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RESUMEN: Sobre la base de las
directrices establecidas por normas
internacionales se seleccionaron los
parametros relevantes y los criterios

de aceptacion necesarios en el disefio
de estudios experimentales, llevados

a cabo para validar un nuevo método
analitico destinado a la determinacion

de fluoruro total en pastas dentales.

El método fue desarrollado para el
control de calidad rutinario de estas
preparaciones que contienen fluoruro de
sodio y monofluorfosfato de sodio como
ingredientes activos. El mismo consiste en
una hidrolisis acida y medicion de fluoruro
total con un electrodo i6n selectivo por
potenciometria directa. Los resultados de
la validacién demostraron selectividad,
comportamiento lineal en el rango de
trabajo deseado, ausencia de efecto
matriz, valores de recuperaciéon buenos

(96.9 —101.3%), y muy buena precision

en estudios de repetibilidad y precision
intermedia con valores de CV < 3.0%. El
procedimiento presenta ademas la ventaja
de ser rapido, sencillo y mucho mas
econdmico en relacién a la cromatografia
ionica y la titulometria.

PALABRAS CLAVES: Validacion,
Potenciometria, Pastas dentales, Fldor

SUMMARY: Validation strategy applied to
a potentiametric method developed for the
determination of total fluoride in toothpastes.
Based on guidelines established by
international regulations we selected
relevant parameters and acceptance
criteria required for designing experimental
studies needed to validate a new analytical
method for determination of total fluoride in
toothpastes. The method was developed
for routine quality control of preparations
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containing sodium fluoride and sodium
monofluorophosphate as active ingredients.
It consists of acid hydrolysis and the
measurement of total fluoride using ion
selective electrode by direct potentiometry.
The validation results demonstrated
selectivity, linear behavior in the working
range, lack of matrix effect, good recoveries

(96.9 -101.3%) and excellent precision in
repeatability and intermediate precision
studies with CV <3.0%. In addition, the
procedure has the advantage of being fast,
easy and much cheaper in relation to ion
chromatography.
KEYWORDS: Validation,
toothpastes, Fluoride.

Potentiometry,

1. Introduccién

Las pastas dentales son productos
comerciales de uso masivo cuya finali-
dad no es meramente cosmética, sino que
estan fundamentalmente disefiadas para
prevenir diferentes afecciones dentales.
El flior es uno de los componentes mas
importante de los dentifricos, cuya funcién
es la de colaborar en la prevencion de las
caries. Se sabe que el i6n fluoruro se incor-
pora al esmalte dentario formando la fluo-
rapatita y la hidroxifluorapatita, compuestos
mucho mas resistentes a los acidos bac-
terianos que la hidroxiapatita [1]. Por otro
lado, el flUor inhibe el sistema enzimatico
bacteriano limitando el crecimiento del bio-
film. Sin embargo, la accién cariostética del
fluoruro es ejercida dentro de un rango de
bajas concentraciones del mismo, mien-
tras que, administrado en altas cantidades
se convierte en una sustancia peligrosa. La
ingesta aguda de una alta dosis de fluoruro,
o la administracién crénica de fldor en nive-
les por encima de lo recomendado, puede
conducir a la generacion de gastritis, dafo
renal y fluorosis, una afeccion dentaria y
6sea de gravedad [2,3]. Es asi que, el con-
trol de la concentracion de fltor en las pas-
tas dentales es una medida estrictamente
necesaria para el aseguramiento de la salud
publica, que en nuestro pais esta reglamen-
tada por ANMAT. Esta entidad establece,
en consonancia con otros organismos

del MERCOSUR, que las pastas dentales
deben contener un méximo de 0.15 g % p/p
de fldor. [1]. Este principio activo puede ser
provisto en los dentifricos en méas de una
forma quimica. Hoy en dia los compues-
tos mas utilizados son el fluoruro de sodio
(FS) y el monofluorfosfato de sodio (MFFS),
cuya estructura molecular se presenta en
la Figura 1. Mientras que FS es una fuente
rapida de fltor en la boca durante el cepi-
llado, el MFFS, que contiene fllor unido
covalentemente, se hidroliza lentamente,
liberando pequehas cantidades de fluoruro
y de fosfato en forma continua [1].

