapatita, existen diferentes caminos para llegar a su
formacién y gque a la mayor o menor compejidad del proceso, depende
en gran parte de la cantidad de flior puesta en contacto con la
hidroxiapatita (esmalte); en un determinado lapso de tiempo, como

asi también de los compuestos que vinculizan con el ién fluoruro.

(5)

En el cuadro del Anexo 1 puede observarse gque en lo referente

a la cantidad,las concentraciones mds bajas y de accién prolongada

e




En el cuadro del Anexo 1 puede observarse que en lo referente

& la cantidad,las concentraciones més bajas y de accién prolongada
forman solamente fluorhidroxiapatita (ecuacién 1)
Mientras que en concentraciones mayores (actian por menos tiempo)
este proceso es mas complejo, especialmente debido a la formacién
de fluoruro de calcio, cuya funcién ain no estd completamente
esclarecida con relacién a la accién anticariogénica (ecuacién 2).
Si bien Gray y también Francis afirman que tiene una accién
protectora, Mac Cann afirma que se pierde por ser soluble en la
saliva. (5)

Otra variante puede ser introducida también por el pH y asi se
emplean soluciones &Acidas, éstas disolverdn una pequefia porcién de
esmalte superficial dando 1lugar a 1la formacién de fosfato
dicdlcico. Mientras que el calcio liberado durante este proceso
precipitard con el fldor, en forma de fluoruro de calcio, el
fosfato dicédlcico es inestable,en presencia de flior se convertiré
en fluorhidroxiapatita o en una unién de esta sal con fluoruro
de calcio, estando esta reaccién condicionada por el pH de la
solucidén y el flior disponible. (5)

Es evidente por lo tanto, que los productos finales de estas
reacciones (fluorhidroxiapatita-fluoruro de calcio), pueden ser
formados por proporciones diferentes, que dependen de la
concentracidon del fluoruro y del pH de la solucién.

El Consejo de Terapéutica Odontolégica de la Asociacién Dental
Americana -ADA- aceptd varias pruebas, que se resumen en los

lineamientos para la aceptacién de productos {cremas dentales)

que indiquen contener flior:



1. Estudios de caries en animales

2. Estabilidad y disponibilidad de fluoruros

3. Biodisponibilidad de fluoruros en esmalte

4. Habilidad del producto pra remineralizar

5. Habilidad del producto para disminuir la desmineralizacién
1. Estudios en animales:

Estos permiten evaluar el potencial terapéutico de un dentrifico
en reducir la incidencia de caries. Este modelo, en animales, es
una buena imitacién simulacro del efecto de las cremas dentales
fluoradas en los humanos.

Esto logra incorporar un grado sustancial del efecto colectivo
del tratamiento con el producto en llevar fluoruros al esmalte lo
que afecta tanto, la desmineralizacién, la remineralizacién vy la
microbiota bacteriana de la placa en la superficie dental.

El disefio del estudio en los animales puede ser flexible, pero
siempre clientificamente formulado. Ademads, debe comprobarse con
otros estudios preestablecidos. (6)

2. Estabilidad y Disponibilidad de Fluoruros:

Los datos guimicos gque se obtengan de las evaluaciones de
estabilidad y disponibilidad de fluoruros deben documentarse vy
asegurar que el agente activo fluorado estd disponible tanto en
productos de reciente como antigqua fabricacién.

Se consideran productos de reciente fabricacién aquellos que
son analizados durante treinta dias despuésde su elaboracién
como miximo.

Productos de antigua fabricacién son aquellos que se someten a
evaluacién al final de su fecha de expiracién, o bien, el andlisis
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En el reporte gque somete la Oficina de Drogas y Alimentos de
los Estados Unidos a la Asociacién Dental Americana se usa como
el minimo estédndar para determinar el nivel del agente activo en
cada uno de los productos evaluados clinicamente.

3. Biodisponibilidad de Fluoruros en el Esmalte:

Cada uno de los dentrificos debe demostrar una habilidad en
transportar e incorporar niveles de fluoruro en el esmalte
desmineralizado, equivalente a formulaciones clinicas evaluadas.

La habilidad de fluoruro guimicamente disponible para
interactuar dinédmicamente en el esmalte, es un indicador de la
disponibilidad del producto para reaccionar con sustratos del
esmalte dentro del contexto de su propia formacién quimica y que
incluye factores como pH, viscosidad y forma fisicn del abrasivo.

En general, esmalte desmineralizado se refiere a las lesiones de
la superficie producidas en el esmalte como resultado de un
tratamiento corto de &cidos de la solucién parcialmente saturada
con respecto a la hidroxiapatita. (6)

4. Habilidad del producto para remineralizar:

Investigaciones recientes demuestran el papel del fluoruro en

el proceso de remineralizacién, asi como su relacién a la

actividad cariogénica.

Los procesos quimicos de desmineralizacién y remineralizacién
son précticamente imposibles de separar totalmente, pues son el
reflejo de direcciones opuestas de la misma reaccidén quimica, es
decir la disolucién y la precipitacién de la apatita.

