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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Comparacion de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a
material de referencia de arsénico total en arroz

Los materiales de referencia certificados (MRC) de arsénico en arroz son escasos, costosos
y poco asequibles. Teniendo esto en cuenta, resulta relevante producir un MRC de arsénico
total (tAs) en arroz. Asi, en este trabajo, se produjeron 60 unidades de un prototipo de
material de referencia de As en arroz con cédigo INM-046-01. Al candidato a MRC se le
determind la homogeneidad mediante la medicién del contenido de tAs usando plasma
acoplado inductivamente con deteccion de masas (ICP-MS) y absorcién atdomica con
generacién de hidruros (HG-AAS). Ambas metodologias se validaron y con ellas se
determind la incertidumbre asociada a la homogeneidad del material piloto, la cual resulté
ser aceptable y, asi, el candidato MRC resulté ser homogéneo y por lo tanto cumple uno de

los requisitos para convertirse en un MRC.

Palabras clave: Arsénico, arroz, material de referencia a nivel piloto, HG-AAS, ICP-MS,

homogeneidad de un MR a nivel piloto.



VIl Comparacién de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a material
de referencia de arsénico total en arroz

Abstract

Comparison of methods for assessing homogeneity of a prototype reference

material of total arsenic in rice

Certified Reference Materials (CRM) for arsenic in rice are scarce, expensive, and not widely
available. Therefore, it is important to produce a CRM for total arsenic (tAs) in rice. In this
study, 60 units of a CRM candidate, code INM-046-01, were produced. The homogeneity of
the CRM candidate was determined by measuring the tAs content using inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) and hydride generation atomic absorption spectroscopy
(HG-AAS). Both methodologies were validated and with them the uncertainty associated with
the homogeneity of the pilot material was determined, which turned out to be acceptable and,
thus, the candidate for MRC is homogeneous and meets one of the requirements to become
a CRM.

Keywords: Arsenic, rice, certified reference material candidate, HG-AAS, ICP-MS,

homogeneity of an MR at the pilot stage.
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Introduccion

El arroz es un cereal de importancia mundial, es el alimento basico para mas de la mitad de
la poblacion mundial, especialmente en Asia, Africa subsahariana, y Sudamérica.(USDA,
2023) Debido al alto consumo de arroz, la mayoria de la poblacion esta en riesgo de
intoxicacion con arseénico (As), ya que el arroz es un cereal que lo puede acumular en mayor

cantidad que otros cereales. (Rokonuzzaman et al., 2022)

La planta de arroz incorpora mas As, en comparacion con otros cereales, debido a que
usualmente, su cultivo implica que los suelos donde se siembra estén en condiciones de
inundacion.(Abedi & Mojiri, 2020) Asi, el As que esta en el suelo o en las aguas de riego llega
mas facilmente a las raices de la planta y es absorbido por transportadores de silicio y
fésforo. A partir de alli, se transloca al xilema y al floema y de ahi llega a toda la planta,
incluidas las semillas, las cuales cuando estdn maduras son cosechadas y se destinan al

consumo como alimento.(Kumarathilaka et al., 2018)

En los ultimos afios, las entidades internacionales, gubernamentales y regulatorias, han
tomado acciones, han establecido limites y estandarizado métodos de medicién de As en
arroz que involucran la extraccion asistida por microondas y la deteccion por espectrometria
de masas a partir de una plasma acoplada inductivamente (ICP-MS) o espectroscopia de
absorcion atomica con generador de hidruros (HG-AAS). Sin embargo, en Colombia, la
regulacién nacional solo establece limites para el As en agua y en sal, por lo tanto, para los
alimentos se usan los limites establecidos por el Codex Alimentarius. Por otra parte, los
materiales de referencia certificados (MRC) para validar métodos de determinacién de As
total en arroz son costosos y de dificil acceso. Por tanto, en Colombia existe la necesidad de

producir un MRC de As en arroz.

Teniendo en cuenta lo anterior, el Instituto Nacional de Metrologia de Colombia (INMC) ha
iniciado el proceso de produccién de un prototipo de MRC de As en arroz y; asi, dentro del
contexto que se acaba de presentar, se encuentra este trabajo de maestria, cuyo objetivo
principal fue la “comparacion de los métodos estadisticos e instrumentales para la evaluacion

de la homogeneidad del prototipo a MRC de As total en arroz (tAs)”.



2 Introduccidén

Para cumplir con el anterior objetivo, el trabajo se dividié en dos etapas:
i-) validacion de dos técnicas analiticas para la determinacion de tAs, que se encuentra en
el capitulo 2 vy ii-) produccién y evaluacion de la homogeneidad del material de referencia

piloto de tAs en arroz, que se encuentra en el capitulo 3.

En la primera etapa se validaron las 2 metodologias para la determinacion de tAs en arroz:
ICP-MS y HG-AAS. Los parametros para la validacién fueron: selectividad, linealidad, limites
de deteccion y cuantificacion, precision y veracidad. Los resultados de la validacion
mostraron que las 2 metodologias son adecuadas para la evaluacion de la homogeneidad
del candidato a MRC.

En la segunda etapa se produjo el piloto a MRC de tAs en harina de arroz con codigo INM-
046-01, lote 240806, el cual resulté suficientemente homogéneo segun los resultados de las
pruebas de homogeneidad evaluadas con el analisis de varianza ANOVA anidado a las
concentraciones obtenidas usando ICP-MS y HG-AAS, en el caso de ICP-MS debido a que
los datos no seguian una distribucion normal, la incertidumbre asociada a la homogeneidad

se obtuvo usando estadistica bayesiana.



Objetivo general

Validar y comparar los métodos de medicion de As total en arroz mediante espectrometria
de masas con plasma acoplado inductivamente y espectroscopia de absorcion atémica con
generador de hidruros. Los dos métodos mencionados se usaran para evaluar la
homogeneidad de un prototipo de material de referencia de arsénico en arroz.

Objetivos especificos

1. Preparar un prototipo de material de referencia certificado de As total en arroz (tAs),
siguiendo los lineamientos de la norma ISO 33405:2024.

2. Validar una metodologia para cuantificar As total en arroz (tAs) usando espectrometria
de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), siguiendo los lineamientos
de la guia de validacion de métodos en analisis quimico cuantitativo del instituto
nacional de metrologia de Colombia (INMC).

3. Validar una metodologia para cuantificar As total en arroz (tAs) usando la
espectrofotometria de absorcion atémica con generador de hidruros (HG-AAS),
siguiendo los lineamientos de la guia de validacion de métodos en analisis quimico
cuantitativo del instituto nacional de metrologia de Colombia (INMC).

4. Evaluar y comparar la homogeneidad del prototipo a material de referencia de As total
en arroz (tAs) usando las dos técnicas validadas en los dos objetivos especificos

anteriores.



1.Marco teorico

1.1 Arroz

El arroz es la semilla de una planta semiacuatica anual que cuenta con aproximadamente 22
especies del género Oryza, de las cuales 20 son salvajes. Las dos especies mas importantes
para el consumo humano son Oryza sativa (conocida como arroz asiatico o arroz) y Oryza
glaberrima (conocida como arroz africano) (Muthayya et al., 2014). El fruto del arroz es una
cariopside, que consta de endospermo y de varias capas exteriores de células: la aleurona,
el tegumento y el pericarpio. En este fruto, el embridn de la semilla esta adherido por un lado
a la pared del ovario maduro o pericarpio y, por el otro, esta rodeado por el endospermo. La

semilla como tal consta entonces de embrion y de endospermo.(Degiovanni et al., 2010)

Luego de la cosecha y el procesamiento, el arroz se puede clasificar como blanco o integral
dependiendo de los resultados de la molienda. El arroz blanco se define por la eliminacion
del salvado, con la consiguiente pérdida de algunos nutrientes, incluidas grasas, proteinas,
fésforo, calcio, vitaminas B, y fitoquimicos, pero preserva intacto el endospermo de almidon.
El arroz blanco constituye una gran fuente de calorias, pero también provee minerales
importantes (como magnesio, manganeso, selenio, hierro y fésforo), vitaminas (tiamina,
niacina y acido folico) y fitoquimicos bioactivos como polifenoles, antocianinas y flavonoides.
Por otra parte, el salvado del arroz es rico en tocoferoles, aminoacidos y fibra.(Fukagawa &
Ziska, 2019)

La planta de arroz presenta diversos fenotipos y caracteristicas agronémicas como la altura,
la forma de la semilla, el color del pericarpio, el peso y color de la semilla, entre otros. En
particular, el arroz Oryza sativa se clasifica en dos subespecies dependiendo de la forma del
grano y su textura: indica y japonica. El tipo de arroz mas comercializado y producido a nivel
mundial es la subespecie indica, cultivado en regiones tropicales y subtropicales de Asia, y
Latinoamérica como Brasil y Colombia.(Bao, 2019; USDA, 2023)
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1.1.1 Producciéon y consumo de arroz

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
la produccién de arroz entre los afios 2025/2026 se estima en 556,4 millones de toneladas.
Los mayores productores de arroz son China, India, Bangladesh, Indonesia y Vietnam. (FAO,
2025) En el 2023 en Sudameérica, el mayor productor fue Brasil con 11'660.603 toneladas,
seguido de Peru con 3'474.307 toneladas y en tercer lugar esta Colombia con 3'326.539
toneladas de arroz. (FAO, 2023)

Para el primer semestre del 2023 el Boletin técnico de la encuesta nacional de arroz
mecanizado elaborado por el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE)
y el Fondo nacional del arroz (FEDEARROZ) reporté que el area sembrada de arroz
mecanizado en Colombia fue de 407.043 hectareas. Los departamentos con mayor area
sembrada son Casanare, Meta, Tolima y Huila, con una produccién de arroz de 115.599;
98.466; 357.126 y 131.874 toneladas por semestre, respectivamente. A pesar de la alta
produccion arrocera del pais, Colombia importa arroz de paises como Estados Unidos. En el
2022, Colombia importd cerca de 254.021 toneladas de arroz paddy seco (FEDEARROZ,
2023).

1.1.2 Acumulacion de arsénico en el arroz

El arroz se ve mas seriamente afectado por la contaminaciéon de As que otros cultivos de
cereales debido a que los suelos arroceros bajo las practicas convencionales estan sujetos
a condiciones de inundacién y no inundacion, durante las etapas inicial y final del crecimiento
del arroz, respectivamente. Durante las condiciones de inundacion, el agua reemplaza la
fase gaseosa en la matriz del suelo y de forma secuencial o simultdnea una serie de
reacciones redox tienen lugar: ocurre la reduccion de Mn(lV), Fe(lll) y SO.+*, y la
metanogénesis. El arseniato, As(V), en la matriz del suelo se convierte en arsenito, As(lll),
que tiene una mayor movilidad que el As(V), cuando el potencial redox (Eh) se vuelve mas

negativo (Kumarathilaka et al., 2018).

Las especies inorganicas de arsénico son las que predominan en el suelo y el agua del
cultivo de arroz. En el suelo, bajo condiciones aerdbicas, predomina el arseniato, As(V),

mientras que el arsenito, As(lll), es la forma predominante en condiciones de inundacion.



Ambos compuestos acuosos de As inorganico son toxicos y pueden interconvertirse

dependiendo de las condiciones redox y el pH. (Abedi & Mojiri, 2020; Nearing et al., 2014)

Por otra parte, las especies metiladas de arsénico, o compuestos organicos de Arsénico, se
definen como aquellos que contienen enlaces As-carbono, y estan presentes en el suelo
debido a la actividad microbiana. Las especies organicas de arsénico reportadas con mayor
frecuencia en los sistemas de suelo - agua de arroz son: el acido monometilarsénico (MMA)
y el acido dimetilarsinico (DMA) (Abedi & Mojiri, 2020). En la Figura 1-1 se presentan las
estructuras y abreviaturas de algunos de los compuestos de As mas comunes.(Nearing et al.,
2014)

Figura 1-1. Estructuras y abreviaciones de varios compuestos de As. Las estructuras fueron

dibujadas usando KingDraw version 3.0.
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Ahora, el As(V) entra en las raices de la planta de arroz a través de transportadores de
fosfatos y, el As(lll) y las especies organicas de arsénico entran por canales de acuaporinas
en las raices responsables del transito de silicio. A partir de la captacion de especies de As
en las raices ocurren diversos mecanismos de transporte mediados por proteinas especificas
que resultan en la translocacion del As a través del xilema y su acumulacién en los granos
de arroz. (Abedi & Mojiri, 2020).
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1.1.3 Regulaciones sobre el contenido de As en el arroz

Una de las mayores preocupaciones respecto al As en el arroz es su toxicidad y su capacidad
de bioacumularse en los organismos, el arsénico y los compuestos inorganicos de arsénico
estan clasificados en el grupo 1 denominado “Carcinégeno para humanos” segun la Agencia

Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC). (Baan et al., 2019).

Diversos estudios demuestran que la exposicion crénica a bajos niveles de As en el agua
puede provocar lesiones en la piel; incluso la exposicion a bajos niveles de As inorganico se
ha asociado con un mayor riesgo a varios tipos de cancer, como cancer de piel, pulmoén,
vejiga y rinon. Ademas, la exposicion a este metaloide puede contribuir a enfermedades

cardiovasculares como la hipertension y la aterosclerosis.(Kaur et al., 2023)

Sin embargo, el intento de establecer un limite de dosis diaria recomendada para un
elemento tan téxico no es una tarea sencilla. En el 2023 la Comisién europea establecié el
maximo limite permitido de As inorganico, suma de As(lll) y As(V), en diferentes productos
de arroz. En arroz pulido o blanco el limite es de 0,15 mg kg™, para el arroz integral, en la
harina de arroz es de 0,25 mg kg™ y para los alimentos infantiles y preparados para lactantes
es de 0,020 mg kg™'.(European Commission, 2023) La organizacién mundial de la salud en
el Codex Alimentarios en 2014 fijo el nivel maximo permitido de As inorganico (iAs) en arroz
blanco en 0,2 mg kg™ (WHO, 2014) y en 2016 fijo el maximo nivel permitido de arsénico en
arroz integral en 0,35 mg kg™'. (WHO & FAQ, 2016)

Ahora, la legislacion sobre los niveles maximos cambia segun el pais. En China, el nivel
maximo de arsénico inorganico en arroz es de 0,15 mg kg', en Brasil el limite es de 0,30 mg
kg™ de arsénico total.(Langasco et al., 2022) En Colombia no existe limite maximo permitido
de As en arroz, existe regulacién para As en agua para consumo humano y agua destinada
a fines agricolas y limite maximo para As en sal, por lo que se usan los limites establecidos
en el Codex Alimentarios. Segun la resolucién 4506 de 2013 del ministerio de salud y
proteccion social se establece un limite maximo permitido de 0,5 mg kg™ de As en sal, por
otra parte, segun la resolucién 2115 de 2007 del Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio
de Colombia, el limite maximo permitido de arsénico en agua para consumo humano es de
0,01mg L y; segun el articulo 40 del Decreto 1594 de 1984 del ministerio de Salud el limite

maximo permitido de As en aguas usadas para fines agricolas es de 0,2 mg L.



2.Desarrollo y validacion de metodologias
para la cuantificacion de arsénico total (tAs)
en arroz

2.1 Técnicas analiticas utilizadas en la determinacion del
contenido de arsénico total en arroz

Los métodos convencionales para la cuantificacién de As son los espectrofotométricos, los
espectroscoépicos y los electroquimicos. Los métodos electroquimicos son considerados
amigables debido a su bajo costo, corto tiempo de analisis y su facilidad para transportar los
instrumentos a los sitios de muestreo; por ejemplo, los campos de arroz. Por el contrario, la
espectroscopia de fluorescencia atomica (AFS), la espectroscopia de absorcién atémica
(AAS), la espectroscopia de emision atémica de plasma acopado inductivamente (ICP-OES)
y la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), son métodos
costosos y complejos que requieren instrumentos grandes que no se pueden transportar. Sin
embargo, estos métodos espectroscopicos, son los mas usados y aceptados para la
determinacion de As debido a su excelente selectividad, alta sensibilidad y amplio rango
lineal. (Yu et al., 2020).

En este trabajo se desarrollaron y validaron 2 técnicas analiticas para la cuantificacion de As
total (tAs) en arroz: i. ICP-MS con método de adicién estandar y correccion de estandar

interno gravimétrico, y ii. HG-AAS con método de calibracién de dos puntos o bracketing.

2.1.1 Espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS)

La creciente popularidad mundial de ICP-MS, desde principios de la década de 1980, se

debe a las propiedades Unicas de la interaccién particula-plasma mejorada mediante ICP en

la columna axial, lo que resulta en menores efectos de matriz, capacidad multielemental (mas

del 90% de los elementos de la tabla periédica se pueden determinar en soluciones

acuosas), robustez de la instrumentacion y la comodidad que ofrece un software facil de

usar. Sin embargo, en el analisis de muestras reales, la matriz suele representar un desafio



Desarrollo y validacién de metodologias para la cuantificacion de arsénico total 9

(tAs) en arroz

para la precision del analisis. Esto se ha solucionado, parcialmente, mediante estrategias

avanzadas de introduccion de muestras.(Brenner, 2010)

Las mediciones con ICP-MS son las mas confiables y aceptadas debido a sus bajos limites
de deteccion, selectividad y confiabilidad en los resultados. Sin embargo, esas mismas
caracteristicas que hacen al ICP-MS el método a elegir, hacen que sus costos de adquisicion
y mantenimiento sean inalcanzables para muchos laboratorios de analisis. Asi, se suele
recurrir a otras técnicas para la medicion de As, entre las que se destaca la
espectrofotometria de absorcion atémica con generacion de hidruros (HG-AAS). (Welna
et al., 2015)

2.1.2 Espectrofotometria de absorcién atdbmica con generador de
hidruros HG-AAS

El uso de la generacion de hidruros (HG) es especialmente beneficiosa para cuantificar el
As, ya que minimiza las interferencias quimicas y espectrales y determina el As con limites
de deteccién (LOD) bajos. El hidruro de As volatil correspondiente se genera mediante la
reaccion de disoluciones de la muestra con disoluciones de un agente reductor (NaBH4 o
KBH4) en HCI.(Welna et al., 2015) Para obtener buenos resultados usando esta técnica es
necesario tener en cuenta que se requieren varios pasos previos al analisis, puesto que,

usualmente, las muestras requieren calcinacion y prereduccion.

En el caso de la calcinacién, se pueden presentar pérdidas por volatilizacion del As. El
anterior inconveniente se puede contrarrestar agregando a la muestra “suspensiones
adyuvantes de la calcinacion” (generalmente suspensiones de Mg) y; con una oxidacion de
la muestra, previa a la calcinacion, en la que se oxidan las especies de As, potencialmente
volatiles, con HNO3.(Mindak & Dolan, 1999)

Las especies de As, comunmente encontradas en el arroz, como el As(lll), el As(V) y el DMA,
se hacen reaccionar con NaBH4 para formar el hidruro volatil correspondiente. Ahora, aunque
todas las especies de arsénico inorganico pueden ser convertidas en arsina (AsHs) y
posteriormente transferidas a fase de vapor, la reaccion depende de las condiciones, la
eficiencia y la velocidad en la formacién de la arsina, la cual, a su vez, depende de si se tiene

As(lll) o As(V). Entonces, para asegurar que se mide el As total, se usan agentes pre-



reductores (como el KIl) para tener todo el As de la muestra como As(lll) (Cerveira et al.,
2015).

2.1.3 Parametros de desempeio de un método analitico

En las ultimas décadas han aumentado los esfuerzos de investigadores, cientificos,
laboratorios comerciales y agencias gubernamentales para establecer metodologias que
permitan la determinacién de As en alimentos. La validacion de estos métodos es obligatoria

para demostrar la idoneidad para el analisis rutinario en los laboratorios de control.

Por otra parte, ya existen métodos estandarizados para la determinacion de As en alimentos;

por ejemplo:

1. El método del Comité Europeo de Normalizacion (CEN) EN 16802:2016 para la
determinacion de iAs en alimentos de origen marino y vegetal usando intercambio
i6nico, HPLC-ICP-MS.

2. Elmétodo CEN/TS 16731:2014 para la determinacion de compuestos de As en arroz
usando AAS luego de una extraccién acida.

3. El método chino GB5009.11-2014 para determinar arsénico total en alimentos por
ICP-MS y HG-AFS luego de una extraccion asistida con microondas.

4. El método de la Asociacién oficial de quimicos analiticos (AOAC) Method 2015.01
para la determinacién de metales pesados (incluyendo tAs) en alimentos usando ICP-

MS luego de una extraccion asistida con microondas.

El Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) (JCGM, 2012) define la validacién como la
verificacidon de que los requisitos especificados son adecuados para un uso previsto.
Teniendo esto en cuenta, en una validacion se debe definir el uso del método incluyendo su
alcance, la matriz, el o los analitos de interés, la forma en que se van a llevar a cabo las
mediciones, los instrumentos necesarios y, adicionalmente, se deben seleccionar los
parametros de validacion y sus criterios de aceptacion. Dependiendo de los resultados
obtenidos en la evaluacion de los parametros se puede comprobar que el método si cumple
con los requisitos para su uso. Segun la guia de validacién del INM (Ahumada et al., 2023),
para los métodos cuantitativos, la selectividad, precisién y veracidad siempre deben ser

evaluados y si es relevante, se deben evaluar la linealidad, la precision intermedia, la
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robustez y los limites de deteccion y cuantificaciéon. En este trabajo se evaluaron los

siguientes parametros:

Selectividad. La IUPAC define la selectividad como el grado al cual el método puede ser
usado para determinar un analito particular en mezclas o matrices, sin la interferencia de

otros componentes que se comportan de manera similar (Thompson et al., 2002).

Linealidad. La linealidad se evalia en un intervalo de concentraciones para determinar el
intervalo lineal, en el que se establece un limite inferior y un limite superior de concentracion
donde la relacién entre la concentracion y la respuesta analitica tiene un comportamiento

lineal.

Exactitud. La exactitud que incluye la precision y la veracidad la define la ISO 5725-1:2023
(ISO, 2023) como la proximidad de concordancia entre el resultado de una medicion vy el
valor de referencia aceptado. La evaluacion de este parametro aplicado a resultados de
pruebas experimentales involucra la estimacion de efectos sistematicos asociados al sesgo

o al porcentaje de recuperacion y de efectos aleatorios asociados a la precision.

La norma ISO 33405:2024 propone una de las formas para evaluar el sesgo teniendo en
cuenta la incertidumbre asociada al material de referencia certificado. El valor absoluto del
sesgo debe ser menor al valor maximo de significancia, para que el sesgo no sea
significativo. El valor maximo de significancia es la combinacion de incertidumbres donde se

tiene en cuenta el factor de cobertura y se calcula como lo muestra la Ecuacion 2.1:

1% — xmrel < k- Ju(MRC)? + u(x;)? Ecuacioén 2.1

Donde x; es el promedio de los resultados de la medicion del MRC, xygc €s el valor
certificado del MRC, k es el factor de cobertura, u(MRC)? la incertidumbre estandar del MRC
y u(x;)? es la incertidumbre estandar de los resultados de la medicion del MRC o

simplemente incertidumbre de la medicion.