Figura 1. Estructura molecular de mono-fluorfos-
fato de sodio.
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El contenido de fllor libre y total en las
pastas dentales se ha determinado por
diferentes técnicas analiticas tales como
la, absorcion atémica [°,9], titulometria [7],
potenciometria [1] y mas recientemente por
cromatografia iénica [2]. De todas ellas, la
determinacién potenciométrica utilizando un
electrodo i6n selectivo (EIS), es, sin dudas,
la mas conveniente desde el punto de vista
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econdémico a lo que se suma la ventaja de
su sencillez y rapidez.

La validacién de nuevos métodos ana-
liticos, es decir, la confirmacion mediante
pruebas objetivas de que el mismo es ade-
cuado para el uso pretendido, es un requi-
sito de exigencia primaria por parte de las
autoridades regulatorias. Sin embargo, el
tipo de experimentos de validacién a reali-
zar en cada caso, es variado y esté sujeto,
muchas veces, a la interpretacion del ana-
lista [¢]. En la actualidad existe literatura
disponible sobre varias estrategias de vali-
dacion aplicadas a métodos cromatogréa-
ficos, siendo aun escasos los procedi-
mientos publicados para la validacién de
métodos potenciométricos. Siguiendo los
lineamientos de las guias ICH [°] y los cri-
terios establecidos por la AOAC ['9], se han
seleccionado los parametros y los criterios
de aceptacion relevantes para disefar los
estudios experimentales necesarios a los
fines de llevar a cabo la validacién de un
nuevo método analitico para la determina-
cién potenciomeétrica de fldor total en pas-
tas dentales. El método desarrollado esta
basado en un procedimiento establecido
en la Norma Oficial Mexicana ['].

2. Materiales y métodos

2.1. Instrumental

Para las lecturas potenciometricas se
utilizé un electrodo de i6n selectivo (EIS)
para fluoruro OAKTON y un potenciémetro
ORION 410A. Para las mediciones de pH
se uso6 un electrodo de membrana de vidrio
HANNA HI1230.

2.2. Reactivos

Como estandares se utilizaron FS (99.4 %
p/p), y MFFS (94.6 % p/p) caracterizados en
nuestro laboratorio segun los requerimien-
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tos de la Administracion Nacional de Medi-
camentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) para la elaboracién de estandares
secundarios ["?]. Se emplearon como reac-
tivos cloruro de sodio p.a. (Cicarelli, Argen-
tina), acetato de sodio p.a. (Cicarelli, Argen-
tina), acido acético glacial p.a. (Cicarelli,
Argentina), hidréxido de sodio p.a. (Anedra,
Argentina) y acido perclérico (AP) 70 % p/p
(Sintorgan, Argentina). El agua de laborato-
rio utilizada fue calidad Milli-Q.

2.3. Muestras

Las muestras utilizadas para el desarro-
llo y la validacion del método fueron: pastas
dentales FLUOR FOR Mentol y FLUOR FOR
Frutilla de laboratorios LAFORMED S.A. que
contienen como principio activo FS (0.10 %
p/p) y MFFS (0.76 % p/p), siendo la dosis
declarada de fluor total de 1455 mg Kg .
Las matrices utilizadas como muestras
blanco, fueron pasta base de FLUOR FOR
Mentol y FLUOR FOR Frutilla elaboradas y
cedidas por laboratorios LAFORMED.

2.4. Soluciones estandares

Se prepararon distintas soluciones estan-
dares a los fines de llevar a cabo los diferen-
tes experimentos de validacion: (1) solucién
de FS conteniendo 100 mg L' de fluoruro, (2)
solucién de FS conteniendo 1130 mg L' de
fluoruroy (3) solucidon de MFFS conteniendo
2375 mg L' de flior unido covalentemente.

