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Resumen y Abstract  VII 

 

Resumen 

 

Comparación 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. Así, en este trabajo, se produjeron 60 unidades de un prototipo de 

material de referencia de As en arroz con código INM-046-01. Al candidato a MRC se le 

determinó la homogeneidad mediante la medición del contenido de tAs usando plasma 

acoplado inductivamente con detección de masas (ICP-MS) y absorción atómica con 

generación de hidruros (HG-AAS). Ambas metodologías se validaron y con ellas se 

determinó la incertidumbre asociada a la homogeneidad del material piloto, la cual resultó 

ser aceptable y, así, el candidato MRC resultó 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.  

 

 



VIII Comparación 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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Introducción 
 
El arroz es un cereal de importancia mundial,  es el alimento básico para más de la mitad de 

la población mundial, especialmente en Asia, África subsahariana, y Sudamérica.(USDA, 

2023) Debido al alto consumo de arroz, la mayoría de la población está en riesgo de 

intoxicación con arsénico (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 más As, en comparación con otros cereales, debido a que 

usualmente, su cultivo implica que los suelos donde se siembra estén en condiciones de 

inundación.(Abedi & Mojiri, 2020) Así, el As que está en el suelo o en las aguas de riego llega 

más fácilmente a las raíces de la planta y es absorbido por transportadores de silicio y 

fósforo. A partir de allí, se transloca al xilema y al floema y de ahí llega a toda la planta, 

incluidas las semillas, las cuales cuando están maduras son cosechadas y se destinan al 

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

 

En los últimos años, las entidades internacionales, gubernamentales y regulatorias, han 

tomado acciones, han establecido límites y estandarizado métodos de medición de As en 

arroz que involucran la extracción asistida por microondas y la detección por espectrometría 

de masas a partir de una plasma acoplada inductivamente (ICP-MS) o espectroscopia de 

absorción atómica con generador de hidruros (HG-AAS). Sin embargo, en Colombia, la 

regulación nacional solo establece límites para el As en agua y en sal, por lo tanto, para los 

alimentos se usan los límites establecidos por el Codex Alimentarius. Por otra parte, los 

materiales de referencia certificados (MRC) para validar métodos de determinación de As 

total en arroz son costosos y de difícil 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 Metrología de Colombia (INMC) ha 

iniciado el proceso de producción de un prototipo de MRC de As en arroz y; así, dentro del 

contexto que se acaba de presentar, se encuentra este trabajo de maestría, cuyo objetivo 

principal fue la “comparación de los métodos estadísticos e instrumentales para la evaluación 

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

 

 



2 Introducción 

 

 

Para cumplir con el anterior objetivo, el trabajo se dividió en dos etapas: 

 i-) validación de dos técnicas analíticas para la determinación de tAs, que se encuentra en 

el capítulo 2 y ii-) producción y evaluación de la homogeneidad del material de referencia 

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

 

En la primera etapa se validaron las 2 metodologías para la determinación de tAs en arroz: 

ICP-MS y HG-AAS. Los parámetros para la validación fueron: selectividad, linealidad, límites 

de detección y cuantificación, precisión y veracidad. Los resultados de la validación 

mostraron que las 2 metodologías son adecuadas para la evaluación de la homogeneidad 

del candidato a MRC. 

 

En la segunda etapa se produjo el piloto a MRC de tAs en harina de arroz con código INM-

046-01, lote 240806, el cual resultó suficientemente homogéneo según los resultados de las 

pruebas de homogeneidad evaluadas con el análisis 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 seguían una distribución normal, la incertidumbre asociada a la homogeneidad 

se obtuvo usando estadística bayesiana. 

 

 

 

 

 

 

  

 



 

Objetivo general  

 

 

Validar y comparar los métodos de medición de As total en arroz mediante espectrometría 

de masas con plasma acoplado inductivamente y espectroscopia de absorción atómica con 

generador de hidruros. Los dos métodos mencionados se usarán para evaluar la 

homogeneidad de un prototipo de material de referencia de arsénico en arroz. 

Objetivos específicos                                                                                      
 

 

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 metodología para cuantificar As total en arroz (tAs) usando espectrometría 

de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), siguiendo los lineamientos 

de la guía de validación de métodos en análisis químico cuantitativo del instituto 

nacional de metrología de Colombia (INMC). 

3. Validar una metodología para cuantificar As total en arroz (tAs) usando la 

espectrofotometría de absorción atómica con generador de hidruros (HG-AAS), 

siguiendo los lineamientos de la guía de validación de métodos en análisis químico 

cuantitativo del instituto nacional de metrología 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 específicos 

anteriores. 



 

1. Marco teórico 

1.1 Arroz  

El arroz es la semilla de una planta semiacuática anual que cuenta con aproximadamente 22 

especies del género Oryza, de las cuales 20 son salvajes. Las dos especies más importantes 

para el consumo humano son Oryza sativa (conocida como arroz asiático o arroz) y Oryza 

glaberrima (conocida como arroz africano) (Muthayya et al., 2014). El fruto del arroz es una 

cariópside, que consta de endospermo y de varias capas exteriores de células: la aleurona, 

el tegumento y el pericarpio. En este fruto, el embrión de la semilla esta adherido por un lado 

a la pared del ovario maduro o pericarpio y, por el otro, está rodeado por el endospermo. La 

semilla como tal consta entonces de embrión 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 eliminación 

del salvado, con la consiguiente pérdida de algunos nutrientes, incluidas grasas, proteínas, 

fósforo, calcio, vitaminas B, y fitoquímicos, pero preserva intacto el endospermo de almidón. 

El arroz blanco constituye una gran fuente de calorías, pero también provee minerales 

importantes (como magnesio, manganeso, selenio, hierro y fósforo), vitaminas (tiamina, 

niacina y ácido fólico) y fitoquímicos bioactivos como polifenoles, antocianinas y flavonoides. 

Por otra parte, el salvado del arroz es rico en tocoferoles, aminoácidos y fibra.(Fukagawa & 

Ziska, 2019)           

 

La planta de arroz presenta diversos fenotipos y características agronómicas 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: índica y japónica. El tipo de arroz más comercializado y producido a nivel 

mundial es la subespecie índica, 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 Producción y consumo de arroz 

Según la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) 

la producción de arroz entre los años 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 Sudamérica, el mayor productor fue Brasil con 11’660.603 toneladas, 

seguido de Perú 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 Boletín técnico de la encuesta nacional de arroz 

mecanizado elaborado por el Departamento Administrativo Nacional de Estadística (DANE) 

y el Fondo nacional del arroz (FEDEARROZ) reportó que el área sembrada de arroz 

mecanizado en Colombia fue de 407.043 hectáreas. Los departamentos con mayor área 

sembrada son Casanare, Meta, Tolima y Huila, con una producción de arroz de 115.599; 

98.466; 357.126 y 131.874 toneladas por semestre, respectivamente. A pesar de la alta 

producción arrocera del país, Colombia importa arroz de países como Estados Unidos. En el 

2022, Colombia importó cerca de 254.021 toneladas de arroz paddy seco (FEDEARROZ, 

2023). 

1.1.2 Acumulación de arsénico en el arroz 

El arroz se ve más seriamente afectado por la contaminación de As que otros cultivos de 

cereales debido a que los suelos arroceros bajo las prácticas convencionales están sujetos 

a condiciones de inundación y no inundación, durante las etapas inicial y final del crecimiento 

del arroz, respectivamente. Durante las condiciones de inundación, el agua reemplaza la 

fase gaseosa en la matriz del suelo y de forma secuencial o simultánea una serie de 

reacciones redox tienen lugar: ocurre la reducción de Mn(IV), Fe(III) y SO4
2-, y la 

metanogénesis. El arseniato, As(V), en la matriz del suelo se convierte en arsenito, As(III), 

que tiene una mayor movilidad que el As(V), cuando el potencial redox (Eh) se vuelve más 

negativo (Kumarathilaka et al., 2018).  

Las especies inorgánicas de arsénico son las que predominan en el suelo y el agua del 

cultivo de arroz. En el suelo, bajo condiciones aeróbicas, predomina el arseniato, As(V), 

mientras que el arsenito, As(III), es la forma predominante en condiciones de inundación. 
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Ambos compuestos acuosos de As inorgánico son tóxicos 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 orgánicos de Arsénico, se 

definen como aquellos que contienen enlaces As-carbono, y están presentes en el suelo 

debido a la actividad microbiana. Las especies orgánicas de arsénico reportadas con mayor 

frecuencia en los sistemas de suelo - agua de arroz  son: el ácido monometilarsónico (MMA) 

y el ácido dimetilarsínico (DMA) (Abedi & Mojiri, 2020). En la Figura 1-1 se presentan las 

estructuras y abreviaturas de algunos de los compuestos de As más comunes.(Nearing et al., 

2014) 

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

dibujadas usando KingDraw versión 3.0. 

 

 

 Ahora, el As(V) entra en las raíces de la planta de arroz a través de transportadores de 

fosfatos y, el As(III) y las especies orgánicas de arsénico entran por canales de acuaporinas 

en las raíces responsables del tránsito de silicio. A partir de la captación de especies de As 

en las raíces ocurren diversos mecanismos de transporte mediados por proteínas específicas 

que resultan en la translocación del As a través del xilema y su acumulación 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 inorgánicos de arsénico 

están clasificados en el grupo 1 denominado “Carcinógeno para humanos” según la Agencia 

Internacional para la Investigación sobre el Cáncer (IARC). (Baan et al., 2019).  

Diversos estudios demuestran que la exposición crónica a bajos niveles de As en el agua 

puede provocar lesiones en la piel; incluso la exposición a bajos niveles de As inorgánico se 

ha asociado con un mayor riesgo a varios tipos de cáncer, como cáncer de piel, pulmón, 

vejiga y riñón. Además, la exposición a este metaloide puede contribuir a enfermedades 

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

Sin embargo, el intento de establecer un límite de dosis diaria recomendada para un 

elemento tan tóxico no es una tarea sencilla. En el 2023 la Comisión europea estableció el 

máximo límite permitido de As inorgánico, suma de As(III) y As(V), en diferentes productos 

de arroz.  En arroz pulido o blanco el límite es de 0,15 mg kg-1, para el arroz integral, en la 

harina de arroz es de 0,25 mg kg-1 y para los alimentos infantiles y preparados para lactantes 

es de 0,020 mg kg-1.(European Commission, 2023) La organización mundial de la salud en 

el Codex Alimentarios en 2014 fijo el nivel máximo permitido de As inorgánico (iAs) en arroz 

blanco en 0,2 mg kg-1 (WHO, 2014) y en 2016 fijó el máximo nivel permitido de arsénico en 

arroz integral en 0,35 mg kg-1. (WHO & FAO, 2016) 

Ahora, la legislación sobre los niveles máximos cambia según el país. En China, el nivel 

máximo de arsénico inorgánico en arroz es de 0,15 mg kg-1, en Brasil el límite es de 0,30 mg 

kg-1 de arsénico total.(Langasco et al., 2022) En Colombia no existe límite máximo permitido 

de As en arroz, existe regulación para As en agua para consumo humano y agua destinada 

a fines agrícolas y límite máximo para As en sal, por lo que se usan los límites establecidos 

en el Codex Alimentarios. Según la resolución 4506 de 2013 del ministerio de salud y 

protección social se establece un límite máximo permitido de 0,5 mg kg-1 de As en sal, por 

otra parte, según la resolución 2115 de 2007 del Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio 

de Colombia, el límite máximo permitido de arsénico en agua para consumo humano es de 

0,01mg L-1 y; según el artículo 40 del Decreto 1594 de 1984 del ministerio de Salud el límite 

máximo permitido de As en aguas usadas para fines agrícolas es de 0,2 mg L-1. 