En el caso de remineralizacién, las condiciones que favorecen
el crecimiento potencial de 1los cristales de apatita se deben
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mantener durante todo el proceso, estas son esmalte parcialmente
descalcificado, pH casi neutro, soluciones ricas de calcio soluble
Y presencia de fosfatos. Estas circunstancias se pueden simular
en condiciones in vivo e in vitro.
5. Habilidad del producto para disminuir 1la desmineralizacién.
El papel del flior en disminuir el indice de desmineralizacién
del esmalte y de 1la hidroxiapatita estd bien establecido. Las
condiciones 1ideales para monitorear la habilidad de una férmula
evaluada para retardar la disolucién del esmalte son aquellos
asociados a la acidificacién, que es una baja en el calcio Yy en
los fosfatos y/o conteniendo una barrera semipermeable para este

fin.

Cada producto debe mostrar las equivalencias a estudios clinicos
formulados en cada una de las cinco categorias descritas. Ademés,
puede brindar informacién adicional como:

a) Efectos bacteriologicos del producto
b) Indice de liberacién del agente terapéutico, y

c) Efecto de la formulacién sobre el metabolismo de la placa. (6)

Fluoruro de Sodio:

El ingrediente activo anticaries en la mayoria de cremas
Identalea egs el fluoruro de sodio. La prevencidén de lesiones
cavitarias de caries se debe a su habilidad de brindar fluoruro
disponible dentro del medio ambienté de la cavidad. El1 fluoruro
se encuentra en forma iénica, y es 1libre de interactuar con el

esmalte dental para reducir la incidencia de lesiones cariosas.(7)
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Hay varias hip6tesis emitidas por la comunidad cientifica,

que explican la actividad de fluoruro contra la caries. La teoria
general aceptada concierne a la habilidad del fluoruro para
promover la remineralizacién del esmalte dental. Después del
tratamiento fluorado, se ha demostrado que las sales fluoradas se
depositan en forma microscépica en las lesiones cariosas que
contribuyen a la formacién de cristales y remineralizacién del
esmalte en forma acelerada.
La mayoria de investigadores cientificos contempor&neos creen que
la remineralizacién microscépica de las lesiones que provoca la
caries son el mecanismo primario del fluoruro en la prevencién de
la caries, debido a ésto se disminuye el proceso de debilitamiento
y hace que las lesiones sean mds resistentes a futuros ataques.
(7)

Una segunda teoria de la actividad del fluoruro se centra
sobre su habilidad en alterar directamente el esmalte dental. Los
iones de flior libres reaccionan con la hidroxiapatita para formar
fluoro de calcio y fluorapatita. La fluorapatita y el fluoruro de
calcio son menos soluble en los dcidos orgédnicos producidos por
bacterias.si se compara con la hidroxiapatita, y menos vulnerables
a la erosidén y debilidad del esmalte.

Un tercer concepto de la actividad del fluoruro se centraliza
sobre los efectos inhibitorios del ién fldor en la produccién del
dcido por la bacteria. El fluoruro puede inhibir el ciclo
glicolitico del metabolismo bacterial, esto reduce la cantidad del

dcido producido.
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Actualmente existe informacién disponible que sugiere que todos
estos mecanismos estdn ocurriendo. El papel especifico que juega
cada mecanismo no ha sido establecido. El papel importante
inicial en todos los casos, sin embargo, es gque el fluoruro puede
estar disponible dentro del medio ambiente oral. La suposicién que
esperaba una gran reduccién de caries en altos niveles por el
fluoruro libre en los dentrificos terapéuticos fue reconfirmada en
los estudios clinicos de Reed, (8) este investigador encontré que
la buena actuacién en la reduccién de la caries con fluoruro de
sodio fué una funcién de los niveles de fluoruros disponibles.
Log niveles de flior al momento de fabricar el producto son de
1000 y 1500 ppm de fluoruro disponible que pueden reaccionar con
el esmalte dental sin embar go, este valor no es constante.
La comparacién de varios niveles de fluoruro disponible en la
cavidad oral con incidencia de formacién de caries ayudaron a
formar las bases de las investigaciones de Reed. Este investigador
demostré gque un producto conteniendo un nivel de fluoruro
disponible de 40 ppm no redujo significativamente la caries. Un
segundo producto con un nivel de 100 ppm de fluoruro disponible
resulté con un efecto direccional mientras que un dentrifico con
200 ppm resulté con una reduccién estadisticamente significativa
en la reduccidn de caries

En la publicacién de Reed (8), 1la reduccidén de caries versus
el incremento de los niveles de fldor, tuvo una correlacién
positiva lo cual indica que el incremento en la dispcnibiliéad del
fluoruro deberA& conducir a mejorar la eficacia anticaries.

Los principios de las investigaciones de Reed han sido
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suplementadas en experimentos de caries con animales, los cuales
evaluaron dentrificos gque representaban niveles de fluoruro de
30-100 ppm.

Los resultados de estos estudios también indicaron que los
altos niveles de fluoruro disponible daban un aumento en la
eficacia del efecto anticaries.