Incertidumbre de medicién

El Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) (JCGM, 2012) define la incertidumbre de

medida como: “Parametro no negativo que caracteriza la dispersion de los valores atribuidos



a un mensurando, a partir de la informacién que se utiliza”. En la practica la incertidumbre de
la medicion puede surgir de muchas fuentes, como el muestreo, los efectos o interferencias
de la matriz, las condiciones ambientales, las incertidumbres de las masas y los equipos
volumétricos, los valores de referencia, las aproximaciones y suposiciones incorporadas en

el método y procedimiento de medicion y la variacion aleatoria. (Ellison & Williams, 2012)

La incertidumbre de la medicién u(x;) es una incertidumbre estandar combinada y se calcula
como lo muestra la Ecuacidn 2.2, la cual es la raiz cuadrada de la varianza total obtenida al
combinar todas las fuentes de incertidumbre multiplicada por el promedio de las mediciones
del MRC x;. En este caso, u(rep) es la incertidumbre estandar relativa asociada a la
repetibilidad, u(modelo) es la incertidumbre estandar relativa asociada al modelo usado en
la cuantificacion, y las demas fuentes de incertidumbre también se expresan como

incertidumbres estandar relativas. (Ellison & Williams, 2012)

B B 5 ) Ecuacion 2.2
u(x;) =x; | u(rep)ye + u(modelo)s,, ...

Limite de deteccion. El limite de deteccion segun la IUPAC (Gold, 2019) expresado en

concentraciéon se deriva de la medicidn mas pequefa que puede ser detectada con certeza
razonable para un procedimiento analitico determinado. La IUPAC propone el calculo del
limite de deteccion usando 10 blancos y las siguientes ecuaciones:

LOD = Yp+3-5p Ecuacién 2.3

3,3:5p Ecuacién 2.4
m

LOD =

Donde LOD es el limite de deteccion, y,es el promedio de las respuestas de los 10 blancos,
s, es la desviacion estandar de las respuestas de los blancos y m es la pendiente de la curva
de calibracién. La Ecuacién 2.3 se usa cuando no se corrige por blancos y la Ecuacién 2.4
se usa cuando si se corrige por blancos. El limite de cuantificacion (LOQ) se calcula a partir

de la Ecuacion 2.5.
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10 - s Ecuacién 2.5

LOQ =

2.2 Determinacion de Arsénico total usando ICP-MS y el
método de adicidon estandar con correccion de estandar
interno gravimétrico

La metodologia usada para la cuantificacion de As total en arroz (tAs) esta basada en el
método 2015.01 de la AOAC (AOAC, 2015). En el desarrollo de la metodologia se estudiaron

las variables:

Rampa de temperatura de la digestion acida asistida con microondas.

Elemento y concentracién del estandar interno.

Seleccion del método de cuantificacion entre el método de calibracion externa y el
meétodo de adicion estandar con correccion de estandar interno gravimeétrico.

4. Humedad y correccién por blancos.

2.2.1 Materiales y métodos

e Reactivos

La disolucion concentrada de arsénico 984,8 + 2,5 mg kg™ esta certificada por el Instituto
Nacional de Metrologia de Eslovaquia (Bratislava, Eslovaquia). Los estandares internos (Ge
997 + 6 mg kg y U 9,80 £ 0,2 mg kg™') y los reactivos para la digestion HNO3 (68% m/m) y

H202 (30% m/m) fueron comprados de Merck (Darmstadt, Alemania).

El material de referencia certificado NIST 1568-b a base de arroz y certificado en As fue
adquirido del NIST (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Marylan,
Estados Unidos). EI HNOs fue purificado por subdestilacion. El agua ultrapura (resistividad
mayor a 18 MQ cm) fue obtenida de una unidad de purificacion Elga Purelab flex (Elga,

Marlow, Reino Unido).

Con los estandares certificados, mencionados anteriormente, se prepararon las disoluciones
de arsénico y la mezcla de estandares internos, el procedimiento se especifica a

continuacion:



o Disoluciones de arsénico

Los niveles de las curvas de calibracién externa y las disoluciones de As para las adiciones
estandar se prepararon a partir de una solucién de trabajo C. Esta solucion se obtuvo
partiendo de un MRC de arsénico con una concentracion certificada de 984,8 + 2,5 mg kg™.
A partir de este MRC se realizaron diluciones sucesivas en HNO3 1% m/m (disoluciones A 'y
B) para finalmente obtener la solucidén de trabajo C con concentraciéon aproximada de 10 ug
kg™"'. El esquema de preparacion y las concentraciones de estas disoluciones se presentan

en la Figura 2-1.

Figura 2-1 Esquema de preparacion de las disoluciones de arsénico

Slovensky melmloglcky ustav } » » »

g';%‘:: AE 1 Solucién A Solucién B Solucién de
0 Mg kg 100 mg kg 1 mg kg trabajo C
0,01 mg kg™

o Disoluciones de estandar interno

Para todas las disoluciones medidas en ICP-MS ya sean muestras o estandares se requiere
la adicion de un estandar interno. Entonces, se preparé una mezcla de trabajo F con
concentraciones de 3 ug kg™ de germanio y 3 ug kg™ uranio. Se partié de un MRC de Ge de
concentracion certificada 997 + 6 mg kg™, la cual se diluyé con HNO3z 1% m/m para obtener
la solucién D. Simultaneamente, se diluyé un MRC de U de concentracién certificada 9,8 +
0,2 mg kg™ con HNO3 1% m/m para obtener la disolucion E. La mezcla de las disoluciones D
y E dieron origen a la disolucion de trabajo F en HNO3 1% m/m. Este esquema de preparacion

y las concentraciones utilizadas se presentan en la Figura 2-2.
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Figura 2-2 Esquema de preparacion de la disolucién de estandares internos
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¢ Instrumentacion

Se usé un ICP-MS con cuadrupolo NEXION 300D y automuestreador (PerkinElmer,
Pensilvania, Estados Unidos). El plasma fue generado usando argdn (99,990%), flujo de
nebulizacion de 0,7 L min™' y potencia de 1300 W. La posicion de la antorcha, los lentes y la
salida de gases se optimizaron a diario con una soluciéon de optimizacion (1 ug kg™ de Be,
Ce, Fe, In, Li, Hg, Pb y U en 1% m/m de HNO3) para maximizar las sefiales de los iones y
minimizar las interferencias de los iones poliatdmicos. Antes de cada medicion las

desviaciones relativas estandar de Be, In y U fueron menores al 3%.

En la extraccion asistida con microondas se us6 un equipo Multiwave 5000 (Anton Paar,
Graz, Austria) provisto con dos rotores, de 16 y 20 viales, presurizados de
politetrafluoroetileno modificado (PTFE-TMF). Dependiendo del rotor la digestion se puede
programar variando la temperatura o la potencia. La temperatura dentro de los viales se

registré continuamente con un sensor infrarrojo.

En todas las preparaciones gravimétricas de las disoluciones se us6 una balanza XP504
(Mettler Toledo, Ohio, Estados Unidos). En la determinacion de la humedad se usé el horno
Binder FD23 (BINDER GmbH, Tuttlingen, Alemania) y una balanza Cubis MSA225S-100-
DAXP504 (Sartorius, Gotinga, Alemania). Las balanzas fueron verificadas diariamente con
pesas E2.



e Tratamiento de la muestra

Digestion &cida asistida con microondas.

La metodologia de este trabajo estd basada en el método de la AOAC 2015.01: “Heavy
Metals in Food - Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry”. Este método se puede
aplicar en la determinacién de arsénico, cadmio, plomo y mercurio en niveles traza en
muestras de comida incluyendo arroz. Sin embargo, dicho método se modificd, en varios
puntos, en el presente trabajo, segun se describe a continuacién, junto con los demas

detalles del tratamiento de la muestra.

La cantidad de muestra usada en la digestion se aumentoé de 0,25 g a 0,5 g. Este cambio se
realizé teniendo en cuenta que la concentracién de arsénico total esperado en el arroz era
menor al limite maximo permitido establecido en Brasil de 0,30 mg kg'. Este limite se escogid
por la cercania geografica entre Brasil y Colombia y por ser el unico que especifica la
concentracion de arsénico total en arroz. El aumento de la masa de arroz, también se justifica
porque con 0,25 g y luego de la digestién y las diluciones usadas para la medicion por ICP-
MS, la concentracion de As medida seria menor a 1 ug kg™', una concentracién baja que lleva

a poca repetibilidad en las mediciones.

Por otra parte, el método de la AOAC permite determinar Hg y, para estabilizarlo (y como
estandar interno) se debe adicionar Au. Sin embargo, en este trabajo solo se va a determinar
As, por lo cual no es necesario adicionar Au. El método de la AOAC, también implica el uso
de Lu como estandar interno, pero dado que en el INMC no se tienen disoluciones de dicho
elemento, se tuvo que reemplazar. Asi, se evaluaron, como estandares internos: Ge y U. La
rampa de temperatura de la digestion acida asistida por microondas también fue modificada

segun se ve en la Figura 2-3.



Desarrollo y validacién de metodologias para la cuantificacion de arsénico total 17

(tAs) en arroz

Figura 2-3. Comparacion entre el programa de calentamiento usado en el horno microondas
de la AOAC y el usado en este trabajo para la digestion acida de arroz.
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Segun el método original (AOAC, 2015) los 2 primeros pasos del programa de digestion son
pasos de predigestion. Teniendo en cuenta que al aumentar la masa de la muestra la
eficiencia de la digestion se puede ver afectada negativamente al no alcanzar las altas
temperaturas esperadas (Anton Paar, 2025), se extendid el tiempo de predigestion para
garantizar la oxidacion de la materia organica.
Teniendo en cuenta los ajustes que se acaban de describir y luego de la optimizacion, el
tratamiento de la muestra se puede resumir asi:
1. Se molieron aproximadamente 150 g de arroz comercial adquirido en mercados
locales.
El polvo de arroz fue cernido con un tamiz de 315 uym.
Aproximadamente 0,5 g de arroz, molido y tamizado, fueron afadidos a los viales de
digestion junto con 4 mL de HNO3 (68 % m/m) y 1mL de H202 (30 % m/m).
4. Las muestras de arroz se llevaron al microondas para su digestién, usando el
siguiente programa optimizado:
a. Aumento de temperatura hasta 145°C durante 5 minutos.
b. La temperatura se mantiene constante en 145°C por 5 minutos.
c. Se disminuye la temperatura a 50°C en 1 min. Esto es posible debido a que

la radiacion del microondas que genera el instrumento puede ser apagada de



manera instantanea, de esta forma el calentamiento en la muestra se detiene
por completo y con ayuda del sistema de ventilacion y el flujo de aire dirigido
se logra un enfriamiento rapido de la muestra. (Anton Paar, 2025)

d. Aumento de la temperatura, de nuevo, a 145°C durante 10 minutos.

e. Se mantiene la temperatura en 145 °C durante 1 minuto.

f. Aumento de la temperatura hasta 190°C durante 5 minutos.

g. Se mantiene la temperatura en 190°C durante 15 minutos.

Finalizada la digestién, los viales se enfriaron a temperatura ambiente, se abrieron y los
extractos se transfirieron cuantitativamente a tubos de polipropileno de 50 mL y en una
balanza analitica se completé a una masa de aproximadamente 15 g con agua tipo I. Los 15
g de extracto obtenido se diluyeron en un factor de 1:10 y se les agregoé la mezcla de
estandares internos correspondiente, esta dilucién se lleva a medicién en el ICP-MS. Algunas
disoluciones se fortificaron para los ensayos de selectividad y otras fueron usadas en la

adicion patron.

e Calibracion analitica

En general, la calibracién por adicion estandar suele usarse en disoluciones acuosas
preparadas volumétricamente. En el 2008, Kelly tomé un acercamiento gravimétrico al
método de adicion estandar (Kelly et al., 2008) y en 2011 Hauswaldt llevo ese acercamiento
gravimétrico a la adicion estdndar cuando se usa un estandar interno (Hauswaldt et al.,

2012), de esta ultima referencia se tomé el modelo matematico usado en este trabajo.

En la Figura 2-4 se representa el método de adicion estandar gravimétrico combinado con
estandar interno, en el cual las soluciones i contienen la mezcla de la muestra x con
concentracion desconocida, diferentes cantidades de estandar del analito de interés z,
solvente y un estandar interno. Al medir estas disoluciones i se obtiene una respuesta para
la muestra A4;(X) y una para el estandar interno 4;(Y), con las que se calcula el cociente
entre las 2, que llamaremos R;. Las disoluciones i tienen una densidad p; y una masa m; la
cual contiene la masa de la muestra x m, ;, la masa del analito de interés z m,; y la masa

del estandar interno y m,, ;.
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Figura 2-4. Método de adicién estandar gravimétrico. La medicién de las disoluciones R;,
permite calcular la relacion entre la respuesta de la muestra A4;(X) y la respuesta del estandar
interno A;(Y).

! R;

Solvente

Estandar

interno

Muestra X l

Adaptado de (Hauswaldt et al., 2012)

A continuacién, se presentan las ecuaciones del modelo matematico para este método. Los
simbolos usados se encuentran en la Tabla 2-1. La concentracion del analito en la disolucion
i, v;, esta relacionada con la densidad de la disolucion i, p;, y la fracciébn masica del analito

en la disolucién i, w;, como se muestra en la Ecuacion 2.6,

Yi = piw; Ecuacion 2.6
La fraccion masica del analito en la disolucién i, w;, se relaciona con la masa de la muestra,
m,; , 1a fraccion masica del analito de interés en la muestra, w,, y el estandar interno

segun Ecuacién 2.7,
Ecuacién 2.8 y

Ecuacion 2.9.

My Wy + My "W, Ecuacion 2.7
w; = m
L
My Wy +mg;-w, Ecuacion 2.8
w;i(X) = —
L
My, "Wy Ecuacion 2.9



La relacion entre las respuestas, R;, y la fraccidbn masica se muestra en la Ecuacién 2.10

_AX) by (X)) b pwi(X) b wi(X)
PTAE) by () b pwi () b wi(Y)

R = b' - (My; - wy + My~ wy)/my b (M- wy +my; - wy)
;=

b (my,; wy)/m; - b m,,; - w, Ecuacion 2.10

La Ecuacion 2.10 puede escribirse como una ecuacion lineal, y = a + b-x, donde b es la

pendiente y a es el intercepto como se muestra en la

Ecuacion 2.11.
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A b yi(X) b pirwi(X) b wi(X)

R: = = = —
AN b)) b piewi(Y) b wi(Y)
R, = b (mx,i Wy + my;- WZ)/mi _ b’ (mx,i "Wy + my;: Wz)
: b - (my_i ' wy)/mi b - my_i "Wy
bl
R; "My = . (mx,l- "Wy +my; e WZ)
b" - w,
my; b -myi-w, b'rmyi-w,
Rl ' = n 14
My; b~ Wy " My i b" - Wy " My i
my’l b, b, * WZ mz,i
R; - =Wy + .
My b"-w, b"-wy, my;
y a b x
y=a +bx
a
W, = E W,

Ecuacion 2.11

Las sensibilidades b’ y b"" se calculan de acuerdo a las pendientes calculadas en las
curvas de calibracion.

Tabla 2-1. Simbolos usados en el modelo matematico del método de adicidn estandar
gravimétrico combinado con estandar interno.

Simbolo Significado o cantidad
Yi Concentracion del analito en la disolucion i
Di Densidad de la disolucidn i
w; Fraccion masica de la disolucion i
w; (X) Fraccion masica del analito en la disolucion i
w;(Y) Fraccion masica del estandar interno en la disolucion i




R; Cociente entre las respuestas para la muestra y el estandar interno
A;(X) Respuesta para la muestra del analito en la disolucion i
A; (V) Respuesta para la muestra del estandar interno en la disolucion i
m; Masa de la disolucion i
My Masa de la muestra x en la disolucion i
my; Masa afiadida del estandar del analito de interés z en la disolucion i
my; Masa del estandar interno en la disolucion i
Wy Fraccion masica del analito en la muestra x
w, Fraccion masica del analito en el estandar del analito de interés z
wy, Fraccion masica del estandar interno
b' Sensibilidad del analito de interés
b" Sensibilidad del estandar interno

2.2.2 Resultados y discusion

Seleccion del estandar interno

El estandar interno en ICP-MS es crucial para la correccion de la deriva instrumental; por
tanto, su selecciéon fue un paso importante en el desarrollo del método. Los criterios para
elegir el mejor estandar interno fueron: la disponibilidad, la similitud con el analito de interés,
la intensidad de senal en los blancos, el coeficiente de variacién porcentual (CV%), la
sensibilidad y la correlacion lineal (R?) en las curvas de calibracion externa. Luego de escoger

el estandar interno es necesario seleccionar la concentracién optima del mismo.

En el INMC estan disponibles las disoluciones de concentracion certificada de Ge y U ("°Ge
y "Ge, 2%U). El U se descartd por su marcada diferencia en el peso atémico respecto del

SAs.

Con el objetivo de identificar interferencias o sefales que pudiesen afectar los resultados
para el As, se midieron 5 blancos de reactivos (los blancos de reactivos se prepararon
diluyendo HNOs; 68% con agua ultrapura en la misma proporcion de las muestras), se

registraron las sefiales en cuentas por segundo (CPS) de los isotopos cercanos al "°As: "°Ge,
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"4Ge, "Ge, ""Se y "'Ga. Los resultados de las mediciones se presentan en la Tabla 2-2. Es

importante destacar que los valores obtenidos corresponden a sefnales de fondo.

Tabla 2-2. Respuesta instrumental en ICP-MS del blanco de reactivos para el °As y para
algunos de los isotopos mas cercanos. CPS: Cuentas por segundo.

Blanco 5As (CPS) | "2Ge (CPS) | 7*Ge (CPS) | "®Ge (CPS) | 7’Se (CPS) | Ga (CPS)
1 36,5 857 19,3 15 381,6 12,3
2 37,1 897,1 20,4 15,4 372 11
3 37 929,7 21,8 15,9 375,2 10,7
4 35,4 942,9 14,3 16 380,5 10,6
5 35,6 913,1 18,3 17 377,8 11,7
Promedio 36,3 908,0 18,8 15,9 377,4 11,3
Desviacion
estandar 0,8 33,3 2,8 0,8 3,9 0,7
% Coeficiente de
variacién 2,2 3,7 15,1 4,8 1,0 6,4

De todos los isotopos medidos "“Ge, *Ge y "'Ga son los que presentan sefiales mas bajas,
de estos se descartd "*Ge ya que es un isotopo con baja abundancia y "'Ga ya que no se
cuenta con un MRC del mismo. Asi entonces, se trabajé con los is6topos "?Ge y "“Ge. Las

sefiales altas del "2Ge son atribuibles a interferencias. La

Figura 2-5 resume los resultados de la comparacion de usar uno u otro isétopo como
estandar interno, se prepararon y midieron por triplicado soluciones con la misma

concentracion de Ge y variando la concentracion de As. En la

Figura 2-5 se puede ver que los CV% para la relacién de sefiales entre "°As y "“Ge son mas
bajos (menor al 1%) en un intervalo de concentracion de As de 0,5 a 1,8 ug kg™ que es un
rango de concentraciones mas amplio en comparacion con los CV% para "°Ge, que son
menores al 1%, en un rango de concentraciones mas bajo, entre 0,5y 0,9 ug kg de As y;

por tanto, mas dispersos.

Figura 2-5. Comparacion de los coeficientes de variacion de la relacion entre las senales de

SAs y de los isotopos "2Ge y "“Ge variando la concentracion de As y manteniendo la del Ge.
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La Teniendo en cuenta los factores evaluados que se acaban de presentar, el “Ge fue
escogido como estandar interno para el método de determinacion de arsénico total por ICP-
MS debido a que es el isotopo mas cercano y abundante proveniente de un material
disponible en el INMC, tiene porcentajes de CV% menores al 1% en un intervalo de
concentracion de As de 0,5 a 1,8 ug kg, y tiene una regresion lineal para la relacién
SAs/™Ge y el intervalo de concentracion evaluado con un R? de 0,9997, mayor que el R?

para "“As/"’Ge.

Figura 2-6 muestra la comparacion entre las curvas de calibracion usando °Ge y “Ge como
estandares internos usando una solucion de 0,3 ug kg™’ de Ge. La sensibilidad (pendiente de
la curva de calibracion) es un poco mas alta en la curva que usa "2Ge como estandar interno,
pero se obtiene mejor R? en la curva que usa "“Ge como estandar interno. Las regresiones

por minimos cuadrados ordinarios obtenidas fueron:

e "Ge:Y =1,6165 (+ 0,0038) X + 0,0496(+ 0,0041), R? = 0,9997.
e "Ge:Y =1,6508 (+ 0,0060) X + 0,0472(+ 0,0065), R = 0,9993.

Teniendo en cuenta los factores evaluados que se acaban de presentar, el "“Ge fue escogido
como estandar interno para el método de determinacion de arsénico total por ICP-MS debido

a que es el isotopo mas cercano y abundante proveniente de un material disponible en el
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INMC, tiene porcentajes de CV% menores al 1% en un intervalo de concentracion de As de
0,5 a 1,8 ug kg, y tiene una regresion lineal para la relacion "*As/’*Ge y el intervalo de
concentracion evaluado con un R? de 0,9997, mayor que el R? para "*As/"?Ge.

Figura 2-6. Comparacion entre las curvas de calibracion de °As usando diferentes

isotopos de Ge como estandar interno: a curva de calibracion usando >Ge como estandar
interno, b usando "“Ge.
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Ahora, es necesario determinar que concentracion de estandar interno presenta mayor
correlacion lineal. En la Figura 2-7 se compararon dos curvas de calibracion, en ambas
curvas se mantuvo el mismo intervalo de concentraciones de As. En la Figura 2-7a la
concentracion de "“Ge fue de 1,2 ug kg™', mientras que en la curva de la Figura 2-7b se usé
una concentracién de estandar interno de 0,3 ug kg'. Las regresiones por minimos

cuadrados ordinarios obtenidas fueron:

o ™Ge 1,2 ug kg™ Y = 0,4205 (+ 0,0080) X + 0,0125(+ 0,0049), R? = 0,9971.
o ™Ge0,3ug kg™ Y = 1,6532 (+ 0,0065) X + 0,0326(+ 0,0041), R2 = 0,9996.



Figura 2-7. Comparacion de 2 curvas de calibracion de As con diferentes concentraciones
de estandar interno: a concentracion de "“Ge de 1,2 ug kg™ y b concentracién de “Ge de
0,3 ug kg™.
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De las 2 curvas, en la que se us6 una concentracion de estandar interno de 0,3 ug kg™ se
obtuvo la mayor correlacion lineal (R?= 0,9996) y mayor pendiente. A partir del anterior
resultado, se fijo la concentracion del estandar interno en 0,3 ug kg para el resto de las
mediciones en este trabajo.

Seleccion del método de cuantificacion entre calibracion con patrén externo o
adicion estandar

En la seleccidon del método de cuantificacion de As, curva de calibracién con patrén externo
o adicion estandar, se uso el MRC NIST 1568b, un material de referencia certificado de
harina de arroz con fraccién masica certificada de arsénico total de 0,285 + 0,014 mg kg™
Los criterios para definir cual de los 2 métodos es mejor, fueron el porcentaje de recuperacion

y el porcentaje del coeficiente de variacion de las concentraciones halladas para el MRC.
Método de cuantificacion de calibracién con patrén externo

Se prepard una curva de calibracion con patrén externo de 10 niveles cada 0,1 ug kg™, en
un intervalo de concentraciones de As desde 0,1 hasta 1,0 ug kg™, la cual se us6 para
interpolar las sefales obtenidas de 2 extractos del MRC (usando el tratamiento de muestra

mencionado anteriormente), ver Figura 2-8.
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Figura 2-8. Curva de calibracion de patréon externo para determinar la concentracién de As
en el material de referencia certificado NIST 1568b. La sefial de los 2 extractos, analizados,
del MRC se presenta como un circulo rojo y un triangulo violeta.
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La regresién por minimos cuadrados ordinarios obtenida para la curva de calibracién de
patron externo fue: Y = 1,652 (+ 0,021) X + 0,005 (+ 0,001), R? = 0,9987. La concentracion
calculada de los extractos del MRC, el porcentaje de recuperacion y el coeficiente de
variacién porcentual de las concentraciones calculadas del MRC se presentan en la Tabla
2-4, ultima fila.

Meétodo de cuantificacion por adicion estandar

Para estudiar el efecto matriz por medio de la adicién estandar, primero fue necesario
encontrar la concentracion de As dptima para las curvas de adicién estandar, usando las

concentraciones de As de: 2,5 ug kg™'; 5,0 ug kg'y 7,5 ug kg™ La

Figura 2-9 muestra el procedimiento llevado a cabo para el caso de la adicion de 2,5 ug kg
T de As.



Figura 2-9. Esquema de preparacién de las curvas de adicion estandar. Figura creada con

vectores disponibles en (Duerr, 2021).
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En la

Figura 2-9, cada uno de los 7 tubos tiene como base un mismo extracto del MRC NIST
1568b (E-MRC), en cantidad aproximada de 1 g. Dicho E-MRC se obtuvo mediante la
digestion acida asistida con microondas, descrita anteriormente sin ninguna dilucion.
Ademas, a los 7 tubos se les adicion6 1 g de la disolucién de estandar interno de
concentracion 3 ug kg™ de Ge, segun lo seleccionado previamente. Las 3 disoluciones de
color azul representan los niveles 0 (no se adiciond As), y las mismas se llevaron, con agua

tipo I, a un peso cercano a 15 g. En cambio, a los 4 tubos en color rojo, y antes de llevar a
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los 15 g, se les hizo las adiciones del patron de As, a partir de una disolucién de As de 10 ug
kg™. Asi, las 4 disoluciones de color rojo representan los niveles I, II, lll y IV de las adiciones
del patron de As y las mismas corresponden a los 0,3 g, 0,6 g, 0,9 g y 1,2 g adicionados del
patrén de As que se muestran en la figura. Este mismo procedimiento, se llevé a cabo con

las otras 2 concentraciones de As adicionado, 5,0 yg kg™'y 7,5 ug kg™.

Este conjunto de 7 disoluciones que se acaba de describir se prepar6é a partir de cada
extracto de MRC, para construir las curvas de calibracién de cada caso de adicion (por
ejemplo, para adicion de 2,5 ug kg' de As) se obtuvieron 3 extractos de MRC, es decir se
prepararon 3 conjuntos de 7 tubos cada uno, en total 21 disoluciones para la adicién de 2,5

ug kg de As.

Luego, las 21 disoluciones de cada concentracion de As adicionado (2,5; 5,0y 7,5 ug kg™),
se analizaron por triplicado en ICP-MS y con los resultados se calcularon 3 curvas de
regresion lineal para cada una de las 3 concentraciones estudiadas, precisando que cada
regresion tiene los niveles 0, I, 11, Il y IV. Asi, en total, se obtuvieron 9 curvas de calibracion
por el método de adicidon estandar, las cuales se presentan en la Figura 2-10, y cuyos
parametros de regresion se presentan en la Tabla 2-3 y, en la Tabla 2-4 se presentan las

concentraciones de As encontradas en el MRC, junto a los porcentajes de recuperacion.

Figura 2-10. Curvas de calibracion de adicion estandar obtenidas durante el estudio del efecto de la
concentracion del As afiadido: a 2,5 ug kg™, b 5,0 ug kg' y ¢ 7,5 ug kg'. En los graficos insertados
se presenta la ampliacién de la regién de la sefal de la muestra sin adicion. En cada caso, una de las
3 regresiones se presenta en color rojo para facilitar la visualizacion. En el gréfico insertado en b, uno
de los 3 puntos de la sefal de la muestra también esta en rojo y en mayor tamafio para diferenciarlo
del otro punto que dio una sefial casi igual.
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Tabla 2-3. Parametros estimados en las 3 curvas de adicién estandar estudiadas: As
anadido: 2,5 ug kg™; 5,0 ug kg'y 7,5 ug kg'. También se presenta, para efectos de
comparacion, la regresion de la curva de patrén externo.

ﬁ Curva | Pendiente | Promedio | CV% | Intercepto Promedio | CV% R? Promedio| CV%
1 1,5225 0,2855 0,9919
2,5 2 1,4788 1,476 3,3 0,2919 0,292 2,5 | 0,9953 0,995 0,29
3 1,4253 0,2999 0,9977
1 1,3729 0,3271 0,9896
5,0 2 1,3735 1,326 1,3 0,3269 0,330 1,6 | 0,9897 0,988 0,34
3 1,3418 0,3364 0,9839
1 1,4464 0,2784 0,9989
7,5 2 1,458 1,456 0,63 0,2732 0,274 1,5 | 0,9991 0,999 | 0,012
3 1,4645 0,2704 0,9991
Curva calibracion | 4 6519 0,005 0,9987
de patréon externo ) ’ )
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La Tabla 2-3 muestra que las curvas de adicion estandar preparadas con la concentracion
de As aradido de 7,5 ug kg, son las que presentan el menor coeficiente de variacion
porcentual tanto en la pendiente, como en el intercepto y en el R? ademas, el promedio de

los R? obtenidos con esta concentracion es el mas cercano a 1.

Por otro lado, las pendientes obtenidas en la metodologia de adicion estandar y la calibracion
con patron externo son distintas. En la calibracién con patron externo se obtiene una
pendiente de 1,6519 que es mayor a las calculadas para la adicion estandar, las cuales se
ubican entre 1,3418 y 1,5225; esta diferencia en las pendientes puede atribuirse al efecto
matriz (Ji et al., 2022). El efecto de la matriz en los resultados de las mediciones se comprobo
realizando una prueba t de comparacién de medias contra un valor de referencia. En este
caso, como valor de referencia, se uso la pendiente obtenida en la curva de patréon externo
1,6519; valor que se comparo con el promedio de las 9 pendientes calculadas en las curvas
de adicidn estandar. El resultado de la prueba t arrojé un valor p de 1,057x10° que, al ser
menor a 0,05 permite afirmar que la diferencia entre la media de las pendientes obtenidas a
partir del método de adicion estandar y la pendiente obtenida en la curva de patrén externo
es estadisticamente significativa a un nivel de confianza del 95 %. Esto pone en evidencia el

efecto de la matriz en los resultados y hace necesario usar la adicion estandar.

La Tabla 2-4 presenta la concentracion obtenida en cada medicion del MRC y su
correspondiente porcentaje de recuperacion, para la curva de patrén externo y para cada

una de las curvas de adicion estandar.

Tabla 2-4. Resultados en concentracién, y porcentaje de recuperacion, de As obtenidos para las
curvas de adicién estandar afiadiendo As 2,5 ug kg*; 5,0 ug kg™ vy 7,5 ug kg'. También se presentan,
para efectos de comparacién, los resultados obtenidos usando la curva de patrén externo. La
concentracion esperada de tAs para el MRC NIST 1565b es de 0,285 + 0,007 mg kg™'.

As Concentracion Porcentaje de
— Curva MRC / recuperacion / Promedio CV%
ng kg mg kg %
1 0,279 97,99
2,5 2 0,294 103,17 103,7 58
3 0,313 109,95
1 0,367 128,72
50 2 0,366 128,59 130,92 3,0
3 0,386 135,46
7,5 1 0,294 103,31 100,99 21




2 0,287 100,57
3 0,282 99,08
i i6 0.255 89.59
Curva c’allbracwn de 87.86 28
patrén externo 0.245 86,13

La Tabla 2-4 muestra que el promedio de los porcentajes de recuperacién de la calibracion
con patrén externo no supera el 90%. En comparacion, los promedios para la adicion
estandar en concentracion de 2,5 ug kg™ y de 7,5 ug kg', son mas cercanos al 100 %, y
presentan coeficientes de variacion porcentuales bajos, 5,8 % y 2,1 %, respectivamente. La
curva de adicidn estandar con As afiadido de 5,0 ug kg™' arrojé porcentajes de recuperacion
muy altos (130,92 % en promedio) por lo que la misma se descarté. Por lo anterior, se
selecciono el método de adicion estandar para cuantificar el As total usando una soluciéon de
concentracion de As afadido de 7,5 ug kg™, debido a que es la que presenta el porcentaje

de recuperacion mas cercano al 100 % y el coeficiente de variacién porcentual mas bajo.

Correccion por humedad y blancos

Correccién por blancos. Se midieron 5 blancos de digestion sin adicién de estandar interno,
en cuyo caso se obtuvieron sefiales en la zona correspondiente al >As con un promedio de
45,14 CPS y un coeficiente de variacion del 17% (lo que se considerd una senal relevante);
por lo cual, es necesaria la correccion por blancos. Asi entonces, a la relacion de respuestas
SAs/"Ge de los patrones (disoluciones calibrantes y materiales de referencia certificados)

se les resta la relacion de la respuesta "°As/’“Ge de los blancos.

Correccién por humedad. El arroz es higroscépico; por lo tanto, es necesario determinar su
humedad y tenerla en cuenta en la cuantificacién. Ademas, el MRC NIST 1568b reporta la
concentracién de As total en base seca, por lo cual es necesario obtener la concentracion en
base seca para evaluar correctamente el sesgo. Asi entonces, se determiné la humedad de
la harina de arroz secandola en un horno convencional a 90°C durante 2 horas y luego se

peso hasta obtener una masa constante.

Validacion de la metodologia de cuantificacion de As por ICP-MS

La metodologia desarrollada tiene objetivo la determinacion de As total en harina de arroz,

usando digestion acida asistida por microondas y cuantificando el As usando ICP-MS, este
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método tiene sera usado para evaluar la homogeneidad de un material de referencia de As

en harina de arroz a nivel piloto.

Los parametros de validacién escogidos para demostrar la idoneidad del método fueron:

selectividad, linealidad, precision, veracidad y limite de deteccion.

Selectividad

La selectividad se confirmé realizando un método comparativo (Ahumada et al., 2023). En
este método se comparan, por medio de pruebas t de Student, las senales relativas en ICP-
MS (sefal del analito de interés / sefial del estandar interno) de varias réplicas de un blanco
de reactivos, un blanco de muestra que, en este caso, tiene un contenido detectable del
analito y un blanco de muestra fortificado que, en este caso, es la muestra con contenido

detectable del analito fortificada.

En el método se comparan por medio de pruebas t, primero, las medias de las sefiales del
blanco de la muestra y del blanco de la muestra fortificado y luego, las medias de las sefiales
del blanco de reactivos y del blanco de muestra. Si se obtiene que en ambas pruebas t las
diferencias entre las medias son estadisticamente significativas el método es selectivo
respecto de la concentracion del blanco de muestra fortificado, ya que el método puede
diferenciar entre los blancos y entre el blanco de muestra y la concentracion con la que se

fortifico.

Lo anterior, se hace teniendo en cuenta que en casos como el presentado en esta tesis, no
se dispone de un arroz con contenido de arsénico lo suficientemente bajo para usar como
blanco de muestra libre de As. Asi entonces, el blanco de muestra, en este trabajo, se
reemplazé con una muestra de arroz con el mas bajo contenido de arsénico, de entre las
disponibles. En la Tabla 2-5 se presentan los resultados de un conjunto de 3 disoluciones,
con 5 réplicas por cada disolucién. Las 3 disoluciones que se compararon fueron: el blanco
de la digestion, una muestra de arroz con un contenido de As de 0,047 mg kg™, el mas bajo
entre las muestras disponibles y, esta misma muestra fortificada para obtener 0,057 mg de
As kg™.



Tabla 2-5 Comparacién entre las respuestas relativas, en ICP-MS, para blancos de
digestién, una muestra de arroz con la mas baja concentracién de As, entre las disponibles,
y la misma muestra de arroz anterior fortificada: selectividad del método

Sefial relativa de As / Ge
Muestra de arroz BOL
L. Muestra de arroz e
Réplica . ., . fortificada.
Blanco de digestion | BOL. Contenido de As .
0,047 mg kg'* Contenido de As
! 0,057 mg kg
1 0,019 0,354 0,529
2 0,019 0,368 0,517
3 0,019 0,351 0,529
4 0,019 0,345 0,524
5 0,018 0,363 0,523
Promedio 0,019 0,356 0,524
Desviacion estandar 0,001 0,009 0,005
% Coeficiente de variacion 2,4 2,6 0,95

En este caso, al aplicar las 2 pruebas t, comparando el blanco de digestion y la muestra de
arroz con el mas bajo contenido de As (entre las disponibles) y, comparando la muestra de
arroz con el mas bajo contenido de As (entre las disponibles) y la misma muestra de arroz
fortificada, se obtuvo que, en ambos casos, la diferencia entre medias es estadisticamente
significativa: los valores de p fueron, respectivamente, de 1,27x107 y 2,95x108; ambos
menores a 0,05. Teniendo en cuenta el anterior resultado, el método es selectivo para la
medicidén de tAs en arroz en concentraciones mayores a 0,057 mg de As kg’ porque el
método distingue la senal de la muestra fortificada respecto de las senales del blanco de

reactivos y de la muestra de arroz con el mas bajo contenido de As entre las disponibles.

Linealidad

La linealidad fue evaluada en una curva de 20 puntos con 3 réplicas por cada nivel y

calculando:

1. El cuadrado del coeficiente de correlacion lineal R2.
Realizando un analisis exploratorio de la regresion.
Comprobando los supuestos del modelo de regresion lineal por minimos cuadrados

ordinarios.
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Ahora, de los 20 niveles se seleccionaron 8, el intervalo lineal en el que se trabajo, como se

muestra en la Figura 2-11.

Figura 2-11 Curva de calibracion para la evaluacion de linealidad
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La curva de regresién por minimos cuadrados ordinarios obtenida para la linealidad en un
intervalo de concentraciones desde 0,1 ug kg™ hasta 1,7 ug kg™' de As resulté ser: Y = 1,6215
+ 0,0052 X + 0,0406 £ 0,0055. La pendiente y el coeficiente de correlacién son
estadisticamente significativos, dado que los valores p de la prueba t de Student son
menores a 0,05; en ambos casos p < 2x10'. En cuanto al intercepto, este es
significativamente diferente de 0 (el valor p es 1,95x107). Adicionalmente, se realizé la
prueba de ajuste lineal usando un ANOVA de regresion simple, en la que se obtuvo un valor
p, de la prueba F, menor a 0,05 (p = 1,25x10*"). Esto ultimo indica que los datos se ajustan
a un modelo lineal. Finalmente, se realiz6 la prueba de falta de ajuste, cuyo valor p, de la
prueba F, resulto igual a 0,0697, mayor a 0,05, lo que indica que los datos se ajustan al

modelo lineal y por tanto no hay falta de ajuste al modelo.

Por otro lado, si se quiere usar la regresion por minimos cuadrados ordinarios, se debe

garantizar que se cumplen los supuestos de:

¢ Normalidad: en nuestro caso, los residuales obtenidos mostraron una distribucién

normal (valor p para la prueba de Shapiro-Wilk de 0,646).



e Ausencia de autocorrelacion del error: no se encontrd autocorrelacion entre los datos
obtenidos, el valor p para la prueba Durbin-Watson arrojé el valor de 0,07.
o Homocedasticidad del error: los residuales de la regresion resultaron

homocedasticos, valor p para la prueba Breusch-Pagan de 0,191.

Por lo tanto, el intervalo de concentraciones en solucién usado para el método (entre 0,1 ug
kg hasta 1,7 ug kg™) es estadisticamente lineal. Debido a que siempre se mantiene el
factor de dilucion (300) el intervalo lineal empieza en 0,03 mg de As por Kg de arroz y

termina en 0,51 mg de As por Kg de arroz.

El intervalo de concentraciones en solucion que se evalud en la calibracion de adicidn
estandar (usando una concentracion de 7,5 ug kg™') estuvo entre 0,95 ug kg™ hasta 1,55 ug
kg™, el cual esta incluido en el intervalo lineal del método. El intervalo evaluado usando
adicion estandar, también se puede expresar en mg de As por kg de arroz, esta entre 0,29

mg kg'y 0,47 mg kg™

Exactitud — Precision

La precision del método se evalué midiendo 5 réplicas de 3 muestras de arroz con
concentraciones diferentes dentro del intervalo lineal, estas mediciones se realizaron usando
el método de adicién estandar gravimétrico con estandar interno. Como criterio de evaluacion
se definié que el CV% no debe ser mayor al 15% como lo sefala el método de la AOAC en
el que esta basada esta metodologia. Los resultados se muestran en la Tabla 2-6, en la que

se ve que todos los coeficientes de variacién son menores al 5%.

Ademas de evaluar los CV%, también se realizé la prueba de Levene para comprobar la
homocedasticidad entre las series de datos, en este caso el valor p de la prueba fue de 0,652
lo cual indica que las varianzas no son diferentes y; por tanto, se puede afirmar, con un 95%
de confianza, que la precisién no cambia en el rango evaluado de concentracién de As de
0,064 mg kg a 0,281 mg kg™.
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Tabla 2-6. Resultados de las mediciones para evaluar la precisiéon, en ICP-MS, en 3 niveles
diferentes de concentracion de As.

Concentracién de arsénico en mg kg
Réplica Muestra de arroz 1 Muestra de arroz 2 Muestra de arroz 3
Valor esperado 0,064 | Valor esperado 0,190 | Valor esperado 0,281

1 0,056 0,184 0,282

2 0,060 0,193 0,282

3 0,062 0,190 0,280

4 0,061 0,188 0,278

5 0,060 0,186 0,285

Promedio 0,060 0,188 0,281

Desviacion 0,002 0,003 0,002
estandar

% Coeficiente de 3,8 1,9 0,93
variacion

Exactitud — Veracidad

La veracidad fue evaluada de 2 maneras:

o Se determind el sesgo usando el material de referencia certificado NIST SRM
1568b. La significancia maxima del sesgo se calcul6 con la Ecuaciéon 2.1. y a
partir de la incertidumbre de medicion que se obtuvo con la Ecuacion 2.2. Las
fuentes de incertidumbre de medicion del método ICP-MS se presentan en el

diagrama de Ishikawa de la Figura 2-12.



Figura 2-12. Diagrama de Ishikawa con las fuentes de incertidumbre del método ICP-MS.

Modelo de adicidn Factor de dilucion
estandar (digestion) Repetibilidad
Uestandar relativa = 0.71% Uestandar relativa = 0,01% Uestandar relativa = 0,01%
Incertidumbre
combinada
Correccion a base Masa estandar Masa de los analitos
seca interno y diluyentes
Uestandar relativa = 0,83% Uestandar relativa = 0,01% Uestandar relativa = 0,04%

Los resultados de la determinacion de As por ICP-MS en el MRC para determinar la
veracidad del método se muestran en la Tabla 2-7.

Tabla 2-7. Resultados de la medicidon del material de referencia certificado NIST SRM
1568b para evaluar el sesgo del método ICP-MS.

Concentracion de
o arsénico en mg kg SRM 1568b
Réplica en base seca
SRM 1568b Valor certificado en mg kg 0,285
1 0,3073 Incertidumbre del iertlflcado 0,007
en mg kg

2 0,3089 Sesgo en mg kg 0,015
0,2951 Sesgo en % 5,34

0,2828 Prueba de significancia del sesgo
5 0,3070 Valor maximo de 0,018

significancia
Promedio 0,300 Resultado El'ses:g.o ng es
significativo
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Desviacién
estandar
% Coeficiente de
variacion
Incertidumbre de
la medicion / mg 0,006
kg?

0,011

3,7

EI MRC, NIST SRM 1568b tiene un valor de concentracion de As certificado de 0,285 mg kg
'y una incertidumbre estandar de 0,007 mg kg™'. El promedio de las mediciones realizadas
al MRC usando ICP-MS fue de 0,300 mg kg™ con una incertidumbre de medicion de 0,006
mg kg, con lo que se obtiene un sesgo de 0,015 mg kg™ equivalente al 5,34%. Asi, el sesgo
obtenido, 0,015 mg kg™, es menor al valor maximo de significancia, 0,018 mg kg™'; por lo

tanto, el sesgo no es significativo.

¢ La segunda forma en la que se evalué la veracidad fue calculando el porcentaje
de recuperacion usando muestras fortificadas. Los resultados se presentan en la
Tabla 2-8, en la que se ve que los porcentajes de recuperaciéon para la muestra
marcada como N2 estan entre 99,44% y 101,77%, mientras que para N3 los
porcentajes de recuperacion estan entre 99,34% y 100,20%. Los porcentajes son
muy cercanos a 100% y cumplen con el criterio de porcentajes de recuperacion
esperados, entre 75 y 125 %, establecido en la AOAC (AOAC, 2015) para el
método en el que esta basado esta metodologia.

Tabla 2-8. Resultados de la medicion de As usando ICP-MS en 2 muestras fortificadas. Se
presentan los porcentajes de recuperacion como medida de la veracidad del método.

Réplica Concentracién de arsénico en mg kg™ % Recuperacion
N2 N3 N2 N3
1 0,3134 0,4759 99,44 99,34
2 0,3174 0,4797 99,59 99,71
3 0,3207 0,4745 101,38 100,20
4 0,3245 0,4749 101,77 100,00
5 0,3183 0,4755 99,49 99,82
Promedio 0,319 0,476 100,33 99,82
Desviacidn estandar 0,0041 0,0021 1,14 0,33
% Coeficiente de 1,3 0,44 1,1 0,33
variacion




Limite de deteccién y cuantificacion

Debido a que no se cuenta con un blanco de muestra (arroz libre de As), el limite de deteccién
(LOD) se calculé usando blancos de reactivos. Entonces, el LOD se estim6 con la Ecuaciéon
2.4 y teniendo en cuenta el factor de dilucion. Se obtuvo un LOD estimado de 0,021 ug kg™'.
Este LOD no se pudo corroborar, en las muestras de arroz disponibles, debido a que las
mismas presentaron concentraciones de As significativamente mas altas, en el orden de 356
ug kg™'. En cambio, se establecié un valor para el LOQ de 0,04 ug kg™, menor del que seria
razonable a partir del LOD (= 0,06 ug kg™'), pero que se comprobo preparando una disolucion
con esta concentracion a partir del MRC de As. De la disolucién para comprobacion (0,04 ug
kg™), se midieron 6 réplicas obteniendo un promedio de medicion de As de 0,040 ug kg y
que, aunque su coeficiente de variacion fue de 8,31 %, nos permitié obtener la concentraciéon
esperada y; por tanto, confirmar que el LOQ es 0,04 ug kg™'. Ambos limites son inferiores a
la concentracién mas baja del intervalo lineal (0,03 mg kg™') y también son menores a la

concentraciéon esperada del piloto a MRC.

La Tabla 2-9, resume los resultados obtenidos en la validacion de la metodologia para
determinar la concentracion de tAs en arroz usando digestion acida asistida con microondas
y como método de cuantificacion ICP-MS con adicion estandar y estandar interno corregido
gravimétricamente. En la misma tabla, se presentan, para efectos de comparacioén, algunos

resultados obtenidos en articulos cientificos con métodos similares.

Tabla 2-9. Comparacion de los resultados de la validacién realizada en este trabajo para la

determinacion de As por ICP-MS, con datos similares publicados en articulos cientificos.

Limites de deteccién

Linealidad (LOD) y Repetibilidad y sesgo Referencia
cuantificacion (LOQ)
0,03 a 0,51 mg kg™’ LOD = 0,021 ug kg™’ Porcentaje de Recuperacién Este trabajo
Coeficiente de | LOQ = 0,04 pg kg™’ R/ % =99,34 a 101,77
correlacion 0,9998 Desviacion estandar relativa

RSD /% =0,87 a 3,8
Sesgo/ % = 5,34

15 a 150 ug L' | LOD=0,01pgg"’ Porcentaje de Recuperacion R/ % = 87 (Ferreira
Coeficiente de | LOQ =0,18 ug g™ Coeficiente de variacion de repetibilidad et al., 2023)
correlacion > 0,997 RSD /% =0,85; 3,7y 0,38

Sesgo/ % =2,9;0,4y 3,3
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0,01 a 10 pg kg LOD = 0,003 ug g™’ Porcentaje de Recuperacién (Ghanati
Coeficiente de | LOQ=10,01pg g’ R/ % =98y 108 etal., 2021)

correlacion 0,9999 L B} .
Desviacién estandar relativa

RSD/%=7a25

0,6 - 360 pg kg™ LOD = 0,18 ug kg Porcentaje de Recuperacion (Langasco
Coeficiente de | LOQ = 0,59 ug kg™’ R/% =95a 105 et al., 2022)
correlacion 0,9992 Coeficiente de variacion de repetibilidad

RSD/a%=15a3,7

De la Tabla 2-9 es claro que la validacién realizada produjo resultados comparables, y en
algunos casos mejores, a otros estudios similares, a pesar de que esos otros, presentados
en la tabla, se realizaron con curvas de patron externo, mientras que nosotros usamos
adicion estandar con estandar interno corregido gravimétricamente, una metodologia mas

compleja.

2.3 Determinacion de arsénico total en arroz usando
calcinacién y cuantificando con HG-AAS mediante el
método de bracketing

La metodologia usada para la cuantificacién de As total en arroz (tAs), usando absorcién
atomica — generacion de Hidruros (HG-AAS), esta basada en la norma CEN 14546:2005
Productos alimenticios - Determinacion de arsénico total por HG-AAS después de calcinacion
(CEN, 2005), y publicaciones como la de Mir (Mir et al., 2007) en donde se determina As
total en plantas y suelos, y Sigrist (Sigrist et al., 2016) quienes determinaron As total en

diferentes matrices alimenticias (carne de res, pollo, pescado, arroz, legumbres, entre otros).

La implementacién de esta metodologia requiere de dos procedimientos, en primer lugar, la
calcinacién de la muestra y posteriormente la reduccion del As en la muestra. Debido a esto,
se estudi6 la temperatura maxima de la rampa de calcinacion y los ciclos de calcinacion

necesarios para conocer su efecto sobre el resultado final del contenido de As en el arroz.



2.3.1 Materiales y métodos

e Reactivos

La disolucién estandar de arsénico en acido nitrico SRM 3103a con concentracion certificada
de 10,002 + 0,024 mg g' y el MRC de arsénico en arroz SRM 1568-b fue adquirido del NIST
(National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Maryland, Estados Unidos).
Los reactivos para el procesamiento de las muestras, HNO3 (68% m/m), MgO, NaOH y acido
ascorbico L(+) fueron comprados de Merck (Darmstadt, Alemania). El KI, Mg(NOs). y el HCI
(37% m/m) fueron obtenidos de PanReac (ITW Reagents, Barcelona, Espana) y el NaBH4

fue adquirido de Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, Estados Unidos).

Se utilizo el mismo HNO3y agua ultrapura que fueron mencionados en la seccién de 2.2.1
Reactivos en la seccién de materiales y métodos de la metodologia de determinacion de
tAs usando ICP-MS.

Con los estandares certificados mencionados anteriormente, se prepararon las disoluciones
adyuvantes en la calcinacion de la muestra, las disoluciones necesarias para la generacién
de los hidruros, la disolucion para la pre-reduccién del As en la muestra y las disoluciones
patrén de As. Los reactivos, disoluciones y el procedimiento llevado a cabo, se presentan a

continuacion.

. Disoluciones para la calcinacion de la muestra.
o Adyuvante de la calcinacién: suspension en agua de Mg(NOs)2 al 20 % m/v y
MgO al 2 % m/v.
o Disolucién en agua de HNOs al 34 % m/m.
o Disolucion en agua de HCl al 17 % m/m.
. Disoluciones para la generacion de hidruros.
o Disolucion de HCl en agua al 5 % v/v.
o Disolucion de NaBH4 al 0,2 % m/v en agua con NaOH al 0,05% m/v.
Ambas disoluciones se prepararon para cada dia de medicion.
o Disolucién para la pre-reduccién del As.
o Disolucién en agua de Kl al 10% m/v en acido ascérbico al 10% m/v.

. Disoluciones patrén de arsénico.
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La evaluacion de la linealidad mediante las curvas de patrén externo y la determinacion del
contenido de tAs en el arroz mediante el método de bracketing requiere que se preparen
diversos niveles de concentracién de As. Los niveles de las curvas de patron externo y las
disoluciones de As para el bracketing se prepararon a partir de un MRC de arsénico con una
concentracion certificada de 10,002 + 0,024 mg g'. A partir de este MRC se realizaron
diluciones sucesivas en agua (soluciones A y B) para finalmente obtener la disolucion de
trabajo C, con concentracién 500 ug kg™'. El esquema de preparacion se presenta en la
Figura 2-13.

Figura 2-13. Esquema de preparacion de las disoluciones patron de arsénico para las
mediciones en HG-AAS.

| 2w B =

Sndard 8

MRC de As
10.002 mg g Solucién A Solucién B Solucion de
100 mg kg~ 1 mg kg trabajo C
0,5 mg kg™

e Instrumentacion

La cuantificacion del As se hizo en un espectrometro de absorcién atémica PinAAcle 900T
conectado a un sistema de generacion de hidruros FIAS 400 y usando una lampara de catodo
hueco de As (PerkinElmer, Pensilvania, Estados Unidos). Se midi6 en la longitud de onda de
193,7 nm, el flujo de argon usado fue 40 a 50 mL-min™, la temperatura de la camara

electrotérmica fue de 960°C y el serpentin para la inyeccion de la muestra fue de 500 pL.

En el proceso de preparacion y calcinacion de las muestras se usé una mufla FHX-05
(Daihan, Corea del Sur), planchas de calentamiento Cimarec® (Thermo Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos) y crisoles de ceramica resistentes a temperaturas de
1000°C con capacidad de 20 mL.

En todas las preparaciones gravimétricas de las disoluciones se usaron dos balanzas XP504
y XPE 205 (Mettler Toledo, Ohio, Estados Unidos). En la determinacién de la humedad se



utilizé un analizador de humedad HX204 (Mettler Toledo, Ohio, Estados Unidos). Las

balanzas y analizadores de humedad fueron verificados diariamente con pesas E2.

e Tratamiento de la muestra

La metodologia de este trabajo esta basada en la norma CEN 14546:2005 Productos
alimenticios - Determinacién de arsénico total por HG-AAS después de calcinacion (CEN,

2005), sin embargo, algunos parametros fueron mejorados para ahorrar tiempo y reactivos.

Una de las ventajas al usar la calcinacion como método de preparacién de la muestra es que
permite usar cantidades de muestra relativamente grandes para lograr factores de dilucion
mas pequefios y poder medir muestras mas concentradas reduciendo el riesgo de que la
concentracién de la muestra medida sea menor al limite de cuantificacion.(Sigrist et al., 2016)

Debido a esto, la cantidad de muestra fue modificada de 0,25 g a 0,50 g.

Tanto en la norma CEN 14546:2005, como en otras publicaciones académicas como
Nugraha 2017 e Ybafiez 1991 (Nugraha et al., 2017; Ybafnez et al., 1991), la preparacion de
la muestra implica: agregar HNOs a un crisol con la muestra, adicionar la suspension
adyuvante de la calcinacion, llevar dicha mezcla a sequedad en una plancha de
calentamiento y calcinar en una mufla a 425°C 0 450°C por 12 horas usando rampas que no
excedan los 50°C/hora. El anterior proceso debe repetirse, con una rampa de temperatura
mas corta, si al obtener la primera muestra calcinada aun se presentan residuos de materia
organica. Como consecuencia, el proceso de preparacion de la muestra puede tardar hasta
3 dias.

Algo similar, se encuentra en las publicaciones de Mir 2007 y Sigrist 2016 (Mir et al., 2007;
Sigrist et al., 2016), quienes determinan As total pero en matrices diferentes al arroz (plantas,
suelos, carne de res, pescado, legumbres entre otros). La preparacién de la muestra, en
estas ultimas publicaciones, difiere en la temperatura de calcinacion, que se sube a 500°C,
pero no se mencionan las horas necesarias para la calcinacion, ni se especifica si es

necesario realizar una segunda calcinacion.(Mir et al., 2007)
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En este trabajo y para definir cual es la rampa de temperatura mas eficiente y cuantos ciclos
de calcinacion son necesarios para destruir toda la materia organica, se calcinaron en total
6 réplicas del MRC NIST 1568b; 3 réplicas se llevaron a calcinacion a maximo 450°C y
realizando 2 ciclos de calcinacién, y 3 réplicas calcinando una sola vez a 500°C. La
temperatura de calcinacion 6ptima y el numero de ciclos de calcinacién se escogio teniendo
en cuenta el sesgo que presentaron las 3 réplicas de cada una de las 2 opciones, 450°C dos

calcinaciones y 500°C una sola calcinacién. Los resultados se presentan en la Tabla 2-10.

Tabla 2-10 Comparacion de los resultados de concentracion de As obtenidos para el MRC
NIST 1568b en HG-AAS dependiendo de la rampa de temperatura y los ciclos de
calcinacion.

SRM 1568b, valor certificado / mg kg*: 0,285 + 0,007.
Método de calcinacion
Temperatura de calcinacién 450°C Temperatura de calcinacién 500°C
Réplica Dos calcinaciones sucesivas Unica calcinacion
Concentracion tAs / 0 Concentracién tAs / mg 0
mg kgl Sesgo / % ket Sesgo / %
1 0,276 3,2 0,271 4,91
2 0,256 10,2 0,271 4,91
3 0,252 11,2 0,257 9,82
Promedio 0,261 8,2 0,266 6,55
Desviacion 0,013 4,4 0,008 2,84
estandar
o ..
% Coeficiente 4,8 53 3,0 43
de variacion

Como se puede ver en la Tabla 2-10, las concentraciones promedio obtenidas en ambos
métodos de calcinacion son muy similares (0,261 y 0,266 mg kg™'), lo que se confirmé con
una prueba t de comparacion de medias (p = 0,6136). Entonces, se escogio realizar una sola

calcinacién a 500°C, ya que, este método es mas rapido.

Teniendo en cuenta lo anterior, el procedimiento final para la preparacion de la muestra antes

de medir con Hg-AAS, y que se uso en este trabajo, fue el siguiente:



1. Digestion previa a la calcinacién. En crisoles de ceramica, se anadieron 0,5 g de
harina de arroz (molida y tamizada, con tamafio de particula menor a 315 um) junto
2. con 2 mL de la suspensién adyuvante de la calcinaciéon y 5 mL de la solucion de HNO3
34% m/m. Luego, los crisoles se llevaron a una plancha de calentamiento,

aproximadamente a 120°C, hasta sequedad total.

3. Calcinacién de la muestra y solubilizacion de las cenizas. Luego de dejar enfriar los
crisoles, estos se llevaron a la mufla para su calcinacion. La temperatura de la mufla
se aumenté en 100°C cada 20 minutos, manteniendo la temperatura alcanzada, en
esos 20 minutos, durante 40 minutos. De esta forma el calentamiento desde la
temperatura ambiente hasta 500°C tomé 5 horas. Al llegar a 500°C, se mantuvo la
temperatura por 12 horas, adicionales. Asi, en total la calcinacion de la muestra tomé
17 horas. Entonces, se obtuvieron cenizas blancas en el fondo y en las paredes del
crisol. A estos crisoles, con sus cenizas, se les agrega, por las paredes, 5SmL de la
disolucion de HCI diluido, para solubilizar las cenizas. Luego, el crisol se lleva a una
plancha de calentamiento a 90°C por aproximadamente 10 minutos hasta completar
la solubilizacion. Finalmente, el crisol se deja enfriar y el extracto se transfiere
cuantitativamente a tubos de polipropileno de 50 mL y, usando una balanza analitica,

se completan con agua tipo | hasta, aproximadamente, 15 g.

4. Pre-reduccion del As en la muestra y dilucion para la lectura por HG-AAS. Teniendo
los 15 g de extracto, se toma un tubo de polipropileno de 50 mL y se le afnade 5 g del
extracto junto con 1 mL de HCI concentrado y 2,5 mL de la disolucion de Kl. Se deja
reaccionar durante 45 minutos para garantizar la reduccién de todo el arsénico de la
muestra hasta As(lll). Luego, usando una balanza analitica, se completa con agua
tipo | hasta aproximadamente 10 g. La disolucién, asi obtenida, esta lista para
medirse en HG-AAS.

e Calibracion analitica

En general los laboratorios de analisis suelen usar el método de patrén externo con minimo
tres niveles, ya que es sencillo, y puede cubrir amplios rangos de concentracion, por

consiguiente, permite el analisis de muchas muestras con la misma funcién de calibracion.
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Sin embargo, en este método se puede presentar sesgo por efecto matriz y seria necesario

realizar una correccioén, adicionalmente no tiene en cuenta la deriva instrumental.

La calibracion con 2 puntos o en inglés método bracketing se introdujo para superar la deriva
instrumental en métodos de medicion como el ICP-MS. También, suele usarse para la
calibracién de medidores de pH, y en casos donde la concentracion esperada del analito se
limita a un rango especifico. El procedimiento permite que cualquier parte de la curva de
calibracién pueda ser usada con dos condiciones: primero, la curva debe ser lineal entre los
puntos de calibracién escogidos y debe haber diferencias significativas entre las medias de
las senales de los 2 puntos de calibracion y; segundo, las medias de los 2 puntos no pueden
estar demasiado separadas en concentracién, ni demasiado cerca para evitar que los

intervalos de los errores de los 2 puntos de calibracion se sobrepongan. (Ketrin et al., 2017)

En la Figura 2-14, tomada de (Ketrin et al., 2017), se presenta la relacién entre los dos
puntos de calibracion C1y Co, siendo C1 el punto de menor concentracién con respuesta Y+,
y C2 el punto de calibracién de mayor concentracion con respuesta Y,. La respuesta de la
muestra, de concentracion desconocida, Yy se encuentra entre Y1y Y2. La concentracion Cy

se calcula usando la Ecuacién 2.12 y la Ecuacion 2.13.

Cx_Cl=Yx_Y1
C;—C Y-

(G —C)
Cy = (m x (Y — Y1)> + C;

Ecuacion 2.12

Ecuacion 2.13



Figura 2-14. llustracion del funcionamiento del método de calibracion de 2 puntos o

bracketing.
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Figura tomada de (Ketrin et al., 2017).

2.3.2 Resultados y discusién

Validacion de la metodologia

Los parametros de validacién escogidos para demostrar la idoneidad del método fueron:

selectividad, linealidad, precision, veracidad y limite de deteccion.

Selectividad

El As no presenta interferencias instrumentales en HG-AAS. Sin embargo, se desconoce si
existen interferentes provenientes del arroz, que puedan afectar la selectividad del método.
La guia de validacion de métodos quimicos del INMC (Ahumada et al., 2023), resuelve este
asunto mediante la evaluacion de la selectividad comparando los resultados obtenidos con
un método de referencia. En este caso, se compararon los resultados para una muestra de
baja concentracion (0,064 mg kg™') usando ICP-MS, el método de referencia, y los resultados

obtenidos por HG-AAS. La comparacién de los 2 métodos se muestra en la Tabla 2-11.
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Tabla 2-11 Comparacioén de resultados para una muestra de arroz comercial de baja
concentracion (0,064 mg kg™') obtenidos por el método de referencia y el método
desarrollado para determinar As por HG-AAS.

Método de referencia Método desarrollado
ICP-MS HG-AAS
Réplica
Concentracidn tAs / mg kg™

1 0,064 0,062

2 0,063 0,066

3 0,063 0,065

4 0,062 0,066

5 0,061 0,067
Promedio 0,063 0,065
Desviacion estandar 0,001 0,002

% Coeficiente de variacion 1,6 3,0

La Tabla 2-11 permite observar que el porcentaje del coeficiente de variacion del método de
ICP-MS es de 1,60 %, que es casi la mitad del 2,95 % obtenido para HG-AAS. Esto es
razonable, teniendo en cuenta que la preparacion de la muestra para HG-AAS requiere una
mayor cantidad de manipulaciones, lo cual se refleja en una mayor variacion en los

resultados.

Los resultados de la Tabla 2-11 para ICM-MS y HG-AAS, se compararon con una prueba t
de Student para muestras estadisticas emparejadas. El resultado de lo anterior fue un valor
p de 0,1216 que indica que la diferencia entre los resultados obtenidos por ICP-MS
comparados con los obtenidos por HG-AAS no son estadisticamente diferentes. Por lo tanto,
el método de HG-AAS es selectivo a partir de una concentracion de 0,065 mg-kg™ de As total

en arroz.

Linealidad

La linealidad fue evaluada en una curva de 7 puntos con 3 réplicas por cada nivel calculando
el cuadrado del coeficiente de correlacion determinacién R?, realizando un analisis
exploratorio de la regresion y comprobando los supuestos requeridos por el modelo de

regresion lineal por minimos cuadrados ordinarios, ver Figura 2-15.



Figura 2-15 Curva de calibracion para la evaluacion de la linealidad del método de

determinacion de As usando HG-AAS.

Y = 0,1458X + 0,055
R? = 0,9960
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La curva de regresién por minimos cuadrados ordinarios obtenida para la linealidad en un
intervalo de concentraciones desde 0,10 ug kg™ hasta 14,98 ug kg es: Y = 0,1458 + 0,0021
X + 0,055 + 0,019.

Debido a que siempre se mantiene el factor de dilucion (600) el intervalo lineal empieza en

0,6 mg de As por Kg de arroz y termina en 0,90 mg de As por Kg de arroz.

La pendiente y el coeficiente de correlacion son estadisticamente significativos, los valores
p de la prueba t de Student son menores a 0,05 (el valor p para la pendiente y el coeficiente
de correlacion son < 2x107'8). En cuanto al intercepto, este es significativamente diferente de
0 (el valor p es 0,009). También, se les realiz6 a los datos la prueba de ajuste lineal usando
un ANOVA de regresion simple, donde el valor p de la prueba F es menor a 0,05 (el valor p
es 2,92x102%); indicando que los datos se ajustan a un modelo lineal. Adicionalmente, se
realizé la prueba de falta de ajuste, donde el valor p de la prueba de F igual a 0,1298, mayor

a 0,05 indica que los datos se ajustan al modelo lineal.

Ahora, si se quiere usar la regresion por minimos cuadrados ordinarios, se debe garantizar

que se cumplen los supuestos de:
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¢ Normalidad: los residuales obtenidos mostraron una distribucion normal, valor p para
la prueba Shapiro-Wilk de 0,3493.

e Ausencia de autocorrelacién del error: no se encontré autocorrelacion con el error; el
valor p para la prueba Durbin-Watson fue de 0,47 para los datos obtenidos.

¢ Homocedasticidad del error: los residuales de la regresién son homocedasticos, valor

p para la prueba Breusch-Pagan de 0,0621.

Por lo tanto, el intervalo lineal escogido para el método, entre 0,10 y 14,98 ug kg, es

adecuado y cumple todos los criterios estadisticos para aplicar la regresion lineal ordinaria.

Exactitud — Precision

La precisién del método se evalué midiendo 5 réplicas de 2 muestras de arroz y 4 réplicas
de un MRC. Las muestras y el MRC tienen concentracién de As diferentes entre si, pero
todas estan incluidas en el intervalo lineal. Se tomo, como criterio de evaluacion de la
precision, un CV% menor al 5 %. Este valor se escogi6 a partir del criterio de Horwitz (Horwitz
& Albert, 2006); el cual, para nuestro caso, resulté en 9,66 %, un valor alto, por lo que el 5 %
de CV% resulta adecuado. Los resultados de las mediciones de la precision del método HG-

AAS para determinar As se muestran en la Tabla 2-12.

Tabla 2-12 Resultados de las mediciones de As usando HG-AAS, para evaluar la precision,
en tres niveles de concentracion de As.

Réplica Concentracién de arsénico / mg kg™ en base himeda
1 0,062 0,198 0,269
2 0,066 0,192 0,276
3 0,065 0,203 0,256
4 0,066 0,190 0,252
5 0,066 0,198 | -
eI 0,065 0,196 0,263
Desviacion
estandar 0,002 0,005 0,011
% Coeficiente de
variacion 2,7 2,7 4,2




La Tabla 2-12 muestra que los coeficientes de variacién son menores al 5%, por lo que el
método desarrollado tiene una precision adecuada para los objetivos del presente trabajo.

Exactitud — Veracidad

La veracidad fue evaluada de 2 maneras:

. Se determind el sesgo usando un material de referencia certificado. La significancia del
sesgo se determind a partir de la incertidumbre de medicién calculada con la Ecuacién 2.2.
Ahora, en las mediciones realizadas con HG-AAS hay dos fuentes de incertidumbre, la
asociada al método de bracketing (donde se tienen en cuenta las incertidumbres de los
materiales calibrantes, las masas y la repetibilidad) Uestandar relativa = 2,18% Yy la incertidumbre
asociada a la correccion en base seca (humedad) Uestandar relativa = 2,00%. Los resultados del

estudio de veracidad se muestran en la Tabla 2-13.

Tabla 2-13 Resultados de la medicidn del material de referencia certificado NIST SRM
1568b para evaluar el sesgo del método de determinacion de As usando HG-AAS.

Réplica g:')sr;ei:(t)r::\lzgsieseca / SRM 1568b
P 1 Valor certificado = 0,285 mg kg
mg kg
1 0,292 Incert.lc!umbre del va_llor 0,007
certificado / mg kg
0,299 Sesgo / mg kg™ 0
0,276 Sesgo / % 0
0,273 Prueba de significancia del sesgo
Promedio Q2e8 VaI(.)r rp.ammf) de 0,022
significancia
Desviacion 0,013 El sesgo no es
]} Resultado NS
estandar significativo
% Coeficiente de 4,4
variacion
Incertidumbre de
la medicion / mg 0,08
kg?
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La Tabla 2-13 muestra que el valor certificado para el MRC y el promedio de las

mediciones que se hicieron usando la metodologia descrita, HG-AAS, son iguales, por

lo que no hay sesgo: el sesgo obtenido, 0, es menor al valor maximo de significancia

permitido 0,022.

2. Se calculo el porcentaje de recuperacion usando 2 muestras de arroz fortificadas (N1 'y

N2). Los resultados se presentan en |la Tabla 2-14.

La Tabla 2-14 permite observar los porcentajes de recuperacion para N1, entre
92,55% y 102,02%, y para N2 entre 99,71% y 103,49%. Estos porcentajes de

recuperacion se consideran aceptables; por lo que se puede decir que el método es

veraz.

Tabla 2-14. Resultados de la medicién de dos muestras fortificados para evaluar el
porcentaje de recuperacion del método HG-AAS.

Réplica Concentracion de arsénico / mg kg™ % Recuperacion
N1 N2 N1 N2
1 0,144 0,393 102,02 100,17
2 0,131 0,405 92,55 103,49
3 0,142 0,389 100,77 99,71
4 0,133 0,395 93,95 100,90
5 0,140 0,401 99,38 102,41
Promedio 0,138 0,397 97,73 101,34
Desviacion estandar 0,006 0,006 4,23 1,58
% Coeficiente de 4,2 1,6 4,3 1,6
variacion

Limite de deteccién y de cuantificacion

Igual que en el caso de ICP-MS, debido a que no se cuenta con un blanco de muestra (arroz

libre de As), el limite de deteccion se calculd usando blancos de reactivos. Entonces, el LOD

se estimo con la Ecuacion 2.3, teniendo en cuenta el factor de dilucién. Se obtuvo un LOD

estimado de 0,23 ug kg™ y un LOQ estimado de 0,59 ug kg™'. Aunque no se comprobd el

limite de deteccién al ser una concentracién muy baja en comparacién con las muestras

reales, si se comprobd el limite de cuantificacion, subiéndolo del 0,59 ug kg™ calculado a 1

ug kg™, para asi tener mayor certeza en dicho valor. El promedio de las mediciones hechas

en la comprobacién del LOQ fue de 1,11 ug kg™ con un coeficiente de variacion de 2,75 %.



Comparacion de resultados con trabajos anteriores

La Tabla 2-15 presenta los resultados obtenidos en la validacién de la metodologia para

determinar la concentracion de tAs en arroz usando HG-AAS y bracketing. Igualmente, dicha

tabla, para efectos de comparacién, muestra los resultados obtenidos en articulos cientificos

que usan curvas de calibracién de patrén externo y que analizan tAs en arroz y en otras

matrices.

Tabla 2-15 Comparacion de los resultados de la validacidon de la determinacién de As
usando Hg-AAS en comparacion con datos publicados en articulos cientificos.

Limites de
deteccion (LOD) y

arroz usando

Coeficiente de

LOQ = 1,11 ug kg

92,55 a 103,49.

Linealidad 3 Repetibilidad y sesgo Referencia
cuantificacién
(LOQ)
As total en | 0,6 a0,9 mgkg™ LOD = 0,23 ug kg™’ Porcentaje de recuperaciéon = | Este trabajo

HG-AAS correlacion 0,996 RSD =2,68 a 4,23 %.
Sesgo = 0,03 %
As Total en | 35,8 a 136 ug kg | LOD =6,8 ug kg™’ Porcentaje de recuperaciéon = | (Dos Santos
arroz y | Coeficiente de | LOQ = 23 ug kg 96 a 115. et al.,, 2017)
productos correlacion 0,9990 Sesgo = 1,54 a 3,45 %.
derivados No reporta resultados de
del arroz repetibilidad.
usando HG-
AAS
As Total en |5 a 30 uyg L' en | LOD =6 ug kg™’ Porcentaje de recuperacion = | (Sigrist et al,,
alimentos solucion LOQ = 18 ug kg 85a 110. 2016)
usando Sesgo =4,90 %.
FI-HG-AAS RSD=3a6%

De los valores en la Tabla 2-15, se puede concluir que nuestra validacion produjo resultados

comparables con la literatura disponible. Ademas, en dicha tabla, se puede observar que,

comparando con las referencias mencionadas, la validacion descrita en este documento

obtuvo mejores RSD (menores al 6 %) y mejor sesgo (apenas 0,03 %). Ademas, se lograron

obtener LOD y LOQ menores a 2 ug-kg™' lo cual es muy util al momento de medir el tAs en

matrices como el arroz en donde este elemento se encuentra a nivel de trazas.
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2.4 Conclusiones

1. Se validaron satisfactoriamente 2 metodologias para la determinacion de Arsénico total

en arroz. La primera, usa una extraccion acida asistida con microondas y cuantifica con
ICP-MS y el método de adicién estandar con correccion de estandar interno gravimétrico.
La segunda, usa la calcinacién de la muestra y cuantifica con HG-AAS mediante el método
de bracketing. Se demostr6 por medio de la evaluacién de los parametros
correspondientes que ambas metodologias cumplen con las condiciones necesarias para
Su uso previsto; en este caso, la evaluacion de la homogeneidad de un piloto a material
de referencia certificado de As en arroz.

. Los resultados obtenidos para los parametros en ambas metodologias: ICP-MS y HG-

AAS, se encuentran en la Tabla 2-16.

Tabla 2-16. Comparacién entre los dos métodos de determinacion de tAs validados en
este trabajo: ICP-MS y HG-AAS.

Limites de
deteccion (LOD) y
Linealidad Repetibilidad y sesgo
cuantificacion
(LOQ)

As total usando | 0,03 a 0,51 mg kg LOD = 0,021 ug kg Porcentaje de recuperacion

ICP-MS Coeficiente de | LOQ=0,04 yg Kg™" =99,34 a 101,7.
correlacion 0,9998 RSD = 0,87 a 3,82 %.
Sesgo =5,34 %

As total en | 0,6a0,9mgkg’ LOD = 0,23 ug kg™ Porcentaje de recuperacion
arroz usando | Coeficiente de | LOQ=1,11 ug kg™ =92,55a103,49.
HG-AAS correlacion 0,9960 RSD: =2,68a4,23 %.

Sesgo = 0,03 %.

3.Las dos metodologias desarrolladas y validadas, ICP-MS y HG-AAS pueden emplearse
para la evaluacion de la homogeneidad del piloto a MRC de arroz, ya que cuentan con
intervalos lineales que incluyen la concentracion esperada del piloto a MRC, LODs y LOQs
menores que la concentracion esperada del piloto a MRC, sesgos no significativos y RSD

menores al 5%.



4.En el caso particular de ICP-MS, la metodologia validada, al compararse con lo reportado
en la literatura disponible, presenta un rango lineal mas reducido, pero un mejor
coeficiente de correlacién. En cuanto al LOD, LOQ vy la precision, los resultados estan en
las mismas magnitudes de los trabajos con los que se compard. Por su parte, nuestro
porcentaje de recuperacion es el mejor de entre los comparados, aunque nuestro sesgo
fue el mas alto. Este sesgo, relativamente alto, se puede mejorar, en futuros trabajos,
usando un estandar subrogado, que va a permitir tener en cuenta el proceso de digestién

de la muestra, que es, posiblemente, la causa del sesgo alto que se obtuvo.






3.Produccién y evaluacién de la
homogeneidad de un piloto a material de
referencia

3.1 Materiales de referencia certificados

En los ultimos afios se han realizado esfuerzos notables para desarrollar estrategias que
apoyen la calidad de los resultados de los anadlisis. La preparacién de materiales de
referencia certificados (MRC) adecuados de diferentes tipos de alimentos y la organizacion
de ensayos de aptitud forman la base de estos esfuerzos. El uso y la aplicacién de ambos
son sugeridos en los laboratorios de ensayo, segun lo regulado por la Norma ISO/IEC
17025:2017. Asi, un plan integral de control de calidad en los laboratorios de quimica
analitica debe incluir los siguientes elementos: validacién de métodos analiticos, uso de
MRC, aplicacioén rutinaria de control de calidad interno y la participacién en ensayos de

aptitud.

Los MRC son proporcionados por diferentes organizaciones, generalmente institutos
nacionales de metrologia, como el Instituto Nacional de Metrologia de Colombia (INMC) el
cual cuenta con la infraestructura y las condiciones adecuadas para producir materiales de

referencia en Colombia.

Recientemente, se han producido avances en métodos analiticos especificos para la
determinacion de iAs y tAs en alimentos, pero se han desarrollado muy pocos MRC. Solo los
MRC de arroz y algas marinas estan disponibles con un valor certificado para el contenido
de arsénico. Desde 2009, diferentes instituciones han producido MRCs para As, ver Tabla
3-1 (Welna et al., 2015)
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Tabla 3-1. Materiales de referencia de tAs disponibles en el mercado internacional

Organizacion MRC Matriz Valor certificado de tAsy | Factor de
su incertidumbre cobertura
expandida
NMIJ CRM 7503-a | Harina de 0,098 + 0,007mg kg™ k=2
arroz
blanco
NMIJ CRM 7532-a Harina de 0,320 + 0,010mg kg™ k=2
arroz
integral
NIST SRM 1568b Harina de 0,285 + 0,014mg kg™ k=2
arroz
IRMM ERM-BC211 Harina de 260 + 13ug kg™ k=2
arroz
IRMM IRMM-804 Harina de 0,049 + 0,004mg kg k=2
arroz
CNCIS NCS Arroz 0,102 £ 0,008mg kg™ k=2
ZC73008
CAGS GBW10010 Harina de 0,102 £ 0,008mg kg™ k=2
(GSB-1) arroz

NMIJ: Instituto Nacional de Metrologia de Japon.

NIST: Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia de USA.

IRMM: Instituto de Materiales y Mediciones de Referencia de la Unién Europea.
CNCIS: Centro Nacional de Analisis de Hierro y Acero de China.

CAGS: Academia China de Ciencias Geoldgicas.

3.1.1 Produccion de materiales de referencia

Los materiales de referencia (MR) se diferencian de los materiales de referencia certificados
(MRC) en que, los primeros, no cuentan con un valor certificado, con su incertidumbre, para
una cierta propiedad. En este trabajo, el objetivo es producir un MR y determinar su
homogeneidad. EI MR puede llegar a ser un MRC pero, en esta tesis de maestria, no se
contempld hacerlo por cuestiones de tiempo, ya que certificar la concentracion del As en el

arroz implica un trabajo adicional que toma mas tiempo del disponible.
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Un material de referencia (MR) es un material lo suficientemente estable y homogéneo
respecto a una o mas propiedades, que han sido establecidas para su uso previsto, por otra
parte, un material de referencia certificado (MRC) es un MR caracterizado por un proceso
metrolégicamente valido y se acompafia con un certificado que provee el valor para una o
mas propiedades especificas, la incertidumbre asociada y una declaracion de trazabilidad
metroldgica. (ISO, 2015)

Asi entonces, la produccion y distribucion de materiales de referencia (MR), que son
candidatos a MRC, requiere una planeacion cuidadosa antes de iniciar con cualquier
actividad. La Figura 3-1 describe los pasos involucrados en la produccion de un material de
referencia segun lo indica la ISO 33405:2024 (1SO, 2024).

Figura 3-1. Esquema de los pasos requeridos para la produccién de un MRC. En el
rectangulo verde se presentan los pasos que llevan a un MR, o candidato a MRC.

Especificacion del MR

Adquisicion del material de partida

Procesamiento del material de partida

Empaquetado
¥ ¥
Evaluacion de la Evaluacion de la
homogeneidad estabilidad

Asignacion de valor y preparacion de la
documentacion del MRC

Tomado y modificado de (ISO, 2024)
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Dado que la produccion de un piloto a MR fue parte fundamental de la presente tesis, vale
la pena detallar lo que se muestra en la Figura 3-1:

Especificacion del MR: en este primer paso se define la matriz, las propiedades que
van a ser caracterizadas y sus niveles deseados, el uso previsto del material y, en el
caso de los MRC también se establece la incertidumbre objetivo. Adicionalmente, se
disefa un procedimiento de produccion del MR, se establece el nimero de unidades
(botellas) esperadas del MR y se seleccionan procedimientos de medicion apropiados
para la caracterizacién y los estudios de homogeneidad y estabilidad.

Adquisicién del material de partida: luego de especificar el MR que se quiere producir,
es necesario adquirir la cantidad suficiente del material de partida con las
propiedades deseadas. La cantidad necesaria depende del contenido en cada
unidad, del numero de unidades que se esperan distribuir a lo largo de la vida util
esperada del MR, asi como del numero de unidades que van a ser destinadas a
estudios de homogeneidad, estabilidad, a la caracterizacién del candidato a MRC vy,
las unidades que van a ser destinadas a estudios de viabilidad.

Procesamiento del material de partida: producir un MR puede conllevar varios
procesos diferentes, por ejemplo, si el material de partida es de origen natural se
deben definir las condiciones de secado, la liofilizacién, la molienda, la
homogeneizacién antes del empacado y todos los demas procesos necesarios para
obtener un MR adecuado para el uso previsto.

Empacado: se debe seleccionar el tipo de empaque en el cual sera envasado el MR
teniendo en cuenta las caracteristicas del material de partida, el proceso de
empacado, la subdivision del material de partida en unidades individuales y el
etiquetado de los envases.

Evaluacion de la homogeneidad: la homogeneidad es un requisito importante para
todos los MR e incluye la homogeneidad entre unidades (botellas) y dentro de las
unidades (botellas). Se debe asegurar la homogeneidad entre botellas, ya que cada
unidad del MR producido debe coincidir con el valor para cada propiedad y su
incertidumbre asociada. Ademas, cuando el MR permite tomar submuestras también
es necesario asegurar la homogeneidad dentro de las botellas, de manera que cada
submuestra mantenga el valor de la propiedad teniendo en cuenta su incertidumbre
asociada. Los estudios de homogeneidad determinan la variacion del mensurando en

el lote del MR producido. La homogeneidad se evallua estadisticamente comparando
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la dispersion de las observaciones, en varias unidades del lote del MR, con la
precision del método de medicién para determinar la desviacion estandar entre
botellas. El resultado de lo anterior se usa para calcular la incertidumbre asociada a
la heterogeneidad del MR. Teniendo esto en cuenta los estudios de homogeneidad
requieren de métodos de cuantificacion con excelente repetibilidad.

Evaluaciéon de la estabilidad: de acuerdo con la ISO 17034, los MR deben ser
suficientemente estables para su uso previsto, de manera que el usuario final pueda
confiar en el valor asignado durante el periodo de vigencia del certificado. Asi, es
importante considerar la estabilidad a largo plazo en condiciones de almacenamiento
y transporte, incluso se puede considerar la estabilidad luego de abrir el MR y, si el
mismo se puede usar varias veces. Los estudios de estabilidad estiman el grado de
inestabilidad de un material luego de ser procesado o confirman su estabilidad.
Asignacioén de valor y preparacion de la documentacion del MRC: la asignacién de
valor es el proceso en donde se combinan los resultados de la evaluacion de la
homogeneidad y la estabilidad del MR junto con los resultados obtenidos en la
caracterizacion. La combinacion de lo anterior nos permite determinar los valores que
se le asignaran a la(s) propiedad(es) del MR vy sus incertidumbres asociadas, que
convierten al MR en un MRC. Estos valores se colocan en el certificado o en el
informe del producto. Los certificados, también incluyen la informacion sobre el

material de partida, la fecha de produccion y la vida util del producto.

3.1.2 Evaluacion de la homogeneidad

La homogeneidad de un MRC se refiere tanto a la homogeneidad del material dentro de una

botella como a la homogeneidad entre botellas de un mismo lote de produccion. (ISO,

International Organization for Standarization, 2017)

A continuacion, se mencionan consideraciones necesarias para la evaluacion de la

homogeneidad:

Elegir las propiedades que van a ser estudiadas: es necesario estudiar cada
propiedad de interés, es decir, cada propiedad para la cual se afirma que el MR es

suficientemente homogéneo para su uso previsto.
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. Seleccionar un subconjunto representativo de unidades (botellas): los estudios de
homogeneidad para propiedades cuantitativas son realizados para proveer
informacion sobre la varianza debida a la heterogeneidad y cualquier tendencia que
pudo ser generada por el procesamiento. En general, una estimacion aceptable de la
varianza entre unidades se puede obtener con 9 0 mas grados de libertad, lo cual se
obtiene eligiendo minimo 10 unidades del lote del MR. Si la produccion del lote es
menor de 100 unidades, el 10% del numero total de unidades del lote es aceptable
para el estudio de homogeneidad. Las unidades deben seleccionarse usando el
método de muestreo apropiado. Usualmente, se usan 3 estrategias de muestreo para
estudios de homogeneidad: el muestreo aleatorio simple, el muestreo sistematico y
el muestreo aleatorio estratificado (ISO, 2024). El muestreo aleatorio estratificado se
recomienda, en la mayoria de los casos, ya que asegura que las unidades
seleccionadas estén distribuidas de manera relativamente uniforme en todo el lote.

. Realizar las mediciones bajo condiciones de repetibilidad siguiendo un disefio
experimental apropiado: considerando que en los estudios de homogeneidad se
evalua la dispersion de los resultados de diferentes unidades del lote del MR, estos
deben realizarse en condiciones de repetibilidad. Las condiciones de repetibilidad
implican la réplica del procedimiento de medicién completo; teniendo esto en cuenta,
siempre que sea posible, a cada submuestra de cada unidad de MR se le debe aplicar
todos los pasos del proceso desde la preparacion de la muestra hasta el paso final
de medicion. Dependiendo del procedimiento de medicion existen varios disefios
experimentales que permiten obtener la mejor estimacion del término relacionado a
la varianza entre botellas, a saber:

o Disefio de homogeneidad clasico: el disefio de homogeneidad clasico es el
mas sencillo, ya que todas las mediciones se realizan en una sola corrida analitica,
de este modo las desviaciones estandar dentro y entre botellas pueden ser
evaluadas usando un disefio ANOVA (Analisis de Varianza) de una via.

o Disefio de bloques aleatorizados: es apropiado cuando el numero de réplicas
de todas las unidades seleccionadas del MR no pueden ser incluidas en una sola
medicion (una sola corrida), ya sea por limitantes instrumentales o de tiempo. Por
otra parte, si contamos con un sistema de medicidon propenso a presentar deriva
al final de corridas muy largas, se obtiene una mejor precision realizando varias

medidas, pero en intervalos de medicion mas cortos. En un disefio de bloque
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aleatorizado, cada unidad de MR se mide una vez en cada corrida analitica, de
modo que el numero de réplicas de cada MR es igual al numero de corridas
analiticas necesarias para completar el estudio de homogeneidad.

o Disefio anidado balanceado: al igual que el disefio de bloques aleatorizados,
los disefios anidados se usan cuando el numero total de réplicas de los MR no
pueden incluirse en una sola corrida analitica y es necesario realizar mas de una.
En un disefio anidado balanceado, el nimero de unidades seleccionadas para los
estudios de homogeneidad se distribuye en varias corridas analiticas, de tal forma
que cada corrida analitica incluye el mismo numero de unidades del MR vy el
numero de replicas para cada MR debe ser el mismo y medirse en la misma

corrida.

. Llevar a cabo un analisis estadistico de los datos obtenidos: luego de las mediciones,
se llevan a cabo inspecciones a los datos para detectar tendencias o datos andmalos.
Dependiendo de la situacion, los datos pueden ser rechazados o se deben repetir las
mediciones. Adicionalmente, es necesario comprobar si existe 0 no una tendencia
por procesamiento. Todas estas tendencias y datos anémalos afectan la estimacion
de la variaciéon entre unidades y; por lo tanto, la evaluacién de la homogeneidad del
MR. Terminada la deteccion de tendencias o datos anémalos, se debe continuar con
la evaluacion del término asociado a la varianza entre unidades dependiendo tanto
del disefio experimental como del disefio con el cual se estudié la homogeneidad.
Estas evaluaciones se describen en la seccion Métodos estadisticos del numeral

3.3 Evaluacion de la homogeneidad del material de referencia piloto.

3.2 Produccién del material de referencia piloto

El material de referencia piloto de arsénico en harina de arroz, con cédigo INM-046-01, lote
240806, fue preparado, empacado y almacenado en las instalaciones del INMC, por

profesionales calificados y con experticia en el tema.
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3.2.1 Materiales y métodos

El procesamiento del material de partida se dividid en cuatro etapas: preparacion del
material, homogeneizacion de la fraccién obtenida, etiquetado y envasado del material y

finalmente embalaje.

e Preparacion del material

La preparacion del material de referencia piloto de arsénico en harina de arroz se inicié con
la adquisicion en el mercado local, de un paquete de 5 kg de arroz blanco fortificado. Luego,

los granos de arroz entero se molieron en porciones de aproximadamente 300 g, usando un

Magic Bullet (nutribullet LLC, Los Angeles, Estados Unidos) como se muestra en la Figura
3-2.

Figura 3-2. Material de partida, arroz blanco comercial entero, y molino manual de granos
en donde se realizé la primera molienda.

El resultado de la molienda preliminar se recolecto en tres bolsas, cada una de las cuales se
llevé a una segunda molienda, en el molino de impacto de rotor SR 200 (Retsch, Hann,
Alemania), el cual cuenta con un contenedor metalico en donde se recolecta el material
molido y que ademas tiene un tamiz, en su interior, de tamano de particula de 100 pm.
Debido a que la molienda fue por porciones al final del proceso se recogié el material

obtenido en una caneca plastica previamente pesada Figura 3-3.
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Figura 3-3 Etapa de molienda: molino de impacto de rotor y harina de arroz obtenida.

El molido del arroz se llevdé a cabo en el laboratorio previamente desinfectado y limpio,
usando cofias, tapabocas y guantes y tuvo una duracion aproximada de 4 horas y 30 minutos.
El rendimiento aproximado de los dos procesos de molienda se calculd a partir del peso del
recipiente plastico vacio y luego del recipiente plastico con la fraccién de harina de arroz
obtenida; los resultados se observan en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2. Resultados obtenidos a partir de los procesos de molienda

Masa del material de partida / kg 4,648
Masa del recipiente vacio / kg 1,080

Masa del recipiente final / kg 5,360

Masa de la harina de arroz obtenida / kg 4,280
Rendimiento del proceso de molienda / % 92,1

e Homogeneizacion de la fraccion obtenida

El recipiente plastico con el arroz molido se cerré y sellé con una pelicula plastica adherente
y se introdujo en un agitador de orientacién tridimensional (Gyromixer). Se agité durante tres

ciclos de cinco minutos, cada uno en el modo de agitacion “Dark”, ver Figura 3-4.
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Figura 3-4. Arroz molido en la caneca dentro del Gyromixer y material después de la
homogenizacién.

e Etiquetado y envasado del material

Se produjeron 60 botellas que contenian la harina de arroz. Las botellas se rotularon de
acuerdo con el orden de envasado. Antes de iniciar el proceso de envasado se homogenizo,
de nuevo, todo el material molido en el Gyromixer por dos ciclos de cinco minutos en el modo
de agitacion “Dark” y se procedié a envasar 30 g del material con ayuda de una balanza
XP1202S (Mettler Toledo, Ohio, Estados Unidos) en frascos de vidrio ambar de 120 mL de
capacidad, empleando un embudo plastico para facilitar el llenado. Cada 20 botellas, se
homogenizé la fracciéon de interés en el Gyromixer por dos ciclos de cinco minutos en el
modo de agitacién “Medium” y un ciclo de cinco minutos en el modo de agitacién “Light” para

evitar asi una sedimentacién de particulas. (Figura 3-5)

Finalmente, los frascos con la harina de arroz fueron cerrados con tapones y tapas plasticas
y a cada unidad se le colocé un sello de papel parafinado (parafilm). El peso inicial de todas
las unidades fue tomado con el fin de realizar, posteriormente, un monitoreo gravimétrico del
lote producido. La preparacion del material piloto se llevé a cabo en el laboratorio de
pretratamiento de muestras del INMC y las condiciones ambientales durante la actividad
fueron: 21,2 °C y humedad relativa de 47,8 %.
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Figura 3-5 Etiquetado, envasado y sellado de las botellas

|

MR
Piloto As en arroz

Lote: 240806
Conmm‘u\p%?): “

e Embalaje

Cada unidad fue empacada al vacio en una bolsa aluminizada e identificada con su

respectivo numero de botella. En la Figura 3-6 se muestra la presentacion final del material.

Figura 3-6. Presentacion final del candidato a material de referencia certificado de As en
harina de arroz INM-046-01, lote 240806.
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3.3 Evaluacion de la homogeneidad del material de
referencia piloto

De acuerdo a la ISO 33405:2024 (ISO, 2024) se puede verificar si un MR tiene la
homogeneidad suficiente para su uso establecido usando un criterio de aceptacion. El criterio
de aceptacion usado en este caso, para poder considerar al candidato a MRC homogéneo,
es que la incertidumbre asociada a la homogeneidad debe ser menor a un tercio de la
incertidumbre objetivo. En este estudio, la incertidumbre objetivo se establecié en 6 %, valor
gue se obtuvo calculando el promedio de las incertidumbres de los MRC de la Tabla 3-1. Asi
entonces, si la incertidumbre calculada para el candidato a MRC de tAs en arroz es menor a

2 %, el candidato a MR se considera homogéneo.

3.3.1 Materiales y métodos

e Seleccidn de las unidades del candidato a MR para evaluar la
homogeneidad

El método de muestreo usado para la seleccion de unidades fue el muestreo aleatorio

estratificado. El lote producido consta de 60 botellas, por lo cual se dividié en 10 estratos de

6 unidades cada una, en cada estrato se selecciond, de forma aleatoria, una unidad como lo

muestra el esquema de la Figura 3-7, en donde cada conjunto de 6 casillas representa un

estrato y cada numero en su interior representa una botella del lote del MR piloto. En fondo

verde se resaltan las unidades usadas en los estudios de homogeneidad.

Figura 3-7. Esquema del muestreo aleatorio estratificado usado en la seleccion de las
unidades del lote del MR piloto para la evaluacion de la homogeneidad.
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e Seleccidn del diseino de estudio de homogeneidad y del
diseino experimental

Teniendo en cuenta que cada botella contiene aproximadamente 30 g de la harina de arroz
es factible tomar submuestras de cada unidad, por lo cual el disefio del estudio de
homogeneidad que se llevo a cabo, en esta investigacion, compara 7 submuestras de cada
botella usada en el estudio. Asi, de cada una de las 10 botellas se tomaron 7 submuestras
(en total fueron 70 muestras), las cuales fueron digeridas o calcinadas para posteriormente
determinar la concentracién de As usando las dos metodologias validadas para este
propdsito:

1. la digestion acida asistida con microondas y la medicion con ICP-MS descrita en la
seccion 2.2 Determinacién de Arsénico total usando ICP-MS y el método de
adicion estandar con correccién de estandar interno gravimétri, y

2. la calcinacion y medicion por HG-AAS descrita en la seccién 2.3 Determinacion de

arsénico total en arroz usando calcinacién y cuantificando con HG-AAS.

Ahora, dado que no fue posible realizar las 70 digestiones, requeridas para el ensayo de
homogeneidad, en el mismo dia, debido a que el microondas Multiwave 5000 (Anton Paar,
Graz, Austria) tiene capacidad para maximo 20 viales, las digestiones se realizaron por
tandas. En cada tanda se procesaron 2 unidades (cada una con sus 7 submuestras), un

blanco de reactivos y el MRC NIST 1568-b como control de calidad.

Se hicieron 5 tandas de digestién, como se muestra en la Figura 3-8 , en donde se presenta
el disefio experimental realizado, en el que cada tanda incluye 2 botellas del MR piloto, cada
una de las botellas implica 7 submuestras o mediciones pertenecientes a una sola botella y
cada medicion es el resultado de 14 réplicas instrumentales (en el caso de la metodologia
por ICP-MS). Este es un disefo factorial anidado, ya que el factor botellas esta anidado en
el factor tandas.

En cuanto al método en el que se midié As por HG-AAS, se us6 el mismo disefo experimental
que se acaba de describir excepto por el nimero de réplicas instrumentales, que pasé de 14
en ICP-MS a solo 3 en HG-AAS. Esto ultimo se hizo asi para disminuir los dias de medicion
y mantener las condiciones de repetibilidad. Asi, en un dia se calcinaba 1 tanda compuesta

de 7 réplicas de cada botella, es decir, un total de 14 muestras junto con un blanco y el MRC
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NIST 1568-b. Ademas, se siguié el mismo orden de tandas y botellas que el usado en la

digestién con microondas.

Figura 3-8 Esquema del disefio experimental usado en el estudio de la homogeneidad
usando ICP-MS

Tanda de — . .
Botella ( Mediciones | [ Replicas instrumentales ]

A —2EEEEC-1NEEENEDEEREHEEE

(Fanda 1 = %2 —0000000-00000000000000
A ——0000000—-00000000000000

(Tanda2 }= 1 —0000000—00000000000000
s —0000000—00000000000000

+ —ON00000—-00000000000000
% —0000000—-00000000000000

% —0000000—-00000000000000
21 —0000000—-00000000000000

53 ——0000000—-00000000000000

e Meétodos estadisticos

El analisis de varianza ANOVA se puede usar para calcular la variacion entre unidades, la
cual esta asociada a la incertidumbre por heterogeneidad. Los métodos estadisticos que se
presentan a continuacién fueron realizados en el software libre R (R Core Team, 2025) y

bibliotecas especializadas como brms (Burkner, 2021).

o Enfoque tradicional del uso del ANOVA

Si en un experimento se toman submuestras, de las botellas seleccionadas, para el estudio
de homogeneidad y los procesos de preparacién y medicion pueden llevarse a cabo en
procedimientos simples (una sola tanda o corrida y no se requiere disefos factoriales), los
resultados pueden analizarse por medio de un ANOVA de una via. En el calculo se asume
que se toman a unidades del lote del MR piloto, con n; mediciones de cada unidad i. Por otro

lado, los estudios de homogeneidad, en general, son disefios balanceados en donde todas
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las unidades que se miden tienen la misma cantidad de replicas. EI modelo estadistico del

ANOVA de una via se muestra en la Ecuacion 3.1:

Xij =u+ o; + € Ecuacion 3.1
Donde:

Xij Es la observacion j en el grupo J.

u Es el valor verdadero de la media de la poblacién de posibles
resultados, de donde se asume que vienen los resultados observados
XU

O; Es la desviacion estandar de la media, i, del grupo i.

& Es el error aleatorio de la observacion j en el grupo i.

Se asume que 51’ proviene de una poblacién (usualmente con distribucion normal) con media

0y desviacion estandar que llamaremos Ogp¢re Y €;j Proviene de una poblacion (usualmente

con distribucién normal) con media 0 y desviacion estandar que llamaremos Ogentro -
Ademas, se asume que la desviacion estandar es igual para todos los grupos. Entonces, el
ANOVA se usa para estimar las desviaciones estandar Ogpntre Y Odentro- 1€niendo esto en

cuenta, para poder usar el ANOVA es necesario que los residuos sigan una distribucién

normal y que los datos sean homocedasticos (ISO, 2024).

En el ANOVA, la dispersion de los datos se puede expresar en términos de la suma de
cuadrados de las diferencias, también conocidos como “suma de cuadrados”, los cuales
expresan la dispersion en varios niveles jerarquicos del ANOVA. La media de la suma de
cuadrados “entre grupos” y “dentro de grupos”, Myeniro ¥ Mentre» S€ Obtiene del analisis
ANOVA en programas estadisticos o en hojas de calculo y se pueden convertir en las

varianzas de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

2 — .
Sdentro = Maentro Ecuacion 3.2

2 _ Mentre — Maentro Ecuacién 3.3
Sentre = n
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Donde n son las observaciones por grupo. En este caso s2,,,.. es idéntico al cuadrado de la

contribucion a la incertidumbre de la homogeneidad entre unidades, u2,;,.

La incertidumbre de un valor certificado debe incluir la incertidumbre correspondiente a la
heterogeneidad o uy,,,, la cual esta asociada a la incertidumbre por homogeneidad entre

unidades u,,.. de acuerdo con la Ecuacion 3.4.

) Ecuacion 3.4

Unom =  |Uentre

Ahora, si la incertidumbre dentro de las unidades ug4.,tr0 €S Significativa debe tenerse en

cuenta de acuerdo con la Ecuacion 3.5.

3 5 Ecuacion 3.5
Upom = |Uentre T Udentro

En nuestro caso, un disefio experimental anidado balanceado, los componentes de la
varianza no se pueden calcular con un ANOVA de una via. En cambio, se pueden calcular
con un ANOVA anidado de dos vias. En este disefio, se usan a unidades del MR piloto
distribuidas en n,. corridas (o tandas), con m,, unidades por corrida y con n réplicas de cada

unidad. El modelo estadistico se encuentra en la Ecuacion 3.6.

Xijk = W+ Aij + Bj + &k Ecuacioén 3.6
Donde
Xiik Es la observacién k en la corridaj (j =1, 2, ..., n,) para la unidad i (i
J =1,2, .., my).

U Es el valor verdadero de la media de la poblacion de posibles
resultados, de donde se asume que vienen los resultados
observados X ji -

Aij Es el efecto de la unidad i en la corrida j.

B.: Es el efecto de la corrida j.

Eijk Es el termino usual de error residual, con k=1, 2, ..., n.
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Se asume que los términos A;;, B; y & provienen de poblaciones con distribuciones

normales, con medias en 0 y desviaciones estandar Ogptre » Ocorridas Y Odentro - Ahora,

de manera similar que, en el ANOVA de una via, en el ANOVA de dos vias se asume que el
término del error de medicién tiene la misma varianza en cada unidad del MR piloto y también
en cada corrida, los parametros a estimar son: s.,,riqqas Que corresponde a la desviacién
estandar entre corridas, s.,:re la desviacion estandar entre unidades y sgqnro 1@ desviacion

estandar dentro de las unidades.

El ANOVA para disefios anidados balanceados con unidades del lote del candidato a MR
anidado entre las corridas analiticas y con n replicas por unidad del candidato a MR, genera
las sumas de cuadrados debidas a la dispersidn entre: My las corridas, M, las unidades en
cada corrida 'y, M.+, 12 dispersion residual. Las relaciones entre las desviaciones estandar
de interés y las medias de la suma de cuadrados que se obtienen en el ANOVA se presentan

en las siguientes ecuaciones:

2 — e
Sgentro = Maentro Ecuacion 3.7
2 _ My — Mgentro Ecuacion 3.8
Sentre = n
0
2 _ Mp — n’O — Maentro Ecuacion 3.9
Scorridas = leo
Donde:

Mmy 2
Ny ¢My 0y Zi=1n
2j=12i=1n Zj:l(Z?:’{n)

no =
Z;};lmw — Ny
m n m 2
an (Zi:v\{ Tl2> _ 2]'21 Zizv{n
= m T ™
o= = Xiin Zj;12i=m1)n
0 n,—1
n m 2
ny my Zjil(zi:ml/n
Z:j=12i=1n TNy v
XL Xmn
nby = J
0 =

n,—1
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La incertidumbre asociada a la homogeneidad se obtiene despejando en la Ecuacién 3.3,
como se presenta en la Ecuacién 3.10.

_ _ Mentre — Maentro
Uentre = Sentre = n

Ecuacion 3.10

Este método para obtener la homogeneidad funciona muy bien si M.t = Mgeniro- Cuando
no se cumple esta condicién, la desviacién estandar entre botellas no puede calculase, ya
que involucraria calcular la raiz cuadrada de un numero negativo. (ISO, 2024) Esta situacion
ocurre cuando las diferencias entre las unidades del MR evaluadas son pequeinas y la
repetibilidad del método de medicion no es suficientemente baja para cuantificar esas
diferencias o, en la presencia de valores andmalos. Existen dos propuestas cuando se
presenta este caso. La primera establece que la varianza entre unidades es 0 y; por tanto,
se acepta que el candidato a MR es homogéneo. La segunda alternativa, que se aplica
cuando se tienen disefios anidados, calcula la desviacion estandar entre unidades segun la

Ecuacion 3.11. (Linsinger et al., 2001)

% _ Maentro + 2
Uentre = n a(n _ 1)

o Analisis Bayesiano

Ecuacion 3.11

Entre los métodos alternativos para estimar la homogeneidad se destacan los métodos de
maxima verosimilitud y el analisis Bayesiano.(ISO, 2024) En la practica, el objetivo de la
estadistica bayesiana es generar una distribucién posterior. La distribucion posterior,
P(6|X), es una distribucion de probabilidad para un parametro desconocido o vector de
parametros desconocidos, 8, que estan condicionados por los datos de entrada X. En este

caso, el teorema de Bayes se escribe como:

P(X|0) - P(6) Ecuacion 3.12

POIN) = =505



72 Comparacién de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a

material de referencia de arsénico total en arroz

Donde P(X]6), la funcién de verosimilitud es una distribucion de probabilidad que coincide
con los datos observados; P(6), la distribucién a priori o prior, es la distribucién de los
parametros, que es independiente de los datos observados y representa el conocimiento
externo sobre ellos y, P(X) es la probabilidad marginal de observar los datos, que no
depende de B y no es necesaria para el calculo (ademas, puede ser muy dificil de calcular),

por lo que el teorema de Bayes se puede simplificar para obtener:

P(6]|X) a P(X|6)- P(6) Ecuacion 3.13

La distribucion posterior se puede obtener usando métodos de simulacién que involucran
cadenas de Markov y el método Monte Carlo, MCMC por sus siglas en inglés. (Van Der Veen,
2017). A partir de los resultados del MCMC se puede obtener informacién sobre los
parametros y proporcionar cualquier estadistico de interés; por ejemplo, la media y la

desviacion estandar. (Kruschke, 2015)

La inferencia bayesiana se ha usado en temas relacionados a la evaluaciéon de la
homogeneidad; por ejemplo, en el articulo de Van der Veen (Van Der Veen, 2017), se usa la
inferencia bayesiana en los estudios de homogeneidad en la produccion de materiales de
referencia. En el articulo citado, se aplica un modelo bayesiano con 3 parametros; a saber,
la media total y, la desviacion estandar dentro de las unidades o y la desviacion estandar
entre unidades T 0 s.:re. EN el articulo mencionado, se eligi6 como prior para la media y,
una distribucién normal y, para las 2 desviaciones estandar (o y 1) se eligioé distribuciones
Cauchy. Al final, el analisis Bayesiano produjo las funciones posteriores de densidad de la
probabilidad de estos tres parametros, de los cuales el autor obtuvo la desviacién entre

botellas.

3.3.2 Resultados y discusién

e Estudio de la homogeneidad de la harina de arroz
cuantificando el tAs mediante ICP-MS

. Método tradicional ANOVA y ANOVA anidado
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En los estudios de homogeneidad, se cuantifico el As en la harina de arroz usando ICP-
MS, y el método de bracketing. La homogeneidad se midié a partir de la concentracion de

As en las muestras, segun la Ecuacién 3.14.

_ Calto * (Rx - Rbajo) + Cbajo * (Ralto - Rx) Ecuacion 3.14

x
Ralto - Rbajo

En la Tabla 3-3, los resultados del analisis de estos datos aparecen en la columna Todas las

botellas.

Tabla 3-3. Resultados del analisis de las concentraciones de tAs obtenidas en el estudio de

homogeneidad.

Todas las Repeticion B1, Eliminando las botellas
botellas B27, B40 y B60 1y 27 (Tanda 2)
Promedio 167,0 166,9 167,2
Desviacioén estandar 3,8 3,5 2,5
Coeficiente de variacion
CV% 2,3 2.1 1,5
Maximo 178,8 178,8 173,7
Minimo 150,4 151,2 163,2
Prueba Grubbs
Valor-p? 0 0 1
Los extremos son
anomalos Si Si No
Prueba Shapiro-Wilk
Valor- p® 0,00001 0,0001 0,25
Los datos tienen una
distribucion normal No No Si

a La prueba se realizé para detectar datos anémalos en ambos extremos.

b La prueba Shapiro-Wilk se realizé para determinar si los datos tenian una distribucién normal.

Sin embargo, al analizar los datos por botella (Tabla 3-4) se puede observar que es la botella

27 la que presenta mas dispersién en los datos; de hecho, en esta botella se encuentran los
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extremos de todas las observaciones: concentracion mas baja y la mas alta de todo el

estudio.

Tabla 3-4. Datos analizados por botella columna Todas las botellas de la Tabla 3-3

B1 B8 B14 B21 B27 B32 B40 B43 B53 B60
Promedio 165,5 | 167,4 | 165,0 | 168,1 | 165,8 | 164,6 | 168,2 | 166,3 | 169,4 | 170,2
Desviacion
estandar 2,8 2,4 1,9 0,94 8,2 1,6 2,6 1,6 2,0 4.4
CV% 1,70 1,40 1,2 0,56 5,0 0,94 1,52 0,96 1,16 2,61
Maximo 1684 | 172,2 | 167,8 | 169,3 | 178,8 | 167,0 | 173,7 | 167,9 | 172,7 | 175,6
Minimo 160,0 | 165,0 | 163,2 | 166,7 | 151,2 | 163,4 | 166,2 | 163,9 | 167,2 | 164,0
Prueba Grubbs
Valor-p? 0,27 0,17 1 0,65 0,00 1 0,32 1 0,55 1
Los extremos son
anémalos Si Si No No Si No Si No No No
Prueba Shapiro-
Wilk Valor-p ® 0,25 0,11 0,10 0,78 0,51 0,02 0,00 0,26 0,55 0,60
Siguen una
distribucion
normal Si Si Si Si Si No No Si Si Si

@ La prueba se realizé para detectar datos anémalos en ambos extremos.

b La prueba Shapiro-Wilk se realizé para determinar si los datos tenian una distribucién normal.

Al ver estos resultados, en el momento de la medicién, se repitié la disolucion para esta

botella en particular, pero los resultados no cambiaron, debido a esto se concluyé que el

problema estaba en la digestion de la muestra.

Entonces, se midieron de nuevo las submuestras de las botellas B1, B27, B40 y B60, en

donde se presentaban coeficientes de variacibn mayores al 1,5%, manteniendo las
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condiciones de repetibilidad; es decir, se prepararon las disoluciones desde el extracto y se
midieron el mismo dia que todas las demas muestras. Aunque la repeticion de estas
mediciones no disminuyé la dispersién en la botella 27, si mejord en otras submuestras, y

los resultados se presentan en la Tabla 3-3, columna Repeticion B1, B27, B40 y B60.

Los datos de la Tabla 3-3, columnas Todas las botellas y Repeticion B1, B27, B40 y B60, no
siguen una distribucion normal, por lo que el uso del ANOVA es cuestionable dado que los

resultados no seran confiables.

En la ISO 33405:2024, se plantea la posibilidad de rechazar los datos anémalos si se tiene
una razon aceptable. En nuestro caso, se considera esta opcidn ya que el problema estuvo
en la digestion de la muestra y estos resultados anémalos no se deben a heterogeneidad en
la botella, esta conclusién se obtiene debido a que la botella 27 no presenta estos problemas
de alta dispersion cuando se realizo el estudio de homogeneidad usando la metodologia de
HG-AAS. En consecuencia, se descartan los datos de la botella 27 y; por lo tanto, los datos
de la botella 1, ya que pertenecen a la misma tanda. Esto ultimo se hizo para mantener el
disefio experimental balanceado: todas las tandas con el mismo numero de botellas. El
analisis obtenido excluyendo las dos botellas de la tanda 2 se presenta en la Tabla 3-3,
columna Eliminando las botellas 1 y 27. Dicha columna muestra que los datos, ahora, tienen

menor CV% y una distribuciéon normal.

Analisis de tendencia por el orden de envasado y de medicion.

Los analisis de tendencia son necesarios para verificar que la propiedad estudiada no cambia
dependiendo del orden de envasado, ni del orden de medicién. La busqueda de dichas
tendencias se realizO mediante analisis de regresién lineal y usando los datos
correspondientes a la Tabla 3-3, columnas Repeticion B1, B27, B40 y B60 y Eliminando las
botellas 1y 27.

Por otra parte, los analisis de tendencias se hicieron estudiando las respuestas relativas de
las mediciones respecto a la media de todos los datos y, se expresaron en porcentaje. En la
Figura 3-9 se presenta la media de las respuestas obtenidas para cada botella en funcion
del orden en que se envasaron para los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna
Repeticion B1, B27, B40 y B60.
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La regresion lineal entre la respuesta relativa y el orden de envasado arrojé una pendiente
no significativamente diferente de 0, segun lo indica la prueba t, cuyo valor p fue de 0,115

que es mayor a 0,05. Por tanto, podemos concluir que no hay tendencia por envasado.

Figura 3-9 Tendencia de las mediciones en funcion del orden en que se envasaron las
botellas. Se presentan los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna Repeticion B1,
B27, B40 y B60.
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En cuanto a la tendencia por el orden de medicion para el mismo conjunto de datos (Tabla
3-3, columna Repeticion B1, B27, B40 y B60.), la Figura 3-10 presenta la media de las
respuestas obtenidas para cada botella en funcién del orden en que se midieron. En este
caso, el valor p para la prueba t de significancia de la pendiente fue de 0,934 lo que indica

que no hay tendencia por el orden en que se miden las botellas.
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Figura 3-10 Tendencia de las mediciones en funcion del orden en que se midieron las
botellas. Se presentan los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna Repeticion B1,
B27, B40 y B60.
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El anterior analisis se repitid con los datos que se obtuvieron luego de eliminar la tanda que
contendia a la botella 27 (botellas 1y 27 segun se explicé anteriormente) y que corresponden
a la columna Eliminando las botellas 1 y 27 de la Tabla 3-3. La Figura 3-11 y Figura 3-12
presentan las graficas de tendencia para el envasado y la medicién, respectivamente, del
caso en cuestion: los datos sin las botellas 1 y 27. Igual que antes, el valor p para la prueba
t de la significancia estadistica de la pendiente de la regresion lineal, 0,219 para la tendencia
de envasado y 0,698 para la tendencia de medicién, indican que los resultados no presentan

tendencia ni para el envasado, ni para la medicion.

Figura 3-11 Tendencia de las mediciones en funcién del orden en que se envasaron las
botellas. Se presentan los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna Eliminando las
botellas 1y 27.
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Figura 3-12 Tendencia de las mediciones en funcion del orden en que se midieron las
botellas. Se presentan los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna Eliminando las
botellas 1y 27.
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En la Tabla 3-5 se presentan los resultados del analisis de los datos, para la estimacion de
la incertidumbre asociada a la homogeneidad del candidato a MR, de la Tabla 3-3, columnas
Repeticion B1, B27, B40 y B60 y Eliminando las botellas 1 y 27. El analisis se realizé usando
un ANOVA anidado de dos vias. En ambos grupos de datos, se obtuvo que la relacion entre
la suma de cuadrados es M, < Mg..++0; POr |0 que, para calcular la incertidumbre asociada

a la homogeneidad, fue necesario usar la Ecuacion 3.11.

Tabla 3-5 Resultados para los datos de la Tabla 3-3, columnas Repeticion B1, B27, B40 y
B60 y Eliminando las botellas 1 y 27 al aplicarles el ANOVA anidado de dos vias. *Se
presentan los resultados usando la aproximacion descrita en la Ecuacion 3.11.

Repeticion B1, B27, B40 y | Eliminando las botellas
B60 1y 27
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Supuesto de No cumple No cumple
normalidad
Supuesto de Si cumple Si cumple

homocedasticidad

Incertidumbre asociada 0,34%* 0,21%*
a la homogeneidad

Observe que, en la Tabla 3-5 , columna Eliminando las botellas 1 y 27, la incertidumbre
debida a la homogeneidad es menor que para la columna Repeticién B1, B27, B40 y B60.
Esto es de esperarse ya que para la columna Eliminando las botellas 1 y 27 se excluyeron
los datos andmalos que incluian el extremo superior e inferior de todo el rango de
concentraciones de tAs encontradas. No obstante, en ambos casos, la incertidumbre
calculada para la homogeneidad del candidato a MR es menor a la incertidumbre limite que
se colocoé como objetivo al inicio del trabajo: 2%. Es decir, en ambos casos, a pesar de las

objeciones estadisticas que puedan argumentarse, el candidato a MR es homogéneo.

El anterior resultado de homogeneidad puede ser cuestionado por estar basado en un
conjunto de datos que no cumple con el supuesto de normalidad requerido por el ANOVA.
Por tanto, para soportar nuestro resultado y evitar el problema del no cumplimiento del

supuesto de normalidad requerido por el ANOVA, se realizé un analisis bayesiano.

¢ Analisis bayesiano
Teniendo en cuenta que para el analisis bayesiano no es requisito cumplir el supuesto de
normalidad, los datos con que se realizaron los modelos, que se presentaran a continuacion,
corresponden a los datos de la Tabla 3-3, columna Repeticion B1, B27, B40 y B60, puesto
que ellos abarcan una mayor cantidad de informacion sobre la homogeneidad del candidato

a MR; puesto que no se elimina ninguno de los datos (ninguna de las botellas).

Se evaluaron 9 modelos estadisticos, en los que se variaron las distribuciones a priori y la
funcién de verosimilitud. A continuacion, se describe la estructura del modelo estadistico que

genero los mejores resultados:



80 Comparacién de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a

material de referencia de arsénico total en arroz

yijk ~ StUdentv(H + T} + Bi,O') .

Donde:
Vijk Es la concentracion _d(_a tAs en la submuestra k, en la tandaj (j =1, 2,
.., n,) delabotellai(i=1,2, ...,m,).
U Es el valor de la media global.
T; Es el efecto fijo de la tanda j, con la restriccion ¥,; T; = 0.
B; Es el efecto aleatorio asociado a la botella i, con B;~N(0,12).
o Es el término de error residual.

v Grados de libertad de la distribucion .

De manera analoga al ANOVA, con el analisis bayesiano se pretende estimar la varianza

entre botellas para relacionarla con la incertidumbre por homogeneidad, en este modelo
estadistico la varianza entre botellas esta relacionada al termino B;, que se define como el

efecto aleatorio asociado a las botellas, el cual sigue una distribucion normal definida por la
media en 0 y una varianza 72. Al estimar 72 se esta estimando la varianza entre botellas y
por lo tanto es posible calcular la incertidumbre por homogeneidad del MR piloto que es el

objetivo de este estudio

En la Tabla 3-6 se describen las distribuciones a priori usadas en la funcién de verosimilitud

que se acaba de describir.

Tabla 3-6. Distribuciones a priori y funcion de verosimilitud para el modelo estadistico
elegido

Distribuciones a priori
u~Student4(167,10)
Tj~Student3(0,8)
o~Exponencial(1)
B;~Normal(0,7?)
t~Exponencial(1)
v~Gamma(3,1)
Funcidn de verosimilitud
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Yiji|1 Tj, By, 0, v~Student, (u + T; + B;, 0)

Los parametros de las distribuciones a priori se asignaron a partir de los datos obtenidos en
este trabajo. Asi, se asigno a la media a priori un valor de u = 167 ug kg™ con desviacion

estandar 10 ug kg™, que se pueden verificar en la Tabla 3-3 y la Tabla 3-5.

Obsérvese que, se usé una distribucién t-Student para la media ya que los datos no seguian
una distribucion normal, como se presentd en la Tabla 3-5. Recuérdese, también, que
tenemos datos extremos anémalos; por tanto, la distribucién t-Student se ajusta bien porque
la misma tiene colas mas pesadas. Ademas, la distribucién t-Student depende de los grados
de libertad; es decir, del tamafo de la muestra y; por tanto, podemos ajustarla al numero de
muestras analizadas. En consecuencia, la distribucion t-Student resulta adecuado para los

datos obtenidos experimentalmente.

Ahora, antes de usar este modelo bayesiano para inferir los parametros asociados a la
homogeneidad, es necesario verificar la calidad de la prediccién del modelo estadistico
propuesto. La verificacién que se realiz6 fue una posterior predictiva, cuya grafica se muestra

en la Figura 3-13.

La Figura 3-13 muestra la estimaciéon de la densidad de probabilidad de la variable y (es
decir la concentracion obtenida experimentalmente en la evaluacién de la homogeneidad
para cada réplica de cada botella) junto con la densidad de probabilidad de los datos
simulados y"P de la distribucion posterior. En este caso, las variables y y y"P se
superponen, bastante bien, lo que indica que el modelo propuesto reproduce la distribucion
observada. La calidad de la superposicion se verificd cuantitativamente usando el grafico
comparativo entre los residuos y los valores predichos por el modelo bayesiano propuesto,

ver Figura 3-14.

Figura 3-13. Verificacion posterior predictiva de la media de concentraciones de tAs para el
estudio de homogeneidad de la harina de arroz usando la estadistica bayesiana.
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Figura 3-14. Gréfico de residuos versus valores predichos por el modelo bayesiano
propuesto.
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En la Figura 3-14, cada punto, de los 70 puntos estimados, representa una concentracion
de tAs obtenida a partir del modelo bayesiano. Obsérvese que los residuos se distribuyen
alrededor de 0 y no presentan tendencia aparente. No obstante, y aunque en general los
datos tienen una dispersion constante, hay algunos residuos que se alejan mas de la linea

de referencia en 0. Sin embargo, el modelo se considera apropiado, ya que simula bien los
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datos experimentales, dentro de un margen de error experimental aceptable, que en este

caso hemos estimado en promedio en el 0,17 %, a partir del calculado para cada punto como:

residual

Residual en % = 100

X
Valor predicho

Una vez hemos verificado la calidad del modelo bayesiano, procedemos a inferir el valor que
nos interesa, t, el cual se relaciona con la desviacidon estandar entre botellas, es decir con la
incertidumbre asociada a la homogeneidad. La Tabla 3-7 presenta los parametros estimados

a partir de las distribuciones posteriores con el modelo bayesiano propuesto.

Tabla 3-7. Parametros estimados con el modelo escogido luego del estudio bayesiano. Se
presentan la media, el error estandar y el intervalo de confianza usados en la inferencia de
la incertidumbre asociada a la homogeneidad.

Media / Error Intervalo de
Parametro ka-! estandar | confianza (IC) Interpretacion
Hg K9 I ug kg™’ 95% / ug kg’

U 164,41 0,64 [163,28 ; 165,78| Nivel base (Tanda 1)
Tanda 2 3, 1,59 0,93 [-0,34 ; 3,30| Efecto Tanda 2 vs Tanda 1
Tanda 3 B, 2,22 0,88 0,41 ; 3,84| Efecto Tanda 3 vs Tanda 1
Tanda 4 B; 3,31 0,91 [1,47 ; 5,09 Efecto Tanda 4 vs Tanda 1
Tanda 5 g, 4,07 0,84 2,37 ; 5,64| Efecto Tanda 5 vs Tanda 1

o 1,51 0,30 10,99 ; 2,15 Desviacién residual

v 2,03 0,66 [1,13 ; 3,71| Grados de libertad

. 0.33 0,31 0,01 : 1,15| Desviacién entre las botellas

(Sentre)

A partir de los datos de la Tabla 3-7, se puede concluir que las tandas T3, T4 y T5 muestran
aumentos en la concentracion frente a T1, siendo la tanda 5 la que muestra el mayor aumento
(4,07 en promedio). Por otra parte, al observar la desviacion estandar del efecto aleatorio
de las botellas, t = 0,33 ug kg™ con IC del 95 % entre 0,01 a 1,15 ug kg™!, podemos concluir
que la variabilidad entre botellas es baja pero distinta de cero. Asi, el S¢ptre , O T, €stimado
es de 0,33 ug kg™, por lo tanto, la Incertidumbre asociada a la homogeneidad es de 0,197

%. Esta incertidumbre es muy cercana a la obtenida para el ANOVA anidado obtenido de los
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datos de la Tabla 3-5, columna Eliminando las botellas 1y 27 (0,212 %). La coincidencia de
estos 2 valores es una confirmacién del valor estimado para la incertidumbre de la

homogeneidad.

En conclusion y a partir de los 3 valores estimados para la incertidumbre asociada a la
homogeneidad (ANOVA Tabla 3-5: 0,339 % y 0,212%; y, analisis bayesiano 0,197 %), mas
alla de su validez estadistica, la mas alta fue de 0,339 %. Esta incertidumbre es menor a la
incertidumbre objetivo: 2%. Por lo tanto, el piloto a MRC de arsénico total en harina de arroz
preparado en el INMC es homogéneo, ya que su incertidumbre asociada a la homogeneidad

es menor al 2%.

e Estudio de la homogeneidad de la harina de arroz
cuantificando el tAs mediante HG-AAS

) Método del ANOVA anidado

El estudio de homogeneidad, usando el método de determinacion de As por HG-AAS, del
candidato a MR de harina de arroz, se realiz6 usando el método de bracketing en la
cuantificacién de tAs. Las respuestas usadas en esta evaluaciéon de homogeneidad estan en
concentracion de ug de As en 1 kg de arroz. El analisis de los datos se presenta en la Tabla
3-8.

Tabla 3-8. Resultados de los analisis de las concentraciones de As obtenidas en el estudio
de homogeneidad de la harina de arroz midiendo tAs por Hg-AAS.

Concentracion de As — Réplicas por botella
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7, todas las réplicas 6, se eliminé una
medidas réplica por botella
Promedio / ug de As en 1 kg de 176 170,1
arroz
Desviacion estandar / ug de As 45 6,1
en 1 kg de arroz
Coeficiente de variacion CV% 26 3,6
Maximo / ug de As en 1 kg de 544 189
arroz
Minimo / ug de As en 1 kg de 156 156
arroz
Prueba Grubbs Valor-p? 0 0,0721
Los extremos son anémalos Si No
Prueba de Lilliefors Valor-p® 0 0,169
Los datos tienen una No Si
distribucién normal

a La prueba se realizé para detectar datos anémalos en ambos extremos.
b L a prueba Lilliefors se realizo para determinar si los datos tenian una distribucién normal (Lilliefors, 1967). Se
uso esta prueba estadistica ya que considera que la media y la varianza de la poblacién son desconocidos.

La Tabla 3-8 muestra que el coeficiente de variacion porcentual es de 26 % cuando se usan
todos los datos que se obtuvieron, 7 réplicas por botella. La razén de este alto valor de CV%
es que existen datos andmalos, por lo cual se llevo a cabo el analisis estadistico para cada
botella, con el fin de encontrar los datos anémalos. Los resultados para cada botella se

presentan en la Tabla 3-9.

Tabla 3-9. Homogeneidad del candidato a MR de As en harina de arroz. Resultados del
analisis por botella para la medicién de tAs usando HG-AAS.

B1 B8 B14 | B21 B27 B32 B40 B43 B53 B60

Promedio 169,3 | 229,9 | 165,7 | 167,1 | 165,1 | 175,3 | 170,4 | 174,2 | 168,1 | 170,2
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Desviacion
4.5 138,8 2,8 2,6 54 6,0 4,0 7,5 2,7 4.4
estandar
CV% 2,6 60 1,7 1,6 3,3 3,4 2,4 4.3 1,6 2,6
Maximo 1746 | 5444 | 169,0 | 170,4 | 174,6 | 188,5 | 175,5 | 180,4 | 172,2 | 175,6
Minimo 162,1 | 170,2 | 160,9 | 163,6 | 156,0 | 169,9 | 165,0 | 158,8 | 164,9 | 163,9

Prueba Grubbs

0,59 | 0,82 | 0,39 1 0,00 | 0,15 1 0,42 | 0,71 1
Valor-p?

Los extremos .
No No No No Si No No No No No
son anémalos

Prueba Shapiro- | 0 69 0 0,41 | 0,62 | 0,29 | 0,00 | 0,47 | 0,05 | 0,63 | 0,60
Wilk Valor-p®

Siguen una _ _ _ _ . _ . _
distribucién Si No Si Si Si No Si Si Si Si

normal

@ La prueba se realizé para detectar datos anémalos en ambos extremos.

b La prueba Shapiro-Wilk se realizé para determinar si los datos tenian una distribucién normal.

Como se puede ver en la Tabla 3-9, la botella 8 (B8) presenta un CV% de 60,37; debido a
un dato anémalo, un maximo de tAs de 544,4 ug kg™, obtenido en una de las 7 réplicas. La
norma ISO 33405:2024, indica que en estos casos es posible rechazar el o los datos
anémalos si se tiene una razén aceptable. En nuestro caso, se encontré que el problema
estuvo en la calcinacion de la muestra para esa réplica de la botella 8, en particular. Asi, el
resultado anémalo no se debe a la heterogeneidad en la botella 8. Esta conclusion se obtuvo
con base en que la botella 8 no presenta estos problemas de alta dispersion cuando se
realizo el estudio de homogeneidad usando ICP-MS. En consecuencia, se excluira este dato
anomalo junto con una réplica aleatoria de cada botella, de forma que quedan 10 botellas
con 6 réplicas cada una, manteniendo asi el balance del disefio experimental. El analisis
para estos datos, excluyendo 1 replica de cada una de las 10 botellas, se presenta en la
Tabla 3-8 columna “6, se eliminé una réplica por botella’. Obsérvese que, ya no hay datos

anémalos, el CV% baja a 3,6 y los datos ya siguen una distribucién normal.



Produccién y evaluacion de la homogeneidad de un piloto a material de 87

referencia

Asi entonces, con el nuevo conjunto de datos, luego de eliminar una réplica por botella, se
realizaron los andlisis de tendencia. La Figura 3-15 presenta la media de las respuestas
obtenidas para cada botella en funcién del orden en que se envasaron. En este caso, la
pruebat, para evaluar si la pendiente es significativa, tiene un valor p de 0,902, que es mayor
a 0,05 e implica que la pendiente de regresién no es significativa; es decir, no hay tendencia
por envasado. Se debe recordar que, por facilidad en la visualizacion, los graficos de
tendencia se presentan en respuesta relativa de las mediciones respecto a la media de todos

los datos y expresadas en porcentaje.

Figura 3-15 Tendencia por orden de envasado de las botellas, del contenido de tAs en la
harina de arroz usando HG-AAS, para la determinacion de la homogeneidad del candidato
a MR.
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Equivalentemente, la Figura 3-16 presenta la media de las respuestas obtenidas para cada
botella en funcién del orden en que se midieron en HG-AAS. En este caso, el valor p para la
prueba t de significancia de la pendiente es 0,97 lo que indica que no hay tendencia de

medicion.
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Figura 3-16 Tendencia por orden de medicion de las botellas, del contenido de tAs en la
harina de arroz usando HG-AAS, para la determinacion de la homogeneidad del candidato
a MR.
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Finalmente, se presentan los resultados para la estimacion de la incertidumbre asociada a la

homogeneidad del material, el cual se realizé usando un ANOVA anidado de dos vias.

Concentracion de tAs - HGAAS
6 réplicas por botella

Supuesto de normalidad

Si cumple
Supuesto de homocedasticidad Si cumple
Incertidumbre asociada a la 0.67 %

homogeneidad

Al usar el ANOVA anidado con los datos de HG-AAS la incertidumbre asociada a la
homogeneidad es de 0,67 %, valor que es mas alto que los obtenidos para ICP-MS, de la
seccion anterior. Este ultimo hecho es debido a que en HG-AAS, mucha de la variacion total
de los datos es debido a la tanda, lo cual es coherente con la metodologia experimental, ya
que el proceso de preparacion de las muestras conlleva mas pasos (digestion, calcinacion y
prereduccion) que en ICP-MS. Entonces, es razonable que los resultados usando Hg-AAS
tengan mayor incertidumbre puesto que es bien sabido que entre mas complejo sea el

manejo de la muestra mas aumentara la dispersion de los resultados. No obstante, el valor
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obtenido para la homogeneidad del candidato a MR sigue por debajo del valor definido como

aceptable al inicio de este trabajo: < 2 %.

3.4 Conclusiones

e Se produjeron, en las instalaciones del INMC, 60 unidades (botellas) de un MR
piloto de arsénico en harina de arroz con codigo INM-046-01 y lote 240806, cada
unidad con un contenido aproximado de 30 g y tamafio de particula menor a 100
pm.

¢ Se evalud la homogeneidad del MR piloto, cuantificando la concentracion de tAs
por medio de ICP-MS. Se uso el analisis de varianza ANOVA anidado, a pesar
de no cumplir con los supuestos, y se obtuvieron incertidumbres, de 0,212 %
eliminando datos y 0,339 % sin eliminar datos. Estas incertidumbres cumplen con
el criterio establecido al inicio del trabajo: incertidumbre maxima por
homogeneidad aceptable para este MR piloto menor a 2 %.

o La objecion que surge en los resultados de incertidumbre por homogeneidad del
candidato a MR (al medir con ICP-MS), debido a que no se cumplen todos los
supuestos requeridos para aplicar el ANOVA (presencia de datos anémales), se
resolviéo mediante un analisis bayesiano. Asi, se propuso un modelo para describir
el comportamiento de los datos, que usa una funcién de verosimilitud t de Student.
Usando el modelo propuesto, se obtuvo una incertidumbre asociada a la
homogeneidad de 0,197 %. El valor obtenido con el andlisis bayesiano es similar
a los valores obtenidos con el ANOVA que, aunque se usé sin cumplir los
supuestos requeridos, nos dan una idea de la incertidumbre por homogeneidad
del candidato a MR. El valor hallado con el modelo bayesiano, al igual que los
valores obtenidos con el ANOVA, es menor al criterio establecido como aceptable
para la incertidumbre por homogeneidad del candidato a MR; es decir, los valores
obtenidos son menores al 2 %.

e Se evalud la homogeneidad del MR piloto, cuantificando la concentracién de tAs
por medio de HG-AAS vy, se usé el anadlisis de varianza ANOVA anidado,

obteniendo una incertidumbre por homogeneidad de 0,67 %.



90

Comparacién de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a

material de referencia de arsénico total en arroz

Teniendo en cuenta que en los dos meétodos de cuantificacion (ICP-MS y HG-
AAS) no se presentan tendencias de envasado ni de medicion y en los métodos
estadisticos tradicional y bayesiano se obtienen incertidumbres asociadas a la
homogeneidad menores al 2 %, se puede asegurar que el MR piloto de arsénico
en harina de arroz es lo suficientemente homogéneo y puede convertirse en un
MRC.
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4.Conclusiones generales

Se validaron 2 métodos de cuantificacién de arsénico total en arroz: ICP-MS y HG-
AAS. El método de ICP-MS tiene parametros con mejor desempefio en cuanto al
limite de deteccién y cuantificacion, la precisién y tiene mejores porcentajes de
recuperaciéon cuando se compara con HG-AAA; esto era lo esperado, pero se
menciona aqui como constancia y soporte de la rigurosidad del trabajo realizado y
como contexto para lo siguiente. Se encontrd que los resultados obtenidos con ICP-
MS, en la evaluacion de la homogeneidad del candidato a MR, no seguian una
distribucion normal, por lo que fue necesario recurrir al analisis bayesiano. Por otra
parte, en el método de HG-AAS obtuvimos un intervalo de trabajo mas amplio y un
mejor sesgo Yy, aunque tiene un proceso de preparacion de muestra mas complejo,
igual se pudo evaluar la homogeneidad del candidato a MR, obteniendo un valor
mayor de incertidumbre asociada a la homogeneidad, pero comparable con los
obtenidos con ICP-MS.

Se produjo un lote de 60 unidades de MR piloto de arsénico en harina de arroz con
cédigo INM-046-01 y lote 240806, cada unidad con un contenido aproximado de 30
g y tamano de particula menor a 100 pm.

Usando las dos metodologias de cuantificacion y analisis de varianza ANOVA
anidado, y el analisis bayesiano, se obtuvieron incertidumbres asociadas a la
homogeneidad del MR piloto menores al 2 %; por tanto, el MR piloto producido es
homogéneo.

Al usar dos metodologias de cuantificacion (ICP-MS y Hg-AAS) fue posible comparar
resultados para descartar la causa de los datos anémalos encontrados, descartando
la heterogeneidad en las botellas B27 y B8.

Aunque el analisis bayesiano fue util para obtener un resultado confiable, en cambio
del resultado dado por el ANOVA para datos que no cumplen los supuestos
requeridos, es bueno tener en cuenta que la estimacion de la incertidumbre asociada
a la homogeneidad, que resulta del analisis bayesiano, puede tener una tendencia a
la subestimacion de la incertidumbre. Por tanto, se debe profundizar en el uso
correcto del analisis bayesiano para estar seguros de si existe o no subestimacion de

la incertidumbre debida a la homogeneidad cuando se lo usa.



92 Comparacién de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a

material de referencia de arsénico total en arroz

Bibliografia

Abedi, T., & Mojiri, A. (2020). Arsenic Uptake and Accumulation Mechanisms in Rice
Species. Plants, 9(2), 129. https://doi.org/10.3390/plants9020129

Ahumada, D. A., Paredes, C., Abella, J., & Gonzalez, |. (2023). Validacién de métodos en
analisis quimico cuantitativo.

Anton Paar. (2025). Microwave Digestion. Microwave Digestion. https://wiki.anton-
paar.com/en/microwave-digestion/#what-parameters-are-important-in-microwave-
digestion

AOAC. (2015). AOAC Official Method 2015.01: Heavy Metals in Food. AOAC.

Baan, R. A,, Stewart, B. W., & Straif, K. (Eds.). (2019). Tumour site concordance and
mechanisms of carcinogenesis. International Agency for Research on Cancer, World
Health Organization.

Bao, J. (Ed.). (2019). Rice: Chemistry and technology (Fourth edition). Woodhead
Publishing / AACC International.

Brenner, . (Joe). (2010). ICPMS Applications. En Encyclopedia of Spectroscopy and
Spectrometry (pp. 991-998). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-374413-
5.00057-9

Burkner, P.-C. (2021). Bayesian Item Response Modeling in R with brms and Stan. Journal
of Statistical Software, 100(5). https://doi.org/10.18637/jss.v100.i05

CEN, C. E. de N. (2005). CEN 14546:2005 Foodstuffs—Determination of trace elements—
Determination of total arsenic by hydride generation atomic absorption spectrometry
(HGAAS) after dry ashing.

Cerveira, C., Pozebon, D., De Moraes, D. P., & Silva De Fraga, J. C. (2015). Speciation of

inorganic arsenic in rice using hydride generation atomic absorption spectrometry



Bibliografia 93

(HG-AAS). Analytical Methods, 7(11), 4528-4534.
https://doi.org/10.1039/C5AY00563A

Degiovanni, V., Berrio, L. E., & Charry, R. E. (2010). Origen, taxonomia, anatomia y
morfologia de la planta de arroz (Oryza sativa L.). En Produccién eco-eficiente del
arroz en América Latina (pp. 35-59). Centro Internacional de Agricultura Tropical.

Dos Santos, G. M., Pozebon, D., Cerveira, C., & De Moraes, D. P. (2017). Inorganic arsenic
speciation in rice products using selective hydride generation and atomic absorption
spectrometry (AAS). Microchemical Journal, 133, 265-271.
https://doi.org/10.1016/j.microc.2017.03.025

Duerr, S. (2021). Bioicons. Bioicons. https://bioicons.com/

Ellison, S. L. R., & Williams, A. (2012). Quantifying uncertainty in analytical measurement
(3rd. ed). Eurachem.

European Commission. (2023). Commission Regulation (EU) 2023/915 of 25 April 2023 on
maximum levels for certain contaminants in food and repealing Regulation (EC) No
1881/2006.

FAO. (2023). FAOSTAT. https://www.fao.org/faostat/es/#data/QCL/visualize

FAO. (2025). Food Outlook — Biannual report on global food markets. FAO.
https://doi.org/10.4060/cd7448en

FEDEARROZ, F. N. D. A. (2023). Informacién de Importaciones.
https://www.fedearroz.com.co/es/fondo-nacional-del-arroz/investigaciones-
economicas/estadisticas-arroceras/importaciones-unpublish/

Ferreira, N., Henriques, B., Viana, T., Carvalho, L., Tavares, D., Pinto, J., Jacinto, J.,
Coldnia, J., & Pereira, E. (2023). Validation of a methodology to quantify macro,
micro, and potentially toxic elements in food matrices. Food Chemistry, 404,

134669. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2022.134669



94 Comparacién de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a

material de referencia de arsénico total en arroz

Fukagawa, N. K., & Ziska, L. H. (2019). Rice: Importance for Global Nutrition. Journal of
Nutritional Science and Vitaminology, 65(Supplement), S2-S3.
https://doi.org/10.3177/jnsv.65.S2

Ghanati, K., Hassan, J., Karbasi, M. H., & Paidar, L. (2021). Easy sample preparation and
non-chromatographic method for determination of inorganic and total arsenic in rice
samples. Analytical Chemistry Letters, 11(1), 131-139.
https://doi.org/10.1080/22297928.2021.1886985

Gold, V. (Ed.). (2019). The IUPAC Compendium of Chemical Terminology: The Gold Book
(4.2 ed.). International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).
https://doi.org/10.1351/goldbook

Hauswaldt, A.-L., Rienitz, O., Jahrling, R., Fischer, N., Schiel, D., Labarraque, G., &
Magnusson, B. (2012). Uncertainty of standard addition experiments: A novel
approach to include the uncertainty associated with the standard in the model
equation. Accreditation and Quality Assurance, 17(2), 129-138.
https://doi.org/10.1007/s00769-011-0827-5

Horwitz, W., & Albert, R. (2006). The Horwitz Ratio (HorRat): A Useful Index of Method
Performance with Respect to Precision. Journal of AOAC INTERNATIONAL, 89(4),
1095-1109. https://doi.org/10.1093/jacac/89.4.1095

ISO. (2024). ISO 33405:2024 Reference materials—Approaches for characterization and
assessment of homogeneity and stability.

ISO, I. O. for S. (2015). ISO Guide 33:2015 Reference materials—Good practice in using
reference materials.

ISO, I. O. for S. (2023). ISO 5725-1:2023 Accuracy (trueness and precision) of

measurement methods and results—Part 1: General principles and definitions.



Bibliografia 95

ISO, International Organization for Standarization. (2017). Guide 35:2017 Reference
materials Guidance for characterization and assessment of homogeneity and
stability.

JCGM, J. C. for G. in M. (2012). Vocabulario Internacional de metrologia Conceptos
fundamentales y generales, y términos asociados. Centro Espafiol de Metrologia.

Ji, A. J., Xu, G, Tao, L., Jiao, H. J., & Palmer, R. E. (2022). Criteria of Slope and
Endogenous Level for Selection of Matrix in the Quantitation of Endogenous
Compounds by LC-MS/MS. Bioanalysis, 14(11), 807-816.
https://doi.org/10.4155/bio-2022-0066

Kaur, R., Garkal, A., Sarode, L., Bangar, P., Mehta, T., Singh, D. P., & Rawal, R. (2023).
Understanding arsenic toxicity: Implications for environmental exposure and human
health. Journal of Hazardous Materials Letters, 100090.
https://doi.org/10.1016/j.hazl.2023.100090

Kelly, W. R., MacDonald, B. S., & Guthrie, W. F. (2008). Gravimetric Approach to the
Standard Addition Method in Instrumental Analysis. 1. Analytical Chemistry, 80(16),
6154-6158. https://doi.org/10.1021/ac702437f

Ketrin, R., Handayani, E. M., & Komalasari, |. (2017). Bracketing method with certified
reference materials for high precision and accuracy determination of trace cadmium
in drinking water by Inductively Coupled Plasma—Mass Spectrometry. AIP
Conference Proceedings, 1803, 020058. https://doi.org/10.1063/1.4973185

Kruschke, J. K. (2015). Doing Bayesian data analysis: A tutorial introduction with R, JAGS,
and Stan (Edition 2). Elsevier, Academic Press.

Kumarathilaka, P., Seneweera, S., Meharg, A., & Bundschuh, J. (2018). Arsenic

accumulation in rice (Oryza sativa L.) is influenced by environment and genetic



96 Comparacién de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a

material de referencia de arsénico total en arroz

factors. Science of The Total Environment, 642, 485-496.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.06.030

Langasco, |., Barracu, F., Deroma, M. A., Lépez-Sanchez, J. F., Mara, A., Meloni, P., Pilo,
M. I, Estrugo, A. S., Sanna, G., Spano, N., & Spanu, A. (2022). Assessment and
validation of ICP-MS and IC-ICP-MS methods for the determination of total,
extracted and speciated arsenic. Application to samples from a soil-rice system at
varying the irrigation method. Journal of Environmental Management, 302, 114105.
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2021.114105

Lilliefors, H. W. (1967). On the Kolmogorov-Smirnov Test for Normality with Mean and
Variance Unknown. Journal of the American Statistical Association, 62(318), 399-
402. https://doi.org/10.1080/01621459.1967.10482916

Linsinger, T. P. J., Pauwels, J., Van Der Veen, A. M. H., Schimmel, H., & Lamberty, A.
(2001). Homogeneity and stability of reference materials. Accreditation and Quality
Assurance, 6(1), 20-25. https://doi.org/10.1007/s007690000261

Mindak, W. R., & Dolan, S. P. (1999). Determination of Arsenic and Selenium in Food using
a Microwave Digestion—Dry Ash Preparation and Flow Injection Hydride Generation
Atomic Absorption Spectrometry. Journal of Food Composition and Analysis, 12(2),
111-122. https://doi.org/10.1006/jfca.1999.0814

Mir, K., Rutter, A., Koch, I., Smith, P., Reimer, K., & Poland, J. (2007). Extraction and
speciation of arsenic in plants grown on arsenic contaminated soils. Talanta, 72(4),
1507-1518. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2007.01.068

Muthayya, S., Sugimoto, J. D., Montgomery, S., & Maberly, G. F. (2014). An overview of
global rice production, supply, trade, and consumption. Annals of the New York

Academy of Sciences, 1324(1), 7-14. https://doi.org/10.1111/nyas.12540



Bibliografia 97

Nearing, M. M., Koch, I., & Reimer, K. J. (2014). Complementary arsenic speciation
methods: A review. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy, 99, 150-162.
https://doi.org/10.1016/j.sab.2014.07.001

Nugraha, W. C., Elishian, C., & Ketrin, R. (2017). Determination of total arsenic in fish by
hydride-generation atomic absorption spectrometry: Method validation, traceability
and uncertainty evaluation. /OP Conference Series: Earth and Environmental
Science, 60, 012036. https://doi.org/10.1088/1755-1315/60/1/012036

R Core Team. (2025). R: A Language and Environment for Statistical Computing [Software].
R Foundation for Statistical Computing. https://www.R-project.org/

Rokonuzzaman, M., Li, W. C., Man, Y. B., Tsang, Y. F., & Ye, Z. (2022). Arsenic
Accumulation in Rice: Sources, Human Health Impact and Probable Mitigation
Approaches. Rice Science, 29(4), 309-327.
https://doi.org/10.1016/j.rsci.2022.02.002

Sigrist, M., Hilbe, N., Brusa, L., Campagnoli, D., & Beldoménico, H. (2016). Total arsenic in
selected food samples from Argentina: Estimation of their contribution to inorganic
arsenic dietary intake. Food Chemistry, 210, 96-101.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.04.072

Thompson, M., Ellison, S. L. R., & Wood, R. (2002). Harmonized Guidelines for Single-
Laboratory Validation of Methods of Analysis: (IUPAC Technical Report) [Dataset].
De Gruyter. https://doi.org/10.1515/iupac.74.0084

USDA. (2023, septiembre 27). Rice Sector at a Glance. Economic Research Service.
https://www.ers.usda.gov/topics/crops/rice/rice-sector-at-a-glance/

Van Der Veen, A. M. H. (2017). Bayesian analysis of homogeneity studies in the production
of reference materials. Accreditation and Quality Assurance, 22(6), 307-319.

https://doi.org/10.1007/s00769-017-1292-6



98 Comparacién de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a

material de referencia de arsénico total en arroz

Welna, M., Szymczycha-Madeja, A., & Pohl, P. (2015). Comparison of strategies for sample
preparation prior to spectrometric measurements for determination and speciation of
arsenic in rice. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 65, 122-136.
https://doi.org/10.1016/j.trac.2014.11.007

WHO. (2014). Codex Alimentarius Commission—Geneva 14-18 July 2014.
https://www.fao.org/news/story/en/item/238558/icode/

WHO & FAO. (2016). Decisions from Day 1 of the Codex Alimentarius Commission. Codex
Alimentarius. https://www.fao.org/fao-who-
codexalimentarius/roster/detail/en/c/421755/

Ybanez, N., Cervera, M. L., Montoro, R., & De La Guardia, M. (1991). Comparison of dry
mineralization and microwave-oven digestion for the determination of arsenic in
mussel products by platform in furnace Zeeman-effect atomic absorption
spectrometry. J. Anal. At. Spectrom., 6(5), 379-384.
https://doi.org/10.1039/JA9910600379

Yu, H., Li, C., Tian, Y., & Jiang, X. (2020). Recent developments in determination and
speciation of arsenic in environmental and biological samples by atomic
spectrometry. Microchemical Journal, 152, 104312.

https://doi.org/10.1016/j.microc.2019.104312




  R i


  A i ( X )


  A i ( Y )


   |     x -  i −   x  M R C | ≤ k ∙    u  ( M R C ) 2 +   u (     x -  i ) 2


      x -  i


    x  M R C


  k


    u  ( M R C ) 2


    u (     x -  i ) 2


  u (     x -  i )  


      x -  i


  u  ( r e p )


  u ( m o d e l o )


  u (     x -  i )   =     x -  i      u ( r e p )  r e l 2 +     u ( m o d e l o )  r e l 2   . . .


  L O D =       y -  b + 3 ∙   s  b  m


  L O D =   3 , 3 ∙   s  b  m


      y -  b


    s  b


  m


  L O Q =   10 ∙   s  b  m


    A  i ( X )


    A  i ( Y )


    R  i


    𝜌  i


    m  i


    m  x ,   i


    m  z ,   i


    m  y ,   i


    R  i


    A  i ( X )


    A  i ( Y )


    𝛾  i


    𝜌  i


    w  i


    𝛾  i =   𝜌  i ∙   w  i


    w  i


    m  x ,   i


    w  x


    w  i =     m  x , i ∙   w  x +   m  z , i ∙   w  z    m  i


    w  i  ( X ) =     m  x , i ∙   w  x +   m  z , i ∙   w  z    m  i                                  


        w  i  ( Y ) =     m  y , i ∙   w  y    m  i


    R  i


    R  i =     A  i ( X )    A  i ( Y ) =     b ′ ∙   𝛾  i  ( X )    b  ′ ′ ∙   𝛾  i  ( Y ) =     b ′ ∙   𝜌  i ∙   w  i  ( X )    b  ′ ′ ∙   𝜌  i ∙   w  i  ( Y ) =     b ′ ∙   w  i  ( X )    b  ′ ′ ∙   w  i  ( Y )      


    R  i =       b ′ ∙ (   m  x , i ∙   w  x +   m  z , i ∙   w  z )    m  i    b  ′ ′ ∙ (     m  y , i ∙   w  y )    m  i =       b ′ ∙ ( m  x , i ∙   w  x +   m  z , i ∙   w  z )    b  ′ ′ ∙   m  y , i ∙   w  y


    R  i =     A  i ( X )    A  i ( Y ) =     b ′ ∙   𝛾  i  ( X )    b  ′ ′ ∙   𝛾  i  ( Y ) =     b ′ ∙   𝜌  i ∙   w  i  ( X )    b  ′ ′ ∙   𝜌  i ∙   w  i  ( Y ) =     b ′ ∙   w  i  ( X )    b  ′ ′ ∙   w  i  ( Y )    


    R  i =       b ′ ∙ (   m  x , i ∙   w  x +   m  z , i ∙   w  z )    m  i    b  ′ ′ ∙ (     m  y , i ∙   w  y )    m  i =       b ′ ∙ ( m  x , i ∙   w  x +   m  z , i ∙   w  z )    b  ′ ′ ∙   m  y , i ∙   w  y


    R  i ∙   m  y , i   =     b ′    b  ′ ′ ∙   w  y ∙  (   m  x , i ∙   w  x +   m  z , i ∙   w  z )


    R  i ∙     m  y , i    m  x , i =     b ′ ∙   m  x , i ∙   w  x    b  ′ ′ ∙   w  y ∙   m  x , i +     b ′ ∙   m  z , i ∙   w  z    b  ′ ′ ∙   w  y ∙   m  x , i


        R  i ∙     m  y , i    m  x , i ⏟  y =         b ′    b  ′ ′ ∙   w  y ∙   w  x ⏟  a +         b ′ ∙   w  z    b  ′ ′ ∙   w  y ⏟  b ∙         m  z , i    m  x , i ⏟  x        


  y =   a   + b x


    w  x =     a  b ∙   w  z


    b ′


    b  ′ ′


    𝛾  i


    𝜌  i


    w  i


    w  i  ( X )


    w  i  ( Y )


    R  i


    A  i ( X )


    A  i ( Y )


    m  i


    m  x ,   i


    m  z ,   i


    m  y ,   i


    w  x


    w  z


    w  y


    b ′


    b  ′ ′


    𝑨 𝒔  µ 𝒈     𝒌 𝒈  − 𝟏


    𝑨 𝒔  µ 𝒈     𝒌 𝒈  − 𝟏


      C  x −   C 1    C 2 −   C 1 =     y  x −   y 1    y 2 −   y 1


    C  x =  (    (   C 2 −   C 1 )  (   Y 2 −   Y 1 ) ×  (   Y  x −   Y 1 ) ) +   C 1


    x  i j = μ +  δ  i +  ε  i j


    x  i j


  𝜇


    x  i j


    𝛿  i


  𝜇


    𝜀  i j


    𝛿  i


    𝜎  e n t r e


    𝜀  i j


    𝜎  d e n t r o


    𝜎  e n t r e


    𝜎  d e n t r o


    M  d e n t r o


    M  e n t r e


    s  d e n t r o 2 =   M  d e n t r o


    s  e n t r e 2   =     M  e n t r e −   M  d e n t r o  n


    s  e n t r e 2


    u  e n t r e 2


    u  h o m


    u  e n t r e


    u  h o m =    u  e n t r e 2


    u  d e n t r o


    u  h o m =    u  e n t r e 2 +   u  d e n t r o 2


    n  r


    m  w


    x  i j k = μ +   A  i j +   B  j +  ε  i j k


    x  i j k


    n  r


    m  w


  𝜇


    x  i j k


    A  i j


    B  j


    𝜀  i j k


    A  i j ,     B  j   y     𝜀  i j k


    𝜎  e n t r e


    𝜎  c o r r i d a s


    𝜎  d e n t r o


    s  c o r r i d a s


    s  e n t r e


    s  d e n t r o


    M  B


    M  A


    M  d e n t r o


    s  d e n t r o 2 =   M  d e n t r o


    s  e n t r e 2 =     M  A −   M  d e n t r o    n 0


    s  c o r r i d a s 2 =     M  B −     n ′ 0 −   M  d e n t r o  n   b 0


    n 0 =     ∑  j = 1    n  r    ∑  i = 1    m  w  n −   ∑  j = 1    n  r   (     ∑  i = 1    m  w    n 2    ∑  i = 1    m  w  n )    ∑  j = 1    n  r    m  w −   n  r


      n ′ 0 =     ∑  j = 1    n  r   (     ∑  i = 1    m  w    n 2    ∑  i = 1    m  w  n ) −     ∑  j = 1    n  r    ∑  i = 1    m  w    n 2    ∑  j = 1    n  r    ∑  i = 1    m  w  n    n  r − 1


      n ′ 0 =     ∑  j = 1    n  r   (     ∑  i = 1    m  w    n 2    ∑  i = 1    m  w  n ) −     ∑  j = 1    n  r    ∑  i = 1    m  w    n 2    ∑  j = 1    n  r    ∑  i = 1    m  w  n    n  r − 1


  n   b 0 =     ∑  j = 1    n  r    ∑  i = 1    m  w  n −     ∑  j = 1    n  r     (   ∑  i = 1    m  w  n ) 2    ∑  j = 1    n  r    ∑  i = 1    m  w  n    n  r − 1


  n   b 0 =     ∑  j = 1    n  r    ∑  i = 1    m  w  n −     ∑  j = 1    n  r     (   ∑  i = 1    m  w  n ) 2    ∑  j = 1    n  r    ∑  i = 1    m  w  n    n  r − 1


      u  e n t r e = s  e n t r e =      M  e n t r e −   M  d e n t r o  n


    M  e n t r e ≥     M  d e n t r o


    u  e n t r e ∗   =      M  d e n t r o  n   2  a ( n − 1 ) 4


  P ( 𝜃 | X ) =   P ( X | 𝜃 ) ∙ P ( 𝜃 )  P ( X )


  P ( 𝜃 | X )   𝛼   P ( X | 𝜃 ) ∙   P ( 𝜃 )


    s  e n t r e


    C  x =     C  a l t o ∗  (   R  x −   R  b a j o ) +   C  b a j o ∗  (   R  a l t o −   R  x )    R  a l t o −   R  b a j o


    M  A ≤   M  d e n t r o


    y  i j k   ~     S tudent  𝜈  ( μ +   T  j +   B  i ,   𝜎 )


    y  i j k


    n  r


    m  w


  𝜇


    T  j


    ∑  j    T  j = 0


    B  i


    B  i ~ N ( 0 ,   𝜏 2 )


  𝜎


  𝜐


    B  i


    𝜏 2


    𝜏 2


  𝜇 ~ S t u d e n   t 3  ( 167 , 10 )


    T  j ~ S t u d e n   t 3  ( 0 , 8 )


  𝜎 ~ E x p o n e n c i a l  ( 1 )


    B  i ~ N o r m a l  ( 0 ,   𝜏 2 )


  𝜏 ~ E x p o n e n c i a l  ( 1 )


  𝜈 ~ G a m m a  ( 3 , 1 )


    y  i j k | 𝜇 ,   T  j ,   B  i , 𝜎 , 𝜈 ~   S t u d e n t  𝜈 ( 𝜇 +   T  j +   B  i ,   𝜎 )


  𝜇


    y  r e p


  y


    y  r e p  


  R e s i d u a l   e n   % =     r e s i d u a l  V a l o r   p r e d i c h o   × 100


  𝜏


  𝜇


      𝛽 1


      𝛽 2


      𝛽 3


      𝛽 4


  𝜎


  𝜈


  𝜏


    S  e n t r e


  𝜏


    S  e n t r e


  𝜏