2.5. Soluciones auxiliares

Para el desarrollo del método se utiliza-
ron soluciones de AP 70 % p/p, NaOH 10
mol L' y una solucion TISAB (Total lonic
Strength Adjustment Buffer). Esta Ultima
solucién se prepard pesando 58.5 g de clo-
ruro de sodio, 61.4 g de acetato de sodio
y 0.30 g de citrato trisddico y disolviendo
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todo en 900 mL de agua. Luego se agrega-
ron 15.00 mL de &cido acético glacial y se
ajustd el pH a 5.5. Por Ultimo se llevo a un
volumen final de 1000 mL con agua.

2.6. Pretratamiento de la muestra

El pretratamiento de la muestra se baso en
una hidrélisis de la pasta con la solucién de
AR en condiciones controladas, para liberar
el ién fluoruro del MFFS y de iones complejos
con metales que pueden formarse durante el
almacenamiento de la pasta. De esta manera
se logré que la totalidad del fltor presente en
la pasta quedara disponible para la deter-
minacion potenciométrica. La produccion
de acido fluorhidrico (HF) durante la hidrdli-
sis hizo indispensable el uso de vasos plasti-
cos, ya que este acido ataca rapidamente al
vidrio formando tetrafluoruro de silicio.

Para obtener la solucion muestra mediante
hidrdlisis, se pesaron exactamente en un vaso
de precipitado de plastico de 250.0 mL, alre-
dedor de 1.400 g de pasta dental, a partir de
un pool bien homogeneizado de la misma. Se
agregaron 20.0 mL de agua sobre la muestra
pesada y se agitd suavemente para disper-
sar la pasta. Luego, se adicionaron 25.0 mL
de AP 70 % p/p y se agitd durante 15 minu-
tos en agitador magnético. Al cabo de este
tiempo se diluy6 la solucién a 100.0 mL con
aguay se agité otros 15 minutos. Finalmente,
se trasvaso el hidrolizado a un matraz afo-
rado de 250.0 mL, se adicionaron 25.0 mL
de NaOH 10 mol L' para neutralizar la solu-
cion y se llevd la misma a volumen con agua.
La solucion muestra resultante, con una con-
centracion de fluoruro de aproximadamente
8.0 mg L', se trasvasd inmediatamente a
un recipiente de plastico y se tomé una por-
cion de 10 mL para centrifugar a 2000 rpm
durante 15 min, a los fines de eliminar restos
de la pasta en suspension.

2.7. Mediciones potenciométricas

Para las mediciones potenciométricas se
tomaron 2.00 mL del sobrenadante limpido
de las soluciones muestras y se trasvasa-
ron a matraz aforado de 20.0 mL, llevando a
volumen con solucion TISAB. Esta solucion
cumple tres funciones fundamentales tanto
en los calibradores como en las muestras:
mantener constante la fuerza i6nica en las
soluciones de lectura, eliminar potencia-
les interferentes que formen complejos con
el fluoruro y asegurar el pH necesario para
que la relacion molar de las especies F/HF
(fluoruro/acido fluorhidrico) sea mayor al
99%, de manera de tener el fluoruro dispo-
nible para la interaccién con el EIS.

2.8. Calibracion

La calibracién se realizd6 mediante la
obtencién de una curva de calibrado por
regresion lineal simple, aplicando el método
de los cuadrados minimos. Las variables
utilizadas para la regresion fueron el loga-
ritmo de las concentraciones de calibrado
y las correspondientes senales expresada
en mV, obtenidas en cada caso en la lectura
potenciométrica con el EIS.

2.9. Procedimiento de validacién

El método desarrollado fue sometido a
un proceso de validacion completa utili-
zando la estrategia experimental y los crite-
rios de aceptacion que se presentan en la
Tabla 1. En primer lugar, se evaluo la espe-
cificidad del método mediante el anélisis de
la respuesta del solvente (solucién TISAB) y
de la matriz (pasta base libre de fltor) a los
fines de verificar la ausencia de compues-
tos interferentes.
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Tabla 1. Estrategias experimentales y criterios de aceptacion para la validacion del método.

Parametro Experimental Criterio de aceptabilidad Prueba estadistica
de validacién aplicada
Especificidad | - Lectura del blanco de reac- | - Las respuestas prome- - Prueba t de dos colas
tivos: solucion TISAB (n=3). | dios no deben ser diferentes | para la comparacion de
- Lectura del blanco de entre si. promedios (a=0.05)
muestra: solucién de matriz
(n=3).
Linealidad - Curvas de calibrado en - Homocedasticidad de los | - Andlisis de grafica de dis-
y Rango 5 niveles (n=3 para cada datos tribucion de residuos.

nivel).

- Rango 50 -150 % de la
concentracién esperada de
fluoruro en las soluciones

- Valor de la pendiente (b):
(-67x=2) mV

- Coeficiente de determi-
nacion () = 0.99

- ANOVA de los residuos:
F de una cola (a.=0.05).

- ANOVA para la falta de
ajuste al modelo: F de una

muestra. - Ajuste a un modelo lineal cola (a=0.05).
- Predicciones en el punto
medio de calibracion entre el
97-103% de valor nominal
Efecto matriz | - Curvas de calibrado en Pendiente de la curva en - ANOVA para com-

matriz en 5 niveles (n=3
para cada nivel).

matriz no debe ser diferente
a la pendiente de la curva en
base acuosa.

paracion de pendientes
(a=0.05)

Exactitud - Matrices fortificadas con - Recuperacion (R) en cada - Prueba t de dos colas
FSy MFF en concentra- nivel en el rango 95.0 - 105.0 % para comparacion de Rg
ciones de 50, 100y 150 % - CV de las recuperaciones | con 100% (a=0.05)
de las esperadas en las <3.7%
muestras (n=3 para cada - Recuperacioén global (Rg)
nivel) no diferente a 100.0%

Precision - Procedimiento completo - CV de cada serie < 3.7% - Prueba F de dos colas

sobre una muestra com-
ercial, mismo dia y mismo
analista (Serie 1, n=6)

- Procedimiento completo
sobre la misma muestra
comercial, otro dia, analista
diferente (Serie 2, n=6)

- Varianzas comparables
entre ambas series

- Promedios comparables de
resultados de ambas series

para comparacion de vari-
anzas (a.=0.05)

- Prueba t de dos colas
para la comparacion de
medias (a=0.05)
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Para construir la curva de calibrado se
prepararon soluciones calibradoras de FS
a partir de la solucion estandar de fluoruro
100 mg L'. Los calibradores se prepara-
ron en cinco niveles de concentracion 4.00,
6.00, 8.00, 10.00y 12.00 mg L tratadas con
AP y solucion TISAB de la misma manera
que las muestras (por triplicado cada nivel)
abarcando un rango comprendido entre 50
-150 % de la concentracion esperada de
fluoruro total en la solucidon muestra. A los
fines de determinar la existencia de efecto
matriz en la sefal analitica se realizd tam-
bién una calibracién en matriz para cada
uno de los tipos de pastas (mentol y fruti-
lla), para lo cual se trabajé con las pastas
base a las que se adicionaron cantidades
adecuadas de la soluciéon estandar de fluo-
ruro 100 mg L.

La precision del método se evalud en
condiciones de repetibilidad y precision
intermedia; para lo que se llevd a cabo la
determinaciéon de fluoruro en muestras
comerciales por sextuplicado en dias dife-
rentes y por distintos analistas.

La exactitud se estudié en términos de
recuperacion porcentual, para lo cual se
adiciond a porciones exactamente pesadas
de las matrices, volimenes exactos de las
soluciones de FS y de MFFS de manera de
alcanzar concentraciones correspondien-
tes a los niveles 50, 100 y 150 % de la con-

Tabla 2. Resultados del estudio de linealidad.
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centracion esperada de fllor en la muestra
(Tabla 4). Estas matrices fortificadas fueron
sometidas luego, al procedimiento analitico
completo.

Finalmente, los resultados de cada
ensayo de validacion fueron evaluados
mediante pruebas estadisticas adecuadas.

3. Resultados y discusién

3.1. Selectividad

Las experiencias realizadas en el estu-
dio de selectividad demostraron que las
respuestas del solvente y de las matrices
(103.6 y 106.4 mV respectivamente, n=3),
no son estadisticamente diferentes entre si
(0=0.05), por lo que no se registraron inter-
ferencias entre los componentes de las
matrices estudiadas.

Ademas, el uso de la solucion TISAB
asegurd un pH adecuado, evitando las
interferencias debidas al OH-, ién que tiene
también afinidad por el electrodo. Por otro
lado, esta solucién logra la destruccion de
iones complejos que puede formar el fluo-
ruro con cationes multivalentes tales como
aluminio o hierro y que impiden su interac-
cion con el EIS.

3.2. Linealidad y rango
En la Tabla 2 se muestran los resultados
del estudio de linealidad.

Curva de Calibrado
Parametros Matriz fortificada | Matriz fortificada
Patrones puros | Mentol Frutilla
b -57.7 -58.88 -59.31
DE (b) 1.0 0.85 0.39
r? (%) 99.5 99.7 99.9
F .. (homocedasticidad) 4.70 1.70 7.79
F .. (linealidad) 1.97 0.78 117
Prediccion en el nivel 101.1 (0.7)2 99.5 (2.8)2 99.3 (0.2)2
medio (%)

2 DE entre paréntesis, n=3.
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Se verificd que el sistema presenta com-
portamiento lineal en el rango de trabajo de
4.00 a 12.00 mg L-1 de fluoruro. Los datos
de calibrado fueron homocedasticos tanto
en la curva en solvente, como en las dis-
tintas matrices, lo que se verificod tanto por
inspeccion visual de las gréficas de distri-
buciéon de los residuos (Fig. 2), como por
la prueba F aplicada a las varianzas de las
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lecturas para las concentraciones extremas
(50 y 150%). En todos los casos el estadis-
tico calculado F_, fue menor al tabulado, £,
2,2(0.05) = 19.0. Por otro lado, el ajuste
al modelo lineal, comprobado mediante
ANOVA (a=0.05), dio como resultado en
todos los casos un valor de F_, menor al

tabulado F = 2.89.

tab 13,10(0.05)

Figuras 2. Distribucion de los residuos de los patrones puros en agua y de la matriz fortificada mentol

(A) y frutilla (B). Patrones puros (@) y matriz fortificada (O).

1.5
(A) (B)
1.0 4
w o L]
i L]
0.5 . [ 3 . 9 o . . . a &
w i
5 v . . - 8 - -
3 0.0 T e
o o) a . Is]
@ a - o o ®
o o o 8
0.5 1 - o -
s] o ° .
-1.0 - L]
L] .
-1.5 T T T T T T T T - T T T
05 06 O7 08 089 10 11 12 05 08 07 08 0% 10 11 12

Log concentracion de fluoruro total/ mg L !
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Finalmente, la prueba de ANOVA para
comparacion de pendientes demostrd
que las pendientes (b) de las rectas obte-
nidas en ambas matrices no diferfan esta-
disticamente de la obtenida con estanda-
res puros, situacion que se verificé también
graficamente (Fig. 3). Se comprobd de esta
manera la ausencia de efecto matriz para
ambos tipos de muestra, pudiendo estable-
cerse para los controles de rutina un proce-
dimiento de calibracion externa, mucho mas
sencillo que la calibracién en matriz.

Por ultimo, la relacion porcentual entre la
lectura estimada por la regresion y la lectura
experimental, en la concentracion corres-

Tabla 3: Resultados del estudio de precision

pondiente al 100 % (8.0 mg L"), estuvo en
todos los casos entre 97 y 103 %, cumplién-
dose el criterio establecido.

3.3. Precision y exactitud

En la Tabla 3 se muestran los resultados
obtenidos en los estudios de repetibilidad y
precision intermedia. La prueba t de compa-
racion de promedios demostrd que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre
los promedios obtenidos para ambas series.
Los coeficientes de variacion (CV) calcula-
dos fueron siempre menores al 3.7 %; criterio
recomendado por la AOAC para componen-
tes que estan entre 0.1 - 1.0 % p/p.

