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1. RESUMEN

El agua es un recurso vital para los seres humanos, imprescindible para su supervivencia, lo que
hace que sea importante que todas las personas tengan acceso a un agua potable apta para el
consumo humano que cumpla con los criterios sanitarios que garanticen la calidad del agua y la

seguridad de los consumidores.

Entre las sustancias que aporta el agua se encuentra el fldor, elemento fundamental para el
desarrollo y mantenimiento de los huesos y los dientes y para la prevencion de la caries, pero
que llega a ser toxico a dosis de ingesta elevadas. Por ello, es importante garantizar la existencia
de un método de analisis para la determinacion de fldor en aguas que sea eficaz y proporcione

resultados precisos.

Esta es la razén por la que, con este trabajo, se pretende desarrollar una nueva metodologia
analitica basada en la absorcion molecular con fuente continua de alta resolucién para la
determinacidn de fluoruro en agua, haciendo uso de un horno de grafito (HR-CS GF MAS), para
lo que se va a utilizar el instrumento HR-CS AAS ContrAA® 800G (Analytik Jena). Para alcanzar
este objetivo se va a seleccionar un contraién adecuado para formar una molécula de flior en
fase gas que absorba radiacién en el visible, y se van a optimizar las variables instrumentales

para maximizar la sensibilidad.

Finalmente, se va a realizar una validacion del método a través de varias medidas de un material
de referencia certificado para comprobar que es posible desarrollar un método de estas
caracteristicas que proporciona resultados exactos y precisos de la concentracion de fldor en las

muestras de agua.

2. ABSTRACT

Water is a vital resource for humans, essential for their survival, which makes it important that
all people have access to drinking suitable water for human consumption that fulfills the sanitary

criteria that guarantee water quality and consumers safety.

One of the minerals that water provides is fluoride, an essential element for the development

and maintenance of bones and teeth and for the prevention of tooth disease, but which



becomes toxic at high ingest doses. Therefore, it’s important to have an analysis method for the

determination of fluorine in water that is efficient and provides accurate results.

For this reason, with this work, it’s intended to develop a new analytical methodology based on
molecular absorption with a high resolution continuous source (HR-CS MAS) for the
determination of fluoride in water, using a furnace of graphite (HR-CS GF MAS), for which the
instrument HR-CS AAS contrAA® 800G (Analytik Jena) will be used. To achieve this goal, a
counter ion will be selected to form a measurable fluorine molecule in said instrument, and the

instrumental variables will be optimized to maximize sensitivity.

Finally, a validation of the method will be carried out through several measurements of a
certified reference material to verify that it's possible to develop a method of these
characteristics that provides accurate results of the concentration of fluorine in the water

samples.

3. INTRODUCCION

3.1. ELAGUA

El agua es un recurso vital para los seres vivos, que constituye aproximadamente el 70% del
cuerpo humano, estando presente en todos sus tejidos y érganos vitales y siendo esencial para
llevar a cabo los procesos bioldgicos necesarios para el desarrollo, crecimiento y reproduccion
de las personas. En definitiva, el ser humano necesita beber agua para su propia supervivencia,
ya que le mantiene hidratado, y es un elemento esencial en procesos muy importantes como la

digestion, absorcion y eliminacion de deshechos, o en la regulacién de la temperatura corporal.

Por ello, las personas deben beber agua en cantidades suficientes para mantener un buen
estado de salud. Tanto es asi que el 28 de julio de 2010 la Asamblea General de las Naciones

Unidas reconocié el derecho humano al agua y al saneamiento a través de la Resolucion 64/292.

Es importante abastecer a toda la poblacion con agua potable teniendo en cuenta los criterios
sanitarios vigentes segun la legislacidn, y garantizando un agua de consumo humano salubre y
limpia. Segun el Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios
sanitarios de la calidad del agua de consumo humano, un agua de consumo humano sera salubre
y limpia cuando no contenga ningln tipo de microorganismo, pardsito o sustancia, en una

cantidad o concentracidn que pueda suponer un riesgo para la salud humana, y cumpla con los



valores paramétricos especificados en el Anexo | del mismo, siendo asi un agua apta para el

consumo.

Ademas, a través del agua, ingerimos una serie de sustancias entre las que se encuentra el fldor
(F), un elemento que cobra importancia en el desarrollo y mantenimiento de los huesos y los
dientes y en la prevencién de la caries. Las personas estdn expuestas al fllor a través de la
alimentacién, con el consumo de alimentos como el marisco o el té, y a través del uso de
dentifricos o sartenes de tefldn, pero la principal via de ingesta de fllor es el agua de consumo

humano, en forma de fluoruros.

3.2 ELFLUOR

El fldor es un elemento quimico no metalico situado en la posicidon 9 de la tabla periddica y
perteneciente al grupo de los halégenos, cuyo simbolo es F. Es el elemento mas electronegativo
y es muy reactivo. Se combina con metales dando lugar a fluoruros, forma iénica del fldor, a los

gue el ser humano estd expuesto por medio del consumo de los alimentos y del agua.

El fldor se incorpora al organismo principalmente por la via digestiva, ya que el 90% del flior
ingerido se absorbe en el estdmago (Valdez et al., 2011), pasa a la sangre y se distribuye por
difusion simple a drganos y tejidos, principalmente al 6seo y al dental. La absorcidn de F a través
del estdmago esta regulada por el pH acido, debido a que a partir del F (presente como fluoruro)
se produce acido fluorhidrico que atraviesa las barreras fisioldgicas. Por otro lado, se expulsa

mediante las heces, la respiracion y, principalmente, por la orina.

A pesar de tener algunas funciones esenciales a niveles bajos como la prevencion de la caries, el
fldor es un elemento potencialmente téxico, aunque es no clasificable como cancerigeno para
los seres humanos ya que pertenece al grupo 3 segun la IARC (Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer). Tiene un rango estrecho entre las dosis que aportan beneficios y las
que, por el contrario, son perjudiciales para la salud de los seres humanos que lo ingieren a
través de la alimentacidn. Los efectos que produce este elemento estdn relacionados con los
cambios en la mineralizacién de los dientes y los huesos, y los efectos adversos aumentan
proporcionalmente con la cantidad de flior ingerida, produciendo efectos mayores a mayor

cantidad de fluoruro.