La cremas dentales que contienen 1100 ppm de NaF total
biodisponible proporcionan un nivel alto de fluoruro disponible,
clinicamente comprobado y capaces de promover la remineralizacién

dentro de la incipiente lesién de caries. (7)

Monofluorofosfato de Sodio:

En 1950, el monofluorofosfato de sodio (MFP) fue reportado que
poﬁaiu actividad anticariogénica y ser de baja toxicidad. Estas
caracteristicas mids la relativa alta solubilidad de la sal célcica
brindaron al mundo la adopcién del MFP como activo dentrifico. (7)

El monofluorofosfato es diferente de los otros agentes
tépicos en gque el flidor estd ligado covalentemente m&s que en
forma iénica, Sin amhurgo,.cuundn es introducido en la boca libera
fluoruro por hidrélisis y el fluoruro liberado tiende a formar
fluorcapatita. (9)

El mecanismo caristitico del MFP parece ser el mismo que el
del fluoruro. No se forma fluoruro de calcio cuando el esmalte es
expuesto a este agente. El1 MFP es el inico entre los agentes
tépicos en el sentido que la fluorapatita parece ser el dnico
producto de reaccién. Loe dentrificos gue contienen MFP son tan

eficaces contra la caries como los que tienen fluoruro de sodio y
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fluoruro estafioso. (9)

Indudablemente la caracteristica importante de esta sal, 1la
cual tiene interés inicial en las aplicaciones médico-dentales, es
la baja toxicidad. El reporte de Shourine en 1950 (10) manifesté
gque los niveles del contenido de fldor en esta sal era solo
aproximadamente un tercio de téxica comparada con el fluoruro de
sodio.

Diversos documentos cientificos comprueban la eficacia de la
crema dental conteniendo una mezcla de fluoruros, reduciendo la
caries dental y produciendo beneficios en la remineralizacién
cuando se usa regularmente.

El estudio que llevd a cabo Hodoy y colaboradores durante tres
afios en jévenes de 14 a 15 afios evaludé dentrificos gue contienen
una mezcla de flior (0.76% de MFP y 0.10% de NaF), con un sistema
de alimina y fosfato dicdlcico como abrasivos; realizé un control
positivo que contenia 0.76% de MFP con un sistema de alimina como
abrasivo y un control negativo con un sistma de alimina como
abrasivo. Los resultados indicaron que el dentrifico con nivel
de 0.10% de NaF y 0.76% de MFP es méds efectivo para contrelar la
incidencia de la caries dental que el gque contiene solamente 0.76%
de MFP. (11)

Un grupo de la Asociacién de Propietarios de Dentrificos
con fldor emitieron un folleto gue contiene estandares de los
andlisis del contenido de flior, métodos analiticos y bioldgicos
para las cremas dentales y la United States Food and Drug
Administration propuso reglas para dichos productos. Las reglas

finales no han sido establecidas pero incluirén los test con los
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cuales se puede llevar a cabo el andlisis de fludér en dentrificos
gue contengan MFP , Fluoruro estafiocso o Floruro de Sodio. La
Asociacidén de Propietarios 1lista los métodos de andlisis como:
fldor total, flior soluble total como fliior disponible, fldor
iénico como F~ Y fldor soluble como PO5F. (12)

En Australia se investigo en cuanto a la cuantificacién del
flidor en cremas dentales, compardndose los métodos colorimétrico,
electrodo de flaor vy cromatografia de gas. El método por
electrodo de flior y el método colorimétrico proporcionaron buenos
resultados cuando se usé el Tisab como buffer y el método por
cromatografia de gas proporcioné algunos resultados anémalos en

algunas cremas dentales. (12)
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4. JUSTIFICACIONES

Una de las medidas preventivas de mayor eficacia para la
disminucién de la caries dental, es la incorporacién de fluoruros
a las cremas dentales, las que presentan sus acciones terapéuticas
a determinadas dosis, y es por ello que se hace necesario
establecer un método eficaz, reproducible y de bajo costo a nivel
nacional que permita determinar la concentracién de flior en
dichos productos y facilitar el control de calidad de éstos.

En la actualidad exist e la PROPUESTA COGUANOR NGO 30 020
h3:92, la cual establece el método para la determinacién del flidor
por Cromatografia de gases. Esta invetigacién se realizé para
comparar el método de esta propuesta con el método por electrodo
gselectivo de fldor y para generar informaciénm wvélida vy confiable
que permita disponer de métodos alternativos de andlisis con
iguales o mejores caracteristicas gque el otro, en cuanto a

reproducibilidad, sensibilidad y costos.
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5. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Contribuir con el estudio de métodos de anélisis para la

cuantificacién del flidor en cremas dentales.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Cuantificar flior soluble total en cremas dentales

4.2.2. Determinar las diferencia en cuanto a efectividad,

reproducibilidad, costo vy tiempo entre el método de

cromatografia de gas y el método por electrodo selectivo

de flior para cuantificar fldor soluble total en cremas

dentales.
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6. HIPOTESIS
El método de electrodo selectivo de flior es igual o mé&s sensible

y reproducible que el método por cromatografia de gas para

determinar fldor en cremas dentales.
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7. MATERIALES Y METODOS

Universo de Trabajo:
Método para determinar el contenido de f£fldor por
cromatografia de gas. Propuesta COGUANOR NGO 30 020
h3:92.
Método para determinar el contenido de flior por
electrodo selectivo de flior. Colgate - Palmolive Co.
Standar Practice Instructions Lab. SPI No. 7715 Parte I
Medios:
6.2.1 Recursos Humanos:
Autora del trabajo de tesis: Ménica Maria Vargas G
Asesor: Lic. Luis Fernando Girén.
Colaboradores: Lic. Gerardo Pirrir
Personal del Departamento Técnico de Colgate -
Palmolive.
6.2.2 Recursos Materiales:
* Instalaciones:
Unidad de Anédlisis Instrumental de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia Universidad de San
Carlos de Guatemala.
Departamento Técnico de Colgate - Palmolive
* Materiales y Equipo:
Lotes de crema dental elaboradas bajo
procedimientos, formulacién Y concentraciones

conocidas.
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Balanza analitica

Cromatégrafo de gas con detector de ionizacién de
llama.

Columna de vidrio para el cromatégrafo constituida
por un tubo de vidrio pyrex de 1.5 m de largo y un
didmetro exterior nominal de 6 mm.

Bafio Maria

Bafio de agua con hielo

Pipetas graduadas de 5 ml

Pipetas volumétricas 2, 5, 10 ml

Probetas de 25 ml

Bureta de 10 ml

Tubos para centrifugadora de 50 y 100 ml
Microjeringa de 1.0 ul

Electrodo selectivo de flidor

Electrodo de referencia con doble unién
Potencidmetro

Agitadores magnéticos

Magnetos

Beackers plésticos de 40 ml

Balones aforados de pléstico de 100 ml

Frascos de plastico de 50 ml

Reactivos:

Acido Clorhidrico concentrado

Acido Clorhidrico 20%:

Diluir 54 ml de HC1l concentrado en 100 ml de agua

deionizada.
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Triclorometilsilano

Solucién n-pentano en benceno:

Se diluyen 1.6 g de n-pentano en benceno y se lleva a
un volumen de un litro con benceno.

Solucién patrén de flior:

Se prepara una solucién acuosa de fluoruro sédico que
contenga 1.0 mg de ién fldor por ml de solucién.
Silicona metilica

Diatomita calcinada con fundente

TISAB buffer:

Se prepara de la siguiente manera: 60 g de acetato de
amonio, 8 g de sal disddica del dcido
etilendinitrilotetraacético, 200 g de nitrato de sodio
y se afora a 2 litros con agua delonizada. Para
obtener el TISAB buffer ajustado se agrega NaOH al 50%
para llevarlo a un pH de 7.

Acido perclérico 70% en peso.

6.3 Procedimientos:
6.3.1 Revisién bibliogrédfica.
6.3.2 Elaboracién de lotes de crema dental con las
siguientes concentraciones de flidor: 800, 900,
1000, 1100, 1200, 1300, 1400 y 1500 ppm
6.3.3 Evaluacién de los lotes de crema dental con los
siguientes métodos:

6.3.3.1 Método por Cromatografia de Gas:

Condiciones de Andlisis:
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El cromat6grafo de gas deberd tener un detector de
ionizacién de llama, apropiado para instalarle una
columna de vidrio y con un sistema de inyeccién
directamente en la columna. Las condiciones de

operacién deber&n ser las siguientes:

a) Temperaturas: en el detector, 100°C; en el lugar

de inyeccién, 80°C y en el horno, 50°C

b) Velocidad del flujo del gas portador
(nitrégeno), 20 ml/min

Preparacién de la columna: La columna se empaca
con 10% de silicona metflica sobre diatomita
calcinada; (Nota: la silicona metilica debe estar
100% pura, el tamafio de 1la particula de 1la
diatomita calcinada debe ser entre 180 um y 150 um
lavada con &cido clorhidrico o sulfirico)
Determinacién del factor respuesta del
cromatégrafo. Se procede de la forma sigquiente:
Con una pipeta se transfieren 5 ml de la solucién
patron de fluor a un frasco de pléstico de 50 ml;
con una probeta se agregan a la solucidén 2 ml de
dcido clorhidrico, se tapa bien el frasco en forma
segura y se mezcla su contenido.

Con una bureta se agregan al frasco de pléstico 2
ml de triclorometilsilano, nuevamente se tapa bien
el frasco en forma segura, se mezcla bien su
contenido y luego se deja en reposo durante 15 min
para que se enfrie.
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Con la pipeta de 10 ml provista del dispositivo de
seguridad se agregan a la solucién fria 10 ml de
la solucién de n-pentano en benceno, se tapa el
frasco y se mezcla vigorosamente su contenido
durante 2 min.

Se transfiere el contenido del frasco de pléstico
a un tubo para centrifugadora de 50 ml, se tapa y
se centrifuga durante 5 min a 262 rad/s (2500 rpm)
Se inyecta 1.0 ul de la capa superior del tubo en
la columna del cromatégrafo y se deja desarrollar
el cromatograma; se trazan lineas de base
tangentes a los picos de interés y se miden las
alturas de los picos del trimetilfluorosilano
formado (hf) y del n-pentano (hp). Nota:
Alternativamente se deben determinar las &reas de
los picos correspondientes.

Se calcula el factor de respuesta (k) aplicando la

siguiente formula:

k = 3.2 x hf / hp

Para determinar el contenido de flidor en la
muestra de crema dental se procede de la forma
siguiente:

En un tubo para centrifugadora de 100 ml se pesan
con precisién aproximadamente 3.5 g de la muestra
crema dental, se agregan 10 ml de agua y 4 a 6
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perlas pequefias de vidrio, se tapa el tubo y se
agita vigorosamente hasta que se disperse la crema
dental sin que haya particulas adheridas a las
paredes del tubo.

Se centrifuga la muestra durante 10 min a 210
rad/e (2000 rpm) y se decanta la capa acuosa
superior hacia un frasco de pléstico de 50 ml; se
vuelve a dispersar la muestra en 5 ml de agua, se
centrifiga y se decanta la capa acuosa hacia el
mismo frasco de pléstico.

Cuidadosamente se agregan 5 ml de &cido
clorhidrico al residuo contenido en el tubo para
centrifugadora, se espera que ya no haya
desprendimiento de gas, se tapa el tubo y se agita
vigorosamente para dispersar el residuo; se
centrifuga y se decanta la solucién hacia el
frasco de pléstico que contiene la solucién acuosa
Con 3 ml adicionales de Acido clorhidrico se lava
el tubo y se dispersa cualquier residuo en el
mismo, se vuelve a centrifugar y decantar hacia el
frasco de plastico.

Se lava el tubo y cualquier residuo del mismo con
5 ml de agua, se centrifuga y se decanta hacia el
frasco de pléstico; se repite este procedimiento
con 5 ml adicionales de agua, se centrifuga si es
necesario y se decanta el agua de lavado hacia el
frasco de pléstico.
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Se tapa el frasco de pléstico y se mezcla
perfectamente su contenido; se coloca el frasco en
el bafio de Maria durante 1 min y a continuacién se
enfria hasta la temperatura ambiente en el bafio de
agua fria.

Con una bureta se agregan al frasco de pléstico 2
ml del triclorometilsilano; se tapa el frasco, se
agita bien y se deja en reposo durante 15 min. A
continuacién y con una pipeta con dispositivo de
seguridad se transfieren al frasco de pléastico 10
ml de la solucién de n-pentanoc en benceno; se tapa
el frasco y se mezcla su contenido vigorosamente
durante no menos de 2 min. Se transfiere el
contenido del frasco de pléastico a un tubo para
centrifugadora de 100 ml, se tapa y se centrifuga
durante 10 min a 262 rad/s (2500 rpm). Nota:
Algunas cremas dentales forman emulsiones que
requieren por lo menos una decantacién y una
segunda operacién de centrifugacién con el objeto
de separar la capa orgdnica)

Se inyecta 1 ul de la fase orgénica en la columna
del cromatdédgrafo y se deja desarrollar el
cromatograma; se trazan lineas de base tangentes a
los picos de interés y se miden las alturas de los
picos del trimetilfluorosilano formado (h'f) y del
n-pentano (h'p). Alternativamente se deben determinar
las areas de los picos correspondientes.
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Se calcula el contenido de fluoruro en la muestra

empleando la formula siguiente:

cC=1.6xh'f /mx h'p xk
En la que:
C = Contenido de fluoruro, expresado en gramos del
ién fluoruro por 100 g de muestra.

h'f = Altura del pico de trimetilfluorosilano en

milimetros
h'p = Altura del pico de n-pentano en milimétros
k = Factor de respuesta del cromatografo
m = Masa de la muestra empleada en la

determinacién en gramos.

6.3.3.2 Método por Electrodo Selectivo de Fliior:

Solucién stock de fluoruro de sodio.

A. Disuelver 2.208 g de NaF en agua destilada
y diluyir a un litro. Transferir a un frasco de
pléstico. Esta solucién es equivalente a
l1 mg F /ml y es estable por tres meses.

B. Medir una alicuota de 25 ml de la solucién
stock A y transferirla un matraz de 500 ml.
Diluir a volumen con agua destilada.

Almacenar en un frasco de pléstico. Esta
solucidén equivale a 50 ug F~/ml y es estable por
una semana.

Solucién estandar de flior:

Colocar 50 ml de agua en un matraz de 100 ml.
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Agregar 10 ml de &cido perclérico 70% en peso y
diluir a volumen con agua.

En otro matraz de 100 ml de pléstico

agregar:

20 ml de agua, 2 ml de &cido clorhidrico al 20%
2 ml de buffer ajustado, 0.25 ml de la solucién
stock de NaF con bureta, 20 ml de buffer no
ajustado, 2 ml de &cido perclérico del paso
anterior,diluir a volumen con agua destilada.
Repita usando alicuotas de 0.5, 3, 4, vy 5 ml de la
solucién stock de NaF. Estos estandares son

equivalentes a:

0.25 ml = 12.5 ug F/100 ml
0.5 ml = 25 ug F/100 ml
3.0 ml = 150 ug F/100 ml
4.0 ml = 200 ug F/100 ml

5.0 ml = 250 ug F/100 ml

Procedimiento:

Pesar 1lg de la muestra en un beacker. Agregar 10

ml de agua y mezclar con una varilla hasta

dispersar la muestra. Cuantitativamente transferir
la crema dental a un matraz de 100 ml.

Lavar la wvarilla con agua dentro del matraz.
Agregar 10 ml de &cido perclérico concentrado.

Diluir con agua hasta la marca de aforo y mezclar
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con un magneto.

Centrifugar una porcién de la mezcla anterior y
transferir una alicuota de 2 ml en un frasco de
pléstico de 60 ml. Agregar 2 ml de HCl 20% al
frasco.

Agregar 2 ml del buffer ajustado con mucho cuidado
para no mezclar las dos soluciones.

Poner el frasco de pléstico en un bafio Maria a 70°C
durante 45 minutos.

Retirar el frasco y enfriar a temperatura
ambiente, mezclar completamente las dos
soluciones.

Cuantitativamente transferir la solucién a un
matraz de 100 ml que contenga 20 ml de buffer

no ajustado. Diluir a volumen con agua destilada.
Colocar 20 ml de la solucién anterior en un becker
de pléstico.

Colocar el electrodo dentro de la solucién y
medir los milivoltios. Esperar 5 minutos o hasta
que la lectura se estabilize.

Lavar el electrodo con agua destilada y secarlo
con papel absorbente.

Transferir aproximadamente 20 ml de cada uno de
los estandares preparados en su respectivo beacker
de pléstico y realizar las lecturas en milivoltios
con el electrodo selectivo de fliior.

Curva de calibracidén y célculos:
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Plotear el log de la concentracién estandar de flior
(ug F/100 ml) contra las lecturas en milivoltios.
Extrapolar el log de la concentracién de la

muestra de la curva de calibracién y calcular el
anti log de la determinacién de ug F/100ml de cada
muestra. Calcular las ppm de ion fluoruro de la

sigquiente forma:

ug F/100 ml - ug F = ppm ién F

g muestra/100 X 2/100 g muestra X 0.02

6.4 Disefio de investigacién:

6.4.1 Disefio de muestreo:

Se analizaron 8 lotes de crema dental elaborados en
una compafiia de fabricacién de cremas dentales,
las concentraciones de cada uno de los lotes fueron
las siguientes: lote 1 800 ppm, lote 2 900 ppm,
lote 3 1000 ppm, lote 4 1100 ppm, lote 5 1200 ppm,

lote 6 1300 ppm, lote 7 1400 ppm, lote 8 1500 ppm.

Se tomaron diez muestras de cada lote para

analizarlas por el método de cromatografia de gas y

el método de electrodo selectivo de flior.

.Anélisis de datos:

El manejo de datos se llevdé a cabo en dos fases,
para determinar la precisién y exactitud de los

métodos se calculd media, desviacién estandar y
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coeficiente de variacién y en la sequnda fase se
aplicé la correlacién intraclases para datos no
pareados para establecer si existia diferencia entre

ambos métodos.
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8. RESULTADOS

En el cuadro No.l se presentan los resultados en ppm (partes

por millén) de flidor en cada uno de los lotes de crema dental

determinados por el método de cromatografia de gas y por el método
de electrodo selectivo de flGor. La precisién y exactitud de los

mé&todos se presenta en los cuadros 2 y 3.

En el cuadro No. 4 se presentan las diferencias de costo y

tiempo entre ambos métodos.
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Cuadro No. 1
TABLA DE RESULTADOS

Valores da filior ancontrados para cada una da lnz métadaz (an ppm).

Vator érico: B00 ppm
Cromatograia | Elecirodo
do Cas da Fitor
| 84
79 858
753 738
787 787 l
809 m_ 1
755 787
7% B2 I
731 814
786 810
140 788
Valor tedrico: 1200 ppm
Cromatografia Elecirodo
de (Gas de Pior
1258 1216
{1200 1226
1243 1132
1 1181
1243 1085
1259 1184
1180 1221
1253 1223
1112 1211
1255 1218 |




CUADRO No.?2

EXACTITUD

METODOS DE ANALISIS
CONCERTRACION CROMATOGRAF IA ELECRODO SELECTIVO
EN ppm DE GAS DE FLUOR
800 96.35 % 100.55 %
900 93.53 % 100.62 %
1000 96.18 % 100.91 %
1100 92.40 % 101.79 %
1200 100.97 % 98.77 %
1300 91.42 % 98.74 %
1400 98.34 % 99.74 %
1500 96.63 % 98.00 %
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CUADRO NO.3

COEFICIENTE D E VARIACION

COMO MEDIDA DE PRECISION

METODOS DE ANALISIS
CONCENTRACION CROMATOGRAFIA ELECTRODO SELECTIVO
EN ppm DE GAS DE FLUOR
80O 3.64 % 4.96 %
a00 13.94 % 4.02 %
1000 9.00 % 7.60 %
1100 12.92 % 2.62 %
1200 4.84 % 4,00 %
1300 7.88 % 5.39 %
1400 6.79 % 4.63 %
1500 6.96 % 2.94 %
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CUADRO No.4

COSTO DE REACTIVOS PCR ANALISIS

HETODO POR METODO POR ELECTRCDU
CROMATOGRAFIA DE GAS SELECTIVO DE FLUOCR
Floruro de sodio Q.0.03 Floruro de sodio Q.0.
Acido clorhidrico Q.0.80 Acido perclérico Q.7
Trimetilclorosilano Q.6.18 Tisab (buffer) Q.1

n-pentano en benceno 0Q.1.61 Acido clorhidrico 20% Q.0.

TOTAL 0.8.62 TOTAL 0.8

DIFERENCIA: Q.0.21

2.4 %

TIEMPO REQUERIDO POR ANALISIS

METODO POR METODO POR ELECTERODOD
CROMATOGRAFIA DE GAS SELECTIVCO DE FLUOR
134 minutos 104 minutos

DIFERENCIA: 30 minutos

22.39 %
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9. DISCUSION

De acuerdo a los valores obtenidos en la cuantificacién de
flior en lotes de crema dental la precisién expresada como
coeficiente de variacién es mejor en el método por electrodo de
flior que en el método por cromatografia de gas.

La exactitud en ambos métodos se encuentra en rangos

aceptables lo cual indica que ambas técnicas son exactas.

Durante la realizacién de ambos métodos, se efectud una
estimacién del tiempo que se requiere por anélisis; segin los
resultados obtenidos se determiné que el método por cromatogrfia
de gas utiliza un 23.39% més en tiempo, comparado con el método
por electrodo selectivo de flior; estd es debido a que la técnica
del método por cromatografia de gas requiere de un mayor numero de
etapas.

En cuanto al costo por andlisis calculado para ambos métodos,
este es muy similar, sin embargo si se toma en cuenta la inversidn
inicial del equipo, el cromatografo de gas es de un costo més

elevado en comparacién con un electrodo selectivo de flior.

Para determinar si existia diferencia entre ambas técnicas se
calculé la correlacién intraclase para datos no pareados con
estimaciones a partir de las varianzas en un andlisis entre y
dentro de clases, (l4) por medio de la cual se mide el parecido
fraternal entre dos grupos de datos.(Anexo 3).

La formula utilizada fué la siguiente:
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ry = CM (entre clases) - CM (dentro de clases)

CM (entre clases) + (n-1) CM (dentro de clases)

Los datos obtenidos de la correlacién intraclase no muestran
datos dentro del rango permisible. Esto significa que no se puede
asegurar que exista o no diferencia entre ambos métodos. Por lo
tanto los métodos no son comparables. Esto se debe a que las
diferencias entre las mediciones para una misma concentracién en
ambos métodos son variables y esconden las diferencias que puedan
existir entre el método por cromatografia de gas y el método por
electrodo selectivo de fldor.

Los resultados por el método de cromatografia de gas
presentan variabilidad debido a que se utiliza como estandar
interno el n-pentano el cual es muy volAtil y cambia su
concentracién. En el método por electrodo selectivo de flior las
mediciones en milivoltios son muy suceptibles a cambios como la

temperatura y buffer regulador.
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1)

3)

2)

3)

10. CONCLUSIONES

El método por cromatografia de gas para determinar flidor en
crema dental utiliza 30 minutos més de tiempo en llevarlo a

cabo que el método por electrodo selectivo de flior.

El método por electrodo selectivo de flior es més preciso que

el método por cromatografia de gas.

El método por cromatografia de gas y el método por electrodo

selectivo de flior son ' exactos.

Los métodos para determinar flidor en crema dental ( método por
cromatografia de gas y método por electrodo selectivo de fliior)
no son comparables debido a la variabilidad que existe entre

las determinaciones en ambos métodos.
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1)

2)

3)

4)

11. RECOMENDACIONES

Continuar con estudios de investigacién de métodos para
determinar fldor en las cremas dentales que proporcionen

informacién vAdlida y aplicable en nuestro medio.

Realizar estudios de la concentracién de flior por el método de
cromatografia de gas y método por electrodo selectivo de flior

con cremas dentales de formulaciones distintas.

Evaluar la concentracién de fldor de las cremas dentales que se

distribuyen en el mercado guatemalteco.
Tomando en cuanta las conclusiones de éste estudio de

investigacién se recomienda utilizar el método por electrodo

selectivo de flior.
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ANEXO 1

REACCIONES DEL FLUORURO CON EL MINERAI, ESMALTE

"
Floruro
Conc. baja —» Ca;qg(PO4)6F, + 20H (1)
fluorapatita  hidréxido
Floruro
Cajg(PO4)g(0H) 5 Conc. alta—» CaF, + 6POg + 20H (2)
Hidroxiapatita + floruro fosfato hirox.
de calcio
Acido __3 6CaHPO, + 4Ca*? + 2H,0 (3)
fosfato \j;
dicédlcico CaFs
floruro de
- calcio

Este proceso bésico a su vez puede ser complemetado en la

siguiente forma:

caHPOy —> ca*? + HPO,~2 12 > Cajg(P04)sF2 (4)
fosfato £ CaF, fluorapatita
dicdlcico floruro de calcio

CaF, —> ca*?2+¢ p- P04~ ——> Cajg(PO4)6F; (5)

floruro de calcio fluorapatita



ANEXO 2

MARCO TEORICO

ASPECTOS FISICOQUIMICOS DEL FLUOR:

El fldor es un elemento gque en forma pura es un gas de color

verde amarillento, y tiene la caracteristica de combinarse con
todos los elementos naturales, excepto con el oxigeno y el
platino.
Debido a su fuerte electonegatividad y gran poder de reaccidn
quimica el flior no se encuentra libre en la naturaleza. Su fuente
principal es el espatoflior o calcita (CaF2), aunque existen
otros compuestos que pueden proveerlo.

El fldor es un elemento muy difundido en 1la naturaleza vy

compone un 0.65% del peso de 1la corteza terrestre, siendo el
decimo tercer elemento en el orden de abundancia natural.
Este halfgeno es un componente normal e indispensable de la
fisiologia humana; y si bien no es un alimento pero si un elemento
traza (oligoelemento) indispensable y su falta absoluta es
perniciosa para la salud (3).

El flior posee varias propiedades {nicas que han causado que
se le llame el super halégeno. Es el elemento més electronegativo
y es mucho més reactivo que los més electronegativos que le
siguen: oxigeno y cloro. Reacciona con casi todos los elementos de
la tabla periddica, incluyendo 1los del grupo VII. Otra propiedad
de este elemento consiste en que es el anidén mAs pequefioc que
existe, y posee una polaridad minima. esto causa qgque presente

altos numeros de coordinacién, diferentes estructuras cristalinas
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y mayores energias de enlace que otros haluros.

TOXICIDAD

La dosis letal media (LD50) del fluoruro de sodia, oralmente
en ratas es de 0.18 g/Kg. En humanos existen sintomas severos de
toxicidad por la ingestién de menos de 1 g; muerte de 5 a 10 g.
Sintomas subletales: n#Auseas, vémitos, dolor abdominal, diarrea,
estupor, debilidad. Sintomas letales: debilidad muscular,
temblores, convulsiones, colapso, disnea fallo respiratorio vy
cariaco, muerte (13).

Indudablemente la caracteristica mas importante que llevd al
interes inicial en el MFP como un recurso de flior en
preparaciones dentrificas es su baja toxicidad aguda, ya que en
esta molécula el fldor se encuentra en forma de ién complejo. Los
efectos téxicos del MFP son atribuibles al 1ién fluoruro liberado
por la hidrélisis in vivo del compuesto original; el 1ién MFP
parece no jugar ningiin papel en este aspecto. La toxicidad aguda
del MFP parece es en alguna medida menor que la del NaF debido a
su menor disponibilidad ( a corto plazo) de flior en el MFP. A
largo plazo el MFP produce virtualmente los mismos efectos del
cuadro renal y la acumulacidén esquelética del flior que produce el

HaF.

METODOS DE ANALISIS
El método més comin para el andlisis de fldor es por medio
del electrodo selectivo de fldor. otros métodos de andlisis

incluyen volumetria, colorimetrfa, cromatografia de gas etc. El
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i6én monofluorofosfato de sodio (MFP) es analizado después de una

hidrolisis. El1 fluoruro puede ser extremadamente reactive o
extremadamente estable y é&sta propiedad hace dificil en algunos
casos el anflisis. El primer paso para el anélisis ez 1la
disolucién de la muestra y su separacién de sustancias que puedan
interferir en el andlisis. Frecuentemente durante el andlisis los
complejos de floruro son alterados, por ejemplo, por destilacién,
por hidrélisis con @&cido perclérico o &cido clorhidrico para

convertir el monofluorofosfato de sodioc a ion fluoruro.

Método por Electrodo Selectivo de Flior:

Ee el metodo més popular para el andlisis del ién flior. Se
utiliza un electrodo selectivo par ién fluoruro, éste método mide
el potencial entre la muestra y el electrodo de referencia
calculando la concentracién. El andlisis con electrodo de fldor es
rdpido y especialmente usado en soluciones diluidas, debe hacerse
mediciones con soluciones estd&ndar. E1 buffer regulador y la
temperatura deben estar controladas ya que con 1 C de diferencia
entre las mediciones puede haber hasta un 2% de error en las

mediciones. (12)

Método por cromatografia:

El método de cromatografia de gas que es usado cuando se

convierte el fluoruro a trifluorometilsilano. (129

il =
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PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA CURVA ESTANDAR DE FLUOR.

RUH e 4 2B: 386 23-11-83
METHOD CURREHNT

H s C 186 EGH
B.31
a.74
B 2.18
N &
3.56
4.27
. ——

—— J.41

RLUM 4 268: 38 3S3-11-85

METHOD CURREHNT CALCULATIOM: X
RET AREEA EC AREA =
8.21 g,3344 1 A.793%
a,.74 g, 2080 a,4574
2.1¢ B.8251 A.8373
2.3¢6 8.2983 T @.443%
4,27 1.2474 U 2.8917
4.82 2B8.7337 u 42, 6648
3.4 23.6883 T 2.8878
5.66 4.8114 16.113E

2 PEBKS ¥ AREA-HYT REJECT



PERFIL CROMATOGRAFICC DEL FLUOR EXTRAIDO DE CREMAS DENTALES

R 3 22:38 53-11-88

METHOD CURREMT

A 16 C 18 - BGH

8.34

.8

s

2.5

“ 6 E ..':.-n"é

3,37

;? 4.23
5.78
BEND
RLIH =2 =1 93-11-83
METHOD CURREEHNT CRLCULATION: =X
RT AREA EC AREA =

g2.34 E 8.8266 11 B.8737
A, 88 B.0287 L B.0574
1:11 H.0856 a.0153
2:51 a.6168 T @, 08301
2.73 g.a178 g,0471
3.37 B.B31% ) a8, 887
4.23 2.7185 T T.3a819
4.78 28,4928 T TEB.BE3S
5. 78 4.8132 }5.3235

2 PERKS * AREA-HT REJECT