Repetibilidad
Serie Matriz Mentol Matriz Frutilla
Promedio (ppm) CV (%) Promedio (ppm) CV (%)
1 1434 (38)2 2.6 1403 (28)2 2.0
2 1418 (30)2 2.1 1405 (13)2 0.96
Precision Intermedia
F., (varianzas) 1.52 4.63
t.., (promedios)® 0.82 0.20
CV (%) 0.79 0.10

2 DE entre paréntesis, n=6. "ttab,,

0.05;

Las recuperaciones promedios obteni-
das para cada nivel estudiado (Tabla 4), se
encontraron comprendidas en el rango de
95-105% cumpliendo el criterio establecido,
el cual se basa en la recomendacion de la
AOAC para los niveles de concentracion

=223,

estudiados. Por otro lado, la prueba t apli-
cada para la evaluacion de la recuperacion
global indicé que, en ambas matrices, la
misma no difiere estadisticamente de 100%,
verificandose de esta manera una excelente
capacidad predictiva del método.
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Tabla 4. Resultados del estudio de exactitud
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Matriz Mentol

Nivel | Sol. 2 | Sol. 3 | Masa matriz :Ltzzir:r:g;gtal 'r:;zz:)troa::al 2 %) R promedio
(%) | WL | mL) | (9 (pPm) (ppm) por nivel (%)

50 285 285 1.4303 700.0 702.0 100.3

50 285 285 1.4293 700.5 705.3 100.7 | 100.3 (0.4)2

50 285 285 1.4166 706.8 706.0 99.9

100 567 567 1.4163 1406 1366 97.2

100 567 567 1.4415 1379 1374 99.7 98.6 (1.3)

100 567 567 1.4099 1410 1394 99.0

150 844 844 1.4157 2090 2049 98.0

150 844 844 1.4102 2098 2017 96.1 96.9 (1.0

150 844 844 1.4087 2100 2027 96.5

Recuperacion Global 98.6 (1.7)

Matriz Frutilla

50 285 285 1.4171 704.9 716.0 101.6

50 285 285 1.4754 677.1 690.4 101.9 | 101.3(0.8)

50 285 285 1.4370 695.1 698.0 100.4

100 567 567 1.4375 1373 1348 98.2

100 567 567 1.4345 1376 1362 99.0 98.7 (0.5)

100 567 567 1.4324 1378 1364 99.0

150 844 844 1.4473 2044 1976 96.7

150 844 844 1.4872 1989 1991 100.1 98.0 (1.9)

150 844 844 1.4251 2076 2015 97.1

Recuperacion Global 99.3 (1.8)

a CV(%) entre paréntesis.

3.4. Aplicaciones

Una vez desarrollado y validado el método
propuesto se aplicod el mismo al andlisis de
diferentes lotes de pastas dentales, no solo
para llevar a cabo la identificacion y la valo-
racion de la cantidad de fluoruro dosificado,

sino también para realizar estudios de esta-
bilidad de las muestras. En todos los caso
los resultados obtenidos fueron satisfacto-
rios y cumplieron con los criterios estableci-
dos para su comercializacion.
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4. Conclusiones

Se realizd una extensa caracterizacion y
validacion del método propuesto siguiendo
las directrices internacionales obteniéndose
excelentes resultados. El método desarro-
llado demostrd ser rapido, econdmico, sen-
cillo y eficaz sin requerir del uso de instru-
mentos sofisticados.

Si bien los métodos potenciométricos
requieren de una calibracién instrumental
en varios puntos previa a las lecturas de los
potenciales de las muestras, en el presente
trabajo se demostrd la ausencia de efecto
matriz, por lo que puede implementarse una
calibracion externa con resultados satisfac-
torios.

Estas ventajas admiten la aplicacién del
método propuesto en el control de calidad
de rutina de pastas dentales.
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