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1. RESUMEN  

 

La saliva es un fluido biológico con importantes propiedades protectoras, incluyendo su 

capacidad amortiguadora del pH y favorecedora de la remineralización. Se ha descrito que 

los componentes salivales varían durante el día a causa de múltiples factores, incluyendo el 

ritmo circadiano. Sin embargo y pese a su importancia como regulador de la salud y el 

metabolismo humano, la evidencia disponible es limitada sobre su influencia en la 

composición salival. El objetivo del estudio fue determinar si el ritmo circadiano induce 

variaciones sobre el pH y la concentración de calcio (Ca2+) y fosfato inorgánico (PO₄³⁻) en 

saliva no estimulada de adultos jóvenes. Para cumplir los objetivos definidos se realizaron 

pruebas preliminares para determinar las condiciones adecuadas para mantener la integridad 

de las muestras, usando el pH salival como variable indicadora. Una vez definidas las 

condiciones óptimas, se determinó el efecto del ritmo circadiano sobre el pH y en la 

concentración de Ca2+ y PO₄³⁻ en saliva total no estimulada de 11 voluntarios adultos jóvenes 

en 6 intervalos durante un periodo entre las 7:00 am y 3:00 am del día siguiente. Para el 

análisis estadístico se utilizó un nivel de significancia del 95% (p<0,05). Los resultados del 

estudio de estabilidad indicaron que existe una variación estadísticamente significativa en el 

pH salival causada por el inhibidor de proteasas salivales utilizado para tratar las muestras 

(p<0,05), en periodos de almacenamiento cortos y largos.  En cuanto al efecto del ritmo 

circadiano no se observaron resultados significativos, ni en el nivel de pH ni sobre la 

concentración de Ca2+ o PO₄³⁻. Sin embargo, se observaron patrones intrasujetos con niveles 

constantes, con un aumento o con una disminución de las concentraciones desde la primera 

muestra de la mañana hasta finalizar el ciclo circadiano. La composición bioquímica de la 

saliva total no estimulada en cuanto a la concentración de Ca2+ y PO₄³⁻ parece no ser afectada 

mayormente por las variaciones del ritmo circadiano.  

 

1.1. Palabras clave. 

 

Saliva, Saliva no estimulada, Concentración (Química), Ritmo Circadiano, pH, Calcio, 

Fosfato.  
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2. ABSTRACT  

 

Saliva is a biological fluid with important protective properties, including its pH buffering 

capacity and enhancing remineralization. Salivary components have been reported to vary 

during the day due to multiple factors, including the circadian rhythm. However, despite its 

importance as a regulator of human health and metabolism, the available evidence is limited 

on its influence on the salivary composition. The objective of the study was to determine if 

the circadian rhythm induces variations in the pH and on the concentration of calcium (Ca2 

+) and inorganic phosphate (PO₄³⁻) in total unstimulated saliva of young adults. To meet the 

defined objectives, preliminary tests were carried out to determine the appropriate conditions 

to maintain the integrity of the samples, using salivary pH as an indicator variable. Once the 

optimal conditions were defined, the effect of the circadian rhythm on the pH and on the 

concentration of Ca2+ and PO₄³⁻ in unstimulated total saliva of 11 young adult volunteers was 

determined, in 6 intervals, during a period between 7:00 a.m. and 3:00 p.m. the next day. For 

the statistical analysis, a significance level of 95% (p<0.05) was used. The results of the 

stability study indicated that there is a statistically significant variation in salivary pH caused 

by the salivary protease inhibitor used to treat the samples (p<0.05), in short and long storage 

periods. Regarding the effect of the circadian rhythm, no significant results were observed, 

neither in the pH level nor on the concentration of Ca2+ or PO₄³⁻. However, intra-subject 

patterns were observed with constant levels, with an increase or decrease in concentrations 

from the first sample in the morning until the end of the circadian cycle. The biochemical 

composition of unstimulated total saliva in terms of Ca2+ and PO₄³⁻ concentration seems to 

be largely unaffected by circadian rhythm variations. 

 

 

 

 

2.1. Keywords  

 

Saliva, Unstimulated Saliva, Concentration (Chemistry), Circadian Rhythm, pH, Calcium, 

Phosphate.  
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3. INTRODUCCIÓN  

 

La caries dental es una enfermedad crónica multifactorial no transmisible de alta 

prevalencia (1-3) afectando a un 35% de la población mundial (4),  por lo que su 

investigación es uno de los grandes desafíos de la odontología contemporánea. El desarrollo 

de esta enfermedad está dado por un desequilibrio en el ecosistema microbiano, gatillado por 

la exposición frecuente a azúcares de la dieta. Adicionalmente, existen múltiples factores 

fisiológicos, conductuales, y ambientales que juegan un rol fundamental para mantener la 

estabilidad del microbioma oral (3, 5, 6). Entre estos, la saliva corresponde a un mediador 

esencial para mantener la homeostasis de los tejidos duros y mucosos de la boca (2). 

La saliva es un fluido biológico que se origina principalmente en las glándulas 

salivales mayores que producen el 90% del volumen total, mientras que las glándulas 

salivales menores y el fluido crevicular contribuyen con el volumen restante (7). Está 

compuesta por un 99,5% de agua, 0,3% de proteínas y un 0,2% de sustancias orgánicas e 

inorgánicas, como inmunoglobulinas, enzimas, iones, productos nitrogenados y una amplia 

cantidad de otros componentes (8-10).   

El aumento del pH salival y una adecuada capacidad amortiguadora se han 

relacionado con una menor incidencia de enfermedad de caries, ya que la saliva con sus 

diferentes sistemas tampón protegen a la cavidad oral neutralizando los ácidos producidos, 

evitando así la desmineralización del esmalte (1, 6, 11). Asimismo, se ha descrito que la 

saliva potencia la remineralización del esmalte dental mediante la presencia de iones calcio 

(Ca2+) y fosfato (PO₄⁻³) en su composición (1), manteniendo la saliva sobresaturada con 

respecto a la hidroxiapatita,  promoviendo un entorno reparador y protector aumentando la 

resistencia de las superficies dentales expuestas a un ataque cariogénico. Estos mecanismos 

en su conjunto disminuyen la probabilidad del predominio de la desmineralización y a su vez 

favorecen la remineralización del esmalte y de las superficies radiculares (2).   

En adultos sanos, el volumen salival diario varía entre 500 - 1500 mL, con un flujo 

aproximado de 0,5 mL/min (10, 12). Sin embargo, se ha descrito que los componentes 

salivales  también pueden variar durante el día  a causa de múltiples factores, como la dieta, 

higiene, flujo salival y ritmo circadiano (13). El sistema circadiano se define como un reloj 

corporal que regula los procesos homeostáticos del organismo, respondiendo a estímulos 
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ambientales variados, siendo el más importante la luz (14-16). Este consta de 2 partes, un 

reloj central que reside en el núcleo supraquiasmático (SCN) del hipotálamo anterior, y los 

relojes periféricos que se encuentran en varios tejidos del cuerpo desempeñando un papel 

integral y único en cada uno de ellos (17, 18). La señal de luz es captada por células 

fotosensibles de la retina, que transducen la luz entrante y transmiten información al SCN a 

través del tracto retino hipotalámico (16), donde se producen señales circadianas 

coordinadas, cruciales en muchos procesos biológicos, como el ciclo sueño-vigilia, la 

secreción hormonal, y la regulación de la temperatura corporal (17, 19). Estudios recientes 

han informado que las glándulas salivales, así como otros órganos humanos, contienen un 

reloj circadiano.  Zheng et al. (14) confirmaron que el reloj circadiano de las glándulas 

salivales es periférico, encargado de regular el tipo, cantidad y contenido de saliva, así como 

la secreción de fluidos.  Por otra parte, Bel’skaya (20)estudió la cronofisiología de la 

composición mineral de la saliva, concluyendo que la dinámica de las concentraciones de 

Ca2⁺ y PO₄⁻³ durante 24 horas se caracterizaba por variaciones pronunciadas con un aumento 

durante las mañanas y disminución por las tardes. No obstante, la investigación en el área de 

la cronobiología salival y en particular, de iones relacionados con los procesos de 

mineralización son escasos y requieren mayor investigación.  

 

 La saliva tiene un importante rol en la salud, ya que puede actuar como indicador  de 

trastornos locales, sistémicos e infecciosos, lo que la hace atractiva para diagnóstico y 

terapias  (2, 9). La  saliva no estimulada podría ser más adecuada que la estimulada para 

estudios clínicos ya que  depende del flujo salival basal diario en ausencia de estímulos 

exógenos, además es una muestra que posee un proceso de recolección simple, seguro e 

indoloro (21). Pese a lo ampliamente estudiada, existe un vacío de investigación en cuanto a 

la asociación de componentes salivales y ritmo circadiano, aun cuando existen estudios que 

sostienen esta relación, estos son escasos y poco significativos. Asimismo, tampoco existe 

evidencia de que las variaciones en la composición salival sean producto del reloj circadiano 

y no por otros factores. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigación fue determinar 

si el ritmo circadiano genera variaciones en el pH y en la concentración de Ca2⁺ y PO₄⁻³ de 

saliva total no estimulada en adultos jóvenes. 
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4. OBJETIVOS  

 

4.1. Objetivo general 

  

Determinar si el ritmo circadiano induce variaciones en el pH y en la concentración 

de Ca2⁺ y PO₄⁻³ de saliva total no estimulada de adultos jóvenes. 

 

4.2. Objetivos específicos  

 

1. Determinar condiciones óptimas de almacenamiento de la saliva total no estimulada, 

basadas en las fluctuaciones del pH. 

 

2. Establecer si el ritmo circadiano genera variaciones en el pH de la saliva no 

estimulada en adultos jóvenes. 

 

3. Analizar las variaciones ocurridas durante el ritmo circadiano en las concentraciones 

de Ca2⁺ salival, de adultos jóvenes  

 

4. Relacionar el ritmo circadiano con las variaciones de la concentración de PO₄⁻³ salival 

de adultos jóvenes. 
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5. MÉTODOS  

 

5.1. Diseño general 

 

Este estudio forma parte del proyecto Fondecyt Regular N°1210188, adjudicado a 

Rodrigo A. Giacaman Sarah. La investigación fue aprobada por el Comité de Ética Científico 

(CEC) de la Universidad de Talca, bajo el folio 14/2021. Cada participante del estudio debió 

firmar un consentimiento informado, el cuál fue leído y explicado previamente (Anexo 1). 

Para optimizar la recolección del flujo salival no estimulado, se realizaron pruebas 

preliminares para establecer el tiempo de recolección y cantidad de muestra necesaria para 

cada análisis, estableciendo un volumen mínimo a recolectar por voluntario.  

Para evitar interferencias sobre las variables a estudiar, se realizó la estandarización de las 

técnicas. Las variables identificadas fueron: inhibidor de proteasas, tiempo y temperatura de 

almacenamiento.  Estas fueron evaluadas con el fin de determinar las condiciones adecuadas 

para mantener la integridad de las muestras.  

Una vez establecidas las condiciones de estabilidad óptimas, se seleccionaron voluntarios 

para ser partícipes de la investigación, con el fin de determinar la influencia del ritmo 

circadiano sobre el pH salival y la concentración de iones Ca2+ y PO₄³⁻.  

 

5.2. Determinación de las condiciones óptimas de almacenamiento de la saliva 

(Estudio de estabilidad). 

En la estandarización de las variables que afectan el pH salival participaron 3 voluntarios 

adultos jóvenes sanos entre 24 y 28 años de edad que forman parte del equipo de 

investigación, donando muestras de saliva no estimulada siguiendo el protocolo de 

recolección de flujo salival no estimulado (Anexo 2). Se establecieron 2 parámetros a 

investigar respecto la estabilidad de las muestras de saliva: el uso de inhibidor de proteasas 

y las condiciones de almacenamiento en base a temperatura y tiempo. El pH salival fue la 

variable dependiente a medir para ambos parámetros, el cual fue cuantificado mediante el 

uso de un pHmetro de mesa (Orion Star A211, Thermo Scientific, Massachusetts, USA), 

previamente calibrado. 
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5.2.1. Variaciones de pH en intervalos de tiempo reducido. 

 

Inhibidor de proteasas. Con la finalidad de evaluar el efecto del inhibidor sobre la 

estabilidad de las muestras, se les solicitó a los voluntarios depositar un mínimo de 30 mL 

de saliva en tubos Falcon de 50mL, los cuales fueron centrifugados a 3000 rpm por 20 min. 

El sobrenadante de las muestras fue alicuotado en tubos Eppendorf de 1.5 mL correctamente 

identificados por grupos: 1) Sin Inhibidor 2) Con Inhibidor. El inhibidor utilizado fue Fenil 

Metil Sulfonil Fluoruro (PMSF) 0,1 M. en una relación 1:100 (inhibidor: muestra). 

Temperatura y tiempo de almacenamiento: Las muestras con/sin la presencia del 

inhibidor fueron subdivididas para ser almacenadas a 4°C y a -20°C, durante un periodo de 

6 horas. Para cada determinación de pH se extrajo una alícuota independiente en lapsos de 1 

hora (9:00-10:00-11:00-12:00-13:00-14:00 hrs) (Fig.1). 

Figura 1. Diseño general de almacenamiento de muestras en tiempo reducido. Una vez obtenidas las muestras de saliva, 

se centrifugaron y el sobrenadante fue dividido en alícuotas con Inhibidor y sin Inhibidor, para la determinación de pH. Las 

muestras fueron medidas cada una hora en un periodo de 6 horas a 4°C y -20°C.  La primera medición fue realizada al 

momento de obtener la muestra, con el fin de obtener un control inicial de pH. 
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5.2.2.  Variaciones de pH en tiempos extendidos 

 

Con el fin de evaluar el efecto del almacenamiento en tiempos extensos sobre la estabilidad 

del pH, se analizaron las muestras de saliva no estimulada de 3 voluntarios, las cuales fueron 

almacenadas a diferentes temperaturas y tiempos, comparando el comportamiento de estas 

de acuerdo con el control inicial de cada uno. Para ello, los voluntarios debieron depositar 

saliva no estimulada, para ser almacenadas a diferentes temperaturas y periodos de tiempo, 

con el fin de realizar la comparativa de sus pH respectivamente. 

 

Temperatura y tiempo de almacenamiento. Con la finalidad de evaluar la estabilidad de 

las muestras en un periodo más extenso, se les solicitó a los voluntarios depositar un mínimo 

de 15 mL de saliva en un tubo Falcón de 50 mL y se les agregó PMSF 0,1 M. en una relación 

1:100 (inhibidor: muestra). Estas muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm por 20 min. El 

sobrenadante de las muestras fue alicuotado en tubos Eppendorf correctamente identificados 

por su temperatura (25°C , 4°C, -20°C y -80°C) y tiempo de almacenaje (día 0, día 3 y día 

7). El pH de cada muestra fue analizado en 3 mediciones repetidas (Fig. 2). 

 

 

Figura 2. Diseño general de almacenamiento de muestras en tiempos extendidos. Una vez obtenidas las 

muestras de saliva, se centrifugaron y el sobrenadante fue utilizado para medir el pH, a los 0, 3 y 7 días a 

temperatura ambiente, 4°C, -20°C y -80°C.   



9 

5.3. Análisis del pH, Ca2+ y PO₄³⁻ durante el ritmo circadiano 

 

Sujetos. Para evaluar las variaciones de la composición salival frente al ritmo circadiano, se 

invitó a participar a 11 voluntarios, mediante publicidad vía redes sociales y contacto dentro 

de las Clínicas odontológicas de la Universidad de Talca, detallándoles por medio de una 

charla online sobre la metodología a seguir, extensión del proyecto y los parámetros a 

estudiar. Los sujetos (3 hombres, 8 mujeres) eran estudiantes universitarios de la carrera de 

Odontología de la Universidad de Talca, de entre 18 a 35 años y sin enfermedades de base. 

Cada participante fue examinado clínicamente, se practicó una anamnesis general, una 

evaluación clínica intra y extraoral, sin radiografías por un odontólogo calibrado en los 

criterios ICDAS. Para ser parte del estudio, los sujetos voluntarios debían tener una adecuada 

higiene oral, salud gingival y no presentar lesiones de caries cavitadas según los criterios 

ICDAS, códigos 3-6 o lesiones ICDAS no cavitadas activas según los criterios de actividad 

de Nyvad (22). Los sujetos que se ofrecieron a participar pero que presentaban enfermedades 

conocidas por generar una disminución o alteración del flujo salival, como patologías 

autoinmunes, reacciones alérgicas, que se encontraban bajo tratamiento con corticoides o que 

fueran fumadores fueron excluidos del estudio. Todos los voluntarios fueron informados de 

su situación de salud bucal, incluyendo a aquellos que no cumplían los criterios de inclusión  

 

Estandarización de la dieta y la higiene oral para controlar su efecto sobre el ritmo 

circadiano.  

Se puso a disposición de los voluntarios minutas de alimentación tipo “mediterránea”, 

diseñadas por una nutricionista, calculada en base a los requerimientos de macro y 

micronutrientes dependientes del estado nutricional promedio de los participantes según su 

edad y actividad física (Anexo 3). Esto con la finalidad de que la variabilidad de la dieta 

interindividual no alterará los resultados de los análisis. 

A los participantes se les sugirió seguir las pautas de alimentación durante los 3 días previos 

a la toma de muestra. Sin embargo, el día de recolección de la saliva no estimulada se les 

indico consumir solo los alimentos indicados en la minuta entregada.  Asimismo, se les 

demandó no consumir alimentos ni bebidas azucaradas al menos 1 hora antes de la toma de 

muestra y realizar un ayuno de 8 horas previo a la primera recolección del día. Aquellos 
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participantes que tuvieran dificultad para conseguir los alimentos propuestos, se les otorgo 

con las cantidades necesarias para llevar a cabo el estudio. 

Respecto a la higiene bucal, se les solicitó a los voluntarios que durante el día de toma de 

muestra realizaran el cepillado sin el uso de pasta dental, al menos una hora previa a cada 

recolección (mañana, medio día y en la noche). Asimismo, se les indicó abstenerse del 

cepillado antes de la primera toma de muestra del día (7 AM). 

Para llevar detallado el cumplimiento de la recolección, el seguimiento de la dieta y el control 

de higiene por parte de los voluntarios, se realizó la motivación por medio de posters y 

mensajes alusivos a lo tratado en el proyecto mediante recordatorios en mensajería 

instantánea para continuar de manera correcta lo propuesto. Además, se les hizo seguimiento 

individual en las diferentes etapas de la recolección consultando por cualquier dificultad 

presentada a lo largo de la recolección de las muestras para ser solucionadas a la brevedad. 

 

Obtención y manejo de la saliva en los tiempos establecidos del ritmo circadiano.  

Las muestras de saliva no estimulada fueron recolectadas por los voluntarios durante 

intervalos de 4 horas, específicamente en los siguientes horarios: 7:00 AM, 11:00 AM, 15:00 

PM, 19:00 PM y 23:00 PM y 3.00 AM. Se solicitó a los voluntarios un mínimo de 25 mL de 

saliva por recolección, sin considerar la espuma generada. La saliva fue depositada en un 

tubo estéril tipo Falcon de 50 mL con 250 uL de PMSF al 0,1 M, rotulado con la fecha, 

horario de recogida y código del voluntario. Una vez completado el volumen mínimo, cada 

participante agitó suavemente la saliva recolectada dentro del tubo para incorporar el 

inhibidor de proteasas a la muestra. Posterior a esto, cada voluntario almacenó 

inmediatamente el tubo en el freezer a -20°C, dentro de una bolsa plástica de cierre hermético 

hasta el día siguiente para ser retirados. 
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Procesamiento de las muestras de saliva.  

Las muestras fueron retiradas por el equipo de investigadores en un periodo menor a 48hrs y 

trasladadas en una unidad refrigerante. Estas fueron centrifugados a 3000 rpm por 20 min a 

temperatura ambiente. De la muestra total, se extrajo 1 mL para alicuotarlo en un tubo 

Eppendorf de 1,5 mL destinado para la medición de pH. La saliva restante fue filtrada con 

filtros de jeringa con tamaño de poro de 0,22 um y posteriormente alicuotada en tubos 

Eppendorf de 2 mL con 400 uL para el análisis de concentración de Ca+2 y PO4
3- (Fig.3). El 

excedente de muestra fue congelado a temperatura de -20°C por motivos de conservación 

para futuras investigaciones. 

 

  

Figura 3. Diseño general de estudio de efecto de ritmo circadiano. Una vez obtenidas las muestras de saliva 

por el voluntario, fueron refrigeradas a -20°C, hasta su traslado. En el laboratorio se centrifugaron y el 

sobrenadante fue extraído 1 mL para medir el pH.  La saliva restante fue filtrada y utilizada para medir las 

concentraciones de Ca+2 y PO4
3- mediante el sistema RQflex. 
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5.3.1. Análisis de muestras 

 

Determinación de los valores de pH de las muestras de saliva no estimulada.  

La alícuota destinada para el análisis de pH fue cuantificada inmediatamente al ser obtenida, 

realizando su medición en triplicado de forma sucesiva y en intervalos de 10 minutos, con el 

fin de obtener un parámetro de comparación en los resultados. 

Al igual que en el proceso de estandarización, el instrumento utilizado para su medición es 

un pHmetro (Orion Star A211, Thermo Scientific, Massachusetts, USA), el cual permitió 

obtener datos con respecto a los niveles de pH de la muestra en estudio 

Determinación de concentraciones de Ca+2 y PO4
3- en muestras de saliva no 

estimulada.  

Para la determinación de concentraciones de Ca+2 y PO4
3- se utilizó el equipo reflectómetro 

(Reflectoquant® RQflex® 20, Merck Millipore, Darmstadt, Germany). Las tiras de ensayo 

Reflectoquant® que se utilizaron para Ca+2 tenían un rango de 5-125 mg/L y las tiras de PO4
3-  

un rango de 5 a 120 mg / L.  La exactitud de Ca+2 se confirmó mediante una solución control 

preparada con 50 mg/L de Calcio cloruro dihidrato, mientras que para PO4
3- se confirmó 

mediante el uso de solución comercial patrón Certipur®️, 1000 mg/l de PO4
3- . La medición 

se llevó a cabo basándose en lo descrito por Rosier et al (23). El protocolo para el uso de 

RQflex® 20 en detalle esta descrito en el (ANEXO 5).  

Para Ca+2, se sumergió la tira reactiva en la muestra, se dejó reaccionar 2 segundos y se 

eliminaron los excesos apoyando la zona posterior de la tira reactiva sobre un papel 

absorbente. Luego para su medición, se insertó la tira en el equipo antes de transcurrido el 

tiempo total de reacción (15 segundos). 

Para la medición de PO4
-3, a las muestras de 400 uL se añadieron 30.8 µL de reactivo PO4

-1. 

Una vez mezclado se sumergió la tira reactiva, se dejó reaccionar por 2 segundos y se 

eliminaron los excesos en papel absorbente. Para su medición, se insertó la tira en el equipo 

antes de transcurrido el tiempo total de reacción (90 segundos) (Fig.3) 
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5.4. Análisis estadístico  

  

Para determinar la normalidad de la distribución de los datos se utilizó el test de 

Kolmogorov Smirnov (p>0.05). Los análisis paramétricos se realizaron con ANOVA. Las 

diferencias originadas se consideraron con un nivel de significancia del 95% (p< 0,05). Todos 

los análisis se realizaron utilizando el software SPSS.  
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6. RESULTADOS 

6.1. Variabilidad de pH en cortos periodos de tiempo según variable en estudio 

 

Medición de la variación de pH salival influenciado por Inhibidor de proteasas  

El inhibidor de proteasas utilizado PMSF, provocó una disminución estadísticamente 

significativa (p<0,05) del pH en las muestras salivales (Fig.4). Esta disminución se puede 

observar tanto en el control, al cual se le determinó el pH a temperatura ambiente luego de 

terminada la toma de muestra, como en aquellas muestras que fueron almacenadas a 

diferentes temperaturas y se les determinó el pH después de 1 a 6 horas de ser dejadas a 4ºC 

y -20ºC. 

 

 Medición de la variación de pH salival influenciado por la temperatura y tiempo 

El almacenamiento en un corto periodo de tiempo (máximo 6 horas) en las temperaturas de 

4ºC y -20ºC, no causó una variación estadísticamente significativa (p=0,831) en el pH salival 

(Fig.4).  

 

 
Fig. 4: Promedio valores de pH salival en los voluntarios, con y sin inhibidor a diferentes temperaturas de almacenamiento. El grafico muestra 

la diferencia en promedios de los valores de pH salival de los voluntarios (n=11) con y sin inhibidor de proteasas PMSF a temperaturas de 25°C, 

4°C, -20°C , durante periodos de almacenamiento establecidos de 6 horas. ) . La medición de cada muestra se realizó en triplicado La barra de error 

representa el error estándar de cada condición experimental. Valor p= 0.990. El asterisco (*) indica aquellos resultados que presentaron 

diferencias significativas (p< 0.05). 
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Variabilidad de pH a largo plazo de acuerdo a temperatura de almacenamiento 

Al almacenar las muestras con PMSF por un periodo de 3 y 7 días a 25ºC, 4ºC, -20ºC y -

80ºC, se puede observar que el promedio del pH varía según días de almacenamiento y 

temperaturas, no se mantiene constante. En comparación con la temperatura de 25ºC, en el 

día 3 el pH (7,68) tiende a aumentar levemente en comparación día 0 (toma de muestra) sin 

embargo esta no fue estadísticamente significativa (p=0,990), manteniéndose estable. Por 

otro lado, al evaluar las muestras almacenadas hasta el día 7, existió una diferencia 

estadísticamente significativa (p<0,05) con respecto al control del día 0, lo que se evidencia 

en los cambios de pH existentes, acidificándose con respecto al control. Esto sugiere que las 

variaciones se deben al tiempo de almacenamiento, pero  no a la temperatura. 
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Fig. 5: Promedio valores de pH salival en los voluntarios, sometidas a diferentes tiempos y Temperaturas de almacenamiento. El grafico 

muestra la diferencia en promedios de los valores de pH salival de los voluntarios (n=11) a temperaturas de 25°C, 4°C, -20°C Y –80°C, durante 

periodos de almacenamiento establecidos (Día 0, 3 y 7).La medición de cada muestra se realizó en triplicado. La barra de error representa el 

error estándar de cada condición experimental. El asterisco (*) indica aquellos resultados que presentaron diferencias significativas (p< 0.05)  
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6.2.  Influencia del Ritmo Circadiano en las características de la saliva no 

estimulada                                                                          

 

Efecto del ritmo circadiano sobre pH Salival 

Tras la realización de 3 mediciones de pH en las muestras salivales de los 11 voluntarios, en 

los 6 tiempos predefinidos del ciclo (7 am, 11am, 3 pm, 7pm, 11 pm y 3 am), se obtuvieron 

los valores promedio (Fig.6).  Se puede observar que en general los valores de pH se 

mantuvieron estables, presentando leves fluctuaciones. Se evidenció un aumento de pH con 

un peak a las 19:00 horas (pH:7,53). Mientras que los valores mínimos se obtuvieron a los 

extremos de la curva 07.00 (pH:7,41) y 03.00 AM (pH:7,40). Sin embargo, las variaciones 

encontradas en los 6 tiempos no fueron estadísticamente significativas (p>0,05). 

 

 

 
 

 

 

 

 

Fig. 6 Promedio de pH salival de voluntarios adultos jóvenes entre las 7:00 y 3:00 AM.  En la figura se evidencian las variaciones del 

promedio de pH obtenido desde las muestras salivales de los voluntarios (n=11) recolectadas en diferentes horarios 7:00 AM, 11:00 AM, 15:00 

PM, 19:00 PM, 23:00 PM y 3:00 AM a lo largo de un día. La determinación de cada muestra se realizó en triplicado. Las barras de error 

representan el error estándar de cada condición experimental. El asterisco (*) indica aquellos resultados que presentaron diferencias 

significativas (p< 0.05)  
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Efecto del Ritmo Circadiano sobre la concentración de Ca+2 

Los promedios en la concentración de Ca+2 de los voluntarios presentaron variaciones durante 

los tiempos de recolección salival. Los valores fluctuaron entre 29±4,8 y 34±6,8 mg/L, cuyas 

diferencias no son estadísticamente significativas (p= 0,2). Sin embargo, existe la tendencia 

a un aumento de la concentración a las 7:00 AM (34 mg/L) y 3:00AM (32 mg/L), 

registrándose su valor más bajo a las 15:00 PM (29 mg/L).    

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 7 Promedio de concentraciones Ca+2 salival de voluntarios adultos jóvenes entre las 7.00 y 3.00 AM El gráfico indica promedio de las 

variaciones de concentraciones de Ca+2  de los voluntarios (n=11) obtenidos en distintos tiempos (7:00 AM, 11:00 AM, 15:00 PM, 19:00 PM, 

23:00 PM y 3:00 AM) a lo largo de un día. Las barras de error representan el error estándar de cada condición experimental. El asterisco (*) 

indica aquellos resultados que presentaron diferencias significativas (p< 0.05) 
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En la Fig.8 se pueden observar las tendencias en las concentraciones de Ca2+ de cada 

voluntario participante a lo largo del tiempo de recolección, observando una alta variabilidad 

entre ellos. La Fig.8.A incluye a aquellos voluntarios que mantuvieron su concentración de 

Ca2+ constante, tanto en el inicio como al término de la recolección salival, la Fig.8.B incluye 

a aquellos voluntarios cuya concentración disminuyó a lo largo del día y la Fig.8.C incluye 

a aquellos voluntarios cuya concentración de Ca2+ salival aumentó levemente. 

. 

 
Fig. 8 Concentraciones de Ca+2 individuales por cada voluntario registrado entre las 7.00 y 3.00 AM Fluctuaciones de las concentraciones 

individuales de Ca+2 de cada voluntario (n=10) en distintas horas del día (7:00 AM, 11:00 AM, 15:00 PM, 19:00 PM, 23:00 PM y 3:00 AM). Se 

excluyo de este análisis al voluntario 6, para evitar sesgos debido a que no ejecuto las indicaciones durante el estudio. El asterisco (*) indica 

aquellos resultados que presentaron diferencias significativas (p< 0.05) 
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Efecto del Ritmo Circadiano sobre la concentración de PO4
3- 

 

De igual forma, los promedios de concentración de PO4
3 registrado en los 11 voluntarios 

manifestaron variaciones de pequeña magnitud durante los 6 tiempos de recolección salival. 

Con valores que fluctuaron a niveles más altos entre 85 ± 8,6 - 93 ± 8,3 mg/L, los cuales no 

presentaron diferencias estadísticamente significativas (p=0,2). También existe una 

tendencia de un aumento de concentración en las horas de madrugada a las 7:00 AM (93 

mg/L) y 3:00AM (92 mg/L) mientras que su menor concentración se registra a las 23:00 PM 

(83 mg/L).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Promedio de concentraciones PO4
3-  salival de voluntarios adultos jóvenes entre las 7.00 y 3.00 AM El gráfico indica promedio 

de  las variaciones de concentraciones de PO4
3-   de los voluntarios (n=11) obtenidos en distintos tiempos (7:00 AM, 11:00 AM, 15:00 PM, 

19:00 PM, 23:00 PM y 3:00 AM) a lo largo de un día . Las barras de error representan el error estándar de cada condición experimental. El 

asterisco (*) indica aquellos resultados que presentaron diferencias significativas (p< 0.05)  
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En la (Fig.10) se presentan los valores de las concentraciones de PO4
3- de los 11 voluntarios 

de forma individual, observando que no existe un patrón definido entre ellos. El panel A 

muestra  a aquellos voluntarios que mantuvieron sus niveles de concentración tanto al inicio 

como al término de la recolección salival; el panel B, aquellos voluntarios que disminuyeron 

su concentración a lo largo del día y panel C a los voluntarios que aumentaron su 

concentración de PO4
3-  salival al final del periodo estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 Concentraciones de PO4
3-  individuales por cada voluntario registrado entre las 7.00 y 3.00 AM Fluctuaciones de las 

concentraciones individuales de PO4
3-  de cada voluntarios (n=10) en distintas horas del día (7:00 AM, 11:00 AM, 15:00 PM, 19:00 PM, 

23:00 PM y 3:00 AM). Se excluyo de este análisis al voluntario 6, para evitar sesgos debido a que no ejecuto las indicaciones durante el 

estudio. El asterisco (*) indica aquellos resultados que presentaron diferencias significativas (p< 0.05) 
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7. DISCUSIÓN 

 

Se ha descrito que los componentes salivales varían durante el día a causa de múltiples 

factores, incluyendo el ritmo circadiano, sin embargo, aún no se ha podido establecer una 

asociación concreta (2). De acuerdo con los datos obtenidos en las pruebas de 

estandarización, los niveles de pH salival en presencia de inhibidor de proteasas (PMSF) en 

un periodo de 6 horas disminuyeron en comparación con la muestra sin dicho reactivo. 

Asimismo, en un tiempo de almacenamiento de 3 días las muestras de saliva con inhibidor 

presentaron un aumento de los niveles de pH, mientras que a los 7 días se observó una 

disminución del pH, ambas significativas. En relación con el efecto del ritmo circadiano, se 

observó que, en pH, concentración de calcio y fosfato una alta variabilidad en los valores 

individuales, sin una tendencia uniforme en todos los voluntarios. 

La leve disminución del pH entre las muestras con y sin inhibidor de proteasas, se debe a que 

el PMSF se encuentra en una solución cuyo pH final es ácido, inhibiendo de esta manera la 

proteólisis y acidificando las muestras salivales (12). Según lo descrito por James et al. (24) 

la inactivación del PMSF aumenta sobre un pH 7.5 y a temperatura ambiental, inactivándose 

casi por completo en 1 hora a 25°C o en 22 horas a 4ºC. Debido a las que las muestras de la 

investigación se mantuvieron a 4°C y -20°C, se puede inferir que el responsable de la 

disminución del pH a lo largo de las horas es el PMSF coincidiendo con lo descrito por James 

et al.   

Al almacenar las muestras por 3 y 7 días, se observaron variaciones estadísticamente 

significativas en los valores de pH en comparación al control (muestra salival recién 

recolectada). Los datos obtenidos señalaron que al día 3 los valores de pH aumentaron, 

mientras que al día 7 se produjo un descenso respecto al control. Bardow et al. (25)  señaló 

que esta variación en los valores de pH  puede ser provocada por la difusión del CO2 desde 

la muestra, producto del gradiente generado a raíz de la diferencia de presiones entre la saliva 

y la atmosfera. A partir de esto, se puede deducir que, el aumento de pH en el día 3 de 

almacenamiento fue provocado porque las muestras durante el proceso de análisis estuvieron 

expuestas a la atmósfera por tiempos prolongados, lo que pudo alterar los parámetros 

analizados. Por el contrario, al día 7 de almacenamiento las muestras disminuyeron su pH 
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con respecto al control. Esto puedo ser causado por la actividad del PMSF, asimismo, 

también pudieron ser influenciadas por el microbiota bacteriana presente en las muestras, ya 

que estas al metabolizar sustratos como los azúcares generan ácido el cual es liberado al 

medio en el que se encuentran(5). 

Con respecto a la influencia del ritmo circadiano en el pH salival, los resultados indicaron 

que estos se mantuvieron relativamente estables, variando entre 7 -7.6 durante el tiempo 

analizado. Esto se debe a la capacidad tamponante de la saliva, la cual está regulada por 3 

sistemas: el bicarbonato, fosfato y proteínas (8), los cuales minimizan los cambios de pH 

producidos en la cavidad oral. Según lo descrito en la literatura, el bicarbonato corresponde 

al principal sistema buffer de la saliva actuando entre pH 5 - 7, encontrándose a mayor 

concentración en saliva estimulada; El sistema tampón fosfato en cambio, se encuentra en 

mayor proporción en saliva no estimulada, actuando a pH 7 – 7.26 (25). El sistema de 

proteínas, por el contrario, actúa solo a pH ácidos (pH 4-5), por lo que se puede deducir que 

en las muestras recolectadas están actuando principalmente el sistema de fosfato y en 

complemento el bicarbonato.  

Los resultados obtenidos en el análisis del ritmo circadiano en las concentraciones promedio 

de Ca2+ y PO4
3- salival no registraron diferencias estadísticamente significativas, por lo que 

se puede deducir que estos iones se mantienen de forma constante en la cavidad oral (26). 

No obstante, al analizar las concentraciones intravoluntarios se evidenciaron leves 

fluctuaciones durante el periodo estudiado, que manifestaron tendencias a aumentar la 

concentración en ambos analitos durante la mañana-noche y disminuir durante el día. Este 

suceso se ha descrito en diversas publicaciones, que han informado que existen variaciones 

intraindividuales en la composición inorgánica salival (27-29).  

Una posible causa de la leve variación en las concentraciones de Ca2+  pueden estar dada por 

los componentes proteicos de la saliva, ya que la mayor parte del Ca2+ secretado está unido 

a la proteína estaterina, y en una menor proporción a las PRP ácidas o cistatinas (11), 

disminuyendo de esta forma el porcentaje de iones de Ca2+  libres en esta secreción. Además, 

estas proteínas presentan funciones específicas mantenimiento de la homeostasis en el 

entorno oral generando variaciones en  la disponibilidad de estos electrolitos a lo largo del 

día, conforme a los requerimientos y necesidades de cada individuo(30). Los resultados 
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obtenidos en esta investigación son similares a los presentados en el estudio de Dawes et. al 

(27). Sin embargo, existe una investigación realizada por Fergusqn et. al (31), que declara 

que el ritmo circadiano afecta significativamente la concentración de Ca+2. Este estudio 

utilizó saliva obtenida exclusivamente de la glándula submandibular, a diferencia de nuestra 

investigación que se realizó en una muestra de saliva total no estimulada. (32)  

El PO4
3-  es un elemento importante en el organismo ya que además sus funciones en la 

cavidad oral, participa en varios procesos del organismo como en el desarrollo esquelético y 

mineralización ósea, actúa en la señalización celular, además de los mecanismos de 

transferencia de energía (33). Por lo que se encuentra en constante actividad. Las 

concentraciones de PO4
3- en el estudio, mostraron una leve tendencia a elevarse en las horas 

de madrugada disminuyendo durante la tarde-noche. Esto se debe probablemente a que la 

concentración de PO4
3- tiende a aumentar cuando disminuye el flujo salival (34, 35) lo que 

explicaría el ascenso durante la madrugada, teniendo en cuenta que  la secreción es baja 

durante el sueño y más alta en el periodo de vigilia (36), verificando que el flujo de saliva sin 

estimular está sujeta a una variación circadiana (28, 37). Al contrario de Ca+2 las 

concentraciones de PO4
3- presentaron fluctuaciones opuestas a lo descrito en la literatura. 

Dawes y Fergusqn (27, 38) reportaron alzas PO4
3 en los horarios diurnos y bajas 

concentraciones en los extremos de la curva, cuyas discrepancias podrían ser originadas por 

la técnica y horario de recolección salival, el tipo de saliva recolectada y la metodología 

analítica utilizada en las diferentes investigaciones. 

La dieta corresponde a una importante fuente de fósforo corporal (33), que a diferencia del 

calcio que se limita a unos pocos alimentos, el fósforo es posible encontrarlo en la mayoría 

de los alimentos, principalmente en productos lácteos y alimentos ricos en proteínas (39), los 

cuales son característicos de la dieta mediterránea indicada a los voluntarios, por lo que puede 

ser una de las causas de  que el PO4
3- durante la tarde se mantuviera constante en la cavidad 

oral. Asimismo, Ikuta et al. (40) describió en su estudio que el PO4
3- se mantiene constante 

en el organismo siguiendo un ciclo de reutilización. Una alta ingesta de PO4
3- en la dieta se 

reduce en una mayor concentración de este a nivel intestinal, donde ocurre su absorción, 

pasando al plasma sanguíneo. Desde este punto, una parte del PO4
3- es eliminado por 

secreción urinaria y heces, mientras que el otro porcentaje es trasladado por la circulación 
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hacia las glándulas salivales por donde es secretado, a través de la proteína NPT2b del 

conducto salival (41), a la cavidad oral para iniciar nuevamente el ciclo.  

Se debe considerar que los electrolitos salivales y el pH pueden ser más sensibles a los 

cambios fisiológicos en las superficies de los dientes que otros componentes de la cavidad 

oral (26).  El efecto del pH y la capacidad amortiguadora de la saliva promueven la 

modificación de la biodisponibilidad de los electrolitos de calcio y fosfato ya que las 

fluctuaciones en el pH cambian el producto de actividad iónica en la composición bioquímica 

de la saliva (42). Los iones presentes en la saliva son esenciales para promover la 

remineralización, a un pH normal ya que calcio y fosfato se encuentran sobresaturados por 

lo que no se producirá la desmineralización. Sin embargo, los ácidos de origen bacteriano o 

provenientes de alimentos y bebidas tienden a cambiar el equilibrio hacia la perdida de 

minerales, concordando con los resultados obtenidos por de Sousa et al. que indica que luego 

de un enjuague con sacarosa al 20%, las concentraciones de calcio y fosfato se vieron 

alteradas. Estableciendo una probable relación entre la variabilidad de las concentraciones 

de estos iones y los horarios de alimentación de los voluntarios.  

Dentro de la investigación, la homogeneidad y el reducido número de participantes es una de 

las principales limitantes. Por otra parte, en el estudio se analizaron solo las muestras de un 

día (24 horas), lo cual no es suficiente para mostrar tendencias reproducibles en el tiempo en 

cuanto a las variables estudiadas ya que hay diversos factores que pudieron influir en los 

voluntarios como hormonas, estrés o alteraciones del sueño, sesgando los resultados (26).  

En consecuencia, un único análisis salival puede ser poco fiable por lo que para obtener 

resultados confiables es necesario tomar un mayor número de muestras y repetir el estudio 

por al menos 3 días como mínimo en las mismas condiciones. 

Otra de las limitaciones que presentó el estudio fue la estandarización de la dieta en los 

voluntarios, la cual se realizó para disminuir la influencia de esta sobre las variables 

analizadas. Las minutas de alimentos fueron calculadas en base a actividad física liviana y 

requerimientos nutricionales de los voluntarios de acuerdo con la talla y peso de la población 

general. A pesar de esto, puede no estarse cumpliendo el objetivo principal de estandarización 

ya que para debe ser calculada conforme a las necesidades calóricas respectivas de cada 

individuo, realizando una evaluación nutricional previa. 
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En cuanto a las limitaciones técnicas, la principal dificultad que se presentó fue el no poseer 

un método de referencia primario (gold estándar) para medir y comparar la sensibilidad y 

especificidad del sistema analítico utilizado.  

Por otra parte, la saliva  es un líquido viscoso ,debido a la presencia de mucopolisacáridos y 

mucoproteínas dentro de su composición, dificulta las mediciones analíticas ya que presenta 

una matriz diferente a las indicadas por el fabricante (suero y sustancias liquidas) Esta 

situación puede disminuir la precisión de las mediciones analíticas (26), por lo que para poder 

analizar las muestras de estudio se debió realizar un centrifugado y filtrado de la saliva para 

eliminar los componentes que pueden interferir con la precisión de las determinaciones.  

A partir de esto podemos destacar otra limitación durante el procesamiento de la muestra, la 

cual corresponde al filtrado. Este fue realizado de forma manual con filtros de jeringa con un 

tamaño de poro de 0,22 um. Para la cantidad de muestras procesadas, es un método lento y 

tedioso para el operador, además de perder una gran cantidad de muestra en el proceso. Para 

futuros análisis se debería implementar un sistema de filtrado al vacío para optimizar el 

procesamiento muestral. 

Como conclusión, la saliva corresponde a una secreción biológica de variada 

composición de simple recolección a diferencia de otras muestras.  La composición 

bioquímica salival se mantiene estable en función del tiempo debido a los múltiples procesos 

metabólicos del organismo, sin embargo, esta puede variar al momento de almacenaje, 

mostrándose estable en refrigeración solo hasta los 3 días. Por otra parte,  la correlación de 

los componentes salivales con el ritmo circadiano aun es una incógnita, sin embargo el 

potencial de los componentes inorgánicos salivales, como biomarcadores en el diagnóstico 

de varias enfermedades orales y sistémicas es altamente reconocido en el ámbito 

investigativo (26),su estudio a futuro permitirá comprender mejor la susceptibilidad y el 

manejo de la enfermedad de caries de forma individual enfermedades orales y sistémicas, 

además de entregarnos herramientas para utilizar en el diagnóstico de patologías  y el análisis 

del estado de salud general (26). Ya que esta secreción  puede actuar como un espejo que 

refleja los estados de salud del cuerpo (43). Es de vital importancia validar la aplicabilidad 

de herramientas y técnicas para un correcto análisis de esta secreción. También es necesario 

evaluar los métodos adecuados de almacenamiento de las muestras de saliva para los distintos 
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analitos objeto de estudio. Y promover el interés de continuar realizando investigaciones que 

contribuyan al reconocimiento de estos compuestos biomarcadores como material 

diagnóstico, abordados desde distintas perspectivas y variables, y así generar parámetros de 

comparación para aplicaciones futuras. 
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9. ANEXOS  

 

Anexo Nº1: Consentimiento informado para voluntarios de estudio.  

 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

 

VÁLIDO DESDE:  01/ 04 / 2021   HASTA: 01/04 / 2024 

 

Título del Proyecto: Efecto modulador de proteínas de la dieta y de ácidos grasos 

insaturados sobre las características de la saliva y la biopelícula dental, relacionadas con la 

caries dental. 

Financiado por: Agencia Nacional de Investigación y Desarrollo (ANID)-Concurso 

FONDECYT Regular 1210188 

Patrocinante: Departamento de Rehabilitación Buco Maxilofacial, Universidad de Talca 

 

Estimado Sr. (Sra.):  

El propósito de este documento es entregarle toda la información necesaria para que Ud. 

pueda DECIDIR LIBREMENTE SI DESEA PARTICIPAR en la INVESTIGACIÓN 

que se le ha explicado verbalmente, y que a continuación se describe en forma resumida. 

Recuerde que debe firmar 2 copias, una es para usted y la otra para el equipo investigador. 

 

DESCRIPCION DEL ESTUDIO Y OBJETIVO(S) 

Este proyecto propone un concepto novedoso para comprender la caries y su patogenia. 

Recientemente, se ha enfatizado el papel fundamental de los azúcares en la caries, con ideas 

modernas sobre la patogénesis, basadas en tecnologías recientes. Sin embargo, la caries 

dental sigue siendo la enfermedad crónica no transmisible más prevalente del ser humano. 

De hecho, la definición actual apunta hacia una disbiosis ecológica (desequilibrio ecológico) 

provocada por los microorganismos locales, que, bajo desequilibrios ecológicos, 

principalmente por azúcares, se vuelven patógenos.  

La caries dental es modulada por múltiples factores, entre ellos se encuentra la saliva. Esta 

secreción está constituida por agua, una porción orgánica (proteínas) y otra inorgánica 

(electrolitos). Dicha secreción es regulada por los ciclos circadianos. Los ritmos circadianos 

son considerados los relojes corporales pues regulan los procesos metabólicos del organismo.  

Pese a todo lo que se sabe de la secreción de la saliva, la influencia del ritmo circadiano sobre 

esta, y la acción de las proteínas en el medio oral, como su acción anticaries o la mantención 

del medio oral, aún hay un importante vacío de información e investigación que permitan 

comprender y establecer una relación frente al ritmo circadiano y su influencia en las 

características proteicas de la saliva durante periodos diurnos y nocturnos. Existen escasos 
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estudios que evalúen las características de la saliva en respuesta los ritmos circadianos. Por 

lo tanto, el objetivo de esta investigación es determinar si los ritmos circadianos pueden 

influenciar las concentraciones de los componentes orgánicos e inorgánicos de la saliva 

durante el día y la noche. 

 

BENEFICIOS 

Si participa en esta investigación, recibirá información sobre el estado de su salud bucal de 

parte de los investigadores. Su colaboración en este proyecto también nos permitirá conocer 

las características de la saliva de la boca en personas que no tienen signos de la enfermedad, 

lo cual permitirá entender mejor la caries dental y posibles mecanismos preventivos.  

 

PROCEDIMIENTOS 

El estudio se llevará a cabo en 11 voluntarios, entre 18 y 35 años. En esta investigación 

necesitamos su colaboración inicialmente para definir si cumple o no con los requisitos para 

ser incluido/a. Para esto, deberá contestar una breve encuesta sobre su estado de salud general 

y consumo de medicamentos. En la siguiente etapa se le realizará un examen bucal completo 

con el fin de determinar si tiene o no lesiones de caries activas y si es que se encuentra en 

salud gingival. Si durante este proceso se diagnostica algún problema de salud oral distinto, 

se orientará y derivará al centro odontológico de su preferencia. Luego de esto le pediremos 

si puede donar 25 ml de saliva en 6 momentos del día, el cual se repetirá en 3 ocasiones 

distintas. Esta saliva debe ser donada en ayunas (8 horas), y con higiene dental sin uso de 

pasta 1 hora previa a la recolección. También, debe contestar un cuestionario en relación a 

cómo ha sido su dieta en las últimas 24 horas.  

  

Para recolectar la cantidad de saliva requerida se entregará a su disposición el material 

pertinente para la recolección, la cual se llevará a cabo en 45 minutos aproximadamente 

donde deberá estar sentado, relajado, sin realizar movimientos de la boca y poner su saliva 

dentro de un tubo el cual esta etiquetado con fecha y hora de recolección y un código ID, su 

nombre no será necesario. Es importante destacar que el depósito de saliva será realizado en 

su respectivo domicilio. Las muestras de estudio serán retiradas al día siguiente por los 

participantes del proyecto para ser trasladas al laboratorio de Cariología de la Universidad 

donde serán procesados. Su saliva se almacenará durante 5 años desde la fecha de su 

recolección, solo en caso de que se necesite repetir algunos análisis de laboratorio. Su saliva 

no será utilizada en otros proyectos o investigaciones. Los exámenes iniciales y el contacto 

directo durante el seguimiento serán realizado por colaboradores del proyecto no docentes, 

con quienes no existe una relación de dependencia. 

 

Todos los procedimientos se realizarán siguiendo estrictamente los protocolos en uso para la 

atención odontológicas del Centro de Clínicas Odontológicas, en relación con la protección 

contra COVID-19.  
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RIESGOS Y MOLESTIAS 

No se predicen malestares físicos ni psicológicos para Ud. por participar en esta 

investigación. Sin embargo, debe tener la disponibilidad horaria para la sesión de examen 

bucal y para la recolección de saliva. Si se detecta alguna otra condición oral durante su 

examen, se le orientará en el tratamiento y se derivará donde corresponda. De constatarse 

molestias u otra complicación, ellas serán analizadas en primera instancia por el equipo 

investigador del proyecto en el Centro de Clínicas Odontológicas y si procede recibirá la 

atención requerida.   

Cualquier hallazgo adicional que surja será comunicado personalmente, ya que estará en 

permanente contacto con el equipo investigador. 

 

COSTOS 

Este proyecto no involucra gastos para Ud. Solo debe invertir tiempo en su examen bucal, 

encuesta de dieta y recolección de saliva. 

 

COMPENSACIONES 

Como un incentivo usted recibirá elementos de higiene bucal para su uso personal. Usted no 

tendrá ningún beneficio ni repercusión o perjuicio, ya sea, acepte, rechace o revoque su 

participación en el estudio o debido a cualquiera sea su desempeño durante el estudio. 

 

CONFIDENCIALIDAD 

Las muestras de saliva recolectada se almacenarán congeladas en el laboratorio de Cariología 

de la Universidad de Talca a cargo del equipo de investigación. Cada tubo estará rotulado 

con el código del participante, se almacenarán por un periodo de 5 años, solo en caso de que 

se requiera repetir algún análisis. No serán utilizadas para otras investigaciones.  

Toda la información obtenida de los análisis de las muestras salivales será traspasada a una 

base de datos anonimizada, para su posterior análisis. Solo los investigadores tendrán acceso 

a esa información por medio de archivos protegidos por código de acceso y utilizando 

computadores también resguardados con clave de acceso. Los consentimientos y encuestas 

serán almacenadas en un gabinete resguardado bajo llave en la oficina del investigador 

responsable. Estos documentos serán resguardados por un periodo de 5 años posterior a la 

última publicación científica emanada de este estudio. El investigador responsable será el 

custodio de los documentos y los mantendrá en estricta reserva y guardados de manera 

segura. En caso de que los resultados sean publicados en revistas u otros medios científicos, 

sus datos personales no serán revelados.   

 

DESTINO DEL MATERIAL OBTENIDO 

La información obtenida de este proyecto se espera utilizar en trabajos de investigación de 

postgrado (magister o doctorado) a la vez obtener publicaciones científicas en revistas de la 

disciplina, presentación en conferencias y seminarios nacionales e internacionales. Recuerde 
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que toda la información se mantendrá confidencial y custodiada por el investigador 

responsable y su identidad nunca será revelada. 

 

MUESTRAS BIOLOGICAS  

Las muestras de saliva serán almacenadas congeladas por 5 años desde la fecha de 

recolección. No se pretende utilizar en ninguna otra investigación y se eliminarán con los 

protocolos de desechos biológicos y retirados por una empresa externa para su destrucción. 

En las muestras de saliva se analizará lo siguiente: péptidos antimicrobianos, composición 

química, análisis de proteínas, composición lipídica y se utilizará en un modelo de caries 

experimental en el laboratorio. 

 

COMUNICACIÓN DE RESULTADOS 

El resultado del examen bucal y flujo salival se le informará de inmediato y personalmente. 

Si a ud le interesa conocer los análisis de sus muestras salivales, puede escribir un correo 

electrónico al Investigador Responsable Dr. Rodrigo Giacaman (giacaman@utalca.cl). Él 

también puede compartir con Ud. los artículos científicos derivados de esta investigación en 

caso de que le interese. Adicionalmente, se realizarán charlas de divulgación científica 

destinadas a comunicar los hallazgos encontrados al público general y especializados, a las 

cuales se invitará a los participantes. 

 

COMUNICACIÓN CON EL INVESTIGADOR Y CEC 

Si tiene más preguntas se puede contactar con el investigador responsable al correo 

electrónico giacaman@utalca.cl, o al siguiente número de teléfono (56-71) 2414650 o en la 

siguiente dirección de lunes a viernes, entre las 9.00 y las 18.00 h, Centro de Clínicas 

Odontológicas de la Universidad de Talca, Avenida Lircay S/N. Si en algún momento tiene 

preocupaciones sobre la forma en cómo se está realizando el estudio, puede contactarse con 

el Comité Ético Científico (CEC) de la Universidad de Talca al correo electrónico 

cec@utalca.cl, o al teléfono 71 2203065, o en la siguiente dirección Avenida Lircay S/N, 

Campus Lircay, Talca.  

 

 

Estimado/a participante, recuerde que la decisión de colaborar es absolutamente suya. 

Puede aceptar o rechazar participar en la investigación, e incluso arrepentirse de su 

primera decisión en el momento que usted estime conveniente para lo cual puede contactarse 

con el Dr. Rodrigo Giacaman en el Centro de Clínicas Odontológicas de la Universidad de 

Talca de lunes a viernes de 9:00 a 18:00 h para firmar la hoja de revocación. 

 

Desde ya muchas gracias, le saluda cordialmente 

Prof. Dr. Rodrigo Giacaman Sarah 

Investigador Responsable 

  

mailto:giacaman@utalca.cl
mailto:giacaman@utalca.cl
mailto:cec@utalca.cl


35 

DECLARACIONES 

 

1. He recibido una explicación satisfactoria sobre el propósito de la investigación la cual 

consiste en comprender la Caries y su patogenia, así como de los beneficios sociales o 

comunitarios que se esperan de este estudio como entender los mecanismos de protección 

de ciertos nutrientes y de la saliva en el desarrollo de la caries dental. 

 

2. He sido informado/a sobre las eventuales molestias, incomodidades y riesgos de mi 

participación en la investigación. 

 

3. He sido también informado/a que los procedimientos que se realicen no implican un costo 

que yo deba asumir, es decir, mi participación en el procedimiento no involucra un costo 

económico alguno para mí, a excepción de mi compromiso y tiempo destinado a los 

procedimientos. 

 

4. Estoy en pleno conocimiento de que la información obtenida será manejada de manera 

absolutamente confidencial, esto significa que sólo el equipo investigador tendrá acceso a 

mis datos y nadie más. En caso de que la información obtenida del estudio sea publicada 

ésta se mantendrá anónima, ello significa que no aparecerá ningún dato con el que puedan 

identificarme en libros, revistas y otros medios de publicidad derivadas de la investigación 

ya descrita. 

 

5. Sé que la DECISIÓN de participar en esta investigación, es ABSOLUTAMENTE 

VOLUNTARIA. Si no deseo participar en ella, o una vez iniciada la investigación no 

deseo seguir colaborando, puedo hacerlo sin tener que dar ninguna explicación. Para esto 

último solo debo presentarme en el Centro de Clínicas Odontológicas de la Universidad 

de Talca, con el Dr. Rodrigo Giacaman para firmar la hoja de revocación. 

 

6. Adicionalmente, el investigador responsable, Dr. Rodrigo Giacaman 

(giacaman@utalca.cl, al siguiente número de teléfono (56-71) 2414650 y en la siguiente 

dirección de lunes a viernes, entre las 9.00 y las 18.00 h, Centro de Clínicas Odontológicas 

de la Universidad de Talca, Avenida Lircay S/N) ha manifestado su voluntad de aclarar 

cualquier duda que me surja, antes, durante y después de mi participación en la actividad. 

 

7. Si deseo realizar mis consultas personalmente, el domicilio para estos efectos es el mismo 

indicado en el punto anterior. 

 

8. También puedo contactarme con el Comité Ético Científico de la Universidad de Talca 

(cec@utalca.cl, Teléfono 71-2-203065. Lunes a jueves: de 10:00-12:00 y de 15:00-

17:00).   

 

  

mailto:giacaman@utalca.cl
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ACEPTACIÓN 

 

He leído el documento, las declaraciones contienen una explicación satisfactoria sobre mi 

participación en la investigación y sobre la necesidad de hacer constar mi consentimiento, para 

lo cual firmo libre y voluntariamente, recibiendo en el acto copia de este documento ya firmado. 

 

Yo, ____________________________________________________________________, Cédula de 

Identidad o Pasaporte N° ______________________________ de nacionalidad 

______________________________________________, mayor de edad, con domicilio 

en______________________________________________________________________________

_____________________________, ACEPTO participar en la investigación titulada: ”Efecto 

modulador de proteínas de la dieta y de ácidos grasos insaturados sobre las características de la 

saliva y de la biopelícula dental, relacionadas con caries dental”, y AUTORIZO al señor Dr. 

Rodrigo Giacaman Sarah investigador responsable del proyecto, y/o a quienes éste designe como sus 

colaboradores directos y cuya identidad consta al pie del presente documento, para realizar el(los) 

procedimiento(s) requerido(s) por el proyecto de investigación descrito. 

 

 

 

Fecha: ___ de _______________ 20___         Hora: ___: ___     

 

 

 

Firma de la persona que consiente: ____________________________________________ 

 

 

Investigador/a responsable: _________________________________________________ 

     Nombre    Firma 

 

Co-investigador/a 1 : _____________________________________________________ 

     Nombre    Firma 

 

Co-investigador/a 2 : _____________________________________________________ 

     Nombre    Firma 
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RECHAZO 

 

He leído el documento y las declaraciones contienen una explicación satisfactoria sobre la 

investigación. Sin embargo, rechazo otorgar mi consentimiento, para cual firmo libre y 

voluntariamente el siguiente documento, recibiendo en el acto copia de éste ya firmado. 

 

Yo, ____________________________________________________________________, Cédula de 

Identidad o Pasaporte N° ______________________________ de nacionalidad 

______________________________________________, mayor de edad, con domicilio 

en______________________________________________________________________________

_____________________________, RECHAZO participar en la investigación titulada: “Efecto 

modulador de proteínas de la dieta y de ácidos grasos insaturados sobre las características de la 

saliva y de la biopelícula dental, relacionadas con caries dental” y NO AUTORIZO al señor Dr. 

Rodrigo Giacaman Sarah investigador responsable del proyecto, y/o a quienes éste designe como sus 

colaboradores directos y cuya identidad consta al pie del presente documento, para realizar el(los) 

procedimiento(s) requerido(s) por el proyecto de investigación descrito. 

 

 

 

Fecha: ___ de _______________ 20___         Hora: ___: ___     

 

 

 

Firma de la persona que consiente: ____________________________________________ 

 

 

Investigador/a responsable: _________________________________________________ 

     Nombre    Firma 

 

Co-investigador/a 1 : _____________________________________________________ 

     Nombre    Firma 

 

Co-investigador/a 2 : _____________________________________________________ 

     Nombre    Firma 
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REVOCACIÓN 

 

Mediante la presente revoco lo anteriormente firmado, para lo cual firmo este nuevo documento 

libre y voluntariamente, recibiendo en el acto copia de este documento ya firmado. 

 

Yo, ____________________________________________________________________, Cédula de 

Identidad o Pasaporte N° ______________________________ de nacionalidad 

______________________________________________, mayor de edad, con domicilio 

en______________________________________________________________________________

____________________________, REVOCO lo anteriormente firmado. 

 

 

 

Fecha: ___ de _______________ 20___         Hora: ___: ___     

 

 

 

Firma de la persona que consiente: ____________________________________________ 

 

 

Investigador/a responsable: _________________________________________________ 

     Nombre    Firma 

 

Co-investigador/a 1 : _____________________________________________________ 

     Nombre    Firma 

 

Co-investigador/a 2 : _____________________________________________________ 

     Nombre    Firma 
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Anexo Nº2: Protocolo de toma de muestra de flujo salival no estimulado 

 

Protocolo Toma de Muestra Flujo Salival 

NO ESTIMULADO 

 

INDICACIONES GENERALES AL PACIENTE 

1. Las 72 horas previas al día de recolección se debe seguir una alimentación en base a dieta 

mediterránea. 

2. Durante estas 72 horas debe efectuar el cepillado con la pasta dental provista por el equipo 

investigador.  

3. La toma de muestra de saliva debe ser con un ayuno de al menos 8 horas  

4. No haber comido al menos 1 hora antes de cada recolección, de ser necesario, solo haber 

bebido agua, no más de 200 cc (1 taza). 

5. Día de recolección de saliva: El cepillado de dientes debe haber sido realizado luego de la 

última comida realizada la noche anterior. En la mañana puede cepillarse 1 hora antes de la 

recolección sin pasta dental.  

6. Cada voluntario debe cepillarse 1 hora previo a cada una de las tomas de muestras de saliva 

del día sin la utilización de pasta dental.  

7. No consumir alcohol ni fumar al menos 48 horas previas al día de recolección. 

8. Durante el estudio se recomienda tomar al menos 2 litros de agua al día.  

9. Los días de recolección de saliva se debe seguir las dietas estrictas (Minutas anexadas). 

10. Los horarios de la recolección serán en 6 tiempos distintos (7AM/ 11AM/ 15PM/ 19PM/ 

23PM/ 3AM)  

11. Se debe disponer de al menos 45 minutos para realizar la recolección de saliva. El tiempo 

puede variar según su flujo salival (aumentar o disminuir). 

12. Se debe lograr como mínimo 25 mL de saliva SIN considerar la espuma generada. 

Nota: las instrucciones deben ser dadas al paciente de forma clara y precisa, verificando que las haya 

entendido correctamente. 

▪ Materiales a utilizar 

✓ Cronómetro (puede utilizar el cronómetro de su celular).  

✓ Tubos de polipropileno tipo Falcon de 50 mL graduados limpios, los cuales deben ir 

marcados con la codificación asignada a cada voluntario. 

✓ Bolsa plástica con cierre hermético (tipo Ziploc).  

✓ Kit Colorimétrico para medición de pH. 

✓ Alimentos necesarios para dieta mediterránea. 

✓ Tabla de registro. 

✓ Pasta Dental de 1100-1500 ppm de flúor. 
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▪ Recolección de flujo salival No estimulado 

 
▪ Posterior a la entrega de los tubos para la recolección de saliva, los participantes deberán 

mantenerlos refrigerados (no congelados) y sacarlos a medida que se vayan utilizando ya 

que contendrán inhibidor de proteasas.  

▪ Antes de comenzar el voluntario debe estar tranquilo y relajado, sentado con su espalda 

recta con la cabeza ligeramente inclinada hacia adelante para que pueda ser recolectada 

la saliva de forma pasiva. 

▪ Durante la recolección, el voluntario debe mantener los ojos abiertos. 

▪ El tiempo de recolección será de 45 minutos aproximadamente.  El volumen de saliva 

a recolectar debe ser de al menos 25 mL, cantidad marcada en los tubos de recolección, 

si no alcanza los 25 mL, debe continuar hasta lograr el volumen necesario. 

▪ Durante la recolección, TODA la saliva producida en los 45 minutos se debe depositar 

en el tubo de manera PASIVA, directamente poniendo labios en contacto con la boca del 

tubo. NO debe ingerir su propia saliva.  

▪ NO DEBE hablar, ni realizar movimientos mandibulares durante la recolección, 

para no estimular las glándulas salivales.  

▪ Al momento de verificar el volumen de saliva se debe excluir la espuma formada. 

▪ Una vez completado la cantidad de mL solicitados (25 mL), se debe introducir una tira 

reactiva colorimétrica dentro del tubo, sumergiendo todos los recuadros de colores, 

dejando un extremo libre para sostener la tira de forma adecuada, por 5 segundos. 

Luego debe retirar la tira y esperar 10 segundos para determinar el valor del pH. Esto 

último se lleva a cabo comparando el coloreado de la tira con el patrón de colores 

incluido en el kit. 

▪ Registrar pH de la muestra y tiempo de recolección en la tabla de registros. 

▪ El voluntario debe almacenar INMEDIATAMENTE el tubo en el freezer (área de 

congelación, a -20°C) dentro de bolsa plástica de cierre hermético. 

▪ Al día siguiente de la recolección de saliva, una persona perteneciente al equipo de 

trabajo retirará los tubos para trasladarlos dentro de una unidad refrigerante al laboratorio 

para su posterior análisis.  
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Anexo N°3:  Protocolo de dieta 

 

1. Evaluación del estado nutricional 

2. Según estado nutricional, realizar cálculo de requerimientos de macro y 

micronutrientes según grupo etario, con formula Mifflin St Jeor de Gasto Energético 

en Reposo (GER) modificada con factor de actividad física, del método 

FAO/OMS/UNU 

 

GER Hombre: 10 (Peso) + 6.25 (Talla) – 5 (Edad) + 5 

GER Mujer: 10 (Peso) + 6.25 (Talla) – 5 (Edad) – 161 

 

 
 

3. Distribución de la molécula calórica según recomendaciones OMS 

 

 

  Con valor calórico total  

Macronutriente Recomendación  

Proteína 0,8-1 g/kg peso/día 

Lípidos Menor al 30% 

Carbohidratos  Por diferencia 

Micronutrientes  Según recomendaciones grupo etario 

 

 

Distribución de la Molécula Calórica 

Tiempo de comida Distribución de la molécula calórica 

Desayuno 20-25% 

Almuerzo 25-30 % 

Once  15 – 20% 

Cena  20 – 25% 

Colación (según habito) 5-10 % 

 

4. Aplicar Encuesta recordatorio 24 horas ER24H 

5. Según hábitos alimentarios, tiempos de comida, actividad física y requerimientos 

nutricionales, se prescribirá una dieta normo calórica adecuada para el grupo etario 

al que pertenece. 

6. Se entregará información referente a la ley de etiquetado nutricional, para 

autorregulación de consumo de alimentos procesados. 
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Propuesta minuta ejemplo 

 

Para un adulto sano con peso promedio 65k, talla promedio 1,71 metros y edad promedio 

26,5 años 

 

Según fórmula Mifflin st Jeor 

 

10* 65+6,25*171-5*26,5+5=  

650+1068.75-132+5=1592 kcal * f. actividad liviana (1,5) = 2390cal  

 

 

Macronutriente Recomendación   % 

Proteína 0,8-1 g/kg peso/día 65 g  10.9% 

Lípidos Menor al 30% 80 g  30% 

Carbohidratos  Por diferencia 353g  59.1% 

Micronutrientes  Según recomendaciones 

grupo etario 

  

 

 

Distribución de la Molécula Calórica 

Tiempo de comida Distribución de la 

molécula calórica 

Calorías  Proteínas  Lípidos  CHO 

Desayuno 25 % 598 16,25 20 88,3 

Almuerzo 25 % 598 16,25 20 88,3 

Once  20 % 382 13 16 70,6 

Cena  20 % 382 13 16 70,6 

Colación (según 

habito) 

5% 120 3,3 4 17,7 

Colación (según 

habito) 

5 % 120 3,3 4 17,7 
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Minuta de dieta para el día de la recolección: 
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Anexo N°4:  Protocolo de dieta 

 

“Protocolo uso de RQflex® para análisis de muestras 

de saliva”  
 

Corresponde a un método analítico, que consta de tiras reactivas Reflectoquant®, en 

combinación con un reflectómetro RQflex® para la medición cuantitativa de diferentes 

sustancias con resultados en minutos, que se basa en la intensidad de la luz reflejada por dos 

almohadillas reactivas presentes en tiras, que cambian la intensidad del color en función de 

la concentración de una sustancia específica. 

Posee una amplia gama de análisis por lo que es usado para mediciones en diversas áreas 

como de agricultura, alimentación y estudios del agua 

A continuación, se encuentra el protocolo para la cuantificación de concentración de calcio 

y fosfato inorgánico en saliva con el sistema analítico Reflectoquant®. 

 

Test de Calcio (5 - 125 mg/L) 

 

1. Descripción del método  

Los iones de calcio forman con purpura de ftaleína un colorante violeta que se determina 

reflectométricamente.  

El intervalo de medida corresponde 5 – 125 mg/L de Calcio. En el kit de medición viene una 

caja con 50 tiras de ensayo y una tira de código de barras. 

 

2. Materiales a utilizar 

 

✓ Elementos de protección personal 

✓ Micropipetas  

✓ Tubos tipo eppendorf 2 mL 

✓ Muestra de saliva (Volumen mínimo 1mL) 

 

3. Preparación de muestra de saliva 

 

a. La muestra de saliva debe ser centrifugada a temperatura ambiente a 3000 rpm por 

20 minutos. Posterior a esto, se debe separar el sobrenadante del precipitado total 

generado, y eliminar este último. La muestra resultante debe ser filtrada con filtros 
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de jeringa de 0,22 um. Una vez filtrada, la solución restante es la que se ocupará para 

el análisis de concentración de calcio.  

b. El valor del pH debe encontrarse en un intervalo de 5-8. Si esta no se encuentra dentro 

del intervalo, esta debe ser ajustada con una solución de hidróxido sódico 1 mol/L o 

con ácido clorhídrico 1 mol/L , de ser necesario  

 

4. Procedimientos 

 

a. Alicuotar en un tubo tipo eppendorf de 2mL, 400 uL de la muestra de saliva filtrada. 

b. Introducir en el equipo el código de barras que viene en el envase del kit de medición 

de calcio, y ajustar el equipo para la medición. 

c. Apretar el botón START e introducir de manera simultánea la tira de ensayo en el 

tubo, de manera de que la muestra cubra ambas almohadillas de reacción por 2 

segundos. 

d. Retirar la tira del tubo, y eliminar cuidadosamente los excesos sobre un papel 

absorbente. 

e. Se debe introducir la tira en el adaptador con las zonas de reacción en dirección a la 

pantalla antes de transcurrir los 15 segundos de reacción. 

f. Después de transcurrido el tiempo de reacción, leer en la pantalla el valor de la 

medición de Calcio en mg/L. 

g. Si el valor de la medición es superior al del intervalo de medida (> 125 mg/L), debe 

repetirse la medición con NUEVAS muestras diluidas hasta obtener un valor inferior. 

El resultado del análisis debe considerarse en función a la dilución:   

 

Resultado del análisis = valor de la medición x factor de dilución 

 

5. Control del procedimiento 

Para la comprobación de las turas de ensayo, del dispositivo de medición y de la manipulación se 

debe preparar una solución patrón con contenido de calcio de 1000 mg/L. Para ello se debe disolver 

3,67 gramos de dihidrato de cloruro de calcio en agua destilada, y aforar hasta 1000 mL. Debe mezclar 

bien la solución. 

Posterior a esto se debe diluir la solución patrón con agua destilada hasta 100 mg/L, 50 mg/L y 10 

mg/L de calcio y analizar la concentración de las soluciones en el equipo como ya se ha descrito. 

 

6. Consideraciones 

 

a. Debe cerrar inmediatamente la caja tras la toma de la tira de ensayo 

b. Limpiar el adaptador de tiras con agua destilada o etanol entre las mediciones para 

no alterar los resultados. 

c. Las tiras de ensayo deben ser almacenadas entre 2 -8°C. 
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Test de fosfato inorgánico (5-120 mg/L) 

7. Descripción del método  

Los iones de fosfato forman con molibdato ácido molibdo- fosfórico que se reduce a un 

colorante azul de fosfo- molibdeno que se determina reflectométricamente.  

El intervalo de medida corresponde 5 – 120 mg/L de fosfato. En el kit de medición viene una 

caja con 50 tiras de ensayo y una tira de código de barras. 

 

8. Materiales a utilizar 

 

✓ Elementos de protección personal 

✓ Micropipetas  

✓ Tubos tipo eppendorf 2 mL 

✓ Muestra de saliva (Volumen mínimo 1mL) 

✓ Reactivo PO4-1 

 

9. Preparación de muestra de saliva 

 

a. La muestra de saliva debe ser centrifugada a temperatura ambiente a 3000 rpm por 

20 minutos. Posterior a esto, se debe separar el sobrenadante del precipitado total 

generado, y eliminar este último. La muestra resultante debe ser filtrada con filtros 

de jeringa de 0,22 um. Una vez filtrada, la solución restante es la que se ocupará para 

el análisis de concentración de calcio.  

b. El valor del pH debe encontrarse en un intervalo de 5-8. Si esta no se encuentra dentro 

del intervalo, esta debe ser ajustada con una solución de hidróxido sódico 1 mol/L o 

con ácido clorhídrico 1 mol/L , de ser necesario  

 

10. Procedimientos 

 

a. Alicuotar en un tubo tipo eppendorf de 2mL, 400 uL de la muestra de saliva filtrada. 

b. Añadir 31 ul de reactivo PO4-1 y agitar hasta obtener una solución homogénea  

c. Introducir en el equipo el código de barras que viene en el envase del kit de medición 

de fosfato, y ajustar el equipo para la medición. 

d. Apretar el botón START e introducir de manera simultánea la tira de ensayo en el 

tubo, de manera de que la muestra cubra ambas almohadillas de reacción por 2 

segundos. 

e. Retirar la tira del tubo, y eliminar cuidadosamente los excesos sobre un papel 

absorbente. 

f. Se debe introducir la tira en el adaptador con las zonas de reacción en dirección a la 

pantalla antes de transcurrir los 90 segundos de reacción. 

g. Después de transcurrido el tiempo de reacción, leer en la pantalla el valor de la 

medición de Calcio en mg/L. 
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h. Si el valor de la medición es superior al del intervalo de medida (> 120 mg/L), debe 

repetirse la medición con NUEVAS muestras diluidas hasta obtener un valor inferior. 

El resultado del análisis debe considerarse en función a la dilución:   

 

Resultado del análisis = valor de la medición x factor de dilución 

 

11. Control del procedimiento 

Para la comprobación de las turas de ensayo, del dispositivo de medición y de la manipulación se 

debe utilizar la solución estándar de fosfato de 1000mg/ml 

Posterior a esto se debe diluir la solución patrón con agua destilada hasta 100 mg/L, 50 mg/L y 10 

mg/L de fosfato y analizar la concentración de las soluciones en el equipo como ya se ha descrito. 

 

12. Consideraciones 

 

a. Debe cerrar inmediatamente la caja tras la toma de la tira de ensayo 

b. Limpiar el adaptador de tiras con agua destilada o etanol entre las mediciones para 

no alterar los resultados. 

c. Las tiras de ensayo deben ser almacenadas entre 2 -8°C. 
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