Asi pues, la ingesta de fluor en las cantidades adecuadas durante el desarrollo de los dientes es
muy beneficiosa en cuanto a la prevencidn de caries y a la fortaleza de los dientes, pero ingerir
fldor en cantidades elevadas conlleva un “efecto rebote”, produciendo fluorosis dental, que

consiste en una hipomineralizacién de las capas superficiales del esmalte de los dientes. Esta



enfermedad provoca manchas en los mismos y los hace mas fragiles, pudiendo llegar a

resquebrajarse en los casos mads graves.

El fldor también juega un papel importante en el desarrollo y mantenimiento de los huesos a
bajas dosis, pero, al igual que en el caso anterior, a dosis mas elevadas puede producir fluorosis
esquelética, enfermedad que hace que los huesos se debiliten volviéndose mas fragiles y
quebradizos y limitando la movilidad de las articulaciones. En los casos de mayor gravedad,
puede derivar en una fluorosis esquelética paralizante, haciendo que la columna quede

totalmente rigida.

Ademas, el fldor se acumula en el tejido cerebral antes del nacimiento, por lo que puede afectar
al sistema nervioso durante la gestacion produciendo cambios bioquimicos y funcionales que
disminuyen el coeficiente intelectual de los nifios influyendo en el aprendizaje y la memoria de
éstos. Asi pues, existen investigaciones que dicen que “existe una asociacion entre el consumo
de niveles altos de F y una disminucién en la inteligencia en nifios” (Valdez et al., 2011). Esto se
debe a que el fldor puede atravesar la placenta desde la sangre de la madre hasta el feto en
desarrollo y a que, ademads, una pequefia proporcién del flior que ingieren las mujeres se

transfiere al bebé mediante la lactancia materna, aunque es practicamente insignificante.

La toxicidad del F se presenta a largo plazo tras exposiciones crénicas y prolongadas a
concentraciones elevadas y los efectos pueden tardar varios afilos en manifestarse. Ademas,
éstos dependen del tiempo y la dosis a la que ha estado expuesta una persona y de su edad, que
es el factor limitante en la capacidad de captacidn de fluoruros tanto en huesos como dientes,
disminuyendo la misma con la edad hasta que se estabiliza. Por ello, en bebés recién nacidos
casi el 90% del fldor absorbido se deposita en los huesos; en nifios, tras completarse la fase de
desarrollo, se fija el 50% del flior y el resto se excreta por el rifidn; y en adultos, tan sélo un 10%

se fija en los huesos.
Segun la Agencia para Sustancias Tdxicas y Registro de Enfermedades (2003, p. 22):

Generalmente se afirma que una dosis de 10 a 20 mg / dia (equivalente a 5 a 10 ppm en el
agua, para una persona que ingiera 2 L / dia) durante al menos 10 afios es necesaria para el
desarrollo de la discapacidad fluorosis esquelética paralizante, pero la variacion individual,
la variacion en el estado nutricional y la dificultad de determinar los niveles de fluoruros en

el agua en tales situaciones hacen que sea dificil determinar la dosis critica.



3.3. ELFLUOR EN EL AGUA

Como se ha mencionado anteriormente, el agua es la principal via de ingesta de fldor de los
seres humanos, siendo un factor esencial en la prevencion de la caries dental. El contenido de
fldor en el agua depende de la zona geografica, por lo que no toda la poblacidn esta expuesta
en la misma medida a este elemento, y existen concentraciones mayores de fluoruros en las
aguas de recursos hidricos de zonas montafiosas, las aguas subterraneas, las aguas minerales

naturales o las aguas de manantial.

Para la prevencién de la caries dental, el Servicio de Salud Publica (PHS) recomienda “que los
suministros publicos de agua contengan fluoruro en concentraciones entre 0,7 y 1,2 mg/L”
(Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades, 2003, p. 13). Ademas, la Academia
Americana de Odontologia Pediatrica (AAPD) también propone que la concentracion de fltor en
el agua potable de consumo sea aproximada a 0,7 ppm con la misma finalidad. En el caso de que
los nifios ingieran agua con concentraciones menores a éstas, seria conveniente la toma de

suplementos de fldor o el uso de dentifricos con dicho elemento.

Segun el Anexo | del Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios
sanitarios de la calidad del agua de consumo humano, el valor paramétrico para el fluoruro es
de 1,5 mg/L para que un agua sea “apta para el consumo”. Ademas, segun el Real Decreto
314/2016, las aguas minerales naturales que contengan mas de 1 mg/L de fldor estaran

autorizadas para llevar en su etiqueta la mencién de agua “fluorada, o que contiene fldor”.

Por otro lado, como hemos mencionado anteriormente, las aguas minerales naturales y las
aguas de manantial tienen unas concentraciones de fluoruros mayores. Segun el Real Decreto
1798/2010, de 30 de diciembre, por el que se regula la explotacion y comercializacion de aguas
minerales naturales y aguas de manantial envasadas para consumo humano, las aguas
minerales naturales tienen un valor paramétrico de fluoruro de 5 mg/L y las aguas de manantial
de 1,5 mg/L. Segun este mismo Real Decreto, es obligatorio que aparezca la informacién en el
etiquetado, al lado de la denominacién de venta y con caracteres visibles, cuando un agua
mineral natural tenga una concentracion de fldor superior a 1,5 mg/L, puesto que deberd indicar
“contiene mas de 1,5 mg/L de fltor: no adecuada para el consumo regular de los lactantes y
ninos menores de siete afios”. Ademas, en este caso, deberan sefialar el contenido final de fldor
en la composicion analitica de sus componentes, al contrario que cuando el contenido de F es
menor que 1,5 mg/L, que no es obligatorio indicarlo en su etiquetado segln la normativa

espanola.



Segln el mismo Real Decreto, y debido a las altas concentraciones de F, una de las
manipulaciones que estdn permitidas en las aguas minerales naturales y en las aguas de

manantial es la eliminacidn de fluoruros mediante alimina activada.

Por otro lado, la fluoracién del agua potable de consumo humano fue introducida en el siglo
pasado como una medida preventiva, efectiva, segura y barata contra la caries (Gallego et al.,

2019, p. 2).

Segun la RAE, la definicién de fluorar es “afadir pequefias cantidades de fluoruros al agua
potable o a productos dentifricos como protecciéon contra la caries dental”. Asi pues, la
fluoracion del agua consiste en la adicion de fluoruros al suministro de agua hasta una
concentracién de alrededor de 0,7 ppm, que es la concentracién que proporciona proteccion

para prevenir la caries y la fluorosis dental segun la AAPD.

Esta es una medida de gran interés desde el punto de vista sanitario que permite beneficiar a
toda la poblacidn, aunque siempre ha existido polémica por los efectos adversos que el flior en
grandes concentraciones puede provocar como hemos mencionado en el punto 3.2. A pesar de
ello, y puesto que la fluoracién del agua estd controlada y las cantidades que se afiaden son
bajas, el peligro que las aguas fluoradas presentan para la poblacidn es escaso. Asi, las aguas
fluoradas son reconocidas como un procedimiento eficaz y seguro para la prevencion de la caries

dentaria por la OMS y por la FDI (Federacién Dental Internacional) (Benito y Nogueras, 1995).

Las sustancias utilizadas para realizar la fluoracién del agua suelen ser el acido hexafluorosilicico,

el fluoruro de sodio y el hexafluorosilicato de sodio.

3.4. DETERMINACION DEL FLUOR EN EL AGUA

La importancia del fldor en algunos aspectos de la salud humana ha hecho que se hayan
desarrollado diferentes métodos de analisis para la determinacién del ion fluoruro en el agua,
siendo los mas usados el potencidmetro o el colorimetro, pero todavia hay muchos aspectos
mejorables en estas técnicas para obtener resultados mucho mds exactos en concentraciones
bajas. Por este motivo, es importante desarrollar nuevos métodos de analisis en el ambito de la
quimica analitica que permitan una determinacién de fllor con una exactitud mayor. Una
alternativa para ello es la espectroscopia de absorcion molecular con fuente continua de alta
resolucién haciendo uso del horno de grafito (HR-CS GF MAS), que es a la que este trabajo

respecta.



3.4.1. Espectroscopia de absorcién molecular con fuente continua de alta resolucién

Este método electrotérmico convierte los elementos de una muestra en atomos o iones en

estado gaseoso mediante vaporizacion. La determinacién de no metales como, en este caso, el

fldor, se realiza por el método de absorcidon molecular ya que presentan dificultad para su

atomizacion y las lineas atdmicas presentan mayor sensibilidad en el UV-lejano, no accesible.

Para ello, es necesario formar una molécula que pueda determinarse con el instrumento de

absorcion molecular con fuente continua de alta resolucion.

El instrumento HR-CS AAS ContrAA® 800G (Analytik Jena) es apto para desarrollar un nuevo

método analitico mediante esta técnica, y consta de los siguientes elementos:

oraphte fumace lg
7 ™

high-resolution
monochromaiorn

Figura 1. Esquema de un instrumento de HR-CS AAS. (Bernard Welz, 2004, p. 70). Reproducido

con permiso de Springer Nature.

Una lampara de fuente continua de arco corto de xendn de alta presidén que puede trabajar
a altas temperaturas, de hasta 10000 °C, proporcionando emisiones de alta intensidad que
permiten realizar medidas a cualquier longitud de onda, tanto en el visible como en el UV-
lejano. La alta intensidad de emisién permite alcanzar limites de deteccidn
significativamente menores.

Un sistema Odptico basado en un monocromador de escalera doble, que contiene dos
elementos dispuestos en serie que dispersan la radiacién: en primer lugar un prisma vy,
posteriormente, una red Echelle (en escalera).

Un detector CCD (dispositivo de acoplamiento de carga) que permite el andlisis simultdaneo
a varias longitudes de onda. Este detector consta de 588 pixeles, de los cuales 200 estan

monitorizados simultdaneamente para realizar las medidas en diferentes longitudes de onda,
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y el resto de los pixeles corrigen las posibles interferencias espectrales y las posibles
fluctuaciones que se puedan provocar provenientes de la lampara.

- Un atomizador electrotérmico, que es un horno de grafito con plataforma (con un orificio
central para la inyeccién de la muestra mediante el muestreador automatico), formado por
un tubo cilindrico de grafito abierto por los extremos y ajustado a dos contactos eléctricos
gue estan dentro de una cajetilla metalica refrigerada por agua.

Por el exterior del tubo pasa una corriente de gas inerte, argdn, para evitar la entrada de
aire, y por el interior del tubo, pasa otra corriente del mismo gas para eliminar el aire y los

vapores generados a partir de la matriz de la muestra.
El proceso de medicién de absorbancia por este método sigue las siguientes fases:

1. Secado: eliminacién del disolvente de la muestra por evaporacion a una temperatura inferior
al punto de ebullicién del disolvente. El equipo lleva incorporada una cdmara que permite
visualizar si esta etapa se produce de manera correcta. Se hace pasar la corriente de argdn para

purgar los compuestos volatilizados.

2. Pirdlisis: que permite dejar al analito en la forma adecuada para su posterior volatilizacién en
la etapa de vaporizacidon por incremento de la temperatura. Se pretende remover la materia
organica, si la hubiera, de la muestra sin perder analito. Ademds, se trata la matriz para eliminar
posibles interferenciasy, como en la etapa anterior, se pasa una corriente de argdn para eliminar
los compuestos volatilizados, que son los componentes de la matriz. La temperatura a la que se

realiza esta etapa es necesario optimizarla previamente.
La temperatura de pirdlisis suele estar en el rango de 350 a 1600 °C (Mafiay, Clavijo y Diaz, 2009).

3. Adaptacién del gas: para asegurar la completa purga del gas antes de que comience la etapa

de vaporizacion.

4. Vaporizacidn: volatilizacién del analito y medida de su absorbancia. La temperatura a la que
se realiza esta etapa es necesaria optimizarla previamente ya que depende de la volatilidad del
elemento a medir. El instrumento mide la absorbancia en tres dimensiones: absorcidn, longitud

de onday tiempo. Se toma la absorbancia integrada a la longitud de interés como sefial analitica.

5. Limpieza: para eliminar los restos de matriz y analito que hayan podido quedar en el horno a

una temperatura superior a la de vaporizacion.
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4. OBJETIVOS

Debido a todo lo mencionado anteriormente y a la importancia de proteger la salud de los
consumidores aportando los beneficios derivados del fldor y, a la vez, evitando los efectos
adversos que éste provoca a grandes concentraciones, es importante que el agua de consumo

humano esté controlada y cumpla con las recomendaciones y la legislacion vigente.

El objetivo principal de este trabajo es el estudio de la posibilidad de desarrollar un nuevo
método de analisis para la determinacidn de la concentracion de fldor presente en muestras de
agua de consumo humano utilizando un instrumento de absorcién molecular con fuente

continua de alta resolucién como es el horno de grafito (HR-CS GF MAS).

Para conseguir este objetivo principal, deben lograrse previamente los objetivos parciales que

se enumeran a continuacion:

1) La seleccion de un contraion para formar una molécula con el flior en el horno de grafito que

sea estable en fase gas y proporcione buena sensibilidad.

2) La optimizacion de las temperaturas de pirdlisis y de vaporizacidon con lo que se pretende

maximizar la sefial obtenida y minimizar posibles interferencias.
3) La validacion de los resultados obtenidos con un material de referencia certificado.

4) La aplicacion del método a las muestras de agua de consumo humano.

5. METODOLOGIA

5.1. INSTRUMENTACION

Para la realizacién de este trabajo, mediante la técnica de espectroscopia de absorcion
molecular con fuente continua de alta resolucién (HR-CS MAS), se utilizé el instrumento HR-CS
AAS ContrAA® 800G (Analytik Jena) que incorpora un muestreador automatico para llevar las

disoluciones al horno de grafito, en este caso destinado para realizar analisis de liquidos.

Ademas, para preparar las disoluciones se utilizaron micropipetas de 20-200 uL y de 100-1000

uL (Capp), y tubos graduados de 10 y de 50 mL (VWR).

5.2. REACTIVOS Y MUESTRAS
Para obtener las disoluciones de fltior se partio de una disolucidn de referencia de fltor de 1000

mg/L utilizando como disolvente agua purificada, obtenida con un sistema Milli-Q (Millipore).
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Todas las disoluciones de fldor se prepararon en tubos graduados hasta un volumen de 10 mL,

inyectando con una micropipeta los volimenes necesarios, tal y como se detalla en la Tabla 1.

Disolucion F Concentracion Preparacion
deF

1 10 mg/L Dilucién de 0,1 mL de la disolucion de referencia de F
(1000 mg/L) hasta 10 mL con agua Milli-Q.

2 0,05 mg/L Dilucién de 0,05 mL de la primera disolucion de F (10
mg/L) hasta 10 mL con agua Milli-Q.

3 0,1 mg/L Dilucién de 0,1 mL de la primera disolucion de F (10
mg/L) hasta 10 mL con agua Milli-Q.

4 0,25 mg/L Dilucién de 0,25 mL de la primera disolucién de F (10
mg/L) hasta 10 mL con agua Milli-Q.

5 0,5 mg/L Dilucién de 0,5 mL de la primera disolucion de F (10
mg/L) hasta 10 mL con agua Milli-Q.

6 1 mg/L Dilucion de 1 mL de la primera disolucién de F (10 mg/L)
hasta 10 mL con agua Milli-Q.

7 2 mg/L Dilucién de 0,02 mL de la disolucion de referencia de F
(1000 mg/L) hasta 10 mL con agua Milli-Q.

8 5 mg/L Dilucién de 0,05 mL de la disolucion de referencia de F
(1000 mg/L) hasta 10 mL con agua Milli-Q.

Tabla 1. Disoluciones de fluor.

Para obtener las disoluciones de calcio, en primer lugar se preparé la disolucion de calcio al 3%,

pesando 3,75 g de carbonato calcico (CaCOs) y disolviéndolos en acido nitrico (HNOs)

concentrado hasta 50 mL en un tubo graduado, ya que el CaCOs es insoluble en agua.

A partir de ésta, se prepararon el resto de las disoluciones de calcio en tubos graduados

utilizando como disolvente agua purificada, obtenida de un sistema Milli-Q (Millipore). Tal y

como se detalla en la Tabla 2, se llevaron hasta un volumen de 1 mL con ayuda de una

micropipeta.

Disolucion Ca

Concentracion

de Ca

Preparacién

3% (30 g/L)

Dilucién de 3,75 g de CaCOs hasta 50 mL con una
disolucion de HNOs.
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2 0,075 g/L Dilucion de 0,25 mL de la disoluciéon de Ca (0,3 g/L)

hasta 1 mL con agua Milli-Q.

3 0,15 g/L Dilucion de 0,5 mL de la disolucién de Ca (0,3 g/L) hasta

1 mL con agua Milli-Q.

4 0,3 g/L Dilucion de 0,1 mL de la disolucién de Ca (3 g/L) hasta 1

mL con agua Milli-Q.

5 0,75 g/L Dilucion de 0,25 mL de la disolucion de Ca (3 g/L) hasta

1 mL con agua Milli-Q.

6 1,5g/L Dilucion de 0,5 mL de la disolucion de Ca (3 g/L) hasta 1

mL con agua Milli-Q.

7 3g/L Dilucion de 0,1 mL de la disolucién de Ca (30 g/L) hasta

1 mL con agua Milli-Q.

8 7,5g/L Dilucion de 0,25 mL de la disolucion de Ca (30 g/L) hasta

1 mL con agua Milli-Q.

9 15g/L Dilucion de 0,5 mL de la disolucidn de Ca (30 g/L) hasta

1 mL con agua Milli-Q.

Tabla 2. Disoluciones de calcio.
Para conocer los volimenes a pipetear, tanto de flior como de calcio, se utilizé la siguiente
férmula: Ci x Vi = Cf x Vf, donde Ci es la concentracién inicial; Vi es el volumen final; Cfes la

concentracidn final; y Vf es el volumen final.

Para la validacion del método se utilizé un material de referencia certificado de volumen total

de aniones (SIGMA — ALDRICH).

Una parte de las muestras de agua potable de consumo humano se compraron en el
supermercado vy, el resto de muestras fueron tomadas del mismo grifo de la ciudad de Zaragoza
durante varios dias para comprobar si habia fluctuaciones entre los valores de concentracion de

fldor, y también se tomaron muestras de agua de Huesca y Almudévar.

Las muestras compradas en el supermercado fueron de las marcas FontVella, Nestlé Aquarel,

Soldn de Cabras, Cabreiroa y Evian.

5.3. PROCEDIMIENTO ANALITICO

5.3.1. Seleccion del contraién para formar la molécula con el flaor
Para poder realizar la determinacion de no metales, como es el caso del flior, mediante la

espectroscopia de absorcién molecular con fuente continua de alta resolucién, es necesario
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inducir una reaccién del mismo con otro elemento para formar una molécula en fase gas

medible con el instrumento HR-CS AAS.

Para seleccionar el mejor contraion para la formacién de la molécula de fldor se buscéd

informacidn aportada por la bibliografia.

5.3.2. Optimizacion de las temperaturas de pirdlisis y de vaporizacion
5.3.2.1. Para que la pirdlisis, etapa que permite dejar al analito en la forma adecuada para su
posterior volatilizacidn en la etapa de vaporizacién por incremento de la temperatura, se lleve

a cabo de manera correcta, se debe optimizar previamente su temperatura.

Para ello, en primer lugar, se dejaron fijos todos los parametros (con una temperatura de
vaporizacién de 2400 °C) excepto el de temperatura de pirdlisis, que se fue modificando de
manera ascendente partiendo de una temperatura de 600 °C hasta los 1400 °C en intervalos de
200 °C. Una vez se obtuvieron las absorbancias correspondientes a los programas con dichas
temperaturas, se midio con otras temperaturas cercanas a las que proporcionaban mayor sefial,

en intervalos de 100 °C.

Asi se obtuvieron los valores de absorbancia medidos a las diferentes temperaturas utilizadas
en la optimizacion de la temperatura de pirdlisis (Tabla A1.1. del Anexo I) que posteriormente
se representaron graficamente frente a la temperatura (Figura 2), y a partir de dicha gréfica se
seleccioné la temperatura éptima de pirdlisis, como se demuestra en el apartado 6.2.1 de

resultados.

5.3.2.2. De la misma manera, se procedid a optimizar la temperatura de vaporizacién, etapa en
la que se volatiliza el analito y se mide de su absorbancia. Asi pues, se dejaron fijos todos los
pardmetros manteniendo esta vez la temperatura de pirdlisis ya optimizada. La temperatura de
vaporizacién se fue modificando de forma ascendente en intervalos de 200 °C, partiendo de una
temperatura de 1800 °C hasta una de 2600 °C. Una vez se determind qué temperaturas
proporcionaban una sefial mayor, se midié con unas nuevas temperaturas en intervalos de 100

°C de forma ascendente en el rango cercano a las mismas.

Asi se obtuvieron los valores de absorbancia medidos a las diferentes temperaturas utilizadas
en la optimizacion de la temperatura de vaporizacién (Tabla Al1.2. del Anexo I) que
posteriormente se representaron graficamente frente a la temperatura (Figura 2), y a partir de
dicha grafica se seleccioné la temperatura éptima de vaporizacién, como se demuestra en el

apartado 6.2.2 de resultados.
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En la realizacién de las optimizaciones descritas en los apartados 5.3.2.1. y 5.3.2.2,, se utilizaron
la dilucién 8 de la Tabla 1 (F 5 mg/L), la dilucién 7 de la Tabla 2 (Ca 3%) y agua Mili-Q como
blanco. Aproximadamente 1 mL de estas disoluciones se inyectaron con una micropipeta en los
pocillos de pldstico que posteriormente se introdujeron en los huecos enumerados con la
posicidn para que después el muestreador automatico pipeteara 20 pL de disolucién de Fy 5 pL

de disolucion de Ca.

Como se ha mencionado en los apartados anteriores, los resultados de absorbancia obtenidos
en ambas optimizaciones se representaron en una grafica conjunta frente a la temperatura,

como se muestra en la Figura 2 del apartado 6.2. de resultados.

5.3.3. Optimizacion de la concentracion de calcio (contraion)

Una vez optimizadas las temperaturas de pirdlisis y de vaporizacion, se llevé a cabo la
optimizacion de la concentracidn del contraidn seleccionado en el apartado 6.1. de resultados,
el calcio. Para que la totalidad del flior presente en la muestra reaccione con el calcio para
formar la molécula de CaF en fase gas, es necesario que haya un exceso de calcio para que no

guede fluor sin reaccionar y que, por tanto, no se mida.

Para la optimizacién de la concentracion de calcio se utilizaron las disoluciones que se muestran
en la Tabla 2 del apartado de reactivos y muestras, siendo la menor concentracion empleada de

0,075 g/Ly la mayor de 30 g/L, y la disolucién de F de 5 mg/L.

Aproximadamente 1 mL de estas disoluciones se inyectaron con una micropipeta en los pocillos
de plastico que posteriormente se introdujeron en el equipo para que el muestreador

automatico pipeteara 20 plL de disolucidn de Fy 5 puL de las diferentes disoluciones de Ca.

Los resultados obtenidos de las medidas de absorbancia con las diferentes concentraciones de
calcio se recogen en la Tabla A2.1. del Anexo 1, y se representaron en una grafica de absorbancia

frente a concentracidn de calcio como se muestra en la Figura 3 del apartado 6.3 de resultados.

5.3.4. Calibrado

Con el objetivo de conseguir resultados exactos, se llevé a cabo un calibrado haciendo uso de
las diluciones 3, 5y 7 de la Tabla 1 de reactivos y muestras (0,1 mg/L; 0,5 mg/Ly 2 mg/L de F),
agua Milli-Q como blanco, y la disolucién 7 de la Tabla 2 (3% de Ca).

Aproximadamente 1 mL de estas disoluciones se inyectaron con una micropipeta en los pocillos
de plastico que posteriormente se introdujeron en el equipo para que después el muestreador

automatico pipeteara 20 pL de las diferentes disoluciones de F y 5 pL de la disolucién de Ca.
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Los resultados de absorbancia de CaF obtenidos en fase gas (Tabla A3.1 del Anexo lll) se
representaron graficamente frente a las concentraciones conocidas de F de las disoluciones
preparadas, como se muestra en la Figura 5 del apartado 6.4. de resultados. Asi, se obtuvo la
recta de calibrado que permitié determinar posteriormente con exactitud las concentraciones

de fluoruro de las muestras despejando la absorbancia obtenida en la ecuacidn de la recta.

Ademas, se midié 10 veces la absorbancia del blanco (agua Milli-Q) para posteriormente calcular
los limites de deteccién (LOD) y de cuantificacién (LOC) y poder interpretar los datos de forma

correcta.

5.3.5. Validacién del método
Una vez se construyd la recta de calibrado, se llevé a cabo la validacién del método realizando 9
medidas de absorbancia del material de referencia certificado de volumen total de aniones

(SIGMA — ALDRICH) con una concentracion de F conocida.

Aproximadamente 1 mL de este material de referencia certificado se inyectd con una
micropipeta en un pocillo de plastico que posteriormente se introdujo en el equipo para que el
muestreador automatico pipeteara 20 uL de dicho material de referencia de F y 5 plL de la

disolucion de Ca.

5.3.6. Aplicacion del método a muestras reales
Una vez validado el método espectroscdpico de absorcidn molecular con fuente continua de alta
resolucidn para la determinacién de fldor en agua, se aplicé el método a muestras de agua

potable de consumo humano que se detallan en el apartado 5.2.

Para llevar a cabo las medidas de estas muestras, se inyectaron aproximadamente 1 mL de cada
una de estas muestras con una micropipeta en los pocillos de pldstico que posteriormente se
introdujeron en el equipo para que el muestreador automatico pipeteara 20 pL de cada muestra

y 5 plL de disolucién de Ca de 3%.

Asi, se obtuvieron los resultados de las concentraciones de F como se detalla en la Tabla 4y la

Tabla 5 del apartado 6.6.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Seleccion del contraidn para formar la molécula con el flior
Segun los datos aportados por la bibliografia, y la experiencia de trabajo previa del grupo, se

selecciond calcio (Ca%*) como contraién para formar la molécula con el flior (F). Asi, se puede

17



obtener una molécula de CaF suficientemente estable en fase gas y que proporciona una
sensibilidad a priori adecuada en el instrumento de absorcién molecular con fuente continua de

alta resolucién (HR-CS AAS) con horno de grafito (HR-CS GF MAS).

6.2. Optimizacidn de las temperaturas de pirdlisis y de vaporizacion
6.2.1. Los datos de absorbancia obtenidos a las diferentes temperaturas utilizadas en la
optimizacion de la temperatura de pirdlisis (apartado 5.3.2.1.) se pueden observar, junto con los

valores de la desviacion estandar (SD), en la Tabla A1.1. del Anexo .

6.2.2. Los datos de absorbancia obtenidos a las diferentes temperaturas utilizadas en la
optimizacion de la temperatura de vaporizacién (apartado 5.3.2.2.) se pueden observar, junto

con los valores de desviacion estdandar (SD), en la Tabla A1.2. del Anexo .

Los resultados de absorbancia obtenidos en ambas optimizaciones se representaron en una
grafica conjunta frente a la temperatura, como se muestra en la siguiente Figura 2, con las barras

de error de la desviacion estandar:

0,40000
0,35000
0,30000

0,25000

Abs

0,20000
0,15000
0,10000
0,05000

0,00000

Temperatura (°C)

Figura 2. Curva de pirdlisis y de vaporizacion.

Como se puede observar, la curva de pirdlisis es descendente, ya que existe un punto (1300 °C)
a partir del cual la absorbancia medida es cada vez menor debido a que el analito a partir de ese
punto se vaporiza. Al ir perdiendo analito, las medidas de absorbancia son cada vez menores
hasta llegar a un punto en el que la absorbancia es igual a 0, puesto que el analito se ha

volatilizado y lo hemos perdido completamente.
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Sin embargo, ocurre lo contrario en la curva de vaporizacién, que es ascendente ya que a mayor
temperatura existe mas analito en fase gas y, por tanto, se mide mas analito, hasta que a

temperaturas altas se rompen los enlaces entre Cay F.

Teniendo en cuenta estas curvas (Figura 2), se seleccionaron las temperaturas dptimas de

pirélisis y de vaporizacion de 1300 °Cy 2000 °C respectivamente.

De esta forma, el programa de temperaturas de las distintas etapas del proceso de medida de

la absorbancia de la molécula CaF por HR-CS AAS quedaron de la siguiente manera:

Paso Temperatura (°C) Rampa (°C/s) Tiempo de estancia (s)
Secado 90 3 20
Secado 110 5 30
Pirdlisis 1300 300 10
Adaptacion al gas 1300 Stop 5
Vaporizacion 2000 3000 5
Limpieza 2500 500 4

Tabla 3. Programa de temperaturas de las distintas etapas del proceso.

6.3. Optimizacion de la concentracion de calcio (contraion)
Los resultados de absorbancia de CaF obtenidos en el proceso de optimizacion de la
concentracién de calcio como contraidn se pueden observar, junto con la desviacion estandar

(SD) y la desviacién estandar relativa (RSD%), en Tabla A2.1. del Anexo .

Los datos de absorbancia de dicha tabla se representaron graficamente frente a la concentracién

de calcio, con las barras de errores de la desviacion estandar, dando lugar a la siguiente curva:
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0,00
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion de calcio (mg/L)

Figura 3. Curva de optimizacion de la concentracion de Ca.
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Teniendo en cuenta la curva de la Figura 3, se seleccioné la concentracion dptima de calcio de

0,3% (Ca 3mg/L), puesto que como se puede observar es el punto en el que la curva deja de

crecer llegando al valor maximo de absorbancia.

Una vez optimizadas las temperaturas de pirdlisis y de vaporizacion y la concentracion de calcio
con el fin de obtener la maxima absorbancia posible a 606,4 nm, sefial mas intensa de la
molécula, se obtuvo el siguiente espectro 3D del CaF (Figura 4), realizado con un pipeteo de 20

uL de la disolucién de 0,5 mg/L de Fy 5 uL de la disolucion de 3% de Ca.

e1oueqIosSavY

Figura 4. Espectro realizado con 0,5 mg/L de F y 3% de Ca

6.4. Calibrado

Los valores de absorbancia obtenidos en el calibrado se muestran en la Tabla A3.1. del Anexo

111, junto a las concentraciones de F conocidas provenientes de las disoluciones de F previamente

preparadas.

Los datos de dicha tabla, se representaron graficamente obteniendo la siguiente recta de
calibrado:
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Recta calibrado CaF y=0,3777x+0,0387

R?=0,9999
1
0,8 )
06 1 e
%)
7>
04 e
02 . .
o
0 .
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Conc. Fluor (mg/L)

Figura 5. Recta de calibrado: Absorbancia frente a concentracion de F (mg/L).

Una vez se obtuvo la recta de calibrado con la ecuacién de la recta y=0,3777x+0,0387; donde y
es la absorbancia y x es la concentracién de F, se calcularon los limites de deteccién y de
cuantificacidn para poder interpretar los datos de forma correcta, para lo que se midié 10 veces

la absorbancia del blanco.

- Limite de deteccién (LOD): concentracién minima detectable por el método diferente al
blanco. Se determina con la siguiente formula:

LOD=3*s0/S

donde spes la desviacion standard de los blancos y S la sensibilidad

LOD =3 *0,002613 / 0,3777 = 0,0207 mg/L

- Limite de cuantificacion (LOC): Concentracion minima determinable por el método
diferente al blanco. Se determina con la siguiente féormula:

LOC=10*so/ S

donde spes la desviacion standard de los blancos y S la sensibilidad

LOC =10 * 0,002613 / 0,3777 = 0,0691 mg/L

6.5. Validacion del método

Tras realizar la medida de absorbancia del material de referencia certificado de volumen total
de aniones (SIGMA — ALDRICH) con una concentracién de fldor conocida, y tras conocer la
concentracidon de F del mismo partiendo de la recta de calibrado (Figura 5), se validé este
método para la determinacion de F puesto que el valor obtenido de la concentracidén entré en
el intervalo de aceptacién de resultados que indicaba el fabricante, estando entre 1,39 y 3,65

mg/L.
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La media de absorbancia de las medidas realizadas fue 0,7644; y la concentracidn de F resultante

haciendo uso de la formula de la recta de calibrado fue de 1,9216 mg/L.

Ademas, se calculd el intervalo de confianza al 95%, siendo 1,8583 — 1,9844 mg/L.

Asi pues, se alcanzo el objetivo principal de este trabajo, habiendo conseguido desarrollar un
método para la determinacidon de fllor mediante la técnica de espectroscopia de absorcion
molecular con fuente continua de alta resolucion con el uso de un horno de grafito (HR-CS GF

MAS).

6.6. Aplicacion del método a muestras

Tras realizar las correspondientes medidas de absorbancia de cada una de las muestras de agua
potable de consumo humano, se obtuvieron los resultados de absorbancia que se muestran en
la Tabla 4y la Tabla 5. En ambas tablas, se pueden observar las concentraciones de F de cada
muestra obtenidas a partir de la ecuacién de la recta de calibrado (y=0,3777x+0,0387) del

apartado 6.4. (Figura 5) en mg/L de F.

MEDIDAS AGUA COMPRA Abs [F] (mg/L) [F] (mg/L) SD
en etiqueta

FONTVELLA 0,13377 0,2517 - 0,00576

NESTLE AQUAREL 0,28507 0,6522 = 0,01540

SOLAN DE CABRAS 0,09079 0,1379 - 0,00397

CABREIROA 0,48612 1,1800 0,96 0,01353

EVIAN 0,08527 0,1232 0,06 0,00707

Tabla 4. Resultados de absorbancia y concentracion de F (mg/L) de las muestras de agua de

compra, y concentracion de las mismas expresada en la etiqueta del envase.

MEDIDAS AGUA GRIFO Abs [F] (mg/L) SD

ZARAGOZA - martes 13/04/21 0,06337 0,0650 0,01160
ZARAGOZA - viernes 16/04/21 0,08257 0,1161 0,00562
ZARAGOZA - martes 20/04/23 0,07128 0,0862 0,00294
ZARAGOZA - viernes 23/04/21 0,07735 0,1023 0,00490
ZARAGOZA - martes 27/04/25 0,07475 0,0954 0,00501
ALMUDEVAR - miérc 28/04/21 0,07530 0,0969 0,00403
HUESCA - lunes 26/04/21 0,07725 0,1020 0,00376

Tabla 5. Resultados de absorbancia y concentracion de F (mg/L) de las muestras de agua de

grifo de Zaragoza, Huesca y Almudévar.
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Como se puede observar en estas tablas de resultados, todas las muestras mostraron unas
concentraciones de fluoruro que estan dentro de los valores aceptables para ser agua apta
para el consumo segun el Real Decreto 140/2003, puesto que todas estaban por debajo del

valor paramétrico del Anexo | de este RD, que es de 1,5 mg/L de F.

Ademas, puesto que ninguna de las aguas superd ese valor de 1,5 mg/L, no atenderan al Real
Decreto 1798/2010 que indica que, en caso contrario, deberian reflejar en su etiqueta que el
agua “contiene mas de 1,5 mg/L de fllor: no adecuada para el consumo regular de los lactantes
y niflos menores de siete afios”. Por tanto, todas estas muestras de agua, tanto las de
supermercado como las del grifo, se considerarian aptas para lactantes y nifios menores de 7

afios en lo que respecta al fluor.

Ademas, en cuanto a las aguas compradas en el supermercado en cuyo etiquetado se reflejaba
la concentracion de fluoruro, se obtuvieron valores muy aproximados a los expresados en la

etiqueta (Tabla 4).

El agua de la marca Cabreirod, de la cual se obtuvo un resultado mayor a 1 mg/L, estaria
autorizada para llevar en su etiqueta la mencién de agua “fluorada o que contiene flior” segun

el Real Decreto 314/2016, siendo un agua mineral natural.

Las aguas del grifo tanto de Zaragoza, de Huesca como de Almudévar, presentaron niveles bajos
de F, por debajo de los recomendados para la prevencion de caries por la Academia Americana
de Odontologia Pediatrica (AAPD), de alrededor de 0,7 ppm. Ademas, se puede observar que,
en general, las aguas de compra del supermercado dieron como resultado concentraciones mas

altas de F.

También se observé que las muestras de agua de Zaragoza recogidas durante varios dias no
presentaban grandes fluctuaciones en los resultados, siendo muy similares todos los valores de

concentracion de F.

Por ultimo, cabe destacar que todos los resultados obtenidos de las concentraciones de F (mg/L)
se encuentran por encima del limite de deteccidon (LOD) del método, y todos excepto la
concentracion de F del agua del grifo de Zaragoza con fecha 13/04/21, se encuentran por encima

del limite de cuantificacién (LOC) del método.
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7. CONCLUSIONES

- La determinacién de fluor en muestras acuosas mediante el método analitico de absorcion
molecular con fuente continua de alta resolucion (HR-CS MAS), con un horno de grafito (HR-
CS GF MAS), es posible.
Para ello, se debe inducir la formacién de una molécula de flior en fase gas, y el mejor
contraidn para ello es el calcio, formando una molécula de CaF medible con el instrumento
HR-CS AAS ContrAA® 800G (Analytik Jena). La concentracidn éptima de calcio para esta
determinacioén es de 0,3 %. Ademas, la temperatura dptima de pirdlisis para el andlisis de
fldor es de 1300 °Cy la temperatura dptima de vaporizacion es de 2000 °C.

- El método analitico presentado en este trabajo es eficaz para la determinacion de la

concentracion de fldor en muestras acuosas, y proporciona resultados exactos y precisos.

8. CONCLUSIONS

- The determination of fluorine in aqueous samples using the analytical method of molecular

absorption with a high-resolution continuous source (HR-CS MAS), with a graphite furnace
(HR-CS GF MAS), it’s possible.
For this, the formation of a fluorine molecule in gas pase must be induced, and the best
counterion for this is calcium, forming a CaF molecule measurable with the HR-CS AAS
instrument ContrAA® 800G (Analytik Jena). The optimal calcium concentration for this
determination is 0.3%. In addition, the optimal pyrolysis temperature for fluorine analysis is
1300 °C and the optimal vaporization temperature is 2000 °C.

- The analytical method presented in this work is effective for determining the concentration

of fluorine in aqueous samples and provides accurate and precise results.

9. VALORACION PERSONAL

El desarrollo de este trabajo de modalidad experimental me ha permitido adquirir nuevos
conocimientos sobre el flior y los efectos que éste provoca, y la posibilidad de su analisis
mediante metodologias como la espectroscopia de absorcion molecular con fuente continua de
alta resolucién (HR-CS MAS), la cual practicamente desconocia. En cuanto al fldor, he aprendido
que, ademas de los efectos beneficiosos conocidos, existen también efectos negativos

producidos tras ingerir altas dosis durante un tiempo prolongado. Ademas, gracias a la
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oportunidad de desarrollar este trabajo en un laboratorio, he podido conocer el funcionamiento
de un instrumento (HR-CS MAS) como es el HR-CS AAS ContrAA® 800G (Analytik Jena), y su
manejo a través del software especializado para el mismo. Otra de las partes positivas de esto,
ha sido refrescar algunos de los conocimientos adquiridos a lo largo del Grado de Ciencia y
Tecnologia de loa Alimentos, sobre todo los adquiridos en las asignaturas de Quimica Analitica,
Técnicas Instrumentales del Anadlisis Quimico y Analisis Quimico de los Alimentos, vy
desarrollarlos aprendiendo otros nuevos. Finalmente, también he trabajado en la bdsqueda y
organizacién de la informacidn recogida, y la interpretacion de ésta y de los resultados obtenidos

en el trabajo.
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11. ANEXOS

Anexo |. Optimizacion de temperatura

T2 pirdlisis (°C) Abs SD
600 0,15314 0,00517
800 0,16750 0,00941
1000 0,15878 0,01259
1100 0,16941 0,01478
1300 0,16968 0,01392
1400 0,10605 0,01892
1600 0,06232 0,01465

T2 vaporizacion (°C) Abs SD
1800 0,17231 0,07632
2000 0,29434 0,02844
2100 0,26900 0,01608
2200 0,32284 0,02045
2400 0,27766 0,00897
2600 0,18043 0,01577

Tabla A1.2. Resultados de absorbancia de la optimizacion de la temperatura de vaporizacion.

Anexo Il. Optimizacion de la concentracion de Ca

Tabla A1.1. Resultados de absorbancia de la optimizacion de la temperatura de pirdlisis.

[Ca] (mg/L) Abs CaF SD RSD%

0 0,00430 0,00261 60,8
0,075 0,00683 0,00228 334
0,15 0,00711 0,00418 58,8
0,3 0,03401 0,0037 10,9
0,75 0,11606 0,01443 12,4
1,5 0,22333 0,03499 15,7
3 0,28801 0,03954 13,7
7,5 0,25687 0,01898 7,4
15 0,26537 0,01037 3,9
30 0,22872 0,02318 10,1

Tabla A2.1. Resultados de absorbancia de la optimizacion de la concentracidn de calcio.
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Anexo lll. Calibrado

RECTA DE CALIBRADO CaF con Ca 3%

Conc. Flaor (mg/L) Absorbancia
0 0,0365
0,1 0,08196
0,5 0,22346
2 0,79487

Tabla A3.1 Resultados de absorbancia obtenidos en el calibrado.
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