 

 

2. Desarrollo y validación de metodologías 
para la cuantificación de arsénico total (tAs) 
en arroz 

2.1 Técnicas analíticas utilizadas en la determinación del 
contenido de arsénico total en arroz 

Los métodos convencionales para la cuantificación de As son los espectrofotométricos, los 

espectroscópicos y los electroquímicos. Los métodos electroquímicos son considerados 

amigables debido a su bajo costo, corto tiempo de análisis 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 atómica (AFS), la espectroscopia de absorción atómica 

(AAS), la espectroscopia de emisión atómica de plasma acopado inductivamente (ICP-OES) 

y la espectrometría 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 espectroscópicos, son los más usados y aceptados para la 

determinación 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 analíticas para la cuantificación de As 

total (tAs) en arroz: i.  ICP-MS con método de adición estándar y corrección de estándar 

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

2.1.1 Espectrometría 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 únicas de la interacción partícula-plasma mejorada mediante ICP en 

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

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

acuosas), robustez de la instrumentación y la comodidad que ofrece un software fácil de 

usar. Sin embargo, en el análisis de muestras reales, la matriz suele representar un desafío 
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para la precisión del análisis. Esto se ha solucionado, parcialmente, mediante estrategias 

avanzadas de introducción de muestras.(Brenner, 2010) 

Las mediciones con ICP-MS son las más confiables y aceptadas debido a sus bajos límites 

de detección, selectividad y confiabilidad en los resultados. Sin embargo, esas mismas 

características que hacen al ICP-MS el método a elegir, hacen que sus costos de adquisición 

y mantenimiento sean inalcanzables para muchos laboratorios de análisis. Así, se suele 

recurrir a otras técnicas para la medición de As, entre las que se destaca la 

espectrofotometría de absorción atómica con generación de hidruros (HG-AAS). (Welna 

et al., 2015) 

2.1.2 Espectrofotometría de absorción atómica con generador de 
hidruros HG-AAS 

El uso de la generación de hidruros (HG) es especialmente beneficiosa para cuantificar el 

As, ya que minimiza las interferencias químicas y espectrales y determina el As con límites 

de detección (LOD) bajos. El hidruro de As volátil correspondiente se genera mediante la 

reacción de disoluciones de la muestra con disoluciones de un agente reductor (NaBH4 o 

KBH4) en HCl.(Welna et al., 2015) Para obtener buenos resultados usando esta técnica es 

necesario tener en cuenta que se requieren varios pasos previos al análisis, puesto que, 

usualmente, las muestras requieren calcinación y prereducción.  

En el caso de la calcinación, se pueden presentar pérdidas por volatilización del As. El 

anterior inconveniente se puede contrarrestar agregando a la muestra “suspensiones 

adyuvantes de la calcinación” (generalmente suspensiones de Mg) y; con una oxidación de 

la muestra, previa a la calcinación, en la que se oxidan las especies de As, potencialmente 

volátiles, con HNO3 .(Mindak & Dolan, 1999) 

Las especies de As, comúnmente encontradas en el arroz, como el As(III), el As(V) y el DMA, 

se hacen reaccionar con NaBH4 para formar el hidruro volátil correspondiente. Ahora, aunque 

todas las especies de arsénico inorgánico pueden ser convertidas en arsina (AsH3) y 

posteriormente transferidas a fase de vapor, la reacción depende de las condiciones, la 

eficiencia y la velocidad en la formación de la arsina, la cual, a su vez, depende de si se tiene 

As(III) o As(V). Entonces, para asegurar que se mide el As total, se usan agentes pre-
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reductores (como el KI) para tener todo el As de la muestra como As(III) (Cerveira et al., 

2015). 

2.1.3 Parámetros de desempeño de un método analítico 

En las últimas décadas han aumentado los esfuerzos de investigadores, científicos, 

laboratorios comerciales y agencias gubernamentales para establecer metodologías que 

permitan la determinación de As en alimentos. La validación de estos métodos es obligatoria 

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

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

por ejemplo: 

1. El método del Comité Europeo de Normalización (CEN) EN 16802:2016 para la 

determinación de iAs en alimentos de origen marino y vegetal usando intercambio 

iónico, HPLC-ICP-MS. 

2. El método CEN/TS 16731:2014 para la determinación de compuestos de As en arroz 

usando AAS luego de una extracción ácida. 

3. El método chino GB5009.11-2014 para determinar arsénico total en alimentos por 

ICP-MS y HG-AFS luego de una extracción asistida con microondas. 

4. El método de la Asociación oficial de químicos analíticos (AOAC) Method 2015.01 

para la determinación de metales pesados (incluyendo tAs) en alimentos usando ICP-

MS luego de una extracción asistida con microondas. 

 

El Vocabulario Internacional de Metrología (VIM) (JCGM, 2012) define la validación como la 

verificación de que los requisitos especificados son adecuados para un uso previsto. 

Teniendo esto en cuenta, en una validación 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 

parámetros de validación y sus criterios de aceptación. Dependiendo de los resultados 

obtenidos en la evaluación de los parámetros se puede comprobar que el método si cumple 

con los requisitos para su uso. Según la guía de validación del INM (Ahumada et al., 2023), 

para los métodos cuantitativos, la selectividad, precisión y veracidad siempre deben ser 

evaluados y si es relevante, se deben evaluar la linealidad, la precisión intermedia, la 
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robustez y los límites de detección y cuantificación. En este trabajo se evaluaron los 

siguientes parámetros: 

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 evalúa en un intervalo de concentraciones para determinar el 

intervalo lineal, en el que se establece un límite inferior y un límite superior de concentración 

donde la relación entre la concentración y la respuesta analítica tiene un comportamiento 

lineal. 

Exactitud. La exactitud que incluye la precisión y la veracidad la define la ISO 5725-1:2023 

(ISO, 2023) como la proximidad de concordancia entre el resultado de una medición y el 

valor de referencia aceptado. La evaluación de este parámetro aplicado a resultados de 

pruebas experimentales involucra la estimación de efectos sistemáticos asociados al sesgo 

o al porcentaje de recuperación y de efectos aleatorios asociados a la precisión. 

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 máximo de significancia, para que el sesgo no sea 

significativo. El valor máximo de significancia es la combinación de incertidumbres donde se 

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

|𝑥̅𝑖 − 𝑥𝑀𝑅𝐶| ≤ 𝑘 ∙ √𝑢(𝑀𝑅𝐶)
2 + 𝑢(𝑥̅𝑖)

2 Ecuación 2.1 

 

Donde 𝑥̅𝑖 es el promedio de los resultados de la medición del MRC, 𝑥𝑀𝑅𝐶 es el valor 

certificado del MRC, 𝑘 es el factor de cobertura, 𝑢(𝑀𝑅𝐶)2 la incertidumbre estándar del MRC 

y 𝑢(𝑥̅𝑖)
2 es la incertidumbre estándar de los resultados de la medición del MRC o 

simplemente incertidumbre de la medición. 

Incertidumbre de medición 

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

medida como: “Parámetro no negativo que caracteriza la dispersión de los valores atribuidos 
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a un mensurando, a partir de la información que se utiliza”. En la práctica la incertidumbre de 

la medición 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 medición y la variación aleatoria. (Ellison & Williams, 2012) 

La incertidumbre de la medición 𝑢(𝑥̅𝑖)  es una incertidumbre estándar combinada y se calcula 

como lo muestra la Ecuación 2.2, la cual es la raíz cuadrada de la varianza total obtenida al 

combinar todas las fuentes de incertidumbre multiplicada por el promedio de las mediciones 

del MRC 𝑥̅𝑖. En este caso, 𝑢(𝑟𝑒𝑝) es la incertidumbre estándar relativa asociada a la 

repetibilidad, 𝑢(𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜) es la incertidumbre estándar relativa asociada al modelo usado en 

la cuantificación, y las demás fuentes de incertidumbre también se expresan como 

incertidumbres estándar relativas. (Ellison & Williams, 2012) 

𝑢(𝑥̅𝑖)  = 𝑥̅𝑖√ 𝑢(𝑟𝑒𝑝)𝑟𝑒𝑙
2 + 𝑢(𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜)𝑟𝑒𝑙

2  . . . 
Ecuación 2.2 

 

Límite de detección. El límite de detección según la IUPAC (Gold, 2019) expresado en 

concentración se deriva de la medición más pequeña que puede ser detectada con certeza 

razonable para un procedimiento analítico determinado. La IUPAC propone el cálculo del 

límite de detección usando 10 blancos y las siguientes ecuaciones: 

𝐿𝑂𝐷 =
𝑦̅𝑏 + 3 ∙ 𝑠𝑏

𝑚
 

Ecuación 2.3 

𝐿𝑂𝐷 =
3,3 ∙ 𝑠𝑏
𝑚

 
Ecuación 2.4 

 

Donde LOD es el límite de detección, 𝑦̅𝑏es el promedio de las respuestas de los 10 blancos, 

𝑠𝑏 es la desviación estándar de las respuestas de los blancos y 𝑚 es la pendiente de la curva 

de calibración. La Ecuación 2.3 se usa cuando no se corrige por blancos y la Ecuación 2.4 

se usa cuando si se corrige por blancos. El límite de cuantificación (LOQ) se calcula a partir 

de la Ecuación 2.5. 



Desarrollo y validación de metodologías para la cuantificación de arsénico total 

(tAs) en arroz 

13 

 

𝐿𝑂𝑄 =
10 ∙ 𝑠𝑏
𝑚

 
Ecuación 2.5 

 

2.2 Determinación de Arsénico total usando ICP-MS y el 
método de adición estándar con corrección de estándar 
interno gravimétrico 

La metodología usada para la cuantificación de As total en arroz (tAs) está basada en el 

método 2015.01 de la AOAC  (AOAC, 2015). En el desarrollo de la metodología se estudiaron 

las variables: 

1. Rampa de temperatura de la digestión ácida asistida con microondas. 

2. Elemento y concentración del estándar interno. 

3. Selección del método de cuantificación entre el método de calibración externa y el 

método de adición estándar con corrección de estándar interno gravimétrico. 

4. Humedad y corrección por blancos. 

2.2.1 Materiales y métodos 

• Reactivos 

La disolución concentrada de arsénico 984,8 ± 2,5 mg kg-1 está certificada por el Instituto 

Nacional de Metrología de Eslovaquia (Bratislava, Eslovaquia). Los estándares internos (Ge 

997 ± 6 mg kg-1 y U 9,80 ± 0,2 mg kg-1) y los reactivos para la digestión HNO3 (68% m/m) y 

H2O2 (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). El HNO3 fue purificado por subdestilación. El agua ultrapura (resistividad 

mayor a 18 MΩ cm) fue obtenida de una unidad de purificación Elga Purelab flex (Elga, 

Marlow, Reino Unido).  

Con los estándares certificados, mencionados anteriormente, se prepararon las disoluciones 

de arsénico y la mezcla de estándares internos, el procedimiento se especifica a 

continuación: 



14 Comparación de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a 

material de referencia de arsénico total en arroz 

 

o Disoluciones de arsénico 

 

Los niveles de las curvas de calibración externa y las disoluciones de As para las adiciones 

estándar se prepararon a partir de una solución de trabajo C. Esta solución se obtuvo 

partiendo de un MRC de arsénico con una concentración certificada de 984,8 ± 2,5 mg kg-1. 

