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Resumen 

 

Desarrollo de un candidato a material de referencia certificado de elementos 

tóxicos en tejido foliar de Cannabis sativa 

Este estudio describe la preparación y caracterización de un material de referencia 

certificado (MRC) para arsénico (As), cadmio (Cd) y plomo (Pb) en tejido foliar de Cannabis 

pulverizado y liofilizado. La caracterización se realizó mediante métodos analíticos que 

fueron validados en términos de su linealidad, selectividad y exactitud. Para la 

cuantificación de Cd y Pb se emplearon las técnicas espectrometría de masas con plasma 

acoplado inductivamente (ICP-MS) y espectrometría de absorción atómica con horno de 

grafito (GF-AAS), mientras que para As se utilizaron ICP-MS y espectrometría de absorción 

atómica con generación de hidruros (HG-AAS). Las variables de preparación del MRC se 

optimizaron para mejorar la homogeneidad del material vegetal. Se seleccionó la 

liofilización como método de secado y un tamaño de partícula inferior a 200 µm. El material 

vegetal fue fortificado con los elementos de interés a niveles de fracción másica cercanos 

a los establecidos en normativas relevantes: 0.344 mg kg-1 para As, 0.335 mg kg-1 para Cd 

y 0.655 mg kg-1 para Pb. La fortificación se realizó con una disolución acuosa con 30 % de 

fracción volumétrica de etanol. La certificación de la fracción másica de los elementos en 

el MRC se logró con incertidumbres estándar relativas entre 4.2 % y 5.9 % integrando 

fuentes de incertidumbre de la medición de la propiedad, la (in)homogeneidad del lote y la 

(in)estabilidad. El MRC INM-040-1 constituye una nueva herramienta metrológica al 

servicio de la cadena de valor del sector Cannabis para el aseguramiento de la validez de 

los resultados de laboratorio y el cumplimiento de los estándares internacionales de 

inocuidad. 

Palabras clave: Material de referencia certificado, Cannabis medicinal, Validación de 

métodos, Elementos tóxicos, herramientas metrológicas.  



 

 

 

 

 

 

 

Abstract 

 

Development of a Certified Reference Material Candidate for Toxic Elements in 

Cannabis sativa Leaf Tissue. 

 

This study describes the preparation and characterization of a certified reference material 

(CRM) for arsenic (As), cadmium (Cd), and lead (Pb) in pulverized and freeze-dried 

Cannabis leaf tissue. Characterization was performed using analytical methods validated 

in terms of their linearity, selectivity, and accuracy. For the quantification of Cd and Pb, 

inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and graphite furnace atomic 

absorption spectrometry (GF-AAS) were used, while As was quantified using ICP-MS and 

hydride generation atomic absorption spectrometry (HG-AAS). The CRM preparation 

variables were optimized to enhance the homogeneity of the plant material. Freeze-drying 

was selected as the drying method, and a particle size below 200 µm was established. The 

plant material was spiked with the target elements at mass fraction levels close to those 

based on relevant regulations: 0.344 mg kg⁻¹ for As, 0.335 mg kg⁻¹ for Cd, and 0.655 mg 

kg⁻¹ for Pb. Spiking was carried out using an aqueous solution containing 30% (v/v) ethanol. 

Certification of the mass fraction of the elements in the CRM was achieved with relative 

standard uncertainties ranging from 4.2% to 5.9%, incorporating uncertainty sources from 

property measurement, batch (in)homogeneity, and (in)stability. The CRM INM-040-1 

constitutes a new metrological tool serving the Cannabis sector value chain, supporting the 

assurance of laboratory result validity and compliance with international safety standards. 

 

Keywords: Certified reference material, medicinal Cannabis, method validation, toxic 

elements, metrological tools.  
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Introducción 

La planta de Cannabis se ha consolidado como una materia prima clave en diversas 

aplicaciones medicinales e industriales, impulsada por la interacción dinámica entre el 

progreso científico, los cambios culturales, el desarrollo económico y la evolución 

normativa [1,2]. Este reconocimiento a catalizado el crecimiento de una industria que 

contribuye con soluciones innovadoras en el ámbito de la salud. 

El creciente interés en el uso medicinal del Cannabis ha motivado a agencias reguladoras 

y organizaciones internacionales a establecer directrices que definen parámetros de 

calidad para la planta y sus derivados [3,4,5]. Estos parámetros se centran en el contenido 

de cannabinoides y terpenos, responsables de las propiedades terapéuticas, y en la 

ausencia de contaminantes que puedan representar riesgos para la salud humana, como 

micotoxinas, microorganismos patógenos, residuos de plaguicidas y elementos tóxicos [5]. 

No obstante, aunque se han desarrollado numerosas investigaciones centradas en la 

caracterización de cannabinoides y terpenos [10,11,12], el estudio de los contaminantes 

ha recibido menos atención, a pesar de su relevancia para la seguridad del consumidor. 

Este escenario representa un motivo de especial atención dado que la planta de Cannabis 

posee una notable capacidad para tolerar y acumular elementos tóxicos como cadmio, 

cromo, níquel y plomo en sus tejidos [9]. Si bien esta propiedad es aprovechada en 

aplicaciones como la fitorremediación, también implica que dichos elementos pueden 

incorporarse en concentraciones significativas en la planta, persistiendo en los productos 

finales destinados al consumo humano y constituyendo un riesgo potencial para la salud 

pública [9]. 

Lo anterior resalta la importancia de fortalecer las capacidades de los laboratorios que 

realizan mediciones de elementos tóxicos en la cadena productiva del Cannabis. Este 

fortalecimiento puede lograrse mediante la generación e implementación de herramientas 

metrológicas que garanticen resultados confiables. Contar con mediciones confiables no 
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solo contribuye a la protección de la salud pública, sino que también es un requisito clave 

para cumplir con los estándares internacionales de calidad, facilitando así el acceso al 

comercio exterior. 

En este contexto, los Institutos Nacionales de Metrología (INM) en todo el mundo 

desarrollan herramientas y estrategias para respaldar la calidad de las mediciones con el 

fin de mejorar el bienestar de la población, promover la protección del medioambiente y 

superar posibles barreras comerciales [11]. Una herramienta metrológica esencial en 

química y biología son los materiales de referencia certificado (MRC). Un MRC es un 

material suficientemente homogéneo y estable en relación con propiedades específicas, 

las cuales han sido determinadas mediante procedimientos válidos [12]. Dado que la 

industria del Cannabis medicinal aún se encuentra en una etapa temprana de desarrollo, 

hasta la fecha se han desarrollado pocos MRC para esta matriz. Entre ellos, se destaca el 

MRC HEMP-1, desarrollado por el Consejo Nacional de Investigación de Canadá (NRC), 

destinado al desarrollo y validación de métodos, así como al control de calidad en el 

análisis de cannabinoides en Cannabis y cáñamo [13]. Asimismo, el Instituto Nacional de 

Tecnología Industrial (INTI) de Argentina ha desarrollado MRC para la medición de 

cannabinoides en material vegetal de cannabis, incluyendo el cannabidiol (CBD) y el ácido 

tetrahidrocannabinólico (THCA). En la misma línea, el Instituto Nacional de Estándares y 

Tecnología (NIST) de los Estados Unidos desarrollo el Material de Referencia SRM® 8210, 

que proporciona valores no certificados para cannabinoides y elementos tóxicos en 

cáñamo seco y molido, siendo este último MRC el único que incluye en su alcance 

elementos tóxicos.  

En Colombia, el Instituto Nacional de Metrología (INM) ha fortalecido su participación en el 

soporte de la calidad de las mediciones en la cadena de valor del Cannabis, ya que esta 

planta podría convertirse en un nuevo producto de exportación que contribuya a la 

diversificación del mercado colombiano [14].  En este contexto, el objetivo general que nos 

trazamos para desarrollar esta tesis de maestría fue “Brindar soporte metrológico a los 

laboratorios vinculados a la cadena productiva del Cannabis medicinal en Colombia 

mediante la producción de un candidato a material de referencia certificado para elementos 

tóxicos en tejido foliar de Cannabis sativa”. 

La producción del MRC INM-040-1, (código del MRC de elementos tóxicos en tejido foliar 

de Cannabis) está concebida como una herramienta metrológica para el desarrollo y 
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validación de métodos analíticos, así como para el control de calidad en la medición de 

elementos tóxicos en cáñamo y Cannabis. Este MRC abarca los elementos: arsénico, 

cadmio y plomo en tejido foliar de Cannabis. El MRC se caracterizó por medio de la 

medición de la fracción másica de los elementos de interés, se hicieron los estudios de 

homogeneidad y estabilidad, y se realizó la asignación de valor con trazabilidad al Sistema 

Internacional de Unidades, conforme a los requisitos establecidos por la norma 

ISO 17034 [15]. Se empleó la combinación de dos métodos independientes de exactitud 

demostrable para la determinación de la fracción másica de los elementos. El cadmio y el 

plomo fueron determinados mediante espectrometría de masas con plasma acoplado 

inductivamente (ICP-MS) y espectrometría de absorción atómica con horno de grafito 

(GFAAS). En el caso del arsénico, se emplearon tanto ICP-MS como espectrometría de 

absorción atómica con generación de hidruros (HG-AAS. La homogeneidad del MRC y su 

estabilidad se determinaron bajo condiciones simuladas de transporte y almacenamiento, 

utilizando ICP-MS y diseños experimentales aceptados en la caracterización de MRCs [16].  

 

 





 

 
 

1 Desarrollo y validación de métodos 
analíticos 

El desarrollo y la validación de métodos analíticos son esenciales para asegurar la validez 

de los resultados obtenidos en este estudio, así como en cualquier otro que busque 

interpretar sus resultados mediante una medición química.  Utilizar métodos validados es 

un requisito obligatorio para laboratorios de ensayo y calibración (ISO 17025:2017 [17]), 

así como para productores de materiales de referencia (ISO 17034:2016[15]). En este 

estudio se desarrollaron métodos analíticos para determinar la fracción másica de 

arsénico, (As) cadmio (Cd) y plomo (Pb) en matrices vegetales, con el objetivo de 

cuantificar estos elementos en el Material de referencia certificado (MRC) de hojas de 

Cannabis. Para cada elemento, se desarrollaron y validaron dos métodos analíticos con 

técnicas instrumentales independientes, en cumplimiento de la guía ISO 35 [16], que 

establece la necesidad de emplear al menos dos métodos de medición de suficiente 

exactitud para determinar la fracción másica de cada elemento. Las técnicas 

instrumentales implementadas en este estudio incluyen la espectrometría de masas 

acoplada inductivamente (ICP-MS, por sus siglas en inglés), espectrometría de absorción 

atómica con horno de grafito (GF-AAS, por sus siglas en inglés), también conocida como 

espectrometría de absorción atómica electrotérmica y espectrometría de absorción 

atómica por generador de hidruros (HG-AAS, por sus siglas en inglés). Desde este punto 

en adelante, se emplean las siglas en inglés para hacer referencia a estas técnicas 

analíticas, esta decisión busca asegura uniformidad con la literatura internacional y facilitar 

la comprensión global del texto. 

Este capítulo aborda el primer objetivo específico de la presente tesis de maestría: 

”Desarrollar y validar los parámetros de desempeño de los métodos analíticos para la 

medición de elementos tóxicos mediante espectrometría electrotérmica (GFAAS) y plasma 
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acoplado inductivamente con detección de masas (ICP-MS) en tejido foliar de Cannabis 

sativa”. 

Inicialmente se presenta el marco conceptual, proporcionando conceptos básicos para 

comprender la metodología y resultados. A continuación, se describen los materiales y 

métodos utilizados. Posteriormente se presentan los resultados y la discusión, y 

finalmente, se presentan las conclusiones derivadas de los resultados. 

1.1 Marco Conceptual  

1.1.1 Desarrollo y validación de métodos analíticos  
 

En el análisis químico el desarrollo del método analítico es un paso previo a su validación. 

Este proceso abarca la evaluación de las condiciones instrumentales, el procedimiento de 

preparación de muestras y otros factores que pueden influir en el desempeño del método 

analítico. Es esencial definir los analitos objetivo, conocer sus propiedades fisicoquímicas 

y su relación con el principio de medición, así como las características generales de la 

matriz. 

Una vez establecido el método, su validación permite confirmar que cumple con los 

requisitos analíticos necesarios para su aplicación. La red de organizaciones EURACHEM 

define la validación como el proceso de establecer un requisito analítico y verificar que el 

método evaluado posee las capacidades necesarias para cumplirlo [18]. Esto implica 

evaluar su desempeño mediante experimentos planeados, documentando los resultados 

como evidencia objetiva, asegurando su idoneidad para el uso previsto. Los principales 

conceptos involucrados en la validación de métodos analíticos son los siguientes:  

• Uso previsto: hace referencia al alcance de aplicación del método, considerando el 

mesurando en el rango de la concentración definida. Donde el mesurando tiene en 

cuenta a los analitos específicos en las matrices determinadas [12].  

• Requisito: se refiere al desempeño exigido del método dentro de su alcance de 

aplicación, lo cual se demuestra a través de los procesos de validación o verificación. 
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• Evidencia objetiva: comprende los datos obtenidos en la validación, que permiten 

demostrar si el método cumple con los requisitos establecidos para su uso previsto. 

Estos tres conceptos están interrelacionados y forman la base conceptual para la 

validación de un método analítico.  

1.1.2 Parámetros de desempeño del método analítico. 

Entre los parámetros de desempeño se incluyen la selectividad, la precisión, el sesgo, el 

límite de detección, el límite de cuantificación, el intervalo lineal y la robustez. Aunque la 

incertidumbre de medición no es una característica de desempeño de un procedimiento de 

medición en particular, sino una propiedad de los resultados obtenidos con dicho 

procedimiento, constituye un componente esencial de cada resultado de medición, ya que 

refleja los efectos de las características de desempeño. A continuación, se presentan los 

conceptos de cada uno de los parámetros relevantes para este estudio. 

• Alcance del método analítico 

 Es la descripción del método que permite identificar los analitos a los que aplica, la matriz 

en la que se evalúan, la técnica instrumental utilizada para la cuantificación, y las 

fracciones másicas en matriz en las que fue evaluado.  

• Selectividad   

Es la capacidad de un método para responder únicamente a los analitos de interés en 

presencia de otros componentes que se espera que estén presentes en las muestras 

[18],[19]. Un aspecto importante de la selectividad que debe considerarse es la posibilidad 

de que un analito exista en más de una forma dentro de la muestra, por ejemplo: libre o en 

asociación con otras especies, inorgánico u organometálico, o en diferentes estados de 

oxidación [18]. Por ello, la definición del mesurando es fundamental para evitar 

confusiones, ya que no es equivalente definir como mesurando el arsénico total en una 

matriz de arroz que definirlo como arsénico inorgánico en la misma matriz.  

• Precisión en condiciones de repetibilidad 
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 Es el grado de concordancia entre resultados de mediciones sucesivas de un mismo 

mensurando, realizadas bajo las mismas condiciones de medición que incluyen mismo 

método de medición, operador, equipo, lugar y las mediciones deben ser realizadas en un 

intervalo corto de tiempo. Las muestras evaluadas deben ser representativas de las 

muestras de ensayo en términos de matriz y concentración del analito, no es necesario 

que sean MRC (Materiales de Referencia Certificados). Las réplicas deben ser 

independientes, es decir, se debe realizar todo el proceso de medición para cada 

submuestra, incluidos los pasos de preparación de la muestra [18]. 

• Veracidad 

La veracidad es un parámetro que describe qué tan cerca está la media de un conjunto 

infinito de mediciones del valor de referencia. Dado que en la práctica no es posible obtener 

un número infinito de mediciones, la veracidad se evalúa a través del sesgo, que 

representa la diferencia sistemática entre la media de los resultados obtenidos con el 

método en estudio y un valor de referencia aceptado. Para determinar el sesgo se pueden 

emplear diferentes estrategias, como el análisis de materiales de referencia, experimentos 

de recuperación con muestras fortificadas, o la comparación con otro método de referencia. 

Cualquiera de estos enfoques permite evaluar la veracidad del método en diferentes 

condiciones [18]. 

• Exactitud  

La exactitud se define como la proximidad de concordancia entre un resultado de ensayo 

y el valor de referencia del mensurando [20]. De acuerdo con la norma ISO 3534 [21], la 

exactitud no es un parámetro cuantitativo por sí mismo, sino que resulta de la combinación 

de dos componentes: la veracidad, (afectada principalmente por errores sistemáticos), y la 

precisión, (relacionada con los errores aleatorios). Como se ilustra en la Figura 1-1, la 

evaluación conjunta de veracidad y precisión permite interpretar la exactitud de un método 

de medición, ya que esta refleja tanto la ausencia de sesgo como la consistencia entre 

resultados [19]. Cuanto mayor sea la precisión y la veracidad de los resultados mayor será 

su exactitud. 
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Figura 1-1 Esquema de los conceptos de Precisión, veracidad y su relación con la 

exactitud. las x hacen referencia a mediciones independientes. Adaptado [22]. 

 

• Incertidumbre de medición 

Parámetro que cuantifica la dispersión de los valores atribuidos a un mensurando, 

considerando las fuentes de variabilidad y el conocimiento disponible sobre el proceso de 

medición [12]. Las incertidumbres asociadas a cada fuente se combinan siguiendo 

procedimientos bien establecidos [18]. como la ley de propagación de errores de Gauss, 

que permite estimar la incertidumbre total a partir de las contribuciones individuales [12]. 

1.1.3 Métodos de calibración analítica  

La calibración es un proceso indispensable en los procedimientos químicos destinados a 

cuantificar la fracción másica de uno o más analitos en una matriz. Esto se debe a que los 

instrumentos de análisis químico generan señales cuya relación con la fracción másica del 

analito puede modelarse matemáticamente. Cuanto más adecuado sea el modelo, mayor 

será la exactitud del resultado [23]. Desde una perspectiva práctica, el proceso de 

calibración se compone de cuatro fases: la fase de preparación, que implica la elaboración 

de la muestra y los estándares de calibración; la fase de medición, en la que se registran 
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las intensidades de señal tanto de la muestra como de los estándares; la fase de modelado, 

donde se establece la función de calibración y por último la fase de obtención del resultado 

analítico a partir del modelo establecido [24]. A continuación, se describen los métodos de 

calibración empleados en este estudio, los cuales fueron seleccionados para garantizar 

mediciones confiables. 

En química analítica la estrategia de calibración más común es la calibración por patrón 

externo, en la que se mide la respuesta instrumental que generan disoluciones estándar 

con cantidades conocidas del analito, para elaborar una curva de calibración que 

posteriormente se usa para interpolar la señal que produce una muestra, con el fin de 

estimar la cantidad de analito que contiene. Esta estrategia de calibración no compensa 

los efectos que la matriz de la muestra pueda ejercer sobre el proceso de cuantificación. 

Por esta razón, cuando se presenta efecto matriz y la veracidad del análisis químico es un 

requisito crítico, la calibración por patrón externo se considera una herramienta 

exploratoria, especialmente útil en etapas preliminares del análisis o cuando se requiere 

una estimación general del contenido del analito en la matriz.  

Figura 1-2 Esquema de calibración analítica a) Calibración externa y b) Calibración por 

adición patrón. 
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Ante la presencia de efecto matriz causado por interferencias de naturaleza multiplicativa 

(también conocidas como interferencias rotacionales), la calibración por adición estándar 

representa una alternativa adecuada. Esta técnica consiste en adicionar cantidades 

crecientes de una disolución estándar del analito directamente a la muestra, construyendo 

una curva de calibración en la propia matriz de la muestra, manteniendo constantes las 

concentraciones de los demás componentes de la matriz. La extrapolación de la curva al 

punto de señal cero permite estimar la fracción másica del analito en la muestra original, 

[23] como se muestra en la Figura 1-2.  

En los casos en que se ha confirmado la ausencia de efecto matriz y se conoce 

previamente la fracción másica aproximada del analito, una alternativa de mayor veracidad 

es la calibración por bracketing, que es esencialmente un método de calibración de dos 

puntos. Esta estrategia consiste en emplear dos estándares con fracciones másicas 

conocidas, seleccionados de manera que delimiten un intervalo que abarque la fracción 

másica esperada del analito en la muestra. La medición de la señal analítica de ambos 

puntos permite interpolar con precisión la fracción másica del analito, con la ventaja 

adicional de controlar la deriva instrumental durante el análisis [9]. 

1.1.4 Técnica instrumental: Espectroscopía de absorción atómica 

(AAS) 

La espectroscopía de absorción atómica es una técnica de análisis elemental que se 

desarrolla en dos etapas principales. La primera es la atomización, en la cual los átomos 

presentes en la muestra se transforman en átomos gaseosos en estado basal a través de 

tres fases: secado, vaporización y atomización. En la segunda etapa, correspondiente a la 

absorción de radiación UV-Vis, un haz de luz con una longitud de onda específica incide 

sobre los átomos en fase gaseosa, provocando la excitación de sus electrones y su 

transición a estados de mayor energía. Existen tres sistemas de atomización bien 

establecidos en espectroscopía de absorción atómica: atomización con llama (FAAS), 

atomización electrotérmica (GF-AAS) y atomización con generación de hidruros (HG-AAS). 

La técnica FAAS es la más utilizada debido a su bajo costo y versatilidad. 

 A continuación, se describen las modalidades empleadas en este proyecto de 

investigación: horno de grafito (atomización electrotérmica) y generación de hidruros. 
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• Espectroscopía de absorción atómica con horno de grafito (FG-AAS) 

La espectroscopía de absorción atómica con horno de grafito, también conocida como 

espectroscopía de absorción atómica electrotérmica, se basa en la atomización de los 

elementos mediante el paso de corriente eléctrica que provoca un aumento de temperatura 

en el interior del horno, generalmente fabricado con materiales conductores como el 

carbono o el tungsteno. En este proceso, las muestras se calientan por medio de 

mecanismos conductivos, convectivos y radiactivos [25]. 

En el proceso de análisis de la muestra, el calentamiento del atomizador es regulado por 

una unidad de control que permite programar una secuencia de etapas de temperatura y 

los intervalos de tiempo correspondientes. Este programa de temperatura define el 

tratamiento térmico de la muestra analítica antes, durante y después de la 

atomización [25]. El programa de temperatura consiste en rampas de calentamiento:   una 

etapa de evaporación del disolvente (a aproximadamente 110 °C), una etapa de 

incineración o pirólisis para eliminar los materiales orgánicos volátiles (entre 450 y 900 °C) 

y una etapa de atomización (a temperaturas entre 1200 y 2400 °C) [26]. La Figura 1-3 

presenta un esquema detallado de estas etapas dentro del programa de temperatura. 

Figura 1-3 Etapas del programa de temperatura para FG-AAS 

 

Para mejorar el efecto de la matriz se utilizan modificadores de matriz que actúan como 

agentes estabilizadores, reducen las interferencias espectrales mejorando la estabilidad 
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de elementos volátiles permitiendo el uso de temperaturas de calcinación más elevadas y 

son agregados a la muestra antes del análisis, [27] comúnmente utilizados en analitos 

volátiles como cadmio, plomo y zinc.[28]. 

▪ Espectroscopia de absorción atómica con generador de hidruros (HG-AAS) y 

vapor frio (CV-AAS). 

La espectroscopía de absorción atómica con generador de hidruros  

(HG-AAS) se utiliza para la determinación de elementos capaces de formar hidruros 

covalentes gaseosos (As, Bi, Ge, In, Pb, Sb, Se, Sn y Te). Estos hidruros gaseosos se 

pueden romper homolíticamente elevando la temperatura para producir elementos 

gaseosos que pueden absorber la radiación característica que permite su cuantificación. 

[29]. Esta técnica analítica emplea un sistema de inyección de flujo que es un conjunto de 

válvula y bombas peristálticas para inyectar pequeñas porciones de muestra en un flujo de 

disolución portadora (Carrier) que facilita la reacción de reducción, la formación del hidruro 

y el transporte de los iones gaseosos hacia la celda de atomización.  

En la Figura 1-4 se describe este proceso, donde los elementos presentes en la muestra 

son transportados en una disolución ácida reaccionan con un agente reductor, 

generalmente borohidruro de sodio, generando gases de hidruros que son transportados 

a un atomizador mediante un gas portador inerte, como argón o helio. Estos hidruros 

gaseosos se dirigen a la celda de atomización para ser detectados por AAS. Este método 

mejora significativamente los límites de detección, logrando una mejora de hasta 100 veces 

en comparación con la nebulización convencional de muestras líquidas. Además, elimina 

interferencias espectrales y químicas, ya que solo se introducen los hidruros volátiles en 

la celda para la atomización. Sin embargo, presenta algunas limitaciones, tales como la 

necesidad de un control preciso de las condiciones de reacción [30]. 
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Figura 1-4 Esquema del sistema de inyección de flujo para la generación automatizada de 

hidruros y atomización con manta de calentamiento acoplado a un sistema de 

espectrometría de absorción atómica. Adaptado de [31]. 

 

▪ Fuentes de radiación AAS 

Las fuentes de excitación tienen un papel fundamental en la generación de radiación 

monocromática adecuada para la absorción por los átomos en fase gaseosa. Las líneas 

de absorción atómica son estrechas de aproximadamente 0.002 nm y las energías de 

transición electrónica son específicas de cada elemento. Las lámparas de cátodo hueco 

(HCL) y las lámparas de descarga sin electrodos (EDL) son las fuentes más comúnmente 

empleadas en AAS, ya que proporcionan longitudes de onda definidas con alta intensidad 

y estabilidad. Como alternativa, se pueden emplear lámparas de fuente continua [26].  

La ventaja principal de las lámparas de descarga sin electrodos (EDL) sobre las lámparas 

de cátodo hueco (HCL) radica en su mayor intensidad de emisión, lo que proporciona una 

sensibilidad analítica superior especialmente útil en algunos elementos que emiten líneas 

débiles en HCL como arsénico, selenio, cadmio, mercurio, antimonio, talio, plomo y 

estaño [32].  
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1.1.5 Técnica instrumental: Espectrometría de masas plasma 

acoplado inductivamente (ICP-MS) 

La espectrometría de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP- MS, por sus siglas 

en inglés) es una técnica analítica que permite determinar elementos en niveles de trazas 

y ultra trazas en todo tipo de matrices, tiene capacidad de análisis multi-elemental, rango 

dinámico lineal amplio y capacidad para discriminar entre isótopos [33]. La Figura 1-5 

muestra un esquema general de un sistema ICP-MS, donde se ilustran sus principales 

componentes desde la introducción de la muestra hasta la detección de los iones. 

Figura 1-5 Esquema general de un espectrómetro de masas con cuadrupolo como 

analizador de masas acoplado inductivamente. Adaptado de [34]. 

 

 

 

 

 

 

 

El sistema de introducción de muestra es usualmente en forma líquida y consta de dos 

etapas: la generación de aerosol mediante un nebulizador y la selección de gotas a través 

de una cámara de pulverización. La muestra es introducida mediante bombas peristálticas, 

aunque algunos nebulizadores neumáticos, como los de diseño concéntrico, no requieren 

bomba. Estos nebulizadores aprovechan el efecto "Venturi" del gas nebulizador, el cual, 

mediante presión negativa, succiona la muestra. El nebulizador convierte la muestra en un 

aerosol fino. Una vez generado el aerosol, este es dirigido hacia un tubo central que recorre 

toda la longitud de la cámara de pulverización. Las gotas grandes (mayores de 

aproximadamente 10 µm de diámetro) caen por gravedad y se expulsan a través del tubo 
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de drenaje ubicado al final de la cámara. Las gotas finas (menos de 10 µm de diámetro) 

pasan entre la pared exterior y el tubo central, emergiendo finalmente de la cámara de 

pulverización y siendo transportadas hacia el inyector de muestra de la antorcha del 

plasma [35]. 

El plasma se genera mediante campos magnéticos de radiofrecuencia (RF) inducidos por 

una bobina alrededor de una antorcha de cuarzo por la que fluye argón. Se utiliza una 

chispa de alta tensión que ioniza el argón, los cuales colisionan con los átomos del gas, 

causando finalmente ionización y encendido del plasma. El movimiento de electrones y de 

iones, continuamente inducido por el campo magnético oscilante, provoca colisiones con 

átomos de argón, es decir, calentamiento óhmico del gas, lo que resulta en temperaturas 

de hasta 10 000 K, que permite la ionización eficiente de los elementos presentes en la 

muestra [33]. Los iones generados en el plasma atraviesan la región de interfaz, la primera 

etapa en su transporte hacia el analizador de masas. Esta interfaz está compuesta por 

conos metálicos, generalmente de níquel, denominados cono de muestreo y Skimmer, y 

opera a una presión de 1-2 Torr, Posteriormente, los iones son guiados a través de un 

sistema de enfoque iónico, que opera a una presión de 0.13 Pa y filtra los iones 

provenientes de la interfaz, eliminando fotones, partículas y especies neutras. Una vez 

obtenido el haz de iones, que contiene tanto los analitos como los iones de la matriz, este 

abandona el sistema de enfoque iónico y entra en el corazón del espectrómetro de masas, 

una región que opera en una atmosfera de vacío de aproximadamente 1.3 10⁻4 Pa. El 

espectrómetro de masas puede utilizar analizadores como cuadrupolo, sector magnético 

o un analizador de tiempo de vuelo (TOF), entre otros. Aunque su funcionamiento varía, 

todos cumplen el mismo propósito: seleccionar los iones del analito con una relación masa-

carga específica y eliminar los iones de la matriz y otras interferencias. Finalmente, tras 

este proceso altamente eficiente de separación, los iones se convierten en señal eléctrica 

mediante un detector de iones y es procesada mediante un sistema de manejo de 

datos [36].   

▪ Interferencias en ICP-MS  

En el análisis mediante ICP-MS, las interferencias se clasifican en dos tipos: 

espectroscópicas y no espectroscópicas. Las primeras están asociadas con el principio de 

medición e incluyen las interferencias isobáricas y poliatómicas. Las interferencias no 
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espectroscópicas, en cambio, se relacionan con los efectos de la matriz y las posibles 

desviaciones externas del instrumento. Las interferencias isobáricas ocurren cuando 

diferentes iones presentan la misma relación m/z, su impacto depende de la abundancia 

isotópica de cada uno de los iones. Por otro lado, las interferencias poliatómicas se forman 

por la combinación de dos o más átomos que pueden provenir del gas del plasma, del gas 

atmosférico o los disolventes y/o ácidos utilizados en la preparación de la muestra, 

formando especies que contienen carbono, hidrogeno, nitrógeno, oxígeno y argón [37]. 

Otra fuente de interferencias poliatómicas son los óxidos refractarios, que resultan de una 

disociación incompleta o recombinación en las regiones más frías del plasma, 

particularmente en la capa límite alrededor del cono de muestreo [38]. Por último, las 

interferencias por iones doblemente cargados ocurren cuando el segundo potencial de 

ionización de un elemento es menor que el primer potencial de ionización del argón. Esto 

sucede con elementos como calcio, bario, estroncio y en los lantánidos, como el gadolinio 

y el samario [39]. 

La formación de interferencias poliatómicas en el plasma se evalúa rutinariamente 

mediante la relación CeO⁺/Ce⁺ (m/z 156/140) que se mide en una disolución de ajuste que 

contiene este y otros elementos. El óxido de cerio se considera representativo de otras 

interferencias relacionadas con las interferencias poliatómicas. Para la evaluación de 

cargas dobles, se emplean las relaciones Ce²⁺/Ce⁺ (m/z 70/140) y Ba²⁺/Ba⁺ (m/z 68.5/137). 

En ambos casos, un valor inferior al 3 % se considera aceptable. 

En la práctica, el flujo de gas de nebulización se utiliza para controlar estas interferencias. 

No obstante, existe una relación inversa entre la formación de óxidos y la de iones 

doblemente cargados. A medida que aumenta el flujo de nebulización, las moléculas de 

óxidos refractarios tienen menos tiempo de residencia dentro del plasma, lo que reduce la 

probabilidad de que se disocien completamente. En contraste, los iones doblemente 

cargados disminuyen con el aumento del flujo del nebulizador, ya que el menor tiempo de 

residencia reduce la probabilidad de que adquieran una doble carga [39]. 

Las interferencias no espectrales involucran factores externos que afectan la medición de 

los analitos como cambios en la viscosidad de la disolución. Para solucionarlas se pueden 

aplicar técnicas como la dilución de la muestra, el uso de métodos de calibración analítica 
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más robustos, la implementación de estándares internos para compensar las variaciones, 

y un mantenimiento rutinario de los componentes del instrumento [39]. 

▪ Uso de estándar interno    

El ICP-MS permite el uso de estándares internos para corregir la deriva instrumental a 

largo plazo, para ajustar fluctuaciones de señal a corto plazo y mitigar efectos de supresión 

de matriz no identificados [38]. Un estándar interno ideal debe tener propiedades físicas y 

químicas similares a las del analito, especialmente en términos de masa y potencial de 

ionización. Por ejemplo, el cobre tiene una masa atómica de 63 uma y un potencial de 

ionización de 7.73 eV, el germanio es una opción común como estándar interno para el 

cobre, ya que posee una masa similar (72 uma) y un potencial de ionización de 7.90 eV. 

Entre los elementos comúnmente utilizados como estándares internos se encuentran litio 

(6Li), escandio (45Sc), germanio (72Ge), itrio (89Y), rodio (103Rh), indio (115In), telurio (125Te), 

terbio (159Tb), renio (185Re) e iridio (191Ir) [39], Aunque idealmente se buscan estas 

características, esto no implica que no se puedan utilizar otros estándares internos. No 

obstante, el estándar seleccionado no debe sufrir interferencias espectroscópicas 

provenientes de la matriz de la muestra ni generar interferencias espectroscópicas con el 

analito. 

1.2 Materiales y métodos  

1.2.1 Reactivos  

Los estándares de calibración empleados para el análisis químico fueron preparados a 

partir de los MRC producidos y comercializados por Instituto Nacional de Estándares y 

Tecnología (NIST, por sus siglas en inglés): SRM® 3103a para As[40], SRM® 3108 para 

Cd [41] y SRM® 3128 para Pb [42]. Para ICP-MS se utilizaron como estándares internos: 

indio (In), Germanio (Ge), Rodio (Rh) (Supelco, Merck, USA) y Talio (TI) (TraceCERT, 

Sigma-Aldrich, USA).  

Se emplearon los siguientes materiales de referencia en matriz SRM® 3254 

(hojas de te) [43], SRM® 1515 (Hojas de manzana)[44], SRM® 1575a (espinas de 

pino) [45], SRM® 3232 (polvo de alga) [46] y SRM® 1573a (Hojas de tomate) [47],  también 
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producidos por el NIST. Se empleó agua Ultrapura, con una conductividad < 0.05 µS cm⁻¹ 

a 24.0 °C, obtenida mediante el ultrapurificador (PURELAB Flex 2, Francia). Este equipo 

procesa el agua de entrada proveniente del purificador (CENTRA R 200, Francia), 

sometiéndola a irradiación con una lámpara UV, seguida de filtración en un cartucho 

purificador y microfiltración a través de un filtro de 0.2 µm. 

En el tratamiento de las muestras, para el proceso de digestión ácida asistida por 

microondas, se utilizó ácido nítrico en fracción másica del 69 %  (Suprapur® Sigma-Aldrich) 

doblemente subdestilado en el equipo DST-1000 (Savillex, EE. UU.) y peróxido de 

hidrógeno con fracción másica del 30 % ( Suprapur®). Para el análisis de arsénico 

mediante la técnica HG-AAS, en la etapa de calcinación se empleó nitrato de magnesio 

hexahidratado PRS (Panreac, España) y óxido de magnesio pro analysis (Merck, 

Alemania). En la etapa de pre-reducción se utilizaron yoduro de potasio PA (Panreac, 

España) y ácido L(+)-ascórbico EMSURE® (Merck, Alemania). Finalmente, en la etapa de 

reducción y generación de hidruros, se emplearon hidróxido de sodio EMSURE® (Merck, 

Alemania) y borohidruro de sodio ReagentPlus® 99 % (Sigma-Aldrich, EE. UU). 

1.2.2 Tratamiento de muestra.  
 

▪ Tratamiento de las muestras en las técnicas ICP-MS y GF-AAS 

Las preparaciones de muestra se realizaron gravimétricamente en la balanza XP504 con 

resolución de 0.0001 g (Mettler Toledo, Suiza) se pesaron directamente porciones de 0.5 g 

en vasos de digestión de politetrafluoroetileno (PTFE-TFM) y se añadieron 2 mL de 

peróxido de hidrógeno y 5 mL de ácido nítrico subdestilado. Los vasos se cerraron 

herméticamente y se sometieron a digestión por microondas con monitoreo constante de 

temperatura y presión (Multiwave 5000, Anton Paar, Austria), utilizando el programa de 

temperatura presentado en la Tabla 1-1. La transferencia cuantitativa se realizó hasta 

alcanzar un peso final de 15 g con H₂O ultrapura. 

Tabla 1-1 Programa de temperatura digestión microondas. 

Paso  Temperatura / °C Rampa calentamiento / min Tiempo de espera / min 

1 145 15 20 

2 190 10 15 
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▪ Tratamiento de las muestras en la técnica HG-AAS 

La preparación de la muestra para el análisis por HG-AAS se realizó mediante calcinación 

de la muestra. En la etapa de calcinación, se pesaron directamente 0.5 g de muestra en 

un crisol de porcelana y se adicionaron 5 mL de una suspensión compuesta por Mg (NO3)2 

y MgO con fracciones másicas de 20 % y al 2 % respectivamente, 5 mL con una mezcla 1:1 

de HNO3:H2O. Posteriormente, las muestras fueron llevadas a sequedad en una plancha 

de calentamiento. Luego, se sometieron a calcinación en una mufla (FHX-05, Daihan 

Scientific, Corea) siguiendo el programa de temperatura presentado en la Tabla 1-2.  

Tabla 1-2 Rampa de temperatura para proceso de calcinación 

Paso Temperatura / °C Rampa de calentamiento / h Tiempo de espera / h 

1 150 0.3 1 

2 200 0.3 0.5 

3 250 0.3 1 

4 300 0.3 3 

5 350 0.3 0.5 

6 450 0.3 14 

7 300 0.3 1 

8 350 0.3 0.5 

9 450 0.3 12 

Durante los pasos 1 al 6, se realizó una calcinación inicial, tras la cual las cenizas obtenidas 

fueron humedecidas con una disolución 1:1 de HNO3:H2O, secadas nuevamente en la 

plancha y reintroducidas en la mufla para continuar con los pasos 7 al 9. Esta metodología 

fue adaptada de [48]. En la etapa de pre-reducción, en la que se pretende reducir las 

especies de arsénico presentes en el extracto de digestión a As3+, se utilizó una disolución 

de yoduro de potasio y ácido ascórbico cada una a una concentración de 10 % (g mL-1), 

en una proporción de 2:1 respecto a la cantidad de extracto de calcinación, y se añadió 

ácido clorhídrico concentrado en una relación 1:10 con respecto a la masa final. Las 

cenizas fueron disueltas con 5 mL de una disolución 1:1 de HCl:H2O y se realizó la 

transferencia cuantitativa hasta alcanzar un peso final de 15 g con H2O. 
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1.2.3 Instrumentación 

El análisis por ICP-MS se realizó utilizando un equipo NexION 300D (PerkinElmer, EE. 

UU.). Para la generación del plasma, se empleó argón (99.990 %) con una potencia de 

1300 W, un flujo de plasma de 13.1 L min⁻¹, un flujo de gas auxiliar de 1.35 L min⁻¹ y un 

flujo de gas de nebulización entre 0.56 L min⁻¹ a 0.85 L min⁻¹.  El sistema de introducción 

de muestra incluyó una cámara ciclónica de cuarzo, un nebulizador tipo Meinhard y un 

sistema de conos de níquel. Diariamente, se optimizaron la posición de la antorcha, los 

flujos de gas, la potencia del plasma y los voltajes de deflexión, utilizando una disolución 

de In, Be, U y Ce en fracciones másicas cercanas a 1 μg kg⁻¹. Este procedimiento permitió 

maximizar las señales de los analitos, garantizar la precisión del instrumento y minimizar 

las interferencias provocadas por iones poliatómicos, especies doblemente cargadas y 

óxidos. 

Para las mediciones por GF-AAS, se utilizó un equipo PINNACLE 900T (PerkinElmer, 

EE. UU.) equipado con un automuestreador AS 900 y lámparas de descarga sin electrodos 

(EDL) para cadmio y plomo. Como modificador de matriz, se añadieron 30 µg de paladio 

para la determinación de Cd, mientras que para Pb se utilizó una combinación de 3 µg de 

magnesio y 30 µg de paladio provenientes de una disolución de 1 mg/mL de Pd y Mg en 

el auto muestreador, para los dos elementos 20 µl de muestra . Se utilizó corrección de la 

señal de fondo utilizando el efecto Zeeman. Los programas de temperatura utilizados para 

cada analito se presentan en la Tabla 1-3 Programa de temperatura en GF-AAS para 

cadmio y plomo.  

Tabla 1-3 Programa de temperatura en GF-AAS para cadmio y plomo 

Elemento 

 λ  

Etapa 
Temperatura / 

°C 

Rampa / 

(°C s-1) 

Tiempo de espera / 

s 

Flujo del gas 

/ mL min-1 

 

 

Cd 

228.80 nm 

Evaporación 110 1 30 250 

Evaporación 130 15 30 250 

Calcinación 750 10 20 250 

Atomización 1500 0 3 0 
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Tabla 1-3 (Continuación) 

 Limpieza 2400 1 3 250 

 

 

Pb 

283.31 nm 

Evaporación 110 20 20 250 

Evaporación 160 20 20 250 

Calcinación 700 10 10 250 

Atomización 1900 0 0 0 

Limpieza 2400 1 1 250 

El análisis por HG-AAS se realizó en un equipo PINNACLE 900T (PerkinElmer, EE. UU.) 

acoplado a un sistema de inyección de flujo FIAS 400 (PerkinElmer, EE. UU.), utilizando 

una lámpara de descarga sin electrodos (EDL) para arsénico a una longitud de onda de 

193.7 nm. Se empleó un flujo de argón entre 40 y 50 mL min⁻¹, una temperatura de celda 

de 960 °C y un loop de introducción de muestra de 500 µL. La reducción del analito se 

llevó a cabo con una disolución de borohidruro de sodio con fracción másica de 0.2 % en 

hidróxido de sodio al 0.05 %, junto con una disolución carrier de HCl en fracción volumétrica 

al 5 %. Se aplicó corrección de fondo con lámpara de deuterio. 

1.2.4 Calibración analítica 

La calibración analítica en la cuantificación por GF-AAS se realizó mediante el método de 

adición de patrón con preparación gravimétrica con cinco niveles de calibración. El modelo 

de cuantificación se muestra en la Ecuación 1.1. 

𝑅𝑡𝑎 = 𝑠 (𝑤𝑓
𝑚𝑓

𝑚𝑇
) + 𝑏𝑤𝑚                                   (1.1) 

Donde 

𝑅𝑡𝑎 = 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝐼𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜  
𝑠 = 𝑃𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒  
𝑤𝑓 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒  𝑓𝑜𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖ó𝑛. 

𝑚𝑓 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖ó𝑛 

𝑚𝑇 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 
𝑏 = 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜 

𝑤𝑚 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎   
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Para determinar la fracción másica del analito en la muestra, se grafica la respuesta 

instrumental 𝑅𝑡𝑎 en el eje y, en función de la fracción másica de fortificación ajustada 

representada por (𝑤𝑓
𝑚𝑓

𝑚𝑇
) en el eje x. El modelo se ajusta mediante regresión lineal por el 

método de mínimos cuadrados ordinarios (OLS, por sus siglas en inglés), obteniendo la 

pendiente (𝑠) y el intercepto (𝑏). La fracción másica del analito en la muestra se calcula 

con la Ecuación 1.2:  

𝑤𝑚 =
𝑏

𝑠
                                                             (1.2) 

La calibración analítica en ICP-MS se llevó a cabo mediante el método de adición de 

estándar con corrección por estándar interno y preparación gravimétrica, con cinco niveles 

de calibración. Los estándares internos empleados In, Ge, U y Tl fueron adicionados en la 

misma cantidad al preparar cada uno de los niveles de calibración.  

El modelo matemático utilizado se basa en el principio de la adición estándar, pero integra 

tanto la masa del estándar interno como su respuesta instrumental, normalizando la señal 

del analito respecto a la del estándar interno. Esto permite corregir fluctuaciones en la 

sensibilidad instrumental y minimizar errores sistemáticos debidos a la preparación o 

medición. A diferencia del método sin estándar interno, en este enfoque la masa total de 

la solución no representa un factor crítico, ya que la normalización compensa eventuales 

variaciones en el volumen o la masa final. La Ecuación 1.3 representa el modelo 

matemático:  

 (
𝑚𝐸𝐼

𝑚𝑚
) (

𝑅𝑡𝑎𝐴

𝑅𝑡𝑎𝐸𝐼
) = 𝑠 (

𝑚𝑓

𝑚𝑚
𝑤𝑓) + 𝑏𝑤𝑚                  (1.3) 

Donde  

𝑚𝐸𝐼 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜 

𝑚𝑚 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
𝑅𝑡𝑎𝐴 = 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝐼𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝐼𝑠𝑜𝑡𝑜𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑒𝑠  
𝑅𝑡𝑎𝐸𝐼 = 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝐼𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝐼𝑠𝑜𝑡𝑜𝑝𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜   

 

Al graficar el termino (
𝑚𝐸𝐼

𝑚𝑚
) (

𝑅𝑡𝑎𝐴

𝑅𝑡𝑎𝐸𝐼
) en el eje y, en función de 

𝑚𝑓

𝑚𝑚
𝑤𝑓 en el eje x se obtiene 

una línea recta ajustada también mediante el método de mínimos cuadrados ordinarios 
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(OLS). La fracción másica del analito en la muestra se calcula nuevamente a partir de la 

relación entre la pendiente y el intercepto, utilizando la Ecuación 1.2. 

En la técnica HG-AAS la calibración analítica se realizó mediante el método de bracketing. 

La preparación gravimétrica de los estándares de calibración del nivel superior y nivel 

inferior incluyó como diluente una disolución de HCl en fracción volumétrica al 6 % con el 

fin de igualar la matriz en las muestras. El modelo matemático para el cálculo de la fracción 

másica del analito en la muestra se presenta en la Ecuación 1.4.  

𝑤𝑚 =
𝑤2(𝑦0−𝑦1)−w(𝑦0−𝑦2)

𝑦2−𝑦1
    (1.4) 

Donde: 

𝑦0 = 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝑖𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎   

 𝑦1 = 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝐼𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟  
𝑦2 = 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝐼𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 

 𝑤1 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟  
𝑤2 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜  𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 

Hasta este punto se ha utilizado el término "fracción másica del analito en la muestra" para 

referirse a la dilución que fue medida en el equipo. Sin embargo, es importante tener en 

cuenta que esta fracción másica corresponde a la disolución de la muestra después de la 

digestión. Para obtener la fracción másica real del analito en la muestra sólida, debe 

considerarse el factor de dilución por la digestión de la muestra, el cual se calcula mediante 

la Ecuación (1.5) 

𝐹𝐷𝑑𝑖𝑔 =
𝑚𝑡𝑐

𝑚𝑚𝑠
                                                       (1.5) 

Donde: 

𝐹𝐷𝑑𝑖𝑔 = 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑝𝑜𝑟 𝑑𝑖𝑔𝑒𝑠𝑡𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

𝑚𝑡𝑐 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑐𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 𝑑𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑐𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑔𝑒𝑠𝑡𝑖ó𝑛 
𝑚𝑚𝑠 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑒𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑐𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑔𝑒𝑠𝑡𝑖ó𝑛 

Asimismo, se debe tener en cuenta la corrección por el contenido de humedad de la 

muestra. Para ello, se pesó 1,0 g de tejido foliar de cannabis previamente pulverizado, el 

cual fue sometido a un tratamiento térmico a 70 °C en un horno de vacío (Daihats, Corea 

del Sur) a una presión de 0,06 MPa durante 3 horas. En el caso de los materiales de 
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referencia certificados (MRC), la determinación de la humedad se realizó conforme a las 

recomendaciones específicas establecidas por el productor, siguiendo las instrucciones 

indicadas en el correspondiente certificado. [43, 44, 45, 46, 47] El cálculo de corrección por 

humedad se realizó por medio de la Ecuación 1.6:  

𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 =
𝑚𝑚𝑖−𝑚𝑚𝑓

𝑚𝑚𝑖
                                               (1.6) 

Donde:  

 𝑚𝑚𝑖 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙  
𝑚𝑚𝑓 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑑𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑐𝑒𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎  

Finalmente, la fracción másica del analito en la muestra sólida se calcula con la 

Ecuación 1.7: 

𝑤𝑚𝑡𝑎 = 𝑤𝑚𝑐 ∗ 𝐹𝐷𝑑𝑖𝑔 ∗
1

(1−𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑)
                                           (1.7) 

Donde: 

𝑥𝑚𝑡𝑎 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑎 

𝑥𝑚𝑐 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑒𝑙 𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛. 

1.3 Resultados y discusión de resultados  

En este estudio se desarrollaron y validaron métodos analíticos para la determinación de 

arsénico, cadmio y plomo en tejido foliar de Cannabis utilizando ICP-MS, FG-AAS y HG-

AAS. Cada método fue optimizado para mejorar la sensibilidad, minimizar interferencias y 

obtener el mejor sesgo. Se realizó el tratamiento de la muestra y la calibración analítica de 

acuerdo con los requerimientos instrumentales descritos en las secciones 1.2.2. a 1.2.4. 

La  Tabla 1-4 resume los tratamientos aplicados a las muestras en función de la técnica 

instrumental empleada. 

Tabla 1-4 Tratamiento de muestra y calibración analítica según técnica instrumental 

Técnica Tratamiento de muestra Método de calibración analítica 

ICP-MS Digestión ácida asistida por 

microondas 

Adición estándar con corrección de estándar 

interno 

GF-AAS Adición estándar 

HG-AAS Calcinación Bracketing 
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Dado que el objetivo del método analítico desarrollado es la cuantificación total de 

arsénico, cadmio y plomo en tejido foliar de Cannabis, es necesario mineralizar la matriz 

vegetal para liberar y solubilizar estos elementos facilitando su posterior determinación 

instrumental. La digestión ácida asistida por microondas es una metodología ampliamente 

aceptada para el tratamiento de muestras vegetales en técnicas instrumentales como ICP-

MS [49, 50] y GF-AAS [51,52,53]. Sin embargo, en el caso de la técnica HG-AAS se 

requiere que la preparación de la muestra asegure que el elemento de interés esté en un 

estado fácilmente reducible, esto es particularmente relevante en el análisis de arsénico 

ya que existen especies orgánicas de este elemento que son resistentes a la digestión con 

ácidos, y no pueden ser reducidas por los agentes comúnmente empleados en la 

preparación de la muestra y el análisis [54]. Se ha reportado que la digestión ácida asistida 

por microondas no logra recuperar la totalidad del arsénico presente en la muestra [55, 56], 

por lo que se optó por la calcinación como tratamiento de muestra para la técnica HG-AAS. 

Para garantizar la confiabilidad de los resultados se evaluaron parámetros de desempeño 

que incluyen: linealidad, precisión, veracidad y selectividad. Como herramientas de 

validación se emplearon materiales de referencia certificados en elementos contaminantes 

en matrices vegetales mencionados en la Sección 1.2.1. A continuación, se presenta las 

variables estudiadas en el desarrollo de las tres técnicas instrumentales: ICP-MS, GF-AAS 

y HG-AAS. Posteriormente, se abordan en conjunto los parámetros de validación 

evaluados, lo que permite una visión global de su desempeño analítico. 

1.3.1 Desarrollo del método analítico por ICP-MS para la medición 

de arsénico, cadmio y plomo en tejidos vegetales  

Con el fin de realizar un reconocimiento sólido del escenario analítico que ofrece la técnica 

ICP-MS, se identificaron propiedades atómicas clave de los elementos de interés, como la 

masa atómica, la energía de ionización y los isótopos naturales. Se incluyó también su 

abundancia isotópica, ya que influye directamente en la sensibilidad del análisis. Esta 

información se presenta en la Tabla 1-5. 
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Tabla 1-5 Masa atómica, primera energía de ionización y abundancia isotópica de los 

elementos de interés y el argón como gas generador de plasma [57] 

 

Elemento 

Masa 

Atómica 

Promedio / u 

Energía de 

Ionización / 

eV 

 

Isótopos Naturales y su abundancia 

relativa / % 

Argón (Ar) 39.948 15.76 ³⁶Ar (0.336) ³⁸Ar (0.063) ⁴⁰Ar (99.603) 

Arsénico (As) 74.922 9.81 ⁷⁵As (100) 

Cadmio (Cd) 112.414 8.99 ¹¹⁰Cd (12.47) ¹¹¹Cd (12.80) ¹¹²Cd (24.11) 

¹¹³Cd (12.23) ¹¹⁴Cd (28.7) 

Plomo (Pb) 207.2 7.42 ²⁰⁴Pb (1.4) ²⁰⁶Pb (24.1) ²⁰⁷Pb (22.1)  

²⁰⁸Pb (52.4) 

Rodio (Rh) 102.906 7.46 ¹⁰³Rh (100) 

Indio (In) 114.818 5.79 ¹¹³In (4.29) ¹¹⁵In (95.71) 

Germanio 

(Ge) 

72.630 7.90 ⁷⁰Ge (21.23) ⁷²Ge (27.66) ⁷³Ge (7.73) 

⁷⁴Ge (35.94) ⁷⁶Ge (7.44) 

Talio (Tl) 204.38 6.11 ²⁰³Tl (29.52) ²⁰⁵Tl (70.48) 

A partir de esta información se infiere que los isótopos de los analitos de interés y los 

estándares internos seleccionados son ionizados eficientemente en el plasma del ICP- MS. 

La selección de los isótopos utilizados para el desarrollo y validación del método se hizo 

con base en su abundancia isotópica relativa, esta selección se presenta en la Tabla 1-6. 

Tabla 1-6 Isótopos de analitos y estándares internos seleccionados para la cuantificación 

mediante ICP-MS. 

Analitos 

 

Isótopo Estándar Interno Isótopo 

As 75 As Rh 103Rh 

Cd 110Cd 112Cd 113Cd 114Cd In 115In 

Pb 206Pb 207Pb y 208Pb Ge 72Ge 74Ge 

 Tl 205Tl 

La optimización de los parámetros instrumentales se realizó en extracto de digestión de 

hojas de Cannabis, donde el primer parámetro instrumental optimizado fue el tiempo de 

residencia en el cuadrupolo para cada una de las relaciones m/z de los isotopos de interés, 

ya que este tiempo está directamente relacionado con la precisión instrumental. 
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Se compararon cuatro tiempos de residencia en el cuadrupolo de 5 ms, 10 ms, 15 ms y 20 

ms ensayos realizados bajo condiciones de repetibilidad (Figura 1-6). 

La evaluación de los resultados se realizó mediante la desviación estándar relativa (DER), 

cuyos resultados se ilustran en la Figura 1-6. En general, se observó que un tiempo de 

residencia en el cuadrupolo de 10 ms proporcionó la menor variabilidad para la mayoría 

de los isótopos analizados. Específicamente, el isótopo de arsénico (75As) y los isótopos 

de cadmio (111Cd, 112Cd, 114Cd) presentaron los valores más bajos de DER con tiempo de 

10 ms. Para el plomo, los isótopos 207Pb y 208Pb también mostraron menor variabilidad con 

10 ms, mientras que el 206Pb presentó su mejor precisión con tiempo de 20 ms. No 

obstante, dado que el plomo mostró en general los valores más bajos de DER y la 

diferencia entre ambos tiempos fue mínima, se seleccionó un tiempo de residencia en el 

cuadrupolo de 10 ms para todos los isótopos, equilibrando precisión y tiempo de análisis. 

Figura 1-6 Desviación estándar relativa (DER) en función del tiempo de residencia en el 

cuadrupolo. a) arsénico b) cadmio y c) plomo. 

 

Una vez determinado el tiempo de permanencia se consideró otro factor que afecta la 

precisión del método: el número de barridos. Este parámetro indica la cantidad de veces 

que el instrumento repite la medición durante un tiempo de integración que se calcula al 

multiplicar el tiempo de permanencia en el cuadrupolo por el número de barridos. Para esta 

evaluación se fijó un tiempo de 10 ms y se evaluaron 30, 60, 90 y 120 barridos, los cuales 

tuvieron un tiempo de análisis por réplica de 5.202 s, 10.404 s, 15.606 s y 20.808 s 
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respectivamente, este tiempo incluye tanto el tiempo de integración como el tiempo de 

estabilización del cuadrupolo para cada relación m/z; los resultados en términos de 

desviación estándar relativa se presentan en la Tabla 1-7. 

Tabla 1-7.Desviación estándar relativa de los isótopos en estudio en función del número 

de barridos. 

 

Isotopo 

número de barridos 

30 60  90  120  

75As 3.5 % 3.5 % 3.5 % 3.5 % 

110Cd 3.7 % 2.4 % 1.8 % 2.4 % 

112Cd 2.8 % 1.1 % 1.8 % 1.1 % 

113Cd 2.9 % 2.0 % 2.1 % 2.0 % 

114Cd 2.0 % 1.5 % 1.7 % 1.5 % 

206Pb 3.1 % 1.9 % 1.4 % 1.9 % 

207Pb 2.1 % 1.5 % 1.4 % 1.5 % 

208Pb 1.9 % 1.2 % 1.2 % 1.2 % 

Al analizar la influencia del número de barridos en la precisión del método, se observó que 

la desviación estándar relativa (DER) para el arsénico permaneció constante al 

incrementar el número de barridos, lo que sugiere que este parámetro no tiene un impacto 

significativo en la mejora de la precisión en la medición de este elemento. En contraste, los 

isótopos de cadmio y plomo mostraron una disminución en la DER al aumentar el número 

de barridos de 30 a 60. Sin embargo, al incrementarse a 90 y 120 barridos los cambios en 

la DER fueron mínimos. Además, se consideró que un mayor número de barridos 

incrementa el tiempo de análisis por réplica y aunque la diferencia puede parecer pequeña, 

al multiplicarla por el número de réplicas de medición esta se vuelve relevante en el tiempo 

total de análisis. Por lo tanto, se determinó que 60 barridos ofrecen un equilibrio óptimo 

entre precisión y duración del análisis. 

Una vez optimizados los parámetros instrumentales, se evaluó el modelo de calibración 

por adición estándar, considerando que la exactitud del método puede verse afectada por 

las diferencias en la fracción másica entre los niveles de la curva de calibración, En este 

estudio, la diferencia en fracción másica entre los niveles de la curva se mantuvo constante 

y se expresó como una proporción relativa al nivel cero (sin adición de estándar). Se 
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evaluaron tres niveles de adición: 0.5, 1.0 y 1.5 veces la fracción másica del analito en la 

muestra original. 

Para minimizar variaciones derivadas del proceso de digestión u otros efectos asociados 

a la preparación de la muestra, todas las curvas se prepararon a partir de un mismo 

extracto de digestión y se midieron bajo condiciones de repetibilidad. Para esta evaluación 

se utilizó el material de referencia certificado SRM® 1575a, que contiene fracciones 

másicas certificadas de elementos traza en agujas de pino [45]. 

En la Tabla 1.8 se presentan los resultados de la evaluación del sesgo en el estudio de los 

niveles relativos de adición empleados para construir la curva de adición estándar de los 

elementos As, Cd y Pb, calculados mediante la Ecuación 1.8. Los resultados indicaron que 

el nivel óptimo de adición para As corresponde a 1.5 veces la fracción másica del analito 

en la muestra sin adición, mientras que para Cd tanto 0.5 como 1.5 veces dicha fracción 

mostraron sesgos mínimos. En el caso de Pb, el nivel de adición equivalente a la fracción 

másica original 1.0 presentó el menor sesgo en comparación con el valor de referencia. 

Las diferencias en las fracciones másicas correspondientes a estos niveles de adición se 

emplearon para evaluar los parámetros de precisión y veracidad del método analítico 

técnico más detallado. 

Tabla 1-8. Sesgo para la evaluación de la adición relativa en la cuantificación de As, Cd y 

Pb en SRM® 1575a (Agujas de pino) [45], utilizando el modelo de calibración de adición 

estándar con corrección de estándar interno. 

Elemento 
Adición 

relativa 

Valor experimental /   

mg kg-1 

Valor referencia SRM® 

1575a / mg kg-1 

Sesgo 

relativo / % 

 

      As 

0.5 0.037  

0.039 

4.0 

1 0.037 5.7 

1.5 0.039 0.9 

 

      Cd 

0.5 0.230  

0.233 

1.2 

1 0.222 4.9 

1.5 0.235 0.9 

 

      Pb 

0.5 0.181  

0.167 

8.4 

1 0.165 1.3 

1.5 0.161 3.7 



Capítulo 1 31 

 

 

𝑆𝑒𝑠𝑔𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 =  (
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑜−𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 
) 𝑥 100 %                    (1.8) 

1.3.2 Desarrollo del método analítico por GF-AAS para la medición 

de cadmio y plomo en tejido foliar de Cannabis 

La espectrometría de absorción atómica con horno de grafito (GF-AAS), a pesar de tener 

menor sensibilidad en comparación con el ICP-MS, ofrece un alcance analítico suficiente 

para cumplir con los objetivos de este estudio. La optimización del método se realizó 

utilizando un extracto de digestión de hojas de Cannabis, se inició con la selección del 

modificador de matriz ya que, permite estabilizar los analitos de interés, para este fin fueron 

evaluados dos modificadores de matriz: el fosfato diácido de amonio (NH4H2PO4) y nitrato 

de paladio (Pd(NO3)2). 

Figura 1-7 Área bajo la curva en la etapa de atomización para cadmio a 228.8 nm tras 

iniciar inyecciones continuas, según el modificador empleado: a) 30 µg de NH₄H₂PO₄; b) 

30 µg de Pd + 3 µg de Mg. Ext-Dig: Extracto de digestión. La palabra “inicial” se refiere a 

las primeras inyecciones y la palabra “posterior” corresponde a inyecciones realizadas tras 

múltiples repeticiones sucesivas. 

 
En La Figura 1-7 se presentan las señales obtenidas en la etapa de atomización para 

cadmio utilizando los modificadores NH4H2PO4 (Figura 1-7a) y Pd(NO3)2 (Figura 1-7b). 

Se observó que, tras inyecciones continuas, la señal de atomización del cadmio con 
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NH4H2PO4 se deformaba en comparación con la inicial; Este efecto se atribuye a la 

acumulación de residuos generados por la interacción del modificador con la matriz, 

particularmente alrededor del paso óptico en límites con el tubo de grafito. Dicho residuo, 

al ser removido mediante limpieza con HNO3 0.2 % permitió restablecer las condiciones 

iniciales. En contraste, los resultados obtenidos para Pd(NO3)2 como modificador 

(Figura 7b) muestran una señal constante desde las primeras inyecciones, sin generar 

residuos y prolongando la vida útil del tubo de grafito y el paso óptico ya que evita rutinas 

de limpieza con HNO3 0.2 %.  

Figura 1-8 Señal: Área bajo la curva en la etapa de atomización para plomo a 283.3 nm 

tras iniciar inyecciones continuas, según el modificador empleado: a) 30 µg de 

NH₄H₂PO₄ + 3 µg de Mg; b) 30 µg de Pd + 3 µg de Mg. Ext-Dig: Extracto de digestión. La 

palabra “inicial” se refiere a las primeras inyecciones y la palabra “posterior” corresponde 

a inyecciones realizadas tras múltiples repeticiones sucesivas. 

 

Al analizar el comportamiento para el plomo (Figura 1-8) con ambos modificadores se 

observa un patrón similar al obtenido para el cadmio. Estos resultados evidencian que el 

paladio no solo minimiza las interferencias de la matriz, sino que también mejora la 

estabilidad y la precisión del análisis, soportando su potencial como modificador universal, 

tal como lo menciona Shrader et.al. [58]. 
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En esta técnica instrumental no se busca obtener señales perfectamente simétricas, sino 

garantizar una atomización completa del analito sin interferencias. Sin embargo, las 

alteraciones en los perfiles de atomización de cadmio y plomo al utilizar NH4H2PO4 como 

modificador impactan negativamente la precisión del análisis, por lo que el paladio se 

seleccionó como modificador, pues prolonga la vida útil del tubo de grafito y eliminar la 

necesidad de realizar limpieza al paso óptico evitando así su corrosión a largo plazo. 

Una vez identificado el modificador de matriz se procedió con la optimización del programa 

de calentamiento del horno para las etapas de calcinación y atomización, para la etapa de 

calcinación, las temperaturas evaluadas estuvieron entre 600 °C y 850 °C para cadmio, y 

entre 600 °C y 900 °C para plomo. Por otro lado, la temperatura de atomización se evaluó 

en un rango de 1400 °C a 1800 °C para cadmio y de 1600 °C a 2000 °C para plomo. En la 

etapa de secado, se evaluó el tiempo requerido para evaporar completamente la gota en 

la plataforma del tubo por medio la cámara integrada del equipo.  

Los resultados de este ensayo se presentan en la Tabla 1-9, donde se identifica un 

intervalo de temperatura de calcinación de 600 °C a 750 °C para el cadmio, dentro del cual 

las respuestas obtenidas no muestran diferencias apreciables. En el caso del plomo, este 

intervalo fue de 700 °C a 800 °C. En ambos casos, la selección de la temperatura de 

calcinación se basó en la menor desviación estándar relativa 0.9 % (750 °C) para Cd y 

1.6 % (700 °C) para Pb. 

En cuanto a la temperatura de atomización, se observaron variaciones en las respuestas 

instrumentales en el intervalo evaluado, ya que esta variable está influenciada por el 

modificador y afecta la sensibilidad del análisis. Para el cadmio, se seleccionó una 

temperatura de 1500 °C ya que ofreció la mayor respuesta 0.0232 Abs s⁻¹. En el caso del 

plomo, la temperatura óptima fue de 1900 °C con una respuesta de 0.0477 Abs s⁻¹, 

superior a la obtenida a otras temperaturas y en ambos casos los valores de DER tuvieron 

buen desempeño. 
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Tabla 1-9 Área bajo la curva y desviación estándar relativa (DER) en la evaluación de la 

temperatura de atomización y calcinación para cadmio y plomo. 

Etapa Atomización Calcinación 

Elemento 

(λ / nm) 

Temperatura 

/ °C 

Área / 

Abs s -1 
DER / % 

Temperatura 

/ °C 

Área / 

Abs s -1 
DER / % 

 

 

Cd 

(228.80) 

1400 0.0226 1.20 600 0.0157 1.8 

1500 0.0232 1.12 650 0.0159 1.7 

1600 0.0196 0.77 700 0.0156 3.0 

1700 0.0177 1.47 750 0.0158 0.9 

1800 0.0164 2.15 850 0.0139 0.3 

 

 

Pb 

(283.31) 

1600 0.0433 0.33 600 0.0387 2.2 

1700 0.0445 3.13 700 0.0419 1.6 

1800 0.0453 0.26 800 0.0418 4.3 

1900 0.0477 0.88 900 0.0406 1.3 

2000 0.0413 0.93    

 

El método de calibración empleado para esta técnica instrumental fue la adición de patrón. 

De manera similar a lo realizado en ICP-MS, se optimizó la fracción relativa de adición para 

cadmio y plomo, cuyos resultados se presentan en la Tabla 1-10. El análisis se basó en el 

cálculo del sesgo mediante la Ecuación 1.1. Para cadmio, se determinó que una adición 

equivalente al 0.3 de la concentración del nivel cero (sin adición de estándar) resultó en un 

sesgo del 2.0 %. En el caso del plomo, la fracción relativa de adición seleccionada fue igual 

(1.0) con un sesgo de 0.6 %. En ambos casos, estos valores correspondieron a los 

menores sesgos obtenidos. Es importante destacar que las mediciones se realizaron bajo 

condiciones de repetibilidad, y las preparaciones se efectuaron a partir de un mismo 

extracto de digestión: SRM® 1575a (elementos traza en agujas de pino, [45]) para cadmio, 

y SRM® 3254 (hojas de té, [43]) para plomo. 
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Tabla 1-10. Evaluación del sesgo asociado a los niveles relativos de adición en la 

cuantificación de As, Cd y Pb en SRM® 1575a [45] (Cd) y SRM® 3254 [43] (Pb), utilizando 

el modelo de calibración por adición estándar. 

Elemento 
Adición 

relativa 

Valor 

experimental /   

mg kg-1 

Valor referencia / 

mg kg-1 

Sesgo 

relativo / 

 

Cd 

0.3 0.238 

        0.233 

2.0 

3.5 0.246 5.8 

4.0 0.245 5.0 

 

Pb 

5.0 1.46 

         1.73 

16 

1 1.74 0.6 

1.5 1.78 2.9 

1.3.3 Desarrollo del método analítico por HG-AAS para la medición 

de arsénico en tejidos foliar de Cannabis. 

El método de generación de hidruros es una opción idónea para la determinación de 

arsénico ya que forma arsina, su hidruro volátil (AsH3) [31],[59]. En este proceso los 

hidruros se generan en una celda gas-líquido, que facilita la separación la arsina, que luego 

se transporta hacia la celda de atomización mediante un gas inerte, en este caso, argón 

tal como se indica en la Sección 1.1.4. El flujo de argón fue optimizado en un rango de 40 

mL min⁻¹ a 200 mL min⁻¹. Se observó que a menores flujos la respuesta instrumental 

aumenta (ver Figura 1-9a), por lo que se estableció un flujo óptimo entre 40 mL min⁻¹. Este 

comportamiento se puede atribuir a que un mayor flujo reduce la permanencia del arsénico 

en su estado fundamental en la celda de atomización, lo que afecta la sensibilidad del 

método y se refleja en la respuesta instrumental. 

Cuando la arsina alcanza la celda de atomización, es descompuesta en átomos de 

arsénico e hidrogeno debido a la temperatura de la cámara, esta temperatura también fue 

optimizada en un rango de 800 °C a 1000 °C (ver Figura 1-9b), determinando que 960 °C 

proporciona la mayor respuesta instrumental, por lo que se estableció como la temperatura 

óptima de atomización.  



36 Desarrollo de un candidato a material de referencia certificado de elementos 

tóxicos en tejido foliar de Cannabis sativa. 

 

 

Figura 1-9 Área bajo la curva en la optimización de parámetros para la medición de 

arsénico a 193.7 nm mediante HG-AAS: a) Flujo del sistema de inyección de flujo y b) 

Temperatura de la celda de atomización. Las barras de error representan la desviación 

estándar n=5.  

 

1.3.4 Validación de metodologías analíticas: Evaluación de 

parámetros en ICP-MS, GF-AAS y HG-AAS para los 

elementos de interés. 

Una vez desarrollados los métodos analíticos se procedió a su validación para demostrar 

su aptitud para el uso previsto. La validación incluyó la evaluación del rango lineal 

instrumental, la exactitud (precisión y veracidad) y la selectividad. A continuación, se 

presentan los resultados. 

▪ Evaluación del intervalo lineal  

Determinar el intervalo lineal en un método de medición permite conocer el rango de 

fracciones másicas donde tendrá aplicabilidad los modelos de calibración analítica cuando 

se basan en una ecuación lineal de primer grado, como es el caso de adición estándar 

utilizada para ICP-MS y GF-AAS. Aunque el modelo de calibración por bracketing, 
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empleado en HG-AAS, es menos sensible a los efectos de no linealidad cuando las 

concentraciones de los estándares seleccionados son suficientemente cercanas entre 

sí [23], no existe un criterio universalmente establecido para definir qué tan cercanas deben 

estar dichas concentraciones. En este estudio se empleó una diferencia del 20 % entre la 

fracción másica de los estándares de calibración superior e inferior con respecto a la 

muestra, y las mediciones se realizaron dentro del intervalo lineal del instrumento. 

Para evaluar la linealidad, se consideró el intervalo dinámico instrumental de cada técnica 

analítica. En ICP-MS, se evaluó un rango de 0.5 µg kg⁻¹ a 100 µg kg⁻¹ para arsénico, 

cadmio y plomo. En GF-AAS, el cadmio se evaluó entre 0.5 µg kg⁻¹ y 10 µg kg⁻¹, mientras 

que el plomo entre 3 µg kg⁻¹ y 33 µg kg⁻¹. Por su parte, en HG-AAS, el arsénico se estudió 

en un intervalo de 1 µg kg⁻¹ a 15 µg kg⁻¹. En la evaluación del inérvalo lineal se utilizaron 

herramientas estadísticas como ANOVA de falta de ajuste, y ANOVA de regresión. En 

todos los casos, el intervalo de fracciones másicas se ajustó hasta confirmar la ausencia 

de falta de ajuste, lo que en algunos casos requirió excluir los niveles extremos de la curva. 

Los intervalos lineales que cumplieron con las pruebas estadísticas se presentan en la 

Tabla 1-11 y Tabla 1-12. Un valor p del ANOVA de falta de ajuste mayor que el nivel de 

significancia de la prueba (0.05) indica que un modelo polinómico de orden superior no 

describe mejor la relación entre la fracción másica del elemento y la respuesta instrumental 

en comparación con un modelo lineal [60]. En la mayoría de los casos la respuesta 

instrumental del ICP-MS presentaron un comportamiento lineal en el intervalo evaluado 

como se muestra en la Tabla 1-11. La misma metodología se utilizó para determinar los 

intervalos lineales para los métodos GF-AAS y HG-AAS, los resultados para cadmio, plomo 

y arsénico se presentan en la Tabla 1-12. 

Así mismo se realizó un ANOVA de regresión que evaluó la significancia de la pendiente 

de la recta de calibración, en todos los casos reportados en las Tabla 1-11 y Tabla 1-12 se 

obtuvo un p-valor menor a 1×10−4. Dado que este valor es inferior al nivel de significancia 

(0.05) se confirma que el modelo lineal explica la variabilidad en los datos y que la relación 

observada no es producto del azar. 
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Tabla 1-11. Resultados del ANOVA de falta de ajuste para los intervalos lineales en 

ICP-MS para As, Cd y Pb. 

Isotopo elemento 

/ Estándar interno 

ANOVA falta de ajuste 

/ p-valor 

Intervalo lineal / µg kg-1 

75As / 74Ge 0.53 0.5 - 99.3 

110Cd / 74Ge 0.28 0.5 - 101.4 

112Cd / 205Tl 0.20 0.5 - 101.4 

113Cd / 115ln 0.08 0.5 - 80.8 

114Cd / 115ln 0.12 2.5 - 20.6 

206Pb / 205Tl 0.14 0.5 - 100.5 

207Pb/ 205Tl 0.31 2.5 - 100.5 

208Pb/ 205Tl 0.18 0.5 - 60.2 

Tabla 1-12. Resultados del ANOVA de falta de ajuste para los intervalos lineales en 

GF-AAS (Cd, Pb) y HG-AAS (As). 

Elemento ANOVA falta de ajuste / 

p-valor 

Intervalo lineal / µg kg-1 

Pb 0.49 2.9 – 30 

Cd 0.21 1.5 - 4.5 

As 0.13 1.0 – 15 

En la Figura 1-10 se relacionan los intervalos lineales obtenidos para los isotopos de los 

elementos de interés evaluados en ICP-MS. En la Figura 1-11 se relacionan los intervalos 

lineales obtenidos para la espectrometría de absorción atómica en las modalidades de 

generador de hidruros y horno de grafito. 
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Figura 1-10 Intervalos lineales para la técnica de ICP-MS: respuesta instrumental frente a 

fracción másica. a) 75As/74Ge. b) 110Cd/74Ge. c) 112Cd/205Tl. d) 113Cd/115In e) 114Cd/115In 

f) 206Pb/ 205Ti g) 207Pb/205Tl h)208Pb/205Tl.  
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Figura 10-1  (Continuación) 

 

Figura 1-11 Intervalos lineales: respuesta instrumental frente a fracción másica. a) Cadmio 

y b) plomo para la técnica GF-AAS c) Arsénico en la técnica HG-AAS 
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▪ Evaluación de la exactitud: precisión y veracidad 

La precisión y la veracidad de los métodos analíticos por ICP-MS y GF-AAS se evaluaron 

utilizando tres MRCs de origen vegetal seleccionados por presentar diferentes fracciones 

másicas de los analitos de interés. Esta selección permitió abarcar tres niveles distintos de 

fracción másica para cada elemento evaluado. En el caso de HG-AAS, la evaluación de la 

precisión y veracidad se realizó con dos MRCs en matrices vegetales, ya que el SRM® 

1575a presenta una fracción másica de arsénico inferior al límite de cuantificación del 

método.  

Los resultados se resumen en la Tabla 1-13 en donde la precisión en condiciones de 

repetibilidad se expresa por medio de la DER de cinco submuestras independientes. La 

mayor dispersión (5.3 % DER) se obtuvo para el plomo mediante ICP-MS en una fracción 

másica de 0.167 mg kg-1 para SRM® 1575a, el resto de los valores de DER en 

repetibilidad oscilaron entre 0.8 % y 4.4 %. Estos valores son relevantes pues son 

significativamente menores que los límites establecidos en el método estándar AOAC 

2021.03 para la determinación de metales pesados en diferentes variedades de cannabis 

y productos derivados [4], que fija una DER máxima del 11 % para elementos con 

fracciones másicas entre 0.1 mg kg⁻¹ y 1 mg kg⁻¹ así mismo, los resultados obtenidos   son 

consistentes con lo reportado en literatura para los elementos Cd y Pb por  horno de grafito 

[52] y  los tres elementos en estudio por ICP-MS [61]. 

La veracidad se evaluó mediante el sesgo y el error normalizado en comparación con los 

valores certificados de los MRCs, cuyos detalles se presentan en la Tabla 1-13. Los valores 

de sesgo mayores se observaron para arsénico (5.1 %) y cadmio (5.4 %) en la técnica ICP-

MS. Para evaluar su impacto, el error normalizado fue calculado por medio de la Ecuación 

1-9, que considera la incertidumbre estándar del MRC y de la medición, así como el valor 

de referencia y el valor medido [62]. Dado que en todos los casos el error normalizado fue 

inferior a uno, se concluye que el sesgo de medición no es estadísticamente significativo, 

lo que confirma la veracidad de los métodos analíticos empleados para la determinación 

de arsénico, cadmio y plomo en tejido foliar de Cannabis. 

 



 

 
 

Tabla 1-13. Exactitud para arsénico, cadmio y plomo, en tres niveles de fracción másica, utilizando ICP-MS, GF-AAS y HG-AAS. La 

fracción másica se reporta con su incertidumbre estándar. Error normalizado (En) 

Técnica 

analítica 
Elemento MRC 

Valor medido 

/ mg kg-1 

DER 

/ % 

Valor certificado 

/ mg kg-1 

Sesgo 

relativo / % 
En 

 

 

ICP-MS 

 

As 

Agujas de pino SRM® 1575a 0.041 ± 0.001 2.6 0.039 ± 0.001 5.1 0.7 

Hojas de té verde SRM® 3254 0.153 ± 0.004 4.0 0.150 ± 0.006 2.0 0.2 

Polvo de alga SRM® 3232 37.0 ± 1.8 3.4 38.3 ± 0.7 3.4 0.3 

 

Cd 

Hojas de té verde SRM® 3254 0.039 ± 0.001 2.3 0.037 ± 0.001 5.4 0.7 

Agujas de pino SRM® 1575a 0.231 ± 0.003 0.8 0.233 ± 0.002 0.9 0.3 

Hojas de tomate SRM® 1573a 1.483 ± 0.013 0.9 1.517 ± 0.014 2.2 0.9 

       Pb 

Agujas de pino SRM® 1575a 0.168 ± 0.004 5.3 0.167 ± 0.007 0.6 0.1 

Hojas de manzana SRM® 1515 0.465 ± 0.015 3.5 0.470 ± 0.012 1.1 0.1 

Polvo de alga SRM® 3232 1.062 ± 0.013 1.9 1.032 ± 0.020 2.9 0.6 

 

 

GF-AAS 

       Cd 

Agujas de pino SRM® 1575a 0.236 ± 0.005 1.9 0.233 ± 0.002 1.3 0.3 

Polvo de alga SRM® 3232 0.441 ± 0.007 3.4 0.426 ± 0.0042 3.5 0.9 

Hojas de tomate SRM® 1573a 1.548 ± 0.055 2.6 1.517 ± 0.014 2.0 0.3 

 

Pb 

Hojas de manzana SRM® 1515 0.484 ± 0.010 2.1 0.470 ± 0.012 3.0 0.4 

Polvo de alga SRM® 3232 1.029 ± 0.068 2.4 1.032 ± 0.040 0.3 0.0 

Hojas de té verde SRM® 3254 1.72 ± 0.1 4.4 1.73 ± 0.10 0.6 0.0 

 

HG-AAS 

 

As 

Hojas de té verde SRM® 3254 0.149 ± 0.027 1.7 0.150 ± 0.006 0.6 0.0 

Polvo de alga SRM® 3232 37.3 ± 0.05 2.4 38.3 ± 0.65 2.6 0.8 



 

 
 

 

𝐸𝑛 =
|𝑤𝑀𝑅𝐶−𝑤𝑖̅̅̅̅ |

2√(𝑢𝑀𝑅𝐶)2+(𝑢𝑤𝑖)2
                                                       (1-9) 

Donde  

𝑤𝑀𝑅𝐶 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑀𝑅𝐶 
 𝑢𝑀𝑅𝐶 = 𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒𝑐𝑙𝑎𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑀𝑅𝐶  
 𝑢𝑤𝑖 = 𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜   
 𝑤𝑖̅̅ ̅ = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 

▪ Evaluación de la selectividad   

La evaluación de la selectividad se sustentó en el concepto de compatibilidad metrológica1. 

Un resultado de medición se dice metrológicamente compatible con un valor de referencia 

o con otro resultado de medición, si el valor absoluto de la diferencia entre los resultados 

es inferior a la incertidumbre expandida de la diferencia [12] El error normalizado sirve de 

herramienta para evaluar la compatibilidad metrológica entre el resultado de medición y un 

valor de referencia [63]. Dado que los errores normalizados de los métodos desarrollados 

fueron inferiores a uno (Tabla 1-13), se demostró la compatibilidad metrológica entre los 

resultados de la validación y los valores de referencia de los MRC. Adicionalmente, las 

técnicas instrumentales utilizadas para la caracterización de dichos MRC están basadas 

en principios fisicoquímicos distintos a los empleados en este estudio. En la Tabla 1-14 se 

relacionan estas técnicas instrumentales. Esta convergencia de resultados obtenidos 

mediante principios analíticos diferentes respalda que los métodos desarrollados son 

capaces de proporcionar resultados con exactitud comprobable, incluso en presencia de 

otros componentes de la matriz. 

 

 

 

 

 

 

 
 
1 NOTA 1 La compatibilidad metrológica sustituye al concepto tradicional de “estar dentro del error”, 
pues representa el criterio para decidir si dos resultados de medida se refieren o no al mismo 
mensurando VIM 3ra ed 
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Tabla 1-14.Técnicas Instrumentales o estrategias de certificación para los MRC utilizados 

en la validación de los métodos analíticos para As, Cd y Pb.  

Elemento MRC 
Técnica instrumental o estrategia 

de certificación 

As 

Agujas de pino SRM® 1575ª INAA 

Hojas de té verde SRM® 3254 ICP-MS y Estudio colaborativo 

Polvo de alga SRM® 3232 ICP-MS-INAA 

Hojas de tomate SRM® 1573a HG-AAS- RNAA 

Cd 

Agujas de pino SRM® 1575a ICP-MS, RNAA, ICP-AES 

Hojas de té verde SRM® 3254 ICP-MS y Estudio colaborativo 

Hojas de tomate SRM® 1573a PGAA 

Pb 

Hojas de té verde SRM® 3254 ICP-MS y Estudio colaborativo 

Polvo de alga SRM® 3232 ID-ICP-MS 

Hojas de manzana SRM® 1515 ID TIMS 

INAA Análisis por activación neutrónica instrumental, ICP-AES espectrometría de emisión atómica con plasma acoplado 

inductivamente, PGAA análisis por activación con radiación gamma inmediata, ID-ICP-MS dilución isotópica -espectrometría 

de masas con plasma acoplado inductivamente, RNAA Análisis por activación neutrónica nuclear radioquímico. 

▪ Alcance de los métodos analíticos 

Los métodos fueron aplicados a matrices vegetales específicamente hojas de Cannabis 

sativa utilizando las técnicas ICP-MS, HG-AAS y GF-AAS según correspondiera al 

elemento analizado. La Tabla 1-15 resume las fracciones másicas validadas para cada 

mensurando, las cuales definen el rango de aplicación del método y fueron establecidas 

con base en los valores extremos observados en los MRC empleados durante la 

validación. 

Tabla 1-15 . Intervalos de trabajo para los mesurados estudiados en matriz vegetal. 

Analito Técnica analítica 
Intervalo de trabajo / 

mg kg-1 

As 

ICP-MS 

0.041 - 37.0 

Cd 0.039 - 1.483 

Pb 0.168 - 1.062 

Cd 
GF-AAS 

0.236 - 1.548 

Pb 0.484 - 1.72 

As HG-AAS 0.149 - 37.3 
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1.4 Estimación de incertidumbre. 

La estimación de la incertidumbre para los métodos validados se realizó conforme a las 

directrices de la Guía para la Expresión de la Incertidumbre en la Medición (GUM) que 

propone un esquema para identificar, estimar y combinar las fuentes de incertidumbre en 

mediciones analíticas [64]. Con el fin de mostrar este procedimiento, se toma como ejemplo 

la cuantificación de arsénico en el SRM® 3254 mediante dos enfoques: calibración 

analítica por adición de patrón y bracketing. Para adición patrón se describe 

específicamente el modelo de adición de patrón con corrección mediante estándar interno, 

dado que, aunque comparte el mismo principio fundamental, incorpora un mayor número 

de variables de entrada. La descripción detallada se presenta a continuación: 

▪ Respecto al cálculo de la incertidumbre por adición patrón con corrección de estándar 

interno: 

Mesurando: Fracción másica total en mg kg-1 de arsénico (As) en una matriz vegetal, 

determinada mediante ICP-MS. 

En la Ecuación 1.10 se presenta el modelo matemático con las variables de entrada para 

el cálculo de la incertidumbre.                               

𝑤𝑚𝑡𝑎 = 𝑓𝐴𝑃+𝐸𝐼 ∗ 𝐹𝐷𝑑𝑖𝑔 ∗
1

(1−𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑)
∗ 𝑅                                     (1.10) 

Donde  
𝑤 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

𝑓𝐴𝑃+𝐸𝐼 = 𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 1.3 
𝑅 = 𝐴𝑝𝑜𝑟𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝐼𝑛𝑐𝑒𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑝𝑜𝑟 𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖ó𝑛 𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑝𝑒𝑡𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 
 

Los aportes del modelo matemático por adición de patrón con corrección por estándar 

interno (𝑓𝐴𝑃+𝐸𝐼) se calculan mediante las Ecuaciones (1.11 a 1.13), con base en la 

metodología propuesta por Hauswaldt et al [65]. 

 

(
𝑢(𝑤𝑥)

𝑤𝑥
)

2

=  (
𝑢(𝑤𝑧)

𝑤𝑧
)

2

+
𝑆2

𝑎0
2 ∗ [

1

𝑛
+

(
𝑤𝑥
𝑤𝑧

+𝑥̅)
2

∑ (𝑥𝑖−𝑥̅)2𝑛
𝑖=1

]                 (1.11) 

 

𝑆2 =
∑ [𝑦𝑖−(𝑎0+𝑎1∗𝑥𝑖)]2𝑛

𝑖=1

𝑛−2
,   𝑥̅ =

∑ 𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1

𝑛
               (1.12, 1.13) 
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Donde  
 
𝑢(𝑤𝑥)

𝑤𝑥
= 𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎  

𝑢(𝑤𝑧)

𝑤𝑧
= 𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖ó𝑛 

𝑆2 = 𝑉𝑎𝑟𝑖𝑎𝑛𝑧𝑎 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑝𝑜𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛  

∑ = 𝑆𝑢𝑚𝑎𝑡𝑜𝑟𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑠𝑑𝑒 𝑖 = 1 ℎ𝑎𝑠𝑡𝑎 𝑛, 𝑑𝑜𝑛𝑑𝑒 𝑒𝑠 𝑒𝑙 𝑛𝑢𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛
𝑛

𝑖=1
 

𝑦𝑖 = 𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒 𝑑𝑒𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 ℎ𝑎𝑠𝑡𝑎 𝑒𝑙 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙 𝑖 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 
𝑎0 = 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑔𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 𝑎𝑗𝑢𝑠𝑡𝑎𝑑𝑎 

𝑎1 = 𝑃𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑙𝑖𝑛𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑔𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 𝑎𝑗𝑢𝑠𝑡𝑎𝑑𝑎 
𝑥𝑖 = 𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 ℎ𝑎𝑠𝑡𝑎 𝑒𝑙 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙 𝑖 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛  

∑[𝑦𝑖 − (𝑎0 + 𝑎1 ∗ 𝑥𝑖)]2

𝑛

𝑖=1

= 𝑉𝑎𝑟𝑖𝑎𝑏𝑙𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑒𝑙 𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑔𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 

𝑛 − 2 = 𝐺𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑏𝑒𝑟𝑡𝑎𝑑, 𝑑𝑜𝑛𝑑𝑒 𝑛 𝑒𝑠 𝑒𝑙 𝑛𝑢𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑦 2  
𝑒𝑙 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑟𝑎𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜𝑠 𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑔𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 (𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡𝑜 𝑦 𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒) 
𝑤𝑥 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎  
𝑤𝑧 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖ó𝑛 

 
Para calcular la incertidumbre estándar combinada 𝒖𝒄𝒐𝒎𝒃𝒊𝒏𝒂𝒅𝒂 las variables de entrada se 

expresan en forma relativa, lo que permite evaluar su contribución individual, tal como se 

muestra en la Tabla 1-16                   Finalmente, la propagación de la incertidumbre se 

realiza mediante Ecuación (1.14) 

 

Tabla 1-16 Presupuesto de incertidumbre por el modelo de adición patrón para el 

mesurando especificado. 

Fuente de incertidumbre 

 

Expresión  

Tipo de 

evaluación 

𝒖𝒆𝒔𝒕á𝒏𝒅𝒂𝒓
 𝒓𝒆𝒍𝒂𝒕𝒊𝒗𝒂

 

/ % 

𝒖𝒄𝒐𝒎𝒃𝒊𝒏𝒂𝒅𝒂 

/ % 

𝑼𝒆𝒙𝒑𝒂𝒏𝒅𝒊𝒅𝒂
 𝒓𝒆𝒍𝒂𝒕𝒊𝒗𝒂
 (𝒌=𝟏.𝟗𝟕)

 

/ % 

Modelo de adición patrón              
𝑢(𝑤𝑥)

𝑤𝑥
 A 1.72 

2.47 0.049 
Factor dilución por digestión     

𝑢(𝐹𝐷𝑑𝑖𝑔)

𝐹𝐷𝑑𝑖𝑔
 B 0.05 

Precisión en condiciones de 

repetibilidad2                                 

𝑑

√𝑟
𝑤𝑥

 
A 1.77 

 
 

d = desviación estándar, r= Replicas independientes de preparación 
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Tabla 1-16  (Continuación) 

Corrección en base seca  
𝑢(𝑤𝐻)

𝑤𝐻
 A/B 0.15 

  

Masa del estándar interno  
𝑢(𝑚𝐸𝐼)

𝑚𝐸𝐼
 B 0.01 

Masa del estándar de fortificación 
𝑢(𝑚𝑍)

𝑚𝑍
 B 0.04 

Masa de la muestra  
𝑢(𝑚𝑥)

𝑚𝑥
 B 0.01 

Fracción másica promedio / mg kg-1  U (k=1.97) 0.149 ± 0.005 

 

𝑢𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎 = √(
𝑢(𝑤𝑥)

𝑤𝑥
)

2

+ (
𝑢(𝐹𝐷𝑑𝑖𝑔)

𝐹𝐷𝑑𝑖𝑔
)

2

+ (

𝑑

√𝑟

𝑤𝑥
)

2

+ (
𝑢(𝑤𝐻)

𝑤𝐻
)

2

+ (
𝑢(𝑚𝐸𝐼)

𝑚𝐸𝐼
)

2

+ (
𝑢(𝑚𝑍)

𝑚𝑍
)

2

+ (
𝑢(𝑚𝑥)

𝑚𝑥
)

2

    (1.14) 

▪ Respecto al cálculo de la incertidumbre por bracketing 

Mesurando: Fracción másica total en mg kg-1 de arsénico (As) en una matriz vegetal, 

determinada mediante GF-AAS y calibración analítica por bracketing. 

En la Ecuación 1.15 se presenta el modelo matemático con las variables de entrada para 

el cálculo de la incertidumbre con calibración analítica por bracketing.                               

𝑤𝑏𝑟𝑎𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔 =
𝑤2(𝑦0−𝑦1)−𝑤1(𝑦0−𝑦2)

𝑦2−𝑦1
∗ 𝐹𝐷𝑐𝑎𝑙 ∗ 𝐹𝐷𝑑𝑖𝑙 ∗ 𝑅                         (1.15) 

Donde  

𝑦0 = 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝑖𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎   
 𝑦1 = 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝐼𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟  

𝑦2 = 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎 𝐼𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 
 𝑤1 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑓𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟  

𝑤2 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜  𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑟 
𝐹𝐷𝑑𝑖𝑙 = 𝐸𝑠 𝑒𝑙 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎    
𝐹𝐷𝑐𝑎𝑙 = 𝐸𝑠 𝑒𝑙 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎   
 
La Tabla 1-17 presenta las fuentes de incertidumbre identificadas para el modelo de 
calibración por bracketing: 
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Tabla1-17 Descripción de las fuentes de incertidumbre para el modelo de calibración por 

bracketing. 

Fuente de incertidumbre Expresión Tipo de evaluación 

Fracción másica del analito en el Calibrante bajo 𝑤𝑐1 B 

Fracción másica del analito en el Calibrante alto 𝑤𝑐2 B 

Factor de dilución de muestra calcinada 𝐹𝐷𝑐𝑎𝑙 A/B 

Factor de digestión por dilución  𝐹𝐷𝑑𝑖𝑙 A/B 

Precisión en condiciones de Repetibilidad (R) 𝑑 A 

Los coeficientes de sensibilidad  
𝜕𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔

𝜕𝑥
  cuantifican la influencia de cada fuente de 

incertidumbre en el resultado final 𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔. Estos coeficientes se calculan como las 

derivadas parciales del modelo matemático (Ecuación 1.15) con respecto a cada variable 

de entrada (𝑥𝑖), y se presentan a continuación:  

𝜕𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔

𝜕𝑤𝑐1
=

(𝑦2−𝑦0)

(𝑦2−𝑦1)
∗ 𝑑 ∗ 𝐹𝐷𝑑𝑖𝑙 ∗ 𝐹𝐷𝑐𝑎𝑙                                         (1.16) 

𝜕𝑤𝑚𝑡𝑎

𝜕𝑤𝑐2
=

(𝑦0−𝑦1)

(𝑦2−𝑦1)
∗ 𝑑 ∗ 𝐹𝐷𝑑𝑖𝑙 ∗ 𝐹𝐷𝑐𝑎𝑙                                          (1.17)  

𝜕𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔

𝜕𝐹𝐷𝑑𝑖𝑙
=

(𝑤𝑐2∗(𝑦2−𝑦1))−(𝑤𝑐1∗(𝑦0−𝑦2))

(𝑦2−𝑦1)
∗ 𝑑 ∗ 𝐹𝐷𝑐𝑎𝑙                          (1.18) 

𝜕𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔

𝜕𝐹𝐷𝑐𝑎𝑙
=

(𝑤𝑐2∗(𝑦2−𝑦1))−(𝑤𝑐1∗(𝑦0−𝑦2))

(𝑦2−𝑦1)
∗ 𝑑 ∗ 𝐹𝐷𝑑𝑖𝑙                          (1.19) 

𝜕𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔

𝜕𝑑
=

(𝑤𝑐2∗(𝑦2−𝑦1))−(𝑤𝑐1∗(𝑦0−𝑦2))

(𝑦2−𝑦1)
∗ 𝐹𝐷𝑑𝑖𝑙 ∗ 𝐹𝐷𝑐𝑎𝑙                    (1.20) 

La Tabla 1-18 presenta el presupuesto de incertidumbre, mostrando las incertidumbres 

estándar (𝑢), los coeficientes de sensibilidad (𝑐𝑖) y las contribuciones a la incertidumbre 

combinada relativa. Una vez calculadas las derivadas parciales (coeficientes de 

sensibilidad), se procede a calcular la incertidumbre estándar combinada 𝑢𝑐 mediante la 

siguiente Ecuación 1.21. 

𝑢𝑐 = √∑ (𝑐𝑖 ∗ 𝑢)2𝑛
𝑖                                        (1.21)     
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Para expresar la incertidumbre combinada de forma relativa, se utiliza la siguiente 

ecuación: 

𝑢𝑐  𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 =
𝑢𝑐 

𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔
                                             (1.22) 

Tabla 1-18 Presupuesto de incertidumbre para el modelo de calibración por braketing. 

Expresión (𝑥) 𝒖 X Unidades 𝒄𝒊 (𝒄𝒊 ∗ 𝒖)𝟐 𝒖𝒄𝒐𝒎𝒃𝒊𝒏𝒂𝒅𝒂 𝒓𝒆𝒍𝒂𝒕𝒊𝒗𝒂 
/ %

 

𝑤𝑐1 0.0033 2.0175 µg kg-1 36.91 0.02 

1.75 

𝑤𝑐2 0.0046 2.9934 µg kg-1 23.01 0.01 

𝐹𝐷𝑑𝑖𝑙 0.0010 2.0020 N.A 71.60 0.01 

𝐹𝐷𝑐𝑎𝑙 0.0066 29.9299 N.A 4.79 0.00 

𝑑 0.01724 1.00 N.A 143.35 6.11 

𝑦0 - 0.4192 Abs s-1 - - 

𝑦1 - 0.3444 Abs s-1 - - 

𝑦2 - 0.53922 Abs s-1 - - 

Para corregir la fracción másica de arsénico por humedad se utiliza la siguiente ecuación: 

𝑤𝑚𝑡𝑎 = 𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔 ∗
1

(1−𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑)
                                      (1.23) 

 

Tabla 1-19 Presupuesto de incertidumbre en la corrección de la fracción másica 

mediante calibración por bracketing 

Expresión 
𝒖 𝒆𝒔𝒕𝒂𝒏𝒅𝒂𝒓 

𝒓𝒆𝒍𝒂𝒕𝒊𝒗𝒂 /% 

𝒖 𝒄𝒐𝒎𝒃𝒊𝒏𝒂𝒅𝒂 

𝒓𝒆𝒍𝒂𝒕𝒊𝒗𝒂 /% 

𝑼 𝒓𝒆𝒍𝒂𝒕𝒊𝒗𝒂 / % 

(𝒌 = 𝟏. 𝟗𝟕) 

𝑢(𝑤𝐻)

𝑤𝐻
 0.0015 

0.0176 0.035 
𝑢(𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔)

𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔
 0.0175 

Fracción másica promedio / µg kg-1 0.149 

U (k=1.97) / µg kg-1 0.0045 

La propagación de la incertidumbre se realizó por medio de la Ecuación 1.24 

𝑢𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎/𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 = √(
𝑢(𝑤𝐻)

𝑤𝐻
)

2

+ (
𝑢(𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔)

𝑤𝑏𝑟𝑎𝑐𝑘𝑒𝑡𝑖𝑛𝑔
)

2

                                       (1.24) 
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En los modelos de calibración empleados para la cuantificación de arsénico, cadmio y 

plomo en matrices vegetales, se identificó que las mayores contribuciones a la 

incertidumbre, en el caso del modelo de adición de patrón, provienen de la precisión en 

condiciones de repetibilidad y del modelo de calibración. De la misma manera, para el 

modelo de calibración de bracketing la principal contribución a la incertidumbre proviene 

de la precisión en condiciones de repetibilidad con un valor de (𝒄𝒊 ∗ 𝒖)𝟐 =6.11 

significativamente más grande cuando se compara con las demás contribuciones. En 

consecuencia, si se pretende reducir la incertidumbre global del método, los esfuerzos 

deben centrarse en mejorar la precisión bajo condiciones repetibilidad, ya sea mediante el 

aumento del número de réplicas analíticas o mediante la optimización de las condiciones 

instrumentales que afectan la estabilidad de la señal. 

1.5 Conclusiones  
 

Se desarrollaron y validaron métodos analíticos para la determinación de arsénico, cadmio 

y plomo en material foliar de Cannabis utilizando dos técnicas instrumentales por analito. 

Se utilizo ICP-MS para la cuantificación de As, Cd y Pb, y GF-AAS para Cd y Pb. En el 

caso del arsénico, la sensibilidad obtenida mediante GF-AAS no fue adecuada para cumplir 

con los niveles requeridos por los objetivos analíticos del estudio. Por esta razón, se 

desarrolló y validó un método alternativo basado en la generación de hidruros acoplada a 

espectrometría de absorción atómica (HG-AAS). Adicionalmente, debido a las limitaciones 

de la digestión ácida asistida por microondas para convertir completamente las especies 

orgánicas de arsénico en formas reducibles (As3+ y As5+), se implementó la calcinación 

como método alternativo de preparación de muestras para la determinación con HG-AAS.  

 

En todos los casos de estudio se obtuvo exactitud adecuada y demostrable. La precisión 

en condiciones de repetibilidad se encontró en rangos adecuados para cada técnica: entre 

0.8 % y 5.3 % para ICP-MS para todos los elementos, entre 1.9 % y 4.4 % para GF-AAS 

en cadmio y plomo, y entre 1.7 % y 2.4 % para HG-AAS en arsénico. Estos resultados 

demuestran que, aunque GF-AAS y HG-AAS son técnicas de menor complejidad 

instrumental en comparación con ICP-MS, ofrecen una precisión comparable dentro de las 

fracciones másicas evaluadas, lo que respalda su aplicabilidad en la determinación de 

estos elementos en matriz vegetal. Además, la ausencia de errores normalizados 
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significativos, con valores entre 0 y 0.9 en todos los casos evaluados, confirma la ausencia 

de sesgo de los métodos de medición que serán utilizados para la caracterización del 

material de referencia certificado de elementos tóxicos en tejido foliar. Finalmente, el 

emplear MRCs para la validación de métodos analíticos proporciona compatibilidad 

metrológica que sustenta la evaluación objetiva del sesgo de medición, aumentando la 

confianza en la determinación de los parámetros de desempeño del método y asegurando 

la validez de los resultados de medición. 

 





 

 
 

2. Preparación y caracterización de un 
candidato a material de referencia de 
elementos tóxicos en tejido foliar de 
Cannabis. 

La planta de Cannabis puede acumular concentraciones significativas de metales tóxicos 

sin comprometer su supervivencia, existe un riesgo potencial para los productos derivados. 

Esta situación resalta la necesidad de desarrollar herramientas metrológicas para los 

laboratorios de ensayo que prestan servicios en la medición de elementos tóxicos al sector 

productivo del Cannabis. En respuesta a esta necesidad, fue desarrollado en el INM a el 

MRC INM-040-1 para la determinación de arsénico, cadmio y plomo en matriz vegetal de 

Cannabis. Este material de referencia certificado tiene como propósito respaldar el 

desarrollo y validación de métodos analíticos, así como el aseguramiento de la validez de 

los resultados. 

Este capítulo aborda los objetivos específicos 2 y 3 de esta tesis de maestría: 

Objetivo 2: Evaluar las variables de preparación del candidato a material de referencia de 

elementos tóxicos en tejido foliar de Cannabis sativa. 

Objetivo 3: Caracterizar un candidato a material de referencia de elementos tóxicos en 

tejido foliar de Cannabis sativa mediante estudios de estabilidad, homogeneidad y 

asignación de valor 

Como parte del desarrollo del MRC se realizó un estudio preliminar del tamaño de partícula 

y del método de secado del material foliar de partida, con el objetivo de identificar las 

condiciones de preparación que mejoren la homogeneidad de las unidades producidas del 

MRC. Asimismo, fue necesario fortificar el material foliar de partida, lo que implicó la 

evaluación de las condiciones de fortificación. Estos tratamientos incorporaron etanol en 
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fracciones volumétricas del 10 % y 30 % y para cada una de estas fracciones la posible 

influencia del medio ácido en la disolución de fortificación, para un total de cuatro 

tratamientos.  

Para la caracterización del MRC INM-040-1se utilizaron los métodos validados con 

exactitud demostrable (ver capítulo 1). Se evaluó la homogeneidad mediante un diseño 

anidado, la estabilidad a corto plazo a través de un diseño isócrono y la estabilidad a largo 

plazo mediante el modelo clásico. La medición de la propiedad para cada elemento se 

realizó por dos técnicas analíticas independientes, y su vez por cada técnica se realizaron 

mediciones en dos días diferentes. Esto permitió asignar el valor y evaluar las 

contribuciones de la incertidumbre en las etapas de caracterización, calculada con un nivel 

de confianza del 95 % (k = 1.97) para los elementos arsénico, cadmio y plomo en el MRC.  

2.1 Marco Conceptual  

2.1.1 Aspectos agronómicos de Cannabis sativa.  

Cannabis sativa L. es una planta herbácea anual de la familia Cannabaceae, reconocida 

como monoespecífica, aunque puede clasificarse en subespecies como C. sativa subsp. 

indica, subsp. ruderalis, subsp. spontanea y subsp. Kafiristanica [66]. No obstante, en la 

mayoría de los contextos científicos y regulatorios el término Cannabis sativa resulta 

suficiente para referirse a todas sus variedades [67]. Esta especie presenta una alta 

plasticidad morfológica y ecológica, con tallos fibrosos en sus formas más altas y 

ramificación densa en las de menor porte; sus hojas son compuestas palmadas con foliolos 

oblanceolados. Es una planta dioica de flores masculinas y femeninas separadas, y fruto 

tipo aquenio [66]. Además, el Cannabis se distingue por su producción de cannabinoides, 

compuestos activos localizados principalmente en los tricomas de la inflorescencia, entre 

los cuales destacan el tetrahidrocannabinol (THC) y el cannabidiol (CBD) [68]. 

La planta Cannabis sativa tiene una alta capacidad para acumular elementos tóxicos 

provenientes del medio de cultivo, el suelo y los fertilizantes. La fracción másica de estos 

elementos en la planta dependen significativamente de las condiciones de cultivo [69],[70]. 

Un ejemplo de la capacidad de la planta para acumular elementos tóxicos es el Cáñamo 

que es una subespecie del Cannabis destinado a la producción de fibras textiles además 
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de haber demostrado su potencial como fitoremediadora por su capacidad de absorber 

elementos tóxicos en raíces, tallos y hojas [71, 68]. Otra evidencia son las investigaciones 

realizadas por Gauvin et al  [70]  en la cual se analizaron los cigarrillos de tabaco y 

marihuana, y encontraron que los contenidos de elementos tóxicos en ambos productos 

fumados incluían cadmio, plomo, cromo, níquel, estaño y selenio. 

2.1.2 Clasificación y regulación de elementos tóxicos en 
Cannabis. 

 

El término 'elementos tóxicos' se refiere a aquellos metales y no metales que pueden 

representar un riesgo para los organismos vivos debido a su toxicidad. Esto depende de 

las propiedades químicas del elemento, su fracción másica, su especie y su impacto en los 

organismos expuestos. Por ello, la clasificación de los metales y metaloides según su 

toxicidad debe considerar tanto sus características químicas como sus efectos biológicos, 

o idealmente, una combinación de ambos factores [72]. La Conferencia Internacional sobre 

Armonización de Requisitos Técnicos para el Registro de Medicamentos de Uso Humano 

(ICH, por sus siglas en inglés) a nivel farmacológico ha desarrollado la guía ICH Q3D [73], 

donde se clasifica los elementos tóxicos en tres clases según su toxicidad y probabilidad 

de aparición en el producto farmacéutico.  

 El objetivo de esta clasificación es enfocar la evaluación de riesgos en aquellos elementos 

que son altamente tóxicos, pero también tienen una probabilidad significativa de estar 

presentes en el producto farmacéutico. En la Clase 1 se encuentran los metales y 

metaloides con mayor riesgo de toxicidad para el ser humano en los que se encuentran 

arsénico, cadmio, mercurio y plomo, los elementos de la Clase 2 se consideran  de 

toxicidad significativa, se dividen además en subclases 2A y 2B según su probabilidad 

relativa de aparición en el producto farmacéutico, teniendo una probabilidad relativamente 

alta la subclase 2A. Finalmente, en la Clase 3 se encuentran los elementos con toxicidades 

relativamente bajas por la vía de administración oral, pero pueden requerir consideración 

en la evaluación de riesgos para las vías de administración inhalatoria y parenteral [73]. 

Aunque la ICH Q3D es una guía general para productos farmacéuticos su enfoque en la 

identificación, evaluación y control de impurezas elementales proporciona un marco útil 

para garantizar la calidad y seguridad de los productos derivados del Cannabis, 
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especialmente aquellos destinados a uso medicinal. En este contexto, diversos 

organismos de control adoptan estos lineamientos para establecer límites de elementos 

contaminantes y regular su presencia en productos derivados de Cannabis, en la Tabla 

2-1 se presentan algunos ejemplos. 

Tabla 2-1 Límites de fracción másica para elementos contaminantes en productos 

derivados de Cannabis según la forma de administración. 

Cd 

/ (µg g-1) 

Pb  

/ (µg g-1) 

As 

/ (µg g-1) 

Hg  

/ (µg g-1) 

Fuente  

Cannabis inhalable y Productos de Cannabis Departamento de control de Cannabis 

de California [74]. 

 

0.2 0.5 0.2 0.1 

Cannabis no inhalable y Productos de Cannabis 

0.5 0.5 1.5 3.0 

Oral Agencia de Administración de 

Alimentos y Medicamentos de los 

EE. UU (FDA)  [74] , Agencia 

Europea de medicina[73]. 

0.5 0.5 1.5 3.0 

Parenteral 

0.2 0.5 1.5 0.3 

Inhalación 

0.2 0.5 0.2 0.1 

Productos de inhalación Departamento de Ingresos de 

Colorado (División de Control de la 

Marihuana) [75] 

0.2 5.0 0.2 0.1 

Tópico y transdérmico 

3 10 3 1 

Oral, producto rectal o administración vaginal 

0.5 1 1.5 1.5 

 
0.5 

 
5.0 

 
3.0 

 
3.0 

Departamento de Salud – Gobierno 

de Australia [73]. 

a Productos farmacéuticos como: Inhaladores de dosis medida, Nebulizadores entre otros 

2.1.3 Materiales de referencia y materiales de referencia 
certificados 

El aseguramiento de la validez de los resultados en el contexto de las mediciones químicas 

abarca aspectos clave como la calibración y calificación de los instrumentos de medición, 

el uso de procedimientos analíticos validados, la comparabilidad de las mediciones entre 
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laboratorios y a lo largo del tiempo, y el establecimiento de la trazabilidad tal como lo indica 

la norma ISO 17025:2017 [17]. Para garantizar el cumplimiento de estos aspectos, en la 

mayoría de los casos es necesario contar con materiales de referencia (MR). En este 

sentido, el Sistema Internacional de Unidades (SI) y el Arreglo de Reconocimiento Mutuo 

del Comité Internacional de Pesas y Medidas (CIPM-MRA) destacan la importancia de 

utilizar referencias de medición reconocidas internacionalmente. Estas referencias no solo 

facilitan la aceptación global de los resultados analíticos, sino que también garantizan la 

trazabilidad metrológica, lo que fortalece la fiabilidad en el comercio internacional de bienes 

y servicios y en la regulación asociada a estos [76].  

De acuerdo con la guía ISO 30:2015 [77] un material de referencia se define como: 

“material suficientemente homogéneo y estable con respecto a una o más propiedades 

específicas, que se ha establecido apto para su uso en un proceso de medición, donde las 

propiedades pueden ser cualitativas o cuantitativas”. Así mismo, define el termino material 

de referencia certificado como: “Un MR caracterizado mediante un procedimiento 

metrológicamente válido para una o más propiedades especificadas, acompañado de un 

certificado de MR que proporciona el valor de la propiedad especificada, su incertidumbre 

asociada y una declaración de trazabilidad metrológica" [78].  Por lo anterior, el término 

"material de referencia" es de carácter genérico e incluye tanto materiales de referencia 

certificados como no certificados, ya que abarca propiedades cualitativas y cuantitativas, 

como la identidad de una sustancia o especie y la cantidad de sustancia. Es importante 

destacar que independientemente de su clasificación los materiales de referencia deben 

ser homogéneos y estables. 

Respecto a la clasificación existen tres tipos de Materiales de Referencia Certificados con 

diferentes niveles de complejidad y usos:  

▪ Sustancias puras: 

Compuestos de sustancias puras que se utilizan como estándares primarios (de pureza 

conocida) para la preparación de disoluciones de calibración, así mismo son la partida para 

la construcción de la trazabilidad metrológica [79]. Un ejemplo es el SRM 981 del NIST que 

corresponde a plomo sólido de alta pureza (≥ 99.99 %). 
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▪ Disoluciones o mezclas de calibración que contienen uno o más constituyentes:  

Son disoluciones de calibración que eliminan la necesidad de que el operador prepare una 

disolución a partir de una sustancia pura, facilitando el proceso y reduciendo posibles 

errores de preparación. Un ejemplo de esto es el SRM 3128 que es una disolución estándar 

de plomo producida por el NIST, cuyos valores certificados están destinados a ser 

utilizados como estándar primario de calibración para la determinación cuantitativa de 

plomo y tiene trazabilidad al sistema internacional. Este tipo de materiales de referencia 

garantiza trazabilidad metrológica y mejora la confiabilidad de los resultados analíticos [80]. 

▪ Materiales de referencia en matriz 

Los materiales de referencia en matriz representan la opción más cercana a las muestras 

del mundo real en las mediciones analíticas. Idealmente, deben ser similares a las 

muestras analizadas para evaluar el proceso completo de medición. Estos materiales 

desempeñan un papel fundamental en el desarrollo y validación de métodos de medición, 

permitiendo evaluar su exactitud, además son utilizados como herramientas de control de 

calidad y como ítems de ensayos de aptitud y estudios colaborativos. En técnicas 

analíticas, como la fluorescencia de rayos X, no es posible calibrar mediante sustancias 

puras o disoluciones calibrantes, ya que los analitos deben encontrarse en una matriz lo 

más similar posible a la de las muestras reales. [80]. 

2.1.4 Preparación y producción de materiales de referencia  

La preparación y producción de materiales de referencia es un proceso que requiere 

conocimiento técnico científico alineado a la normativiada. Para garantizar la calidad y 

confiabilidad de estos materiales los productores deben demostrar su competencia 

mediante el cumplimiento de la norma ISO 17034:2016 [15], la cual establece los 

principales requisitos técnicos para su producción. 

En Colombia la implementación de esta normativa ha sido clave para el fortalecimiento de 

la metrología química. El Instituto Nacional de Metrología fue la primera entidad del país 

en obtener reconocimiento internacional a través de Acuerdos de Reconocimiento Mutuo 

con otros Institutos Nacionales de Metrología del mundo. Actualmente, el Organismo 
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Nacional de Acreditación de Colombia (ONAC) ofrece servicios de acreditación bajo la 

norma ISO 17034, promoviendo así la acreditación y reconocimiento de laboratorios 

productores de materiales de referencia. En esta línea desde 2021 el Programa de Calidad 

para la Cadena de Químicos de la Organización de las Naciones Unidas para el Desarrollo 

Industrial (ONUDI) – GQSP Colombia (Global Quality and Standards Program), ha 

impulsado la acreditación de laboratorios beneficiados del programa mediante asesoría 

técnica y capacitaciones especializadas, adaptadas a las necesidades de cada 

empresa [81]. 

En relación con la producción de materiales de referencia la Figura 2-1 presenta las etapas 

para la producción de materiales de referencia, las cuales requieren una planificación 

meticulosa que inicia con la identificación de la necesidad y la evaluación de la viabilidad 

de su desarrollo. En esta fase se consideran aspectos clave como la disponibilidad de 

recurso humano con competencia técnica, la existencia de métodos de medición validados 

y la accesibilidad en el mercado del material de partida, lo cual puede representar un 

desafío en casos como el del Cannabis debido a sus restricciones legales.  

Figura 2-1 Etapas para la producción de un material de referencia  

 

1. Identificación de la 
necesidad de 

producción del  MR

2. Evaluación de 
viablidad de la 

producción

3. Ensayos 
preliminares para la 

preparación

4. Planeación de la 
producción 

5. Caracterización
5a. Evaluación de la 

homogeneidad 

5b. Estudio de  
estabilidad

5c. Medición de la 
propiedad.

5d. Asignación de 
valor y estimación de 
incertidumbre al MR
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La fase de ensayos preliminares incluye todas las pruebas necesarias para garantizar su 

homogeneidad y estabilidad. En el caso de MR de matrices sólidas, se evalúan aspectos 

como el tamaño de partícula, el método de secado de la matriz, adición de agentes 

antioxidantes entre otros, según la necesidad del estudio. Cuando es necesario, también 

se considera la posibilidad de fortificar la matriz para asegurar que el material de referencia 

cumpla con los criterios establecidos para la fracción másica de los analitos objetivo. 

La planeación de la producción integra toda la experiencia adquirida durante los ensayos 

preliminares. En esta fase se establecen el número de unidades a producir, su 

presentación y el contenido por unidad. Además, se definen los criterios de aporte a la 

incertidumbre en cada etapa de caracterización (estudio de homogeneidad, estabilidad y 

medición de la propiedad), así como los diseños experimentales a emplear y el número de 

unidades requeridas para cada etapa. También se determina la frecuencia de los 

monitoreos, entre otros aspectos. 

La caracterización del MR abarca cuatro etapas: evaluación de la homogeneidad, estudio 

de estabilidad, medición de la propiedad, y asignación del valor a la propiedad que incluye 

estimar la incertidumbre del material de referencia.  

Evaluación de la homogeneidad: Para este estudio es necesario establecer estrategias de 

muestreo que permitan la selección aleatoria de las unidades a analizar. La Guía ISO 35 

recomienda el uso de muestreo aleatorio simple, muestreo estratificado aleatorio o 

muestreo sistemático [16] En esta etapa, es fundamental que el método de medición 

empleado tenga alta repetibilidad y selectividad, ya que el objetivo es determinar la 

variabilidad entre y dentro de las botellas producidas. Para ello, pueden emplearse diseños 

experimentales que permitan estimar las varianzas por separado, como los diseños en 

bloques o anidados. Entre estos, los más adecuados son los diseños de bloques 

aleatorizados simples y los diseños anidados equilibrados [16]. 

Estudio de la Estabilidad:  Su objetivo es analizar cómo varía el valor de la propiedad en 

el tiempo para estimar la incertidumbre asociada a estos posibles cambios  

Los estudios de estabilidad se pueden clasificar en distintas categorías[16]: 
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▪ Según las condiciones de medición: 

Los estudios isocrónicos y clásicos se diferencian según el momento y las condiciones de 

medición. En los estudios isócronos todas las unidades se muestrean en distintos 

momentos y se almacenan en condiciones de referencia hasta que son medidas 

simultáneamente bajo condiciones de repetibilidad. En contraste, en los estudios clásicos, 

las unidades se miden inmediatamente después de ser muestreadas, sin almacenamiento 

previo. 

▪ Según las condiciones y tratamientos aplicados.  

Los estudios de estabilidad pueden ser en tiempo real o acelerados. Los estudios en 

tiempo real evalúan la estabilidad del material de referencia bajo condiciones normales de 

almacenamiento a lo largo del tiempo. Por su parte, los estudios acelerados surgen de la 

necesidad de reducir el tiempo de evaluación, sometiendo el material a condiciones 

extremas como humedad y temperatura para estimar la cinética de degradación de la 

propiedad de interés. 

Medición de la propiedad: Los mesurandos pueden clasificarse en dos categorías según 

su dependencia del método de cuantificación. Los mesurandos operacionalmente 

definidos reciben esta denominación porque su valor depende directamente del método 

empleado para su determinación, como ocurre en aquellos análisis que utilizan 

extracciones parciales en lugar de totales. En contraste, los mesurandos independientes 

del método son aquellos cuyo valor es consistente entre distintos métodos de 

cuantificación, presentando un sesgo mínimo. 

Es importante conocer la clasificación del mesurando ya que la medición de la propiedad 

en el MR, puede tomar distintos enfoques.:  

▪ Caracterización de un mesurando independiente del método, utilizando un solo método 

en un solo laboratorio: 

En este enfoque el procedimiento de medición debe cumplir con requisitos estrictos, como 

estar completamente descrito mediante una ecuación de medición basada en unidades del 

SI, no depender de factores empíricos con gran influencia en el resultado y contar con un 
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presupuesto de incertidumbre bien definido. Aunque no es obligatorio, se recomienda la 

confirmación mediante un método independiente para aumentar la confianza en los 

resultados y demostrar la aplicabilidad del material en otros métodos de medición [16]. 

▪ Caracterización de un mensurando independiente del método utilizando dos o más 

métodos de precisión demostrable en uno o más laboratorios competentes: 

Este enfoque permite evaluar la concordancia entre los resultados obtenidos mediante 

diferentes principios de medición lo que ayuda a identificar y minimizar posibles sesgos en 

los procedimientos analíticos. Tanto en un único laboratorio como en varios, la aplicación 

de métodos independientes contribuye a mejorar la confiabilidad del valor asignado [16].  

▪ Caracterización de un mensurando definido operacionalmente utilizando una red de 

laboratorios competentes:  

Este enfoque se emplea en la certificación de materiales de referencia para parámetros 

definidos operacionalmente, en los cuales el método de medición establece la identidad 

del mensurando. Se requiere la participación de múltiples laboratorios que apliquen un 

mismo procedimiento para minimizar incertidumbres y mejorar la confiabilidad del valor 

asignado. Generalmente, el método de referencia utilizado es un procedimiento reconocido 

internacionalmente (ISO, ASTM, AOAC, entre otros), y cualquier modificación acordada 

entre los participantes debe ser documentada, ya que altera la definición del 

mensurando [16].  

2.2 Materiales y métodos  

2.2.1 Material vegetal de partida 

En la presente tesis de maestría las hojas de la planta de Cannabis fueron utilizadas como 

materia prima para la preparación del material de referencia de elementos tóxicos en tejido 

foliar. Esta elección se debió a las restricciones legales establecidas en la legislación 

colombiana, que limitan el uso de la inflorescencia de la planta. 
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2.2.2 Evaluación preliminar de las condiciones de preparación 

del material de referencia certificado. 

Se evaluaron preliminarmente las condiciones de preparación del material de referencia 

certificado, específicamente el método de secado (secado en horno y liofilización) y el 

tamaño de partícula después de la molienda. Para esta etapa se recolectaron 200 g de 

hojas de Cannabis provenientes de un cultivo artesanal en San Antonio del Tequendama, 

Cundinamarca, Colombia. En el secado en horno, las hojas se sometieron a 80 °C en un 

horno de convección (ED 115-UL, Binder, Alemania) durante 24 horas mientras que, en la 

liofilización fueron congeladas a −20 °C y posteriormente liofilizadas aproximadamente a 

3 kPa (FreeZone, Labconco, EE.UU.) durante 120 horas. Después del secado las hojas se 

molieron hasta obtener un polvo fino, del cual se separaron tres fracciones de tamaño de 

partícula (<200 μm, (200–315) μm y (315–500) μm) mediante tamices de acero inoxidable 

(FRITSCH, España).  

Con cada método de secado se evaluó el efecto de tamaño de partícula, así se obtuvieron 

6 experimentos los cuales fueron evaluados mediante análisis estadístico de varianza. El 

pretratamiento de las muestras se realizó siguiendo el procedimiento 1.2.2 para digestión 

ácida asistida por microondas y las mediciones siguiendo el método validado por ICP-MS 

(Sección 1.2). En esta etapa se realizó una cuantificación mediante calibración externa, las 

mediciones de la muestra se efectuaron en condiciones de repetibilidad, con cinco réplicas 

independientes en cada caso, en la Figura 2-2 Metodología experimental para los ensayos 

preliminares en la preparación del MRC se presenta el resumen de la metodología 

experimental para los ensayos preliminares en la preparación del MRC. 
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Figura 2-2 Metodología experimental para los ensayos preliminares en la preparación del 

MRC 

 
 

2.2.3 Preparación del MRC: experimento de fortificación y 

embotellado 

Se obtuvieron 1.6 kg de hojas de Cannabis de una empresa de cultivo con licencia (Llanos 

Oil, Fusagasugá, Colombia). Las hojas fueron separadas de sus pedúnculos, liofilizadas, 

molidas y tamizadas, reteniendo la fracción de tamaño inferior a 200 μm. A continuación, 

se determinó el contenido de As, Cd y Pb en las hojas tratadas mediante ICP-MS. Los 

resultados mostraron que los contenidos estaban por debajo del límite de cuantificación. 

Por lo que fue necesario un proceso de fortificación para alcanzar la fracción másica 

objetivo. 

Los ensayos de fortificación se realizaron con porciones de 30 g de polvo de hoja de 

Cannabis. Debido al alto contenido de ceras en las hojas se utilizó una mezcla de agua-

etanol como medio de fortificación. Se evaluaron dos fracciones volumétricas de etanol en 

la mezcla (10 % y 30 %). Adicionalmente, para cada fracción se examinó la posible 

influencia de un medio ácido (1% HNO3) dando como resultado un total de cuatro 

tratamientos, estas disoluciones de fortificación contenían una fracción másica de 

0.07 mg kg -1 de cada uno de los analitos de interés.  Se empleó una relación sólido-líquido 

de 1:3, es decir, una parte de hojas pulverizadas por tres partes de la mezcla de 

fortificación, con el fin de obtener una suspensión. Esta se agitó durante 30 minutos para 
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asegurar una adecuada interacción entre el material vegetal y la disolución de fortificación. 

Posteriormente, las cuatro pastas obtenidas fueron liofilizadas, molidas y tamizadas. Para 

cada tratamiento se realizaron cinco réplicas independientes, las cuales fueron sometidas 

a digestión ácida asistida por microondas (Sección 1.2.2) y analizadas mediante ICP-MS 

(Sección 1.2.3 ). Se evaluaron las respuestas instrumentales de As, Cd y Pb en función de 

la señal del estándar interno. Los datos obtenidos se analizaron en términos de su 

variabilidad y comparados en función de la desviación estándar relativa (DER). En la 

Figura 2-3 se presentan la estrategia experimental para el procedimiento de fortificación 

de elementos tóxicos al material foliar. 

 Figura 2-3 Procedimiento para la fortificación del material foliar con elementos tóxicos. 

 

Para la preparación formal del MRC (Ver Figura 2.4), la condición de fortificación 

seleccionada fue 30 % de etanol en agua sin acidificación. Se aplicó a 380 g de polvo de 

hoja de Cannabis procesado (tras secado, molienda y tamizado). Esta porción se incorporó 

en 1140,1 g de una disolución acuosa de arsénico, cadmio y plomo con fracciones másicas 
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de 0,114 mg kg⁻¹, 0,115 mg kg⁻¹ y 0,214 mg kg⁻¹, respectivamente. La suspensión fue 

agitada durante 30 minutos, seguida de liofilización, molienda y tamizado. El material seco 

fortificado se homogenizó completamente durante 30 minutos en un mezclador giroscópico 

(GyroMixer, Fluid Management, Estados Unidos) y posteriormente se fraccionó en frascos 

de vidrio ámbar, cada uno con 5 g, obteniendo un total de 48 botellas almacenadas a 

temperatura ambiente.  

Figura 2-4 Principales etapas de la preparación del MRC. 
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El proceso de envasado se llevó a cabo en grupos de ocho unidades; entre cada grupo el 

material restante se homogenizaba nuevamente en el GyroMixer antes de continuar el 

fraccionamiento. Las unidades obtenidas fueron empacadas y selladas al vacío para 

minimizar la exposición a la humedad ambiental. Aunque la caracterización no forma parte 

del proceso de preparación como tal, se incluye en la Figura 2.4 con el fin de brindar un 

contexto completo. 

2.2.4 Caracterización del material de referencia  

El material de referencia certificado preparado fue identificado con el código INM 040-1. A 

continuación, se describe el enfoque empleado para su caracterización. 

▪ Evaluación de la homogeneidad 

En la evaluación de la homogeneidad, se seleccionaron seis botellas (B1, B16, B22, B27, 

B36 y B48) mediante un diseño de muestreo aleatorio estratificado, asegurando la inclusión 

intencional de la primera y la última unidad del lote. En estas botellas se empleó un diseño 

experimental anidado, para ello, se tomaron seis submuestras por botella, procesadas en 

tandas3 de tres botellas por digestión. Cada submuestra fue medida diez veces bajo 

condiciones de repetibilidad mediante ICP-MS. Los resultados fueron evaluados por medio 

de las respuestas instrumentales de los analitos respecto a la señal del estándar 

interno.  Adicionalmente la estabilidad del sistema de medición se verificó mediante la 

lectura periódica de un estándar de calibración durante todo el análisis, lo que permitió 

evaluar la deriva instrumental. Paralelamente se examinó la posible influencia del orden de 

envasado sobre la propiedad medida, con el fin de detectar tendencias sistemáticas a lo 

largo del lote producido.  

 

 
 

3 Conjunto de muestras que se someten simultáneamente al proceso de digestión, limitado por la capacidad 

del equipo empleado 
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▪ Evaluación de la estabilidad  

La evaluación de la estabilidad se realizó en dos momentos, la estabilidad a corto plazo y 

la estabilidad a largo plazo. La estabilidad a corto plazo se evaluó mediante un diseño 

isócrono en el cual las botellas seleccionadas se almacenaron a 19 °C y 40 °C para simular 

condiciones de almacenamiento y posibles condiciones de transporte, para este estudio la 

temperatura de referencia fue de 4 °C. Se tomaron muestras de dos botellas en intervalos 

de tiempo regulares (15, 28, 42 y 59 días) y se mantuvieron a la temperatura de referencia 

hasta el final del estudio. Al concluir el estudio, todas las muestras se midieron en 

condiciones de repetibilidad por medio de la técnica ICP-MS con dos réplicas 

independientes por botella. 

El estudio de estabilidad a largo plazo se realizó utilizando un enfoque clásico, en el que 

se muestrearon aleatoriamente dos botellas y se analizaron en diferentes intervalos de 

tiempo durante seis meses para cadmio y plomo y nueve meses para arsénico. 

▪ Medición de la propiedad 

Para cada elemento de interés, la medición de la propiedad se llevó a cabo mediante dos 

métodos con exactitud demostrada (Capítulo 1): ICP-MS y HG-AAS para el arsénico, e 

ICP-MS y GF-AAS para el cadmio y el plomo. Con el propósito de evaluar la variabilidad 

atribuible a la precisión intermedia, los analitos fueron medidos en dos fechas diferentes 

por cada técnica instrumental. En cada ocasión se seleccionó aleatoriamente una botella 

y se incluyó un material de referencia certificado (MRC) en matriz vegetal para asegurar la 

validez de los resultados. Se realizaron cinco réplicas independientes de preparación del 

MRC INM 040-1 en cada una de las fechas. Los valores de fracción másica obtenidos 

fueron corregidos por contenido de humedad, de acuerdo con el procedimiento descrito en 

la Sección 1.2.4. 

2.2.5 Análisis de datos 

Los resultados obtenidos durante la caracterización del MRC INM-040-1 fueron evaluados 

mediante herramientas estadísticas orientadas a la cuantificación y análisis de la 

variabilidad. La desviación estándar relativa (DER) se utilizó como medida de precisión en 
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los experimentos de fortificación, lo que permitió comparar la dispersión entre distintos 

tratamientos. Para evaluar la homogeneidad de varianzas entre grupos experimentales, se 

aplicaron pruebas de análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Levene, considerando 

factores como el método de secado y el tamaño de partícula. Adicionalmente se realizaron 

pruebas F específicas para comparar varianzas agrupadas según el tamaño de partícula. 

En el análisis de tendencias asociado a la caracterización y el estudio de estabilidad, se 

empleó ANOVA de regresión, mientras que la evaluación de la homogeneidad se realizó 

mediante un diseño ANOVA anidado. Todos los análisis se realizaron con un nivel de 

confianza del 95 %. 

El procesamiento y análisis de los datos se realizaron utilizando Microsoft Excel y RStudio 

(versión 2024.04.2) junto con R (versión 4.4.2) para el análisis estadístico.[82] 

2.3 Resultados y discusión de resultados  

2.3.1 Condiciones de preparación: tamaño de partícula y 

tratamiento de secado. 

Los seis tratamientos producto de la combinación de dos métodos de secado (horno de 

convección y liofilización) y tres rangos de tamaño de partícula, fueron evaluados mediante 

análisis estadístico de varianza con cinco submuestras independientes para cada 

tratamiento con el propósito de evaluar el efecto de los tratamientos sobre la variabilidad 

analítica, seleccionando la condición de preparación que ofrece mayor homogeneidad.  

Los resultados se presentan en los diagramas de caja mostrados en Figura 2-5. Para 

analizar la homogeneidad de varianza entre los tratamientos a las seis combinaciones (tipo 

de secado y tamaño de partícula) por elemento se aplicó la prueba de Levene [83] con un 

nivel de confianza del 95 %, Los valores de p obtenidos fueron 0.1574 para plomo, 0.0279 

para cadmio y 0.1787 para arsénico. Estos resultados indican que, en el caso del cadmio, 

los subgrupos evaluados presentan varianzas significativamente diferentes (p < 0.05), 

mientras que para plomo y arsénico no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas en la varianza entre los tratamientos. Por esta razón para cadmio 

(Figura 2-5b) se realizó una prueba F de comparación de varianzas muestrales agrupando 

los mismos tamaños de partícula entre los dos tratamientos de secado. Los resultados 
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mostraron que no existen diferencias estadísticamente significativas en la varianza para 

ninguno de los tamaños de partícula evaluados (p > 0.05), con valores de p de 0.5985 para 

partículas menores de 200 µm, 0.5985 para el rango de (200–315) µm y 0.9407 para el 

rango de 315–500 µm. Esto sugiere que, dentro de cada tamaño de partícula la variabilidad 

es comparable entre los métodos de secado. Por lo que se seleccionó la fracción de 

tamaño < 200 µm ya que presenta la menor variabilidad, lo que indica una distribución más 

homogénea del cadmio en esta fracción. 

De la Figura 2-5a se resalta que la fracción másica de arsénico mostró una reducción 

drástica cuando el material fue secado en el horno de convección, lo que puede atribuirse 

a la volatilidad de las especies de arsénico a temperaturas superiores a 50 °C [84]. Se ha 

reportado que el ácido dimetilarsenico ((CH₃)₂AsH) y el compuesto trimetilarsina 

((CH₃)₃As) son especies comunes en plantas [85], con puntos de ebullición de 36 °C y 52 

°C, respectivamente [86]. Los resultados indicaron que el método de liofilización es más 

adecuado que el secado en horno de convección para la preparación del material de 

referencia cuando en los analitos objetivo se encuentra el arsénico. Además, no se observa 

una restricción en el tamaño de partícula para los analitos plomo y arsénico, mientras que 

el tamaño de partícula menor a 200 µm fue seleccionado para cadmio debido a que este 

tamaño presentó una menor dispersión en la cuantificación de dicho analito. 

Figura 2-5 Resultados de medición de arsénico (a.), cadmio (b.) y plomo (c.) en tejido foliar 

de Cannabis, procesado mediante diferentes métodos de secado y seleccionando distintos 
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rangos de tamaño de partícula (T): menor a 200 µm (T1), entre 200 µm y 315 µm (T2) y 

entre 315 µm y 500 µm (T3). 

2.3.2 Preparación del MRC: experimento de fortificación: 

Los extractos de digestión de los tratamientos de fortificación (descritos en la Sección 

2.2.3) fueron analizados mediante ICP-MS en condiciones de repetibilidad, evaluando las 

respuestas instrumentales de As, Cd y Pb en función de la señal del estándar interno. La 

variabilidad de los datos se analizó a través de la desviación estándar relativa (DER), cuyos 

valores para los cuatro tratamientos se presentan en la Figura 2-6. A diferencia del 

arsénico y el plomo, el cadmio mostró que la presencia de ácido en la disolución de 

fortificación incrementó la dispersión de los resultados: los tratamientos sin ácido 

presentaron valores de desviación estándar relativa (DER) entre 0.8 % y 1.0 %, mientras 

que aquellos con ácido alcanzaron entre 2.8 % y 3.5 %. 

Al comparar los cuatro tratamientos por elemento, el plomo presento la mayor variabilidad 

entre submuestras con DER en un rango de 2.5 % a 13.7 %, por lo que se consideró un 

criterio determinante para la selección del tratamiento de fortificación. En contraste, el 

arsénico mostró una dispersión baja y consistente en todos los casos, con valores de DER 

inferiores al 3.3 %. 

Considerando estos resultados el tratamiento con 30 % de etanol sin acidificar (identificado 

como “EtOH-30”) se destacó como el más adecuado, ya que presentó el menor DER tanto 

para plomo (2.5 %) como para cadmio (0.8 %). Por ello fue seleccionado como el 

tratamiento óptimo para la fortificación del material de referencia.  
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Figura 2-6 Desviación estándar relativa para hojas de Cannabis utilizando diferentes 

disoluciones de fortificación: EtOH-10: disolución de etanol al 10 %; EtOH-10H+: disolución 

de etanol al 10 % en medio ácido; EtOH-30: disolución de etanol al 30 %; EtOH-30H+: 

disolución de etanol al 30 % en medio ácido. 5 réplicas independientes 

2.3.3 Evaluación de la homogeneidad del MRC 

Con el propósito de centrar el análisis en la evaluación de la heterogeneidad inherente del 

MRC, se consideraron otras fuentes de variación, como la deriva instrumental y posibles 

efectos asociados al proceso de envasado. El análisis de los datos para la evaluación de 

la homogeneidad se realizó considerando la relación de intensidades de las señales de los 

analitos de interés y el correspondiente estándar interno, para cada elemento (As, Cd y 

Pb), sin llegar a una cuantificación.  

La deriva instrumental se evaluó mediante el monitoreo continuo a lo largo de toda la 

medición de un estándar de calibración que contenía los tres elementos de interés. La 

variación en la respuesta instrumental de este estándar en función del orden de medición 

fue analizada mediante un ANOVA de regresión. Los valores de p obtenidos fueron 0.89 

para arsénico, 0.43 para cadmio y 0.365 para plomo, lo que indica que no se observaron 

tendencias significativas atribuibles a deriva instrumental.  
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Posterior al análisis de la deriva instrumental se evaluó el posible efecto del orden de 

envasado de las botellas muestreadas para la evaluación de la homogeneidad del MRC. 

Este análisis se realizó considerando las respuestas instrumentales para cada elemento a 

partir de seis réplicas independientes de preparación por botella, en función del número de 

botella en orden creciente. El análisis mediante ANOVA de regresión arrojó valores de p 

de 0.11 para arsénico, 0.44 para cadmio y 0.69 para plomo, lo que sugiere que no se 

detectaron tendencias significativas asociadas al orden de envasado. Por tanto, se 

concluyó que el proceso de envasado no tuvo una contribución significativa en la 

variabilidad observada durante la evaluación de la homogeneidad del MRC.  

Se aplicó una prueba t bilateral por elemento con el fin de evaluar posibles diferencias 

entre las medias correspondientes a las tandas de digestión. No se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre días para ninguno de los elementos analizados: 

arsénico (p = 0.22), cadmio (p = 0.32) y plomo (p = 0.58). Estos resultados indican que las 

tandas de digestión no tuvieron una influencia significativa en la variabilidad observada 

durante el experimento de evaluación de la homogeneidad, por lo que este factor fue 

excluido del modelo utilizado para la estimación de la incertidumbre asociada a la 

homogeneidad.  

La evaluación de la heterogeneidad inherente al MRC se realizó por medio de un diseño 

anidado de dos niveles descrito por el modelo (Ecuación 2.1): 

𝑦𝑖𝑗𝑘 = 𝜇 + 𝛼𝑖 + 𝛽𝑗(𝑖) +  𝜀𝑘(𝑖𝑗)                                          (2.1)  

Donde  

𝜇 = 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑒𝑟𝑎𝑙   

𝛼𝑖 = 𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜 𝑎𝑙𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟𝑖𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙 𝑖 𝑑𝑒𝑙 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝐴 (𝐵𝑜𝑡𝑒𝑙𝑙𝑎) 

𝛽𝑖𝑗 = 𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜 𝑎𝑙𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟𝑖𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙 𝑗 𝑑𝑒𝑙 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝐵 𝑎𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑜 𝑒𝑛 𝐴 (𝑆𝑢𝑏𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 → 𝐵𝑜𝑡𝑒𝑙𝑙𝑎) 

𝜀𝑘(𝑖𝑗) = 𝑒𝑟𝑟𝑜𝑟 𝑎𝑙𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟𝑖𝑜 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙  

En el cual las botellas son el nivel A del diseño anidado, y las submuestras anidadas dentro 

de cada botella denominada factor B.  En el nivel A se consideraron seis botellas 

seleccionadas aleatoriamente dentro de un mismo lote, y en el nivel B, seis submuestras 

por de cada botella. Adicionalmente, cada submuestra fue analizada mediante diez 

réplicas instrumentales de medición, las cuales no se consideran un nivel jerárquico 

adicional, sino que contribuyen al término de error residual del modelo, como se muestra 
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en la Figura 2-7  donde se representa un diseño anidado con un nivel A correspondiente 

a una botella, seis submuestras por botella y diez réplicas instrumentales por submuestra.  

Figura 2-7 Diagrama jerárquico del diseño anidado: botellas, submuestras anidadas en 

botellas y mediciones repetidas para cada submuestra. Para una botella del nivel A 

 

Según el modelo estadístico los cuadrados medios esperados (CME) en un diseño anidado 

de dos niveles son:  

▪ Cuadrado medio de A (botella): 𝐶𝑀𝐴 

𝐸[𝐶𝑀𝐴] = 𝜎2 + 𝑟𝜎𝛽
2 + 𝑟𝑏𝜎𝛼

2                                                (2.2) 

▪ Cuadrado medio de B anidada en A (submuestra): 𝐶𝑀𝐵(𝐴) 

𝐸[𝐶𝑀𝐵(𝐴)] = 𝜎2 + 𝑟𝜎𝛽
2                                                    (2.3) 

▪ Cuadrado medio del error (réplicas instrumentales): 𝐶𝑀𝐸 

𝐸[𝐶𝑀𝐸] = 𝜎2                                                            (2.4) 
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Donde  

𝐸[𝐶𝑀𝐴] = 𝐸𝑙 𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑑𝑜 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑎𝑠𝑜𝑐𝑖𝑎𝑑𝑜 𝑎𝑙 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝐴 (𝑏𝑜𝑡𝑒𝑙𝑙𝑎𝑠) 

𝜎2 = 𝑉𝑎𝑟𝑖𝑎𝑛𝑧𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑟𝑟𝑜𝑟 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 (𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑟𝑒𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑠𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠) 

𝑟 = 𝑁𝑢𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑡𝑟𝑢𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠   

𝑏 = 𝑁𝑢𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑏𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑎𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑙 𝐴  

𝜎𝛽
2 = 𝐿𝑎 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑛𝑧𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜 𝑎𝑙𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑢𝑏𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

𝜎𝛼
2 = 𝐿𝑎 𝑣𝑎𝑟𝑖𝑎𝑛𝑧𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜 𝑎𝑙𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑏𝑜𝑡𝑒𝑙𝑙𝑎𝑠 

 

El 𝐶𝑀𝐴 incluye la variabilidad entre botellas además de la variabilidad de submuestra y 

error residual. El 𝐶𝑀𝐵(𝐴) incluye la variabilidad de las submuestras más la variabilidad del 

error residual y 𝐶𝑀𝐸 refleja la variabilidad dentro de las réplicas instrumentales. 

  

Por lo que la estimación de la incertidumbre entre botellas  (𝑢𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 )
  y dentro de botellas 

(𝑢𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜) esta dada por [87]:  

 

(𝑢𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 )
2 =

𝐶𝑀𝑏𝑜𝑡𝑒𝑙𝑙𝑎 − 𝐶𝑀𝑠𝑢𝑏𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
𝑏𝑜𝑡𝑒𝑙𝑙𝑎

𝑟∗𝑏
                                      (2.5) 

 

(𝑢𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜)2 =
𝐶𝑀𝑠𝑢𝑏𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

𝑏𝑜𝑡𝑒𝑙𝑙𝑎

− 𝐶𝑀𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙

𝑟
                                   (2.6) 

 

En la Figura 2-8 se presentan los resultados gráficos para el estudio de homogeneidad en 

los tres elementos arsénico, cadmio y plomo, asimismo en la Tabla 2-2 se presentan los 

resultados para ele ANOVA anidado. 
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Figura 2-8 Estudio de homogeneidad para el MRC. Las barras de error indican la 

desviación estándar de los resultados promedio de seis submuestras. Para arsénico (a.), 

cadmio (b.) y plomo (c.). 

 

Tabla 2-2 Resultados del análisis de varianza (ANOVA) anidado de dos niveles para las 

concentraciones de As, Cd y Pb. GL = Grados de libertad, SC= Suma de cuadrados y 

CM = Cuadrado medio  

Elemento Fuente de variación GL SC CM 

As  

Botellas (A)  5  0.0119 0.00238  

Submuestra-Botellas (B(A)) 30  0.1435 0.00478  

Residual (E)  324  0.1498 0.00046 

Cd  

Botellas (A)  5  0.0336  0.00672  

Submuestra-Botellas (B(A)) 30  0.5431  0.01872  

Residual (E)  324  0.2297  0.00073  

Pb  

Botellas (A)  5  0.0829  0.01659 

Submuestra-Botellas (B(A)) 30  1.0289  0.03430 

Residual (E)  324  0.1121  0.00035  

Los resultados del ANOVA anidado presentados en la Tabla 2-2  muestran que para todos 

los elementos analizados (As, Cd, Pb), el cuadrado medio entre botellas (CM(A)) es menor 

que el cuadrado medio dentro de las botellas (CMB(A)). Esto indica que no se puede atribuir 

la variabilidad observada mayormente a diferencias entre botellas. Este comportamiento 

indica una homogeneidad entre botellas mejor que la capacidad del método para 

cuantificarla, lo que puede interpretarse como una muy buena homogeneidad del material. 
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En estos casos la Guía ISO 35 [16] ofrece como alternativa calcular la incertidumbre por 

homogeneidad utilizando la siguiente Ecuación: 

𝑢𝑏𝑏 = √
𝐶𝑀𝑠𝑢𝑏𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠/𝑏𝑜𝑡𝑒𝑙𝑙𝑎𝑠

𝑏
∗ √

2

𝐺𝐿𝑠𝑢𝑏𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
𝑏𝑜𝑡𝑒𝑙𝑙𝑎

4                              (2.7) 

Donde  

𝑢𝑏𝑏 corresponde a la incertidumbre asociada a la homogeneidad  𝑢ℎ𝑜𝑚𝑜 .  

Como resultado, las incertidumbres estimadas fueron de 1,4 % para arsénico, 3,3 % para 

cadmio y 2,3 % para plomo. 

2.3.4 Evaluación de la estabilidad 
 

El estudio de estabilidad a corto plazo se llevó a cabo mediante un estudio isócrono, el 

cual consistió en almacenar muestras a 40 °C y analizarlas en cuatro tiempos de muestreo: 

15, 28, 42 y 59 días. Al cumplirse cada uno de estos tiempos, las botellas fueron 

trasladadas a condiciones de referencia a 4 °C. La Figura 2-9 presenta el esquema de 

muestreo empleado en este estudio. Paralelo a este estudio y siguiendo el mismo esquema 

se evaluó 19°C como posible temperatura de almacenamiento para el MRC.  

Dado que el estudio de estabilidad a corto plazo se realizó mediante un diseño 

experimental isócrono, El pretratamiento de las muestras y las mediciones se realizaron 

bajo condiciones de repetibilidad y con aleatorización. De la misma manera que en el 

experimento de homogeneidad se evaluó la deriva instrumental a lo largo de toda la 

medición analítica por medio de un estándar de calibración que contenía los tres elementos 

de interés. La variación en la respuesta instrumental de este estándar, en función del orden 

de medición, fue analizada mediante un ANOVA de regresión. Los valores de p obtenidos 

fueron 0.23 para arsénico, 0.70 para cadmio y 0.29 para plomo, lo que indica que no se 

observaron tendencias significativas a lo largo de la medición atribuibles a deriva 

instrumental.  
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Figura 2-9 Esquema de muestreo para el estudio de estabilidad isócrono. 

 

Los resultados se presentan en la Figura 2-10 donde “respuesta relativa” en el eje y hace 

referencia a las relaciones isotópicas entre el analito y el estándar interno en cada punto 

de muestreo, expresadas en relación con las correspondientes relaciones isotópicas de las 

botellas que permanecieron bajo condiciones de referencia (4 °C) durante todo el 

experimento.  La variación de la respuesta instrumental relativa en los tiempos de muestreo 

se evaluó utilizando un modelo cinético de orden cero [16], en el cual se asume que los 

valores de la propiedad cambian de manera constante en el tiempo.  
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Figura 2-10 Estudio de estabilidad a corto plazo isócrono para arsénico (a), cadmio (b) y 

plomo (c) a 40 °C (amarillo) y 19 °C (azul).  Las líneas discontinuas representan los ajustes 

de regresión mediante OLS. 

 

Al comparar las tendencias de la respuesta relativa respecto al tiempo del estudio de 

estabilidad a corto plazo entre las temperaturas del estudio 40 °C y 19 °C para arsénico 

(Figura 2-10 a) y cadmio (Figura 2-10 b), no se evidencia diferencias visibles. En el caso 

del plomo (Figura 2-10 c), se observó una ligera variación en las pendientes, sin embargo, 

ninguna de las pendientes fue significativamente distintas de cero, los resultados del 

valor p para estos experimentos se relaciona en la Tabla 2-3.  

 
Tabla 2-3 Valor p para ANOVA de regresión en estudio de estabilidad a corto plazo.  
 

Elemento Valor-p (19 °C) Valor-p (40 °C) 

As 0.63 0.20 

Cd 0.19 0.47 

Pb 0.43 0.44 

 

Los parámetros del modelo se obtuvieron a partir de un modelo de regresión lineal 

mediante mínimos cuadrados ordinarios (OLS). El cálculo de la incertidumbre de la 

estabilidad a corto plazo (𝑢𝑠𝑡𝑠) se realizó utilizando la Ecuación 2.8, debido a que las 

pendientes de regresión no fueron estadísticamente significativas. Como resultado las 
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incertidumbres asociadas a la estabilidad a corto plazo4 (𝑢𝑠𝑡𝑠) fueron de 0.9 % para 

arsénico, 0.9 % para cadmio y 1.8 % para plomo. 

𝑢𝑠𝑡𝑠 = 𝑚(𝑏𝑠𝑡𝑠)(𝑡𝑠𝑡𝑠)                          (2.8) 

Donde  

𝑚(𝑏𝑠𝑡𝑠)  = 𝐸𝑟𝑟𝑜𝑟 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒  

𝑡𝑠𝑡𝑠 = 𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡𝑢𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑡𝑜 𝑝𝑙𝑎𝑧𝑜 
 

Si bien el período de evaluación fue extenso para un estudio de estabilidad a corto plazo, 

esta decisión fue intencional, considerando que, al tratarse de una sustancia controlada, 

el MRC podría ser retenido en aduanas por períodos superiores a los habituales. Por otro 

lado, la estabilidad observada a 19 °C respalda que el MRC puede almacenarse a 

temperatura ambiente sin afectar su composición elemental.  

 

Para el estudio de estabilidad a largo plazo, la fracción másica de los elementos se midió 

en cada tiempo de muestreo, con trazabilidad al SI. Los resultados se presentan en la 

Figura 2-11 y se analizaron de manera similar al estudio de estabilidad a corto plazo, 

ajustando los datos a una función lineal mediante mínimos cuadrados ordinarios (OLS).  

El período de validez propuesto para el MRC fue de un año. Para calcular la incertidumbre 

de estabilidad a largo plazo5 (𝑢𝑙𝑡𝑠) se empleó la Ecuación 2.9 [15]. Debido a que los valores 

p obtenidos para cadmio (p = 0.57) y plomo (p = 0.84) indicaron que las pendientes de 

degradación no fueron estadísticamente diferentes de cero, se utilizó el error de la 

pendiente en el cálculo 𝑢𝑙𝑡𝑠. En contraste, para el arsénico, la pendiente fue 

significativamente diferente de cero (p < 0.05) por ello, en la Ecuación 2.9 se sustituyó el 

error de la pendiente por el valor de la pendiente. Como resultado, las incertidumbres 

asociadas a la estabilidad a largo plazo fueron de 3.2 % para arsénico, 4.2 % para cadmio 

y 2.7 % para plomo." 

 

 

 
 
4 Estabilidad a corto plazo (sts, por sus siglas en inglés short-term stability) 
5 Estabilidad a largo plazo (lst por sus siglas en ingles long-term stability) 
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Figura 2-11 Estudio clásico de estabilidad a largo plazo del arsénico a), cadmio b) y plomo 

c). Las líneas discontinuas representan el ajuste lineal y la región sombreada representa 

el intervalo de confianza del 95 %. 

 

𝑢𝑙𝑡𝑠 = 𝑚(𝑏𝑙𝑡𝑠)(𝑡𝑚1 + 𝑡𝑐𝑒𝑟𝑡)                (2.9) 
 

Donde 

 𝑚(𝑏𝑙𝑠) = 𝑒𝑟𝑟𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒   

𝑡𝑚1 = 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑣𝑎𝑙𝑜 𝑑𝑒 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑠𝑡𝑢𝑑𝑖𝑜   

𝑡𝑐𝑒𝑟 = 𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑑𝑎 𝑢𝑡𝑖𝑙 𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑒𝑙 𝑀𝑅𝐶  

2.3.5 Medición de la propiedad y asignación del valor 
 

Como se mencionó en la Sección 2.2.4 la medición de la propiedad se realizó mediante 

dos técnicas analíticas por elemento y en dos fechas diferentes por técnica. Con el fin de 

garantizar la validez de los resultados, en cada medición se incluyeron controles de calidad 

con MRC de matrices similares. Los resultados respecto a la evaluación sesgo se 

presentan en la Tabla 2-4. En ningún caso el sesgo superó los valores establecidos 
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durante la validación para cada analito y técnica (ver Tabla 1-13) lo que respalda la 

confiabilidad de los resultados. 

Tabla 2-4  Sesgo relativo (MRC), utilizados como controles de calidad en la medición de 

la propiedad. 

Elemento Técnica MRC  Sesgo relativo / % 

As 

ICP-MS Hojas de Té verde SRM ® 3254 
 

0.3 

2.6 

HG-AAS 
Hojas de Té verde SRM ® 3254 0.7 

Polvo del alga SRM ® 3232 2.6 

Cd 

ICP-MS 

Agujas de pino SRM ® 1575a 
 

3.2 

2.5 

GF-AAS 
1.9 

1.2 

Pb 

ICP-MS Hojas de manzana SRM ® 1515 
 2.6 

0.9 

GF-AAS Polvo del alga SRM ® 3232 
1.4 

1.4 

En la Figura 2-12 se presentan los resultados del valor de la propiedad e incertidumbre 

estándar por elemento y técnica analítica, para obtener estos valores se calculó el 

promedio de la fracción másica y se seleccionó la incertidumbre estándar máxima en las 

dos fechas de medición, garantizando una evaluación conservadora de la incertidumbre 

asociada a las mediciones entre días.  La verificación gráfica del sesgo entre las técnicas 

muestra que los intervalos de incertidumbre se superponen en todos los casos, lo que 

implica la ausencia de un sesgo significativo. Este hallazgo se puede confirmar 

matemáticamente mediante la Ecuación 2.10  

|𝑥𝐴𝐴𝑆 − 𝑥𝐼𝐶𝑃−𝑀𝑆| < √𝑢𝐴𝐴𝑆
2 + 𝑢𝐼𝐶𝑃−𝑀𝑆

2                                   (2.10) 

Donde (𝑖 ∈ (AAS, ICP − MS)) 

𝑥𝑖 = 𝐹𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑝𝑜𝑟 𝑡é𝑛𝑖𝑐𝑎 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑖𝑐𝑎  
𝑢𝑖 = 𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛 

Esta expresión matemática indica que, si la diferencia absoluta entre los valores medidos 

por las técnicas AAS e ICP-MS excede la incertidumbre combinada (calculada como la 
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raíz cuadrada de la suma de los cuadrados de las incertidumbres estándar), entonces se 

considera que existe un sesgo significativo entre las técnicas. 

Figura 2-12 Comparación de la fracción másica promedio y su incertidumbre estándar 

según la técnica instrumental utilizada: a) arsénico, b) cadmio y c) plomo. 

 

La combinación de los resultados de medición entre técnicas se realizó conforme a la 

metodología propuesta por Lévenson [88], la cual emplea la media aritmética para 

promediar los resultados de medición y asigna una incertidumbre al resultado promedio 

(𝑢𝑚𝑒𝑑). Aunque la evaluación del sesgo entre métodos no resultó significativa, la 

incertidumbre asociada (𝑢𝑠𝑒𝑠𝑔𝑜) se combinó con (𝑢𝑚𝑒𝑑) para obtener la incertidumbre de 

caracterización final (𝑢𝑐𝑎𝑟𝑎).  Las Ecuaciones (2.11) a (2.13) detallan el cálculo de estas 

incertidumbres. 

𝑢𝑚𝑒𝑑 = √(
1

2
)

2
𝑢(𝑥𝐴𝐴𝑆)

2 + (
1

2
)

2
𝑢(𝑥𝐼𝐶𝑃−𝑀𝑆)

2                                    (2.11) 

𝑢𝑠𝑒𝑠𝑔𝑜 =
|𝑥𝐴𝐴𝑆−𝑥𝐼𝐶𝑃−𝑀𝑆|

2√3
                                               (2.12) 

𝑢𝑐𝑎𝑟𝑎 = √(𝑢𝑚𝑒𝑑)2 + (𝑢𝑠𝑒𝑠𝑔𝑜)
2
                (2.13) 
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Donde:  (𝑖 ∈ (AAS, ICP − MS)) 

𝑥𝑖 = 𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑎 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑒𝑙 𝑚𝑒𝑡𝑜𝑑𝑜 𝑖 𝑒𝑛 𝑙𝑎𝑠 𝑑𝑜𝑠 𝑓𝑒𝑐ℎ𝑎𝑠 𝑑𝑒  
𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛    
 𝑢(𝑥𝑖) = 𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑑𝑜𝑠 𝑓𝑒𝑐ℎ𝑎𝑠  𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑐𝑖ó𝑛   

La Tabla 2-5 muestra el resumen de los resultados de la medición de la propiedad en 

ambas técnicas instrumentales ICP-MS y AAS esta última en sus dos modalidades 

HG-AAS y GF-AAS. También se muestra el valor medio que fue el valor asignado a cada 

elemento As 0.344 mg kg-1, Cd 0.339 mg kg-1 y Pb 0.655 mg kg-1 y finalmente La 

incertidumbre por caracterización fue As (0.007), Cd (0.008) y Pb (0.011) con una 

contribución de 2.0 %, 2.4% y 1.7 % respectivamente. 

Tabla 2-5 Fracciones másicas e incertidumbres estándar medidas por ICP-MS y GF-AAS 

(o HG-AAS), resultados combinados y evaluación de la incertidumbre de caracterización 

para el MRC INM-040-1. 

Elemento  

ICP-MS / mg kg-1 
GF-AAS - 

HG-AAS / mg kg-1 
Resultado combinado / mg kg-1 

Fracción 
másica  

𝒖𝑰𝑪𝑷−𝑴𝑺  
Fracción 
másica 

𝒖𝑨𝑨𝑺 Valor medio 𝒖𝒎𝒆𝒅 𝒖𝒔𝒆𝒔𝒈𝒐 𝒖𝒄𝒂𝒓𝒂 

As 0.347 0.006 0.341 0.013 0.344 0.007 0.002 0.007 

Cd 0.332 0.012 0.339 0.009 0.335 0.007 0.002 0.008 

Pb 0.661 0.011 0.650 0.017 0.655 0.010 0.003 0.011 

En la Figura 2-13 resume la contribución de diferentes fuentes de incertidumbre 

(caracterización, homogeneidad, estabilidad a corto plazo y estabilidad a largo plazo) al 

presupuesto general de incertidumbre para arsénico, cadmio y plomo en el material de 

referencia INM-040-1 Entre estas, la estabilidad a largo plazo representa la mayor 

contribución para los tres elementos, con valores relativos de 3.2 % para arsénico, 4,2 % 

para cadmio y 2,7 % para plomo. En contraste, la incertidumbre asociada a la estabilidad 

a corto plazo fue la menor en los tres casos. Esta diferencia se atribuye a las metodologías 

empleadas en cada estudio. El estudio de estabilidad a corto plazo, basado en un diseño 

isócrono, evaluó las respuestas instrumentales bajo condiciones de repetibilidad, lo cual 

reduce la variabilidad observada. Por otro lado, el estudio de estabilidad a largo plazo, 

desarrollado bajo un diseño clásico, incluyó la incertidumbre asociada al modelo de 

cuantificación al requerir mediciones en diferentes periodos de tiempo. Esta última 
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metodología refleja de manera más representativa las condiciones reales de uso del MRC 

a lo largo del tiempo. 

Figura 2-13 Incertidumbre relativa por caracterización (cara), homogeneidad (homo), 

estabilidad a corto (sts) y largo (lts) plazo 

 

De acuerdo con la Figura 2-13 el cadmio exhibió la mayor incertidumbre en la evaluación 

de homogeneidad (3.3 %), incertidumbre a largo plazo (4.2%) e incertidumbre de 

caracterización (3.3 %). Este comportamiento sugiere que el cadmio presentó la mayor 

heterogeneidad dentro de la matriz foliar, característica que se debe tener en cuenta en 

futuras producciones del MRC. 

Para evaluar la incertidumbre estándar del MRC INM-040-1, se integraron todas las fuentes 

de incertidumbre mencionadas anteriormente; las incertidumbres asociadas a la 

homogeneidad, la estabilidad a corto plazo, la estabilidad a largo plazo y la medición de la 

propiedad. Estas incertidumbres fueron combinadas asumiendo independencia entre ellas 

y propagándose cuadráticamente a través de la Ecuación 2.14, para obtener la 

incertidumbre combinada estándar Posteriormente, esta incertidumbre combinada se 
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multiplicó por un factor de cobertura (k = 1.97) en la Ecuación 2.15 para obtener la 

incertidumbre expandida (U), la cual proporciona un intervalo de confianza del 95%. 

 𝑢𝑐𝑜𝑚 = √𝑢ℎ𝑜𝑚𝑜
2 + 𝑢𝑐𝑎𝑟𝑎

2 + 𝑢𝑠𝑡𝑠
2 + 𝑢𝑙𝑡𝑠

2                                    (2.14) 

𝑈 = 𝑢 𝑐𝑜𝑚 ∗ 1.97                                                 (2.15) 

La Tabla 2-6 presenta un resumen de la información relacionada con la asignación del 

valor del MRC INM-040-1. Para arsénico se obtuvo una fracción másica de 

0,344 ± 0,028 mg kg-1, para cadmio de 0,335 ± 0,039 mg kg-1 y para plomo de 

0,655 ± 0,056 mg kg-1. Este material de referencia certificado puede emplearse en el 

desarrollo y validación de métodos analíticos, así como en el control de calidad de 

mediciones de arsénico, cadmio y plomo en material vegetal. 

Tabla 2-6 Asignación de valor y contribuciones de incertidumbre para el CRM de arsénico, 

cadmio y plomo en el CRM INM-040-1. (expresado en masa seca). 

Elemento  
Valor asignado 

/ mg kg-1 
𝒖𝒄𝒂𝒓𝒂 𝒖𝒉𝒐𝒎𝒐 𝒖𝒔𝒕𝒔 𝒖𝒍𝒕𝒔 𝒖 𝒄𝒐𝒎 𝑼𝒌=𝟏.𝟗𝟕 

As 0.344 0.007 0.006 0.003 0.011 0.015 0.028 

Cd 0.335 0.008 0.011 0.003 0.014 0.020 0.039 

Pb 0.655 0.011 0.015 0.012 0.018 0.029 0.056 

 

Con el fin de verificar los valores certificados para arsénico, cadmio y plomo en el MRC 

INM 040-1 se realizó un análisis frente al material de referencia MR 8210, desarrollado por 

el Instituto Nacional de Estándares y Tecnología (NIST) de Estados Unidos que 

corresponde a un material de referencia no certificado elaborado a partir de planta de 

cáñamo (Cannabis sativa), con valores no certificados para cannabinoides y elementos 

tóxicos [89]. En la Tabla 2-7 se presenta los valores de referencia para el MR 8210 para 

los elementos de arsénico, cadmio y plomo con su incertidumbre estándar combinada 

relativa contrastándola con las obtenidas para los mismos elementos en el INM-040-2. El 

MR 8210 presenta fracciones másicas menores para los elementos en estudio al 

contrastarlos con el INM 040-1, los resultados son consistentes teniendo en cuenta que, la 

incertidumbre relativa suele aumentar a medida que disminuye la concentración del analito. 

Se destaca que en el MRC INM-040-1 las fracciones másicas certificadas se encuentran 
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cercanas a los límites establecidos por la regulación por lo que puede ser una herramienta 

metrología valiosa para laboratorios que realizan mediciones cercanas a los umbrales de 

la regulación.  

Tabla 2-7 Valores de referencia e incertidumbre estándar relativa para los elementos As, 

Cd y Pb en los materiales de referencia 8210 y MRC INM-040-1. 

Elemento 
MR -8210 / µg kg-1 INM-040-1 µg kg-1 

Valor  𝑢𝑐𝑜𝑚 %) Valor  𝑢𝑐𝑜𝑚 % 

As 43 6 13.9 344 0.014 4.2 

Cd 83 7 8.4 335 0.020 5.9 

Pb 211 30 14.2 655 0.029 4.4 

 

2.4 Conclusiones  

Esta investigación logró la preparación y producción de un nuevo MRC en matriz de tejido 

foliar de Cannabis sativa para la determinación de elementos tóxicos arsénico, cadmio y 

plomo denominado INM-040-1. Durante la etapa de preparación la evaluación de las 

variables físicas y químicas permitió identificar las mejores condiciones para garantizar la 

homogeneidad y estabilidad del MRC. 

Si bien el análisis de las variables de preparación se realizó de forma integral, fue el 

comportamiento individual de cada elemento frente a estas variables lo que permitió 

identificar las mejores condiciones para la preparación del MRC. En cuanto al método de 

secado, la liofilización fue la mejor alternativa de secado para el material vegetal, pues no 

se evidenciaron perdidas de fracción másica para arsénico respecto a horno.  

En cuanto al tamaño de partícula, el cadmio demostró una mayor sensibilidad a esta 

variable, lo cual justificó la selección de un tamaño inferior a 200 µm para minimizar la 

dispersión. Finalmente, el tratamiento de fortificación, se seleccionó la disolución con 30 % 

de etanol sin acidificar (EtOH-30), dado que fue el único tratamiento en el que el plomo 

presentó la menor desviación estándar relativa 2.5 %). 

La estrategia de caracterización del MRC INM-040-1 se realizó mediante estrategias 

experimentales que permitieron evaluar las contribuciones de incertidumbre asociadas a 
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la homogeneidad, estabilidad a corto y largo plazo, y medición de la propiedad. De estas 

etapas el estudio de estabilidad a largo plazo fue el que presentó la mayor contribución a 

la incertidumbre, con valores relativos de 3.2 %, 4.2 % y 2.7 % para arsénico (As), cadmio 

(Cd) y plomo (Pb), respectivamente. 

 El MRC INM -040-1 se le asignaron valores certificados de fracción másica para arsénico, 

cadmio y plomo de (0.344 ± 0.028) mg/kg, (0.335 ± 0.039) mg/kg y (0.655 ± 0.056) mg/kg, 

respectivamente. Este nuevo material de referencia representa un avance significativo en 

el soporte metrológico disponible para los laboratorios que realizan control de calidad en 

la industria del Cannabis, en la medición de elementos tóxicos como As, Cd y Pb, además 

de presentar fracciones másicas cercanas a los límites establecidos por la regulación o 

que facilita su uso para el aseguramiento de la validez de los resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

3.  Conclusiones  

Se realizo la producción exitosa del MRC INM 040-1 para la medición de elementos tóxicos 

como arsénico, cadmio y plomo en tejido foliar de Cannabis cumpliendo con los requisitos 

establecidos por la norma ISO 17034. Para su producción fue necesario el desarrollo y la 

validación de métodos de medición con 𝐸𝑛 < uno y precisión inferior al 5.3 %. 

 La preparación del MRC involucro estudios preliminares como el estudio del tamaño de 

partícula y el método de secado, seleccionando un tamaño de partícula < 200 µm y 

liofilizado como método de secado. Seguido a esto fue necesario el estudio de fortificación 

al material foliar de Cannabis que involucro etanol al 30 % en el medio de fortificación para 

garantizar el “mojado” del material vegetal.  

Considerando que la variabilidad entre botellas no pudo distinguirse de la variabilidad 

dentro de las botellas, sería útil emplear un estándar surrogado con el fin de mejorar el 

desempeño del método y lograr diferenciar mejor la variabilidad entre las botellas , de la 

variación del método de medición. No obstante, el hecho de que la variación entre botellas 

sea menor que la observada dentro de cada botella constituye una evidencia de la 

homogeneidad del MRC. 

El estudio de estabilidad a corto plazo indicó que no se presentaron variaciones 

significativas en ninguno de los analitos (p > 0.05), con incertidumbres relativas de 0.9 % 

para As y Cd, y 1.8 % para Pb. Por su parte, el estudio de estabilidad a largo plazo reveló 

que este componente fue el principal contribuyente a la incertidumbre combinada para As 

(3.2 %) y Pb (2.7 %). 

La estrategia de medición para la caracterización del MRC fue adecuada, y la comparación 

entre métodos analíticos no evidenció sesgo significativo, confirmando la compatibilidad 

metrológica entre los resultados obtenidos. El MRC en tejido foliar de Cannabis se certificó 
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para las siguientes propiedades: As: 0.344 mg kg⁻¹ (U = 0.028), Cd: 0.335 mg kg⁻¹ 

(U = 0.039) Pb: 0.655 mg kg⁻¹ (U = 0.056) con factor de cobertura de 1.97.  

Cabe destacar que este es el primer MRC en matriz de Cannabis con fracciones másicas 

de As, Cd y Pb cercanas a los niveles establecidos en la regulación, producido por un 

Instituto Nacional de Metrología. En consecuencia, se concluye que se cumplió el objetivo 

general de esta investigación: Brindar soporte metrológico a los laboratorios que participan 

en la cadena productiva del cannabis medicinal en Colombia, mediante la producción de 

un candidato a material de referencia certificado. 
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4. Recomendaciones 

Como proyección de esta investigación, se recomienda ampliar el alcance toxicológico del 

MRC mediante la inclusión de elementos de interés regulatorio, como cromo (Cr) y 

mercurio (Hg) con el fin de cubrir una gama más completa de contaminantes en productos 

derivados del cannabis. Asimismo, sería pertinente incorporar elementos con relevancia 

agronómica en el análisis de tejido foliar, lo cual permitiría el uso del MRC en estudios de 

nutrición y manejo agrícola.  

Finalmente, se sugiere centrar esfuerzos en el desarrollo de un material de referencia 

multianalito que integre compuestos inorgánicos y orgánicos, incluyendo cannabinoides y 

terpenos, con el objetivo de ampliar su aplicabilidad en el control de calidad a lo largo de 

la cadena productiva del cannabis medicinal. 
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5. Productos Generados  

La clasificación de los productos generados a partir de los resultados de esta tesis de 

maestría se realizó conforme a los criterios establecidos en la Convocatoria de 

Reconocimiento de Actores del Sistema Nacional de Ciencia, Tecnología e Innovación 

(SNCyT):  

▪ Productos de generación de nuevo conocimiento y desarrollo tecnológico e innovación:  

Artículo científico: 

Rodriguez, A., Paredes, C., & Castillo, E. (2025). Analytical and Bioanalytical Chemistry: 

Preparation and characterization of a certified reference material of toxic elements in 

cannabis leaves. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 417(3), 789–801. 

https://doi.org/10.1007/s00216-025-05809-z. 

▪ Productos de divulgación pública de la ciencia 

Participación en evento científico: XI Congreso Internacional de Química, Bioquímica e 

Ingeniería Química “QUIMICUBA 2024”. 

Título del trabajo: Estudio de variables de preparación, desarrollo y validación de métodos 

analíticos para la caracterización de un candidato a material de referencia de elementos 

tóxicos en tejido foliar de Cannabis. 

https://doi.org/10.1007/s00216-025-05809-z
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