A partir de este MRC se realizaron diluciones sucesivas en HNO3 1% m/m (disoluciones A y 

B) para finalmente obtener la solución de trabajo C con concentración aproximada de 10 µg 

kg-1. El esquema de preparación y las concentraciones de estas disoluciones se presentan 

en la Figura 2-1. 

 

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

 

 

o Disoluciones de estándar interno 

 

Para todas las disoluciones medidas en ICP-MS ya sean muestras o estándares se requiere 

la adición de un estándar interno. Entonces, se preparó una mezcla de trabajo F con 

concentraciones de 3 µg kg-1 de germanio y 3 µg kg-1 uranio. Se partió de un MRC de Ge de 

concentración certificada 997 ± 6 mg kg-1, la cual se diluyó con HNO3 1% m/m para obtener 

la solución D. Simultáneamente, se diluyó un MRC de U de concentración certificada 9,8 ± 

0,2 mg kg-1 con HNO3 1% m/m para obtener la disolución E. La mezcla de las disoluciones D 

y E dieron origen a la disolución de trabajo F en HNO3 1% m/m. Este esquema de preparación 

y las concentraciones utilizadas se presentan en la Figura 2-2. 
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Figura 2-2 Esquema de preparación de la disolución de estándares internos 

 

• Instrumentación 

Se usó un ICP-MS con cuadrupolo NEXION 300D y automuestreador (PerkinElmer, 

Pensilvania, Estados Unidos). El plasma fue generado usando argón (99,990%), flujo de 

nebulización de 0,7 L min-1 y potencia de 1300 W. La posición de la antorcha, los lentes y la 

salida de gases se optimizaron a diario con una solución de optimización (1 µg kg-1 de Be, 

Ce, Fe, In, Li, Hg, Pb y U en 1% m/m de HNO3) para maximizar las señales de los iones y 

minimizar las interferencias de los iones poliatómicos. Antes de cada medición las 

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

En la extracción asistida con microondas se usó 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 digestión se puede 

programar variando la temperatura o la potencia. La temperatura dentro de los viales se 

registró continuamente con un sensor infrarrojo. 

En todas las preparaciones gravimétricas de las disoluciones se usó una balanza XP504 

(Mettler Toledo, Ohio, Estados Unidos). En la determinación de la humedad se usó 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.  
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• Tratamiento de la muestra 

 

Digestión ácida asistida con microondas. 

La metodología de este trabajo está 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 determinación de arsénico, cadmio, plomo y mercurio en niveles traza en 

muestras de comida incluyendo arroz. Sin embargo, dicho método se modificó, en varios 

puntos, en el presente trabajo, según se describe a continuación, junto con los demás 

detalles del tratamiento de la muestra. 

La cantidad de muestra usada en la digestión se aumentó de 0,25 g a 0,5 g. Este cambio se 

realizó teniendo en cuenta que la concentración de arsénico total esperado en el arroz era 

menor al límite máximo permitido establecido en Brasil de 0,30 mg kg-1. Este límite se escogió 

por la cercanía geográfica entre Brasil y Colombia y por ser el único que especifica la 

concentración de arsénico total en arroz. El aumento de la masa de arroz, también se justifica 

porque con 0,25 g y luego de la digestión y las diluciones usadas para la medición por ICP-

MS, la concentración de As medida sería menor a 1 µg kg-1, una concentración 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 

estándar 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 estándar interno, pero dado que en el INMC no se tienen disoluciones de dicho 

elemento, se tuvo que reemplazar. Así, se evaluaron, como estándares internos: Ge y U. La 

rampa de temperatura de la digestión ácida asistida por microondas también fue modificada 

según se ve en la Figura 2-3.  
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Figura 2-3. Comparación entre el programa de calentamiento usado en el horno microondas 
de la AOAC y el usado en este trabajo para la digestión ácida de arroz.  

 

 

Según el método original (AOAC, 2015) los 2 primeros pasos del programa de digestión son 

pasos de predigestión. Teniendo en cuenta que al aumentar la masa de la muestra la 

eficiencia de la digestión se puede ver afectada negativamente al no alcanzar las altas 

temperaturas esperadas (Anton Paar, 2025), se extendió el tiempo de predigestión para 

garantizar la oxidación de la materia orgánica.  

Teniendo en cuenta los ajustes que se acaban de describir y luego de la optimización, el 

tratamiento de la muestra se puede resumir así: 

1. Se molieron aproximadamente 150 g de arroz comercial adquirido en mercados 

locales. 

2. El polvo de arroz fue cernido con un tamiz de 315 µm. 

3. Aproximadamente 0,5 g de arroz, molido y tamizado, fueron añadidos a los viales de 

digestión junto con 4 mL de HNO3 (68 % m/m) y 1mL de H2O2 (30 % m/m). 

4. Las muestras de arroz se llevaron al microondas para su digestión, 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 radiación del microondas que genera el instrumento puede ser apagada de 
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manera instantánea, de esta forma el calentamiento en la muestra se detiene 

por completo y con ayuda del sistema de ventilación y el flujo de aire dirigido 

se logra un enfriamiento rápido 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 digestión, 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 analítica se completó 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 agregó la mezcla de 

estándares internos correspondiente, esta dilución se lleva a medición en el ICP-MS. Algunas 

disoluciones se fortificaron para los ensayos de selectividad y otras fueron usadas en la 

adición patrón. 

• Calibración analítica 

En general, la calibración por adición estándar suele usarse en disoluciones acuosas 

preparadas volumétricamente. En el 2008, Kelly tomó un acercamiento gravimétrico al 

método de adición estándar (Kelly et al., 2008) y en 2011 Hauswaldt llevó ese acercamiento 

gravimétrico a la adición estándar cuando se usa un estándar interno (Hauswaldt et al., 

2012), de esta última referencia se tomó el modelo matemático usado en este trabajo. 

 En la Figura 2-4 se representa el método de adición estándar gravimétrico combinado con 

estándar interno, en el cual las soluciones i contienen la mezcla de la muestra x con 

concentración desconocida, diferentes cantidades de estándar del analito de interés z, 

solvente y un estándar interno. Al medir estas disoluciones i se obtiene una respuesta para 

la muestra 𝐴𝑖(𝑋) y una para el estándar interno 𝐴𝑖(𝑌), con las que se calcula el cociente 

entre las 2, que llamaremos  𝑅𝑖. Las disoluciones i tienen una densidad 𝜌𝑖 y una masa 𝑚𝑖 la 

cual contiene la masa de la muestra x 𝑚𝑥,𝑖, la masa del analito de interés z 𝑚𝑧,𝑖 y la masa 

del estándar interno y 𝑚𝑦,𝑖.  
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Figura 2-4. Método de adición estándar gravimétrico. La medición de las disoluciones  𝑅𝑖, 
permite calcular la relación entre la respuesta de la muestra 𝐴𝑖(𝑋) y la respuesta del estándar 

interno 𝐴𝑖(𝑌). 

 

Adaptado de (Hauswaldt et al., 2012)  

A continuación, se presentan las ecuaciones del modelo matemático para este método. Los 

símbolos usados se encuentran en la Tabla 2-1. La concentración del analito en la disolución 

i, 𝛾𝑖, está relacionada con la densidad de la disolución i, 𝜌𝑖, y la fracción másica del analito 

en la disolución i, 𝑤𝑖, como se muestra en la Ecuación 2.6,  

𝛾𝑖 = 𝜌𝑖 ∙ 𝑤𝑖 Ecuación 2.6 

La fracción másica del analito en la disolución i, 𝑤𝑖, se relaciona con la masa de la muestra, 

𝑚𝑥,𝑖 , la fracción másica del analito de interés en la muestra, 𝑤𝑥, y el estándar interno 

según Ecuación 2.7,  

Ecuación 2.8 y  

Ecuación 2.9. 

𝑤𝑖 =
𝑚𝑥,𝑖 ∙ 𝑤𝑥 +𝑚𝑧,𝑖 ∙ 𝑤𝑧

𝑚𝑖
 

Ecuación 2.7 
 

 

𝑤𝑖(𝑋) =
𝑚𝑥,𝑖 ∙ 𝑤𝑥 +𝑚𝑧,𝑖 ∙ 𝑤𝑧

𝑚𝑖
                  

 
Ecuación 2.8 
 

 

  𝑤𝑖(𝑌) =
𝑚𝑦,𝑖 ∙ 𝑤𝑦

𝑚𝑖
 

 
Ecuación 2.9 
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La relación entre las respuestas, 𝑅𝑖, y la fracción másica se muestra en la Ecuación 2.10 

 

𝑅𝑖 =
𝐴𝑖(𝑋)

𝐴𝑖(𝑌)
=
𝑏′ ∙ 𝛾𝑖(𝑋)

𝑏′′ ∙ 𝛾𝑖(𝑌)
=
𝑏′ ∙ 𝜌𝑖 ∙ 𝑤𝑖(𝑋)

𝑏′′ ∙ 𝜌𝑖 ∙ 𝑤𝑖(𝑌)
=
𝑏′ ∙ 𝑤𝑖(𝑋)

𝑏′′ ∙ 𝑤𝑖(𝑌)
    

 

𝑅𝑖 =
𝑏′ ∙ (𝑚𝑥,𝑖 ∙ 𝑤𝑥 +𝑚𝑧,𝑖 ∙ 𝑤𝑧) 𝑚𝑖⁄

𝑏′′ ∙ (𝑚𝑦,𝑖 ∙ 𝑤𝑦) 𝑚𝑖⁄
=
𝑏′ ∙ (𝑚𝑥,𝑖 ∙ 𝑤𝑥 +𝑚𝑧,𝑖 ∙ 𝑤𝑧)

𝑏′′ ∙ 𝑚𝑦,𝑖 ∙ 𝑤𝑦
 

 
 

 
 

Ecuación 2.10 

 

La Ecuación 2.10 puede escribirse como una ecuación lineal, y = a + b∙x, donde b es la 

pendiente y a es el intercepto como se muestra en la  

 

 

 

 

 

 

Ecuación 2.11. 
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𝑅𝑖 =
𝐴𝑖(𝑋)

𝐴𝑖(𝑌)
=
𝑏′ ∙ 𝛾𝑖(𝑋)

𝑏′′ ∙ 𝛾𝑖(𝑌)
=
𝑏′ ∙ 𝜌𝑖 ∙ 𝑤𝑖(𝑋)

𝑏′′ ∙ 𝜌𝑖 ∙ 𝑤𝑖(𝑌)
=
𝑏′ ∙ 𝑤𝑖(𝑋)

𝑏′′ ∙ 𝑤𝑖(𝑌)
   

 
 

𝑅𝑖 =
𝑏′ ∙ (𝑚𝑥,𝑖 ∙ 𝑤𝑥 +𝑚𝑧,𝑖 ∙ 𝑤𝑧) 𝑚𝑖⁄

𝑏′′ ∙ (𝑚𝑦,𝑖 ∙ 𝑤𝑦) 𝑚𝑖⁄
=
𝑏′ ∙ (𝑚𝑥,𝑖 ∙ 𝑤𝑥 +𝑚𝑧,𝑖 ∙ 𝑤𝑧)

𝑏′′ ∙ 𝑚𝑦,𝑖 ∙ 𝑤𝑦
 

 

𝑅𝑖 ∙ 𝑚𝑦,𝑖  =
𝑏′

𝑏′′ ∙ 𝑤𝑦
∙ (𝑚𝑥,𝑖 ∙ 𝑤𝑥 +𝑚𝑧,𝑖 ∙ 𝑤𝑧) 

 

𝑅𝑖 ∙
𝑚𝑦,𝑖

𝑚𝑥,𝑖
=
𝑏′ ∙ 𝑚𝑥,𝑖 ∙ 𝑤𝑥
𝑏′′ ∙ 𝑤𝑦 ∙ 𝑚𝑥,𝑖

+
𝑏′ ∙ 𝑚𝑧,𝑖 ∙ 𝑤𝑧
𝑏′′ ∙ 𝑤𝑦 ∙ 𝑚𝑥,𝑖

 

 

𝑅𝑖 ∙
𝑚𝑦,𝑖

𝑚𝑥,𝑖⏟    
𝑦

=
𝑏′

𝑏′′ ∙ 𝑤𝑦
∙ 𝑤𝑥

⏟      
𝑎

+
𝑏′ ∙ 𝑤𝑧
𝑏′′ ∙ 𝑤𝑦⏟    

𝑏

∙
𝑚𝑧,𝑖
𝑚𝑥,𝑖⏟
𝑥

     

 

𝑦 =  𝑎 + 𝑏𝑥 

 

𝑤𝑥 = 
𝑎

𝑏
∙ 𝑤𝑧 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Ecuación 2.11 

 

Las sensibilidades 𝑏′ y 𝑏′′ se calculan de acuerdo a las pendientes calculadas en las 

curvas de calibración. 

Tabla 2-1. Símbolos usados en el modelo matemático del método de adición estándar 
gravimétrico combinado con estándar interno. 

Símbolo Significado o cantidad 

𝛾𝑖 Concentración del analito en la disolución i  

𝜌𝑖 Densidad de la disolución i 

𝑤𝑖 Fracción másica de la disolución i 

𝑤𝑖(𝑋) Fracción másica del analito en la disolución i 

𝑤𝑖(𝑌) Fracción másica del estándar interno en la disolución i 
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𝑅𝑖 Cociente entre las respuestas para la muestra y el estándar interno  

𝐴𝑖(𝑋) Respuesta para la muestra del analito en la disolución i 

𝐴𝑖(𝑌) Respuesta para la muestra del estándar interno en la disolución i 

𝑚𝑖 Masa de la disolución i 

𝑚𝑥,𝑖 Masa de la muestra x en la disolución i 

𝑚𝑧,𝑖 Masa añadida del estándar del analito de interés z en la disolución i 

𝑚𝑦,𝑖 Masa del estándar interno en la disolución i 

𝑤𝑥 Fracción másica del analito en la muestra x 

𝑤𝑧 Fracción másica del analito en el estándar del analito de interés z 

𝑤𝑦 Fracción másica del estándar interno 

𝑏′ Sensibilidad del analito de interés  

𝑏′′ Sensibilidad del estándar interno 

2.2.2 Resultados y discusión 

Selección del estándar interno 

El estándar interno en ICP-MS es crucial para la corrección de la deriva instrumental; por 

tanto, su selección fue un paso importante en el desarrollo del método. Los criterios para 

elegir el mejor estándar interno fueron: la disponibilidad, la similitud con el analito de interés, 

la intensidad de señal en los blancos, el coeficiente de variación porcentual (CV%), la 

sensibilidad y la correlación lineal (R2) en las curvas de calibración externa. Luego de escoger 

el estándar interno es necesario seleccionar la concentración óptima del mismo. 

En el INMC están disponibles las disoluciones de concentración certificada de Ge y U (72Ge 

y 74Ge, 238U). El U se descartó por su marcada diferencia en el peso atómico respecto del 

75As. 

Con el objetivo de identificar interferencias o señales que pudiesen afectar los resultados 

para el As, se midieron 5 blancos de reactivos (los blancos de reactivos se prepararon 

diluyendo HNO3 68% con agua ultrapura en la misma proporción de las muestras), se 

registraron las señales en cuentas por segundo (CPS) de los isotopos cercanos al 75As: 72Ge, 
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74Ge, 73Ge, 77Se y 71Ga. Los resultados de las mediciones se presentan en la Tabla 2-2. Es 

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

Tabla 2-2. Respuesta instrumental en ICP-MS del blanco de reactivos para el 75As y para 
algunos de los isotopos más cercanos. CPS: Cuentas por segundo.  

Blanco 75As (CPS) 72Ge (CPS) 74Ge (CPS) 73Ge (CPS) 77Se (CPS) 71Ga (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 

Desviación 
estándar 0,8 33,3 2,8 0,8 3,9 0,7 

 % Coeficiente de 
variación 2,2 3,7 15,1 4,8 1,0 6,4 

 

De todos los isotopos medidos 74Ge, 73Ge y 71Ga son los que presentan señales más bajas, 

de estos se descartó 73Ge ya que es un isotopo con baja abundancia y 71Ga ya que no se 

cuenta con un MRC del mismo. Así entonces, se trabajó con los isótopos 72Ge y 74Ge. Las 

señales altas del 72Ge son atribuibles a interferencias. La  

Figura 2-5 resume los resultados de la comparación de usar uno u otro isótopo como 

estándar interno, se prepararon y midieron por triplicado soluciones con la misma 

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

Figura 2-5 se puede ver que los CV% para la relación de señales entre 75As y 74Ge son más 

bajos (menor al 1%) en un intervalo de concentración de As de 0,5 a 1,8 µg kg-1 que es un 

rango de concentraciones más amplio en comparación con los CV% para 72Ge, que son 

menores al 1%, en un rango de concentraciones más bajo, entre 0,5 y 0,9 µg kg-1 de As y; 

por tanto, más dispersos. 

Figura 2-5. Comparación de los coeficientes de variación de la relación entre las señales de 

75As y de los isotopos 72Ge y 74Ge variando la concentración de As y manteniendo la del Ge. 
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La Teniendo en cuenta los factores evaluados que se acaban de presentar, el 74Ge fue 

escogido como estándar interno para el método de determinación de arsénico total por ICP-

MS debido a que es el isotopo más cercano y abundante proveniente de un material 

disponible en el INMC, tiene porcentajes de CV% menores al 1% en un intervalo de 

concentración de As de 0,5 a 1,8 µg kg-1, y tiene una regresión lineal para la relación 

75As/74Ge y el intervalo de concentración evaluado con un R2 de 0,9997, mayor que el R2 

para 75As/72Ge. 

 

 

 

Figura 2-6 muestra la comparación entre las curvas de calibración usando 72Ge y 74Ge como 

estándares internos usando una solución de 0,3 µg kg-1 de Ge. La sensibilidad (pendiente de 

la curva de calibración) es un poco más alta en la curva que usa 72Ge como estándar interno, 

pero se obtiene mejor R2 en la curva que usa 74Ge como estándar interno. Las regresiones 

por mínimos cuadrados ordinarios obtenidas fueron: 

• 74Ge: Y = 1,6165 (± 0,0038) X + 0,0496(± 0,0041), R2 = 0,9997. 

• 72Ge: Y = 1,6508 (± 0,0060) X + 0,0472(± 0,0065), R2 = 0,9993.      

 

Teniendo en cuenta los factores evaluados que se acaban de presentar, el 74Ge fue escogido 

como estándar interno para el método de determinación de arsénico total por ICP-MS debido 

a que es el isotopo más 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 concentración de As de 

0,5 a 1,8 µg kg-1, y tiene una regresión lineal para la relación 75As/74Ge y el intervalo de 

concentración evaluado con un R2 de 0,9997, mayor que el R2 para 75As/72Ge. 

 

 

 

Figura 2-6. Comparación entre las curvas de calibración de 75As usando diferentes 

isotopos de Ge como estándar interno: a curva de calibración usando 72Ge como estándar 

interno, b usando 74Ge. 

 

Ahora, es necesario determinar que concentración de estándar interno presenta mayor 

correlación lineal. En la Figura 2-7 se compararon dos curvas de calibración, en ambas 

curvas se mantuvo el mismo intervalo de concentraciones de As. En la Figura 2-7a la 

concentración de 74Ge fue de 1,2 µg kg-1, mientras que en la curva de la Figura 2-7b se usó 

una concentración de estándar interno de 0,3 µg kg-1. Las regresiones por mínimos 

cuadrados ordinarios obtenidas fueron: 

• 74Ge 1,2 µg kg-1: Y = 0,4205 (± 0,0080) X + 0,0125(± 0,0049), R2 = 0,9971.  

• 74Ge 0,3 µg kg-1: Y = 1,6532 (± 0,0065) X + 0,0326(± 0,0041), R2 = 0,9996. 
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Figura 2-7. Comparación de 2 curvas de calibración de As con diferentes concentraciones 
de estándar interno: a concentración de 74Ge de 1,2 µg kg-1 y b concentración de 74Ge de 
0,3 µg kg-1.  

 

De las 2 curvas, en la que se usó una concentración de estándar interno de 0,3 µg kg-1 se 

obtuvo la mayor correlación lineal (R2= 0,9996) y mayor pendiente. A partir del anterior 

resultado, se fijó la concentración del estándar interno en 0,3 µg kg-1 para el resto de las 

mediciones en este trabajo. 

Selección del método de cuantificación entre calibración con patrón externo o 
adición estándar 

En la selección del método de cuantificación de As, curva de calibración con patrón externo 

o adición estándar, se usó el MRC NIST 1568b, un material de referencia certificado de 

harina de arroz con fracción másica certificada de arsénico total de 0,285 ± 0,014 mg kg-1. 

Los criterios para definir cuál de los 2 métodos es mejor, fueron el porcentaje de recuperación 

y el porcentaje del coeficiente de variación de las concentraciones halladas para el MRC. 

Método de cuantificación de calibración con patrón externo 

Se preparó una curva de calibración con patrón externo de 10 niveles cada 0,1 µg kg-1, en 

un intervalo de concentraciones de As desde 0,1 hasta 1,0 µg kg-1, la cual se usó para 

interpolar las señales 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 calibración de patrón externo para determinar la concentración de As 
en el material de referencia certificado NIST 1568b. La señal de los 2 extractos, analizados, 
del MRC se presenta como un círculo rojo y un triángulo violeta. 

 

La regresión por mínimos cuadrados ordinarios obtenida para la curva de calibración de 

patrón externo fue: Y = 1,652 (± 0,021) X + 0,005 (± 0,001), R2 = 0,9987. La concentración 

calculada de los extractos del MRC, el porcentaje de recuperación y el coeficiente de 

variación porcentual de las concentraciones calculadas del MRC se presentan en la Tabla 

2-4, última fila. 

Método de cuantificación por adición estándar 

Para estudiar el efecto matriz por medio de la adición estándar, primero fue necesario 

encontrar la concentración de As óptima para las curvas de adición estándar, usando las 

concentraciones de As de: 2,5 µg kg-1; 5,0 µg kg-1 y 7,5 µg kg-1. La  

 

 

 

 

 

Figura 2-9 muestra el procedimiento llevado a cabo para el caso de la adición de 2,5 µg kg-

1 de As. 
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Figura 2-9. Esquema de preparación de las curvas de adición estándar. Figura creada con 

vectores disponibles en (Duerr, 2021). 

 

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 

digestión ácida asistida con microondas, descrita anteriormente sin ninguna dilución. 

Además, a los 7 tubos se les adicionó 1 g de la disolución de estándar interno de 

concentración 3 µg kg-1 de Ge, según lo seleccionado previamente. Las 3 disoluciones de 

color azul representan los niveles 0 (no se adicionó 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 patrón de As, a partir de una disolución de As de 10 µg 

kg-1. Así, las 4 disoluciones de color rojo representan los niveles I, II, III y IV de las adiciones 

del patrón de As y las mismas corresponden a los 0,3 g, 0,6 g, 0,9 g y 1,2 g adicionados del 

patrón de As que se muestran en la figura. Este mismo procedimiento, se llevó a cabo con 

las otras 2 concentraciones de As adicionado, 5,0 µg kg-1 y 7,5 µg kg-1. 

Este conjunto de 7 disoluciones que se acaba de describir se preparó a partir de cada 

extracto de MRC, para construir las curvas de calibración de cada caso de adición (por 

ejemplo, para adición de 2,5 µg kg-1 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 adición de 2,5 

µg kg-1 de As.  

Luego, las 21 disoluciones de cada concentración de As adicionado (2,5; 5,0 y 7,5 µg kg-1), 

se analizaron por triplicado en ICP-MS y con los resultados se calcularon 3 curvas de 

regresión lineal para cada una de las 3 concentraciones estudiadas, precisando que cada 

regresión tiene los niveles 0, I, II, III y IV. Así, en total, se obtuvieron 9 curvas de calibración 

por el método de adición estándar, las cuales se presentan en la Figura 2-10, y cuyos 

parámetros de regresión 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 recuperación. 

Figura 2-10. Curvas de calibración de adición estándar obtenidas durante el estudio del efecto de la 
concentración del As añadido: a 2,5 µg kg-1, b 5,0 µg kg-1 y c 7,5 µg kg-1. En los gráficos insertados 
se presenta la ampliación de la región de la señal de la muestra sin adición. En cada caso, una de las 
3 regresiones se presenta en color rojo para facilitar la visualización. En el gráfico insertado en b, uno 
de los 3 puntos de la señal de la muestra también está en rojo y en mayor tamaño para diferenciarlo 
del otro punto que dio una señal casi igual. 
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Tabla 2-3. Parámetros estimados en las 3 curvas de adición estándar estudiadas: As 
añadido: 2,5 µg kg-1; 5,0 µg kg-1 y 7,5 µg kg-1. También se presenta, para efectos de 
comparación, la regresión de la curva de patrón externo. 

𝑨𝒔

µ𝒈 𝒌𝒈−𝟏
 

 
Curva Pendiente Promedio CV% Intercepto Promedio CV% R2 Promedio CV% 

2,5 

1 1,5225 

1,476 3,3 

0,2855 

0,292 2,5 

0,9919 

0,995 0,29 2 1,4788 0,2919 0,9953 

3 1,4253 0,2999 0,9977 

5,0 

1 1,3729 

1,326 1,3 

0,3271 

0,330 1,6 

0,9896 

0,988 0,34 2 1,3735 0,3269 0,9897 

3 1,3418 0,3364 0,9839 

7,5 

1 1,4464 

1,456 0,63 

0,2784 

0,274 1,5 

0,9989 

0,999 0,012 2 1,458 0,2732 0,9991 

3 1,4645 0,2704 0,9991 

Curva calibración 
de patrón externo 

1,6519 0,005 0,9987 
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La Tabla 2-3 muestra que las curvas de adición estándar preparadas con la concentración 

de As añadido de 7,5 µg kg-1, son las que presentan el menor coeficiente de variación 

porcentual tanto en la pendiente, como en el intercepto y en el R2; además, el promedio de 

los R2 obtenidos con esta concentración es el más cercano a 1. 

Por otro lado, las pendientes obtenidas en la metodología de adición estándar y la calibración 

con patrón externo son distintas. En la calibración con patrón externo se obtiene una 

pendiente de 1,6519 que es mayor a las calculadas para la adición estándar, 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 comprobó 

realizando una prueba t de comparación de medias contra un valor de referencia. En este 

caso, como valor de referencia, se usó la pendiente obtenida en la curva de patrón externo 

1,6519; valor que se comparó con el promedio de las 9 pendientes calculadas en las curvas 

de adición estándar. El resultado de la prueba t arrojó un valor p de 1,057×10-5 que, al ser 

menor a 0,05 permite afirmar que la diferencia entre la media de las pendientes obtenidas a 

partir del método de adición estándar y la pendiente obtenida en la curva de patrón externo 

es estadísticamente 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 adición estándar. 

La Tabla 2-4 presenta la concentración obtenida en cada medición del MRC y su 

correspondiente porcentaje de recuperación, para la curva de patrón externo y para cada 

una de las curvas de adición estándar. 

Tabla 2-4. Resultados en concentración, y porcentaje de recuperación, de As obtenidos para las 

curvas de adición estándar añadiendo As 2,5 µg kg-1; 5,0 µg kg-1 y 7,5 µg kg-1. También se presentan, 
para efectos de comparación, los resultados obtenidos usando la curva de patrón externo. La 
concentración esperada de tAs para el MRC NIST 1565b es de 0,285 ± 0,007 mg kg-1.   

𝑨𝒔

µ𝒈 𝒌𝒈−𝟏
 

 
Curva 

Concentración 
MRC / 

Porcentaje de 
recuperación / 

% 
Promedio CV% 

mg kg-1 

2,5 

1 0,279 97,99 

103,7 5,8 2 0,294 103,17 

3 0,313 109,95 

5,0 

1 0,367 128,72 

130,92 3,0 2 0,366 128,59 

3 0,386 135,46 

7,5 1 0,294 103,31 100,99 2,1 
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2 0,287 100,57 

3 0,282 99,08 

Curva calibración de 
patrón externo 

0.255 89.59 
87,86 2,8 

0.245 86,13 

 

La Tabla 2-4 muestra que el promedio de los porcentajes de recuperación de la calibración 

con patrón externo no supera el 90%. En comparación, los promedios para la adición 

estándar en concentración de 2,5 µg kg-1 y de 7,5 µg kg-1, son más cercanos al 100 %, y 

presentan coeficientes de variación porcentuales bajos, 5,8 % y 2,1 %, respectivamente. La 

curva de adición estándar con As añadido de 5,0 µg kg-1 arrojó porcentajes de recuperación 

muy altos (130,92 % en promedio) por lo que la misma se descartó. Por lo anterior, se 

seleccionó el método de adición estándar para cuantificar el As total usando una solución de 

concentración de As añadido de 7,5 µg kg-1, debido a que es la que presenta el porcentaje 

de recuperación más cercano al 100 % y el coeficiente de variación porcentual más bajo. 

Corrección por humedad y blancos 

Corrección por blancos. Se midieron 5 blancos de digestión sin adición de estándar interno, 

en cuyo caso se obtuvieron señales en la zona correspondiente al 75As con un promedio de 

45,14 CPS y un coeficiente de variación del 17% (lo que se consideró una señal relevante); 

por lo cual, es necesaria la corrección por blancos. Así entonces, a la relación de respuestas 

75As/74Ge de los patrones (disoluciones calibrantes y materiales de referencia certificados) 

se les resta la relación de la respuesta 75As/74Ge de los blancos. 

Corrección por humedad. El arroz es higroscópico; por lo tanto, es necesario determinar su 

humedad y tenerla en cuenta en la cuantificación. Además, el MRC NIST 1568b reporta la 

concentración de As total en base seca, por lo cual es necesario obtener la concentración en 

base seca para evaluar correctamente el sesgo. Así entonces, se determinó la humedad de 

la harina de arroz secándola en un horno convencional a 90°C durante 2 horas y luego se 

pesó hasta obtener una masa constante. 

Validación de la metodología de cuantificación de As por ICP-MS 

La metodología desarrollada tiene objetivo la determinación de As total en harina de arroz, 

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

en harina de arroz a nivel piloto. 

Los parámetros de validación escogidos para demostrar la idoneidad del método fueron: 

selectividad, linealidad, precisión, veracidad y límite de detección. 

Selectividad 

La selectividad se confirmó realizando un método comparativo (Ahumada et al., 2023). En 

este método se comparan, por medio de pruebas t de Student, las señales relativas en ICP-

MS (señal del analito de interés / señal del estándar 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 señales del 

blanco de la muestra y del blanco de la muestra fortificado y luego, las medias de las señales 

del blanco de reactivos y del blanco de muestra. Si se obtiene que en ambas pruebas t las 

diferencias entre las medias son estadísticamente significativas el método es selectivo 

respecto de la concentración del blanco de muestra fortificado, ya que el método puede 

diferenciar entre los blancos y entre el blanco de muestra y la concentración con la que se 

fortificó. 

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. Así entonces, el blanco de muestra, en este trabajo, se 

reemplazó con una muestra de arroz con el más 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 disolución. Las 3 disoluciones que se compararon fueron: el blanco 

de la digestión, una muestra de arroz con un contenido de As de 0,047 mg kg-1, el más bajo 

entre las muestras disponibles y, esta misma muestra fortificada para obtener 0,057 mg de 

As kg-1.           
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Tabla 2-5 Comparación entre las respuestas relativas, en ICP-MS, para blancos de 
digestión, una muestra de arroz con la más baja concentración de As, entre las disponibles, 
y la misma muestra de arroz anterior fortificada: selectividad del método 

Réplica 

Señal relativa de As / Ge 

Blanco de digestión 
Muestra de arroz  

BOL. Contenido de As 
0,047 mg kg-1 

Muestra de arroz BOL 
fortificada. 

Contenido de As 
0,057 mg kg-1  

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 

Desviación estándar 0,001 0,009 0,005 

 % Coeficiente de variación 2,4 2,6 0,95 

 

En este caso, al aplicar las 2 pruebas t, comparando el blanco de digestión y la muestra de 

arroz con el más bajo contenido de As (entre las disponibles) y, comparando la muestra de 

arroz con el más 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 estadísticamente 

significativa: los valores de p fueron, respectivamente, de 1,27×10-7 y 2,95×10-8; ambos 

menores a 0,05. Teniendo en cuenta el anterior resultado, el método es selectivo para la 

medición de tAs en arroz en concentraciones mayores a 0,057 mg de As kg-1 porque el 

método distingue la señal de la muestra fortificada respecto de las señales del blanco de 

reactivos y de la muestra de arroz con el más 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 correlación lineal R2. 

2. Realizando un análisis exploratorio de la regresión. 

3. Comprobando los supuestos del modelo de regresión lineal por mínimos cuadrados 

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

muestra en la Figura 2-11. 

Figura 2-11 Curva de calibración para la evaluación de linealidad 

 

La curva de regresión por mínimos cuadrados ordinarios obtenida para la linealidad en un 

intervalo de concentraciones desde 0,1 µg kg-1 hasta 1,7 µg kg-1 de As resultó ser: Y = 1,6215 

± 0,0052 X + 0,0406 ± 0,0055. La pendiente y el coeficiente de correlación son 

estadísticamente significativos, dado que los valores p de la prueba t de Student son 

menores a 0,05; en ambos casos p < 2×10-16. En cuanto al intercepto, este es 

significativamente diferente de 0 (el valor p es 1,95×10-7). Adicionalmente, se realizó la 

prueba de ajuste lineal usando un ANOVA de regresión simple, en la que se obtuvo un valor 

p, de la prueba F, menor a 0,05 (p = 1,25×10-41). Esto último indica que los datos se ajustan 

a un modelo lineal. Finalmente, se realizó la prueba de falta de ajuste, cuyo valor p, de la 

prueba F, resultó 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 regresión por mínimos cuadrados ordinarios, se debe 

garantizar que se cumplen los supuestos de: 

• Normalidad: en nuestro caso, los residuales obtenidos mostraron una distribución 

normal (valor p para la prueba de Shapiro-Wilk de 0,646). 
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• Ausencia de autocorrelación del error: no se encontró autocorrelación entre los datos 

obtenidos, el valor p para la prueba Durbin-Watson arrojó el valor de 0,07. 

• Homocedasticidad del error: los residuales de la regresión resultaron 

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

 

Por lo tanto, el intervalo de concentraciones en solución usado para el método (entre 0,1 µg 

kg-1 hasta 1,7 µg kg-1) es estadísticamente lineal. Debido a que siempre se mantiene el 

factor de dilución (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 solución que se evaluó en la calibración de adición 

estándar (usando una concentración de 7,5 µg kg-1) estuvo entre 0,95 µg kg-1 hasta 1,55 µg 

kg-1, el cual está incluido en el intervalo lineal del método. El intervalo evaluado usando 

adición estándar, también se puede expresar en mg de As por kg de arroz, esta entre 0,29 

mg kg-1 y 0,47 mg kg-1 

 

Exactitud – Precisión 

La precisión del método se evaluó midiendo 5 réplicas de 3 muestras de arroz con 

concentraciones diferentes dentro del intervalo lineal, estas mediciones se realizaron usando 

el método de adición estándar gravimétrico con estándar interno. Como criterio de evaluación 

se definió que el CV% no debe ser mayor al 15% como lo señala el método de la AOAC en 

el que está basada esta metodología. Los resultados se muestran en la Tabla 2-6, en la que 

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

Además de evaluar los CV%, también se realizó 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 precisión no cambia en el rango evaluado de concentración de As de 

0,064 mg kg-1 a 0,281 mg kg-1. 
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Tabla 2-6. Resultados de las mediciones para evaluar la precisión, en ICP-MS, en 3 niveles 
diferentes de concentración de As. 

 Concentración de arsénico en mg kg-1  

Réplica Muestra de arroz 1 
Valor esperado 0,064 

Muestra de arroz 2 
Valor esperado 0,190 

Muestra de arroz 3 
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 

Desviación 
estándar 

0,002 0,003 0,002 

 % Coeficiente de 
variación 

3,8 1,9 0,93 

 

 

 

Exactitud – Veracidad  

La veracidad fue evaluada de 2 maneras: 

• Se determinó el sesgo usando el material de referencia certificado NIST SRM 

1568b. La significancia máxima del sesgo se calculó con la Ecuación 2.1. y a 

partir de la incertidumbre de medición que se obtuvo con la Ecuación 2.2. Las 

fuentes de incertidumbre de medición del método ICP-MS se presentan en el 

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

 

 

Los resultados de la determinación 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 medición del material de referencia certificado NIST SRM 
1568b para evaluar el sesgo del método ICP-MS. 

Réplica 

Concentración de 
arsénico en mg kg-1 
en base seca 

SRM 1568b 

SRM 1568b Valor certificado en mg kg-1 0,285 

1 0,3073 
Incertidumbre del certificado 

en mg kg-1 
0,007 

2 0,3089 Sesgo en mg kg-1 0,015 

3 0,2951 Sesgo en % 5,34 

4 0,2828 Prueba de significancia del sesgo 

5 0,3070 
Valor máximo de 

significancia 
0,018 

Promedio 0,300 Resultado 
El sesgo no es 
significativo 
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Desviación 
estándar 

0,011 
  

 % Coeficiente de 
variación 

3,7 
  

Incertidumbre de 
la medición / mg 

kg-1 
0,006 

   
 

El MRC, NIST SRM 1568b tiene un valor de concentración de As certificado de 0,285 mg kg-

1 y una incertidumbre estándar de 0,007 mg kg-1. El promedio de las mediciones realizadas 

al MRC usando ICP-MS fue de 0,300 mg kg-1 con una incertidumbre de medición de 0,006 

mg kg-1, con lo que se obtiene un sesgo de 0,015 mg kg-1 equivalente al 5,34%. Así, el sesgo 

obtenido, 0,015 mg kg-1, es menor al valor máximo de significancia, 0,018 mg kg-1; por lo 

tanto, el sesgo no es significativo. 

• La segunda forma en la que se evaluó la veracidad fue calculando el porcentaje 

de recuperación usando muestras fortificadas. Los resultados se presentan en la 

Tabla 2-8, en la que se ve que los porcentajes de recuperación para la muestra 

marcada como N2 están entre 99,44% y 101,77%, mientras que para N3 los 

porcentajes de recuperación están entre 99,34% y 100,20%. Los porcentajes son 

muy cercanos a 100% y cumplen con el criterio de porcentajes de recuperación 

esperados, entre 75 y 125 %, establecido en la AOAC (AOAC, 2015) para el 

método en el que está basado esta metodología.  

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

Réplica Concentración de arsénico en mg kg-1  % Recuperación 

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 

Desviación estándar 0,0041 0,0021 1,14 0,33 

 % Coeficiente de 
variación 

1,3 0,44 1,1 0,33 

 



40 Comparación de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a 

material de referencia de arsénico total en arroz 

 

Límite de detección y cuantificación 

Debido a que no se cuenta con un blanco de muestra (arroz libre de As), el límite de detección 

(LOD) se calculó usando blancos de reactivos. Entonces, el LOD se estimó con la Ecuación 

2.4 y teniendo en cuenta el factor de dilución. Se obtuvo un LOD estimado de 0,021 µg kg-1. 

Este LOD no se pudo corroborar, en las muestras de arroz disponibles, debido a que las 

mismas presentaron concentraciones de As significativamente más altas, en el orden de 356 

µg kg-1. En cambio, se estableció un valor para el LOQ de 0,04 µg kg-1, menor del que sería 

razonable a partir del LOD (≈ 0,06 µg kg-1), pero que se comprobó preparando una disolución 

con esta concentración a partir del MRC de As. De la disolución para comprobación (0,04 µg 

kg-1), se midieron 6 réplicas obteniendo un promedio de medición de As de 0,040 µg kg-1 y 

que, aunque su coeficiente de variación fue de 8,31 %, nos permitió obtener la concentración 

esperada y; por tanto, confirmar que el LOQ es 0,04 µg kg-1. Ambos limites son inferiores a 

la concentración mas baja del intervalo lineal (0,03 mg kg-1) y también son menores a la 

concentración esperada del piloto a MRC. 

La Tabla 2-9, resume los resultados obtenidos en la validación de la metodología para 

determinar la concentración de tAs en arroz usando digestión acida asistida con microondas 

y como método de cuantificación ICP-MS con adición estándar y estándar interno corregido 

gravimétricamente. En la misma tabla, se presentan, para efectos de comparación, algunos 

resultados obtenidos en artículos científicos con métodos similares. 

Tabla 2-9. Comparación de los resultados de la validación realizada en este trabajo para la 

determinación de As por ICP-MS, con datos similares publicados en artículos científicos. 

Linealidad 

Límites de detección 

(LOD) y 

cuantificación (LOQ) 

Repetibilidad y sesgo Referencia 

0,03 a 0,51 mg kg-1 

Coeficiente de 

correlación 0,9998 

LOD = 0,021 µg kg-1 

LOQ = 0,04 µg kg-1 

Porcentaje de Recuperación  

R / % = 99,34 a 101,77 

Desviación estándar relativa  

RSD / % = 0,87 a 3,8 

Sesgo / % = 5,34 

Este trabajo 

1,5 a 150 µg L-1 

Coeficiente de 

correlación > 0,997 

LOD = 0,01 µg g-1 

LOQ = 0,18 µg g-1 

Porcentaje de Recuperación R / % = 87 

Coeficiente de variación de repetibilidad  

RSD / % = 0,85; 3,7 y 0,38  

Sesgo / % = 2,9; 0,4 y 3,3 

(Ferreira 

et al., 2023) 
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0,01 a 10 µg kg-1 

Coeficiente de 

correlación 0,9999 

LOD = 0,003 µg g-1 

LOQ = 0,01 µg g-1 

Porcentaje de Recuperación  

R / % = 98 y 108 

Desviación estándar relativa  

RSD / % = 7 a 25 

(Ghanati 

et al., 2021) 

0,6 - 360 µg kg-1 

Coeficiente de 

correlación 0,9992 

LOD = 0,18 µg kg-1 

LOQ = 0,59 µg kg-1 

Porcentaje de Recuperación  

R / % = 95 a 105 

Coeficiente de variación de repetibilidad  

RSD / a % = 1,5 a 3,7 

(Langasco 

et al., 2022) 

 

De la Tabla 2-9 es claro que la validación 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 patrón externo, mientras que nosotros usamos 

adición estándar con estándar interno corregido gravimétricamente, una metodología más 

compleja. 

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

La metodología usada para la cuantificación de As total en arroz (tAs), usando absorción 

atómica – generación de Hidruros (HG-AAS), está basada en la norma CEN 14546:2005 

Productos alimenticios - Determinación de arsénico total por HG-AAS después de calcinación 

(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 implementación de esta metodología requiere de dos procedimientos, en primer lugar, la 

calcinación de la muestra y posteriormente la reducción del As en la muestra. Debido a esto, 

se estudió la temperatura máxima de la rampa de calcinación y los ciclos de calcinación 

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

• Reactivos 

La disolución estándar de arsénico en ácido nítrico SRM 3103a con concentración certificada 

de 10,002 ± 0,024 mg g-1 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 ácido 

ascórbico L(+) fueron comprados de Merck (Darmstadt, Alemania). El KI, Mg(NO3)2 y el HCl 

(37% m/m) fueron obtenidos de PanReac (ITW Reagents, Barcelona, España) y el NaBH4 

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

Se utilizó el mismo HNO3 y agua ultrapura que fueron mencionados en la sección de 2.2.1 

Reactivos en la sección de materiales y métodos de la metodología de determinación de 

tAs usando ICP-MS. 

Con los estándares certificados mencionados anteriormente, se prepararon las disoluciones 

adyuvantes en la calcinación de la muestra, las disoluciones necesarias para la generación 

de los hidruros, la disolución para la pre-reducción del As en la muestra y las disoluciones 

patrón de As. Los reactivos, disoluciones y el procedimiento llevado a cabo, se presentan a 

continuación. 

• Disoluciones para la calcinación de la muestra. 

o Adyuvante de la calcinación: suspensión en agua de Mg(NO3)2 al 20 % m/v y 

MgO al 2 % m/v. 

o Disolución en agua de HNO3 al 34 % m/m. 

o Disolución en agua de HCl al 17 % m/m. 

• Disoluciones para la generación de hidruros. 

o Disolución de HCl en agua al 5 % v/v. 

o Disolución de NaBH4 al 0,2 % m/v en agua con NaOH al 0,05% m/v. 

Ambas disoluciones se prepararon para cada día de medición. 

• Disolución para la pre-reducción del As. 

o Disolución en agua de KI al 10% m/v en ácido ascórbico al 10% m/v. 

• Disoluciones patrón de arsénico. 
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La evaluación de la linealidad mediante las curvas de patrón externo y la determinación del 

contenido de tAs en el arroz mediante el método de bracketing requiere que se preparen 

diversos niveles de concentración de As. Los niveles de las curvas de patrón externo y las 

disoluciones de As para el bracketing se prepararon a partir de un MRC de arsénico con una 

concentración certificada de 10,002 ± 0,024 mg g-1. A partir de este MRC se realizaron 

diluciones sucesivas en agua (soluciones A y B) para finalmente obtener la disolución de 

trabajo C, con concentración 500 µg kg-1. El esquema de preparación se presenta en la 

Figura 2-13.  

Figura 2-13. Esquema de preparación de las disoluciones patrón de arsénico para las 
mediciones en HG-AAS.  

 

• Instrumentación  

La cuantificación del As se hizo en un espectrómetro de absorción atómica PinAAcle 900T 

conectado a un sistema de generación de hidruros FIAS 400 y usando una lámpara de cátodo 

hueco de As (PerkinElmer, Pensilvania, Estados Unidos). Se midió en la longitud de onda de 

193,7 nm, el flujo de argón usado fue 40 a 50 mL∙min-1, la temperatura de la cámara 

electrotérmica fue de 960°C y el serpentín para la inyección de la muestra fue de 500 µL.  

En el proceso de preparación y calcinación de las muestras se usó una mufla FHX-05 

(Daihan, Corea del Sur), planchas de calentamiento Cimarec+ (Thermo Scientific, 

Massachusetts, Estados Unidos) y crisoles de cerámica 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 determinación de la humedad se 
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utilizó un analizador de humedad HX204 (Mettler Toledo, Ohio, Estados Unidos). Las 

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

• Tratamiento de la muestra 

La metodología de este trabajo está basada en la norma CEN 14546:2005 Productos 

alimenticios - Determinación de arsénico total por HG-AAS después de calcinación (CEN, 

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

 

Una de las ventajas al usar la calcinación como método de preparación de la muestra es que 

permite usar cantidades de muestra relativamente grandes para lograr factores de dilución 

más pequeños y poder medir muestras más concentradas reduciendo el riesgo de que la 

concentración de la muestra medida sea menor al límite de cuantificación.(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 Ybáñez 1991 (Nugraha et al., 2017; Ybáñez et al., 1991), la preparación de 

la muestra implica: agregar HNO3 a un crisol con la muestra, adicionar la suspensión 

adyuvante de la calcinación, llevar dicha mezcla a sequedad en una plancha de 

calentamiento y calcinar en una mufla a 425°C o 450°C por 12 horas usando rampas que no 

excedan los 50°C/hora. El anterior proceso debe repetirse, con una rampa de temperatura 

más corta, si al obtener la primera muestra calcinada aún se presentan residuos de materia 

orgánica. Como consecuencia, el proceso de preparación de la muestra puede tardar hasta 

3 días.  

 

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 preparación de la muestra, en 

estas últimas publicaciones, difiere en la temperatura de calcinación, que se sube a 500°C, 

pero no se mencionan las horas necesarias para la calcinación, ni se especifica si es 

necesario realizar una segunda calcinación.(Mir et al., 2007) 
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En este trabajo y para definir cuál es la rampa de temperatura más eficiente y cuantos ciclos 

de calcinación son necesarios para destruir toda la materia orgánica, se calcinaron en total 

6 réplicas del MRC NIST 1568b; 3 réplicas se llevaron a calcinación a máximo 450°C y 

realizando 2 ciclos de calcinación, y 3 réplicas calcinando una sola vez a 500°C. La 

temperatura de calcinación óptima y el número de ciclos de calcinación se escogió 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 calcinación. Los resultados se presentan en la Tabla 2-10. 

 

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

SRM 1568b, valor certificado / mg kg-1: 0,285 ± 0,007. 

Réplica 

Método de calcinación 

Temperatura de calcinación 450°C  
Dos calcinaciones sucesivas 

Temperatura de calcinación 500°C  
única calcinación 

Concentración tAs / 
mg kg-1 

Sesgo / % 
Concentración tAs / mg 

kg-1 
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 

Desviación 
estándar 

0,013 4,4 0,008 2,84 

 % Coeficiente 
de variación 

4,8 53 3,0 43 

 

Como se puede ver en la Tabla 2-10, las concentraciones promedio obtenidas en ambos 

métodos de calcinación son muy similares (0,261 y 0,266 mg kg-1), lo que se confirmó con 

una prueba t de comparación de medias (p = 0,6136). Entonces, se escogió realizar una sola 

calcinación a 500°C, ya que, este método es más rápido. 

 

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

de medir con Hg-AAS, y que se usó en este trabajo, fue el siguiente: 
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1. Digestión previa a la calcinación. En crisoles de cerámica, se añadieron 0,5 g de 

harina de arroz (molida y tamizada, con tamaño de partícula menor a 315 µm) junto  

2. con 2 mL de la suspensión adyuvante de la calcinación y 5 mL de la solución de HNO3 

34% m/m. Luego, los crisoles se llevaron a una plancha de calentamiento, 

aproximadamente a 120°C, hasta sequedad total. 

 

3. Calcinación de la muestra y solubilización de las cenizas. Luego de dejar enfriar los 

crisoles, estos se llevaron a la mufla para su calcinación. La temperatura de la mufla 

se aumentó 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 tomó 5 horas. Al llegar a 500°C, se mantuvo la 

temperatura por 12 horas, adicionales. Así, en total la calcinación de la muestra tomó 

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, 5mL de la 

disolución de HCl 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 solubilización. Finalmente, el crisol se deja enfriar y el extracto se transfiere 

cuantitativamente a tubos de polipropileno de 50 mL y, usando una balanza analítica, 

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

  

4. Pre-reducción del As en la muestra y dilución para la lectura por HG-AAS. Teniendo 

los 15 g de extracto, se toma un tubo de polipropileno de 50 mL y se le añade 5 g del 

extracto junto con 1 mL de HCl concentrado y 2,5 mL de la disolución de KI. Se deja 

reaccionar durante 45 minutos para garantizar la reducción de todo el arsénico de la 

muestra hasta As(III). Luego, usando una balanza analítica, se completa con agua 

tipo I hasta aproximadamente 10 g. La disolución, así obtenida, está lista para 

medirse en HG-AAS. 

• Calibración analítica  

En general los laboratorios de análisis suelen usar el método de patrón externo con mínimo 

tres niveles, ya que es sencillo, y puede cubrir amplios rangos de concentración, por 

consiguiente, permite el análisis de muchas muestras con la misma función de calibración. 
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Sin embargo, en este método se puede presentar sesgo por efecto matriz y sería necesario 

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

La calibración con 2 puntos o en inglés método bracketing se introdujo para superar la deriva 

instrumental en métodos de medición como el ICP-MS. También, suele usarse para la 

calibración de medidores de pH, y en casos donde la concentración esperada del analito se 

limita a un rango especifico. El procedimiento permite que cualquier parte de la curva de 

calibración pueda ser usada con dos condiciones: primero, la curva debe ser lineal entre los 

puntos de calibración escogidos y debe haber diferencias significativas entre las medias de 

las señales de los 2 puntos de calibración y; segundo, las medias de los 2 puntos no pueden 

estar demasiado separadas en concentración, ni demasiado cerca para evitar que los 

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

En la Figura 2-14, tomada de (Ketrin et al., 2017), se presenta la relación entre los dos 

puntos de calibración C1 y C2, siendo C1 el punto de menor concentración con respuesta Y1, 

y C2 el punto de calibración de mayor concentración con respuesta Y2. La respuesta de la 

muestra, de concentración desconocida, Yx se encuentra entre Y1 y Y2. La concentración Cx 

se calcula usando la Ecuación 2.12 y la Ecuación 2.13. 

𝐶𝑥 − 𝐶1
𝐶2 − 𝐶1

=
𝑦𝑥 − 𝑦1
𝑦2 − 𝑦1

 

 

 
 

Ecuación 2.12 

𝐶𝑥 = (
(𝐶2 − 𝐶1)

(𝑌2 − 𝑌1)
× (𝑌𝑥 − 𝑌1)) + 𝐶1 

 

 
 
 

Ecuación 2.13 
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Figura 2-14. Ilustración del funcionamiento del método de calibración de 2 puntos o 
bracketing.  

 

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

2.3.2 Resultados y discusión  

Validación de la metodología 

Los parámetros de validación escogidos para demostrar la idoneidad del método fueron: 

selectividad, linealidad, precisión, veracidad y límite de detección. 

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 guía de validación de métodos químicos del INMC (Ahumada et al., 2023), resuelve este 

asunto mediante la evaluación de la selectividad comparando los resultados obtenidos con 

un método de referencia. En este caso, se compararon los resultados para una muestra de 

baja concentración (0,064 mg kg-1) usando ICP-MS, el método de referencia, y los resultados 

obtenidos por HG-AAS. La comparación de los 2 métodos se muestra en la Tabla 2-11. 
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Tabla 2-11 Comparación de resultados para una muestra de arroz comercial de baja 
concentración (0,064 mg kg-1) obtenidos por el método de referencia y el método 
desarrollado para determinar As por HG-AAS. 

Réplica  

Método de referencia 
ICP-MS 

Método desarrollado 
HG-AAS 

Concentración tAs / mg kg-1 

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 

Desviación estándar 0,001 0,002 

 % Coeficiente de variación 1,6 3,0 

 

La Tabla 2-11 permite observar que el porcentaje del coeficiente de variación 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 preparación de la muestra para HG-AAS requiere una 

mayor cantidad de manipulaciones, lo cual se refleja en una mayor variación 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 estadísticas 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 estadísticamente diferentes. Por lo tanto, 

el método de HG-AAS es selectivo a partir de una concentración de 0,065 mg∙kg-1 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 correlación determinación R2, realizando un análisis 

exploratorio de la regresión y comprobando los supuestos requeridos por el modelo de 

regresión lineal por mínimos cuadrados ordinarios, ver Figura 2-15. 
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Figura 2-15 Curva de calibración para la evaluación de la linealidad del método de 

determinación de As usando HG-AAS.  

 

La curva de regresión por mínimos cuadrados ordinarios obtenida para la linealidad en un 

intervalo de concentraciones desde 0,10 µg kg-1 hasta 14,98 µg kg-1 es: Y = 0,1458 ± 0,0021 

X + 0,055 ± 0,019. 

Debido a que siempre se mantiene el factor de dilución (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 correlación son estadísticamente 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 correlación son < 2×10-16). En cuanto al intercepto, este es significativamente diferente de 

0 (el valor p es 0,009). También, se les realizó a los datos la prueba de ajuste lineal usando 

un ANOVA de regresión simple, donde el valor p de la prueba F es menor a 0,05 (el valor p 

es 2,92×10-24); indicando que los datos se ajustan a un modelo lineal. Adicionalmente, se 

realizó 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 regresión por mínimos cuadrados ordinarios, se debe garantizar 

que se cumplen los supuestos de: 
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• Normalidad: los residuales obtenidos mostraron una distribución normal, valor p para 

la prueba Shapiro-Wilk de 0,3493. 

• Ausencia de autocorrelación del error: no se encontró autocorrelación 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 regresión son homocedásticos, 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 µg kg-1, es 

adecuado y cumple todos los criterios estadísticos para aplicar la regresión lineal ordinaria. 

Exactitud – Precisión 

La precisión del método se evaluó midiendo 5 réplicas de 2 muestras de arroz y 4 réplicas 

de un MRC. Las muestras y el MRC tienen concentración de As diferentes entre sí, pero 

todas están incluidas en el intervalo lineal. Se tomó, como criterio de evaluación de la 

precisión, un CV% menor al 5 %. Este valor se escogió a partir del criterio de Horwitz (Horwitz 

& Albert, 2006); el cual, para nuestro caso, resultó en 9,66 %, un valor alto, por lo que el 5 % 

de CV% resulta adecuado. Los resultados de las mediciones de la precisión 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 precisión, 

en tres niveles de concentración de As. 

Réplica Concentración de arsénico / mg kg-1 en base húmeda 

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 ----- 

Promedio 
0,065 0,196 0,263 

Desviación 
estándar 0,002 0,005 0,011 

 % Coeficiente de 
variación 2,7 2,7 4,2 
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La Tabla 2-12 muestra que los coeficientes de variación son menores al 5%, por lo que el 

método desarrollado tiene una precisión adecuada para los objetivos del presente trabajo. 

Exactitud – Veracidad  

La veracidad fue evaluada de 2 maneras: 

1. Se determinó el sesgo usando un material de referencia certificado. La significancia del 

sesgo se determinó a partir de la incertidumbre de medición calculada con la Ecuación 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) uestándar relativa = 2,18% y la incertidumbre 

asociada a la corrección en base seca (humedad) uestándar relativa = 2,00%. Los resultados del 

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

 

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

Réplica 
Concentración de 
arsénico en base seca / 
mg kg-1 

SRM 1568b 
Valor certificado = 0,285 mg kg-1 

1 
0,292 Incertidumbre del valor 

certificado / mg kg-1 
0,007 

2 0,299 Sesgo / mg kg-1 0 

3 0,276 Sesgo / % 0 

4 0,273 Prueba de significancia del sesgo 

Promedio 
0,285 Valor máximo de 

significancia 
0,022 

Desviación 
estándar 

0,013 
Resultado 

El sesgo no es 
significativo 

 % Coeficiente de 
variación 

4,4 

  
Incertidumbre de 
la medición / mg 

kg-1 
0,08 
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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 metodología descrita, HG-AAS, son iguales, por 

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

permitido 0,022. 

2. Se calculó el porcentaje de recuperación 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 recuperación para N1, entre 

92,55% y 102,02%, y para N2 entre 99,71% y 103,49%. Estos porcentajes de 

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

veraz. 

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

Réplica Concentración de arsénico / mg kg-1 % Recuperación 

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 

Desviación estándar 0,006 0,006 4,23 1,58 

 % Coeficiente de 
variación 

4,2 1,6 4,3 1,6 

 

Límite de detección y de cuantificación 

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

libre de As), el límite de detección se calculó usando blancos de reactivos. Entonces, el LOD 

se estimó con la Ecuación 2.3, teniendo en cuenta el factor de dilución. Se obtuvo un LOD 

estimado de 0,23 µg kg-1 y un LOQ estimado de 0,59 µg kg-1. Aunque no se comprobó el 

límite de detección al ser una concentración muy baja en comparación con las muestras 

reales, si se comprobó el límite de cuantificación, subiéndolo del 0,59 µg kg-1 calculado a 1 

µg kg-1, para así tener mayor certeza en dicho valor. El promedio de las mediciones hechas 

en la comprobación del LOQ fue de 1,11 µg kg-1 con un coeficiente de variación de 2,75 %.  
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Comparación de resultados con trabajos anteriores 

La Tabla 2-15 presenta los resultados obtenidos en la validación de la metodología para 

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

tabla, para efectos de comparación, muestra los resultados obtenidos en artículos científicos 

que usan curvas de calibración de patrón externo y que analizan tAs en arroz y en otras 

matrices. 

Tabla 2-15 Comparación de los resultados de la validación de la determinación de As 
usando Hg-AAS en comparación con datos publicados en artículos científicos. 

 

Linealidad 

Límites de 

detección (LOD) y 

cuantificación 

(LOQ) 

Repetibilidad y sesgo Referencia 

As total en 

arroz usando 

HG-AAS 

0,6 a 0,9 mg kg-1 

Coeficiente de 

correlación 0,996 

LOD = 0,23 µg kg-1 

LOQ = 1,11 µg kg-1 

Porcentaje de recuperación = 

92,55 a 103,49. 

RSD = 2,68 a 4,23 %. 

Sesgo = 0,03 % 

Este trabajo 

As Total en 

arroz y 

productos 

derivados 

del arroz 

usando HG-

AAS 

35,8 a 136 µg kg-1 

Coeficiente de 

correlación 0,9990 

LOD = 6,8 µg kg-1 

LOQ = 23 µg kg-1 

Porcentaje de recuperación = 

96 a 115. 

Sesgo = 1,54 a 3,45 %. 

No reporta resultados de 

repetibilidad. 

(Dos Santos 

et al., 2017) 

As Total en 

alimentos 

usando  

FI-HG-AAS  

5 a 30 µg L-1 en 

solución 

 

LOD = 6 µg kg-1 

LOQ = 18 µg kg-1 

Porcentaje de recuperación = 

85 a 110. 

Sesgo = 4,90 %. 

RSD = 3 a 6 % 

(Sigrist et al., 

2016) 

 

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

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

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

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

obtener LOD y LOQ menores a 2 µg∙kg-1 lo cual es muy útil al momento de medir el tAs en 

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



Desarrollo y validación de metodologías para la cuantificación de arsénico total 

(tAs) en arroz 

55 

 

2.4 Conclusiones 

1. Se validaron satisfactoriamente 2 metodologías para la determinación de Arsénico total 

en arroz. La primera, usa una extracción ácida asistida con microondas y cuantifica con 

ICP-MS y el método de adición estándar con corrección de estándar interno gravimétrico. 

La segunda, usa la calcinación de la muestra y cuantifica con HG-AAS mediante el método 

de bracketing. Se demostró por medio de la evaluación de los parámetros 

correspondientes que ambas metodologías cumplen con las condiciones necesarias para 

su uso previsto; en este caso, la evaluación de la homogeneidad de un piloto a material 

de referencia certificado de As en arroz.  

2. Los resultados obtenidos para los parámetros en ambas metodologías: ICP-MS y HG-

AAS, se encuentran en la Tabla 2-16.  

 

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

 

Linealidad 

Límites de 

detección (LOD) y 

cuantificación 

(LOQ) 

Repetibilidad y sesgo 

As total usando 

ICP-MS 

0,03 a 0,51 mg kg-1 

Coeficiente de 

correlación 0,9998 

LOD = 0,021 µg kg-1 

LOQ = 0,04 µg Kg-1 

Porcentaje de recuperación 

= 99,34 a 101,7. 

RSD = 0,87 a 3,82 %. 

Sesgo = 5,34 % 

As total en 

arroz usando 

HG-AAS 

0,6 a 0,9 mg kg-1 

Coeficiente de 

correlación 0,9960 

LOD = 0,23 µg kg-1 

LOQ = 1,11 µg kg-1 

Porcentaje de recuperación 

= 92,55 a 103,49. 

RSD:  = 2,68 a 4,23 %. 

Sesgo = 0,03 %. 

 

3. Las dos metodologías desarrolladas y validadas, ICP-MS y HG-AAS pueden emplearse 

para la evaluación de la homogeneidad del piloto a MRC de arroz, ya que cuentan con 

intervalos lineales que incluyen la concentración esperada del piloto a MRC, LODs y LOQs 

menores que la concentración esperada del piloto a MRC, sesgos no significativos y RSD 

menores al 5%.  
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4. En el caso particular de ICP-MS, la metodología validada, al compararse con lo reportado 

en la literatura disponible, presenta un rango lineal más reducido, pero un mejor 

coeficiente de correlación. En cuanto al LOD, LOQ y la precisión, los resultados están en 

las mismas magnitudes de los trabajos con los que se comparó. Por su parte, nuestro 

porcentaje de recuperación es el mejor de entre los comparados, aunque nuestro sesgo 

fue el más alto. Este sesgo, relativamente alto, se puede mejorar, en futuros trabajos, 

usando un estándar subrogado, que va a permitir tener en cuenta el proceso de digestión 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

3. Producción y evaluación de la 
homogeneidad de un piloto a material de 
referencia 

3.1 Materiales de referencia certificados 

En los últimos años se han realizado esfuerzos notables para desarrollar estrategias que 

apoyen la calidad de los resultados de los análisis. La preparación de materiales de 

referencia certificados (MRC) adecuados de diferentes tipos de alimentos y la organización 

de ensayos de aptitud forman la base de estos esfuerzos. El uso y la aplicación de ambos 

son sugeridos en los laboratorios de ensayo, según lo regulado por la Norma ISO/IEC 

17025:2017. Así, un plan integral de control de calidad en los laboratorios de química 

analítica debe incluir los siguientes elementos: validación de métodos analíticos, uso de 

MRC, aplicación rutinaria de control de calidad interno y la participación en ensayos de 

aptitud. 

Los MRC son proporcionados por diferentes organizaciones, generalmente institutos 

nacionales de metrología, como el Instituto Nacional de Metrología 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 analíticos específicos para la 

determinación de iAs y tAs en alimentos, pero se han desarrollado muy pocos MRC. Solo los 

MRC de arroz y algas marinas están 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 

Organización MRC Matriz Valor certificado de tAs y 

su incertidumbre 

expandida 

Factor de 

cobertura 

NMIJ CRM 7503-a Harina de 

arroz 

blanco 

0,098 ± 0,007mg kg-1 k = 2 

NMIJ CRM 7532-a Harina de 

arroz 

integral 

0,320 ± 0,010mg kg-1 k = 2 

NIST SRM 1568b Harina de 

arroz 

0,285 ± 0,014mg kg-1 k = 2 

IRMM ERM-BC211 Harina de 

arroz 

260 ± 1 μg kg-1 k = 2 

IRMM IRMM-804 Harina de 

arroz 

0,049 ± 0,004mg kg-1 k = 2 

CNCIS NCS 

ZC73008 

Arroz 0,102 ± 0,008mg kg-1 k = 2 

CAGS GBW10010 

(GSB-1) 

Harina de 

arroz 

0,102 ± 0,008mg kg-1 k = 2 

NMIJ: Instituto Nacional de Metrología de Japón. 
NIST: Instituto Nacional de Estándares y Tecnología de USA. 
IRMM: Instituto de Materiales y Mediciones de Referencia de la Unión Europea. 
CNCIS: Centro Nacional de Análisis de Hierro y Acero de China. 
CAGS: Academia China de Ciencias Geológicas. 

3.1.1 Producción 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. El MR puede llegar a ser un MRC pero, en esta tesis de maestría, no se 

contempló hacerlo por cuestiones de tiempo, ya que certificar la concentración del As en el 

arroz implica un trabajo adicional que toma más tiempo del disponible.  
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Un material de referencia (MR) es un material lo suficientemente estable y homogéneo 

respecto a una o más 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 

metrológicamente válido y se acompaña con un certificado que provee el valor para una o 

más propiedades específicas, la incertidumbre asociada y una declaración de trazabilidad 

metrológica. (ISO, 2015) 

Así entonces, la producción y distribución de materiales de referencia (MR), que son 

candidatos a MRC, requiere una planeación cuidadosa antes de iniciar con cualquier 

actividad. La Figura 3-1 describe los pasos involucrados en la producción de un material de 

referencia según lo indica la ISO 33405:2024 (ISO, 2024). 

 

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

Tomado y modificado de (ISO, 2024)  

M C
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Dado que la producción 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: 

• Especificación 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 

diseña un procedimiento de producción del MR, se establece el número de unidades 

(botellas) esperadas del MR y se seleccionan procedimientos de medición apropiados 

para la caracterización y los estudios de homogeneidad y estabilidad. 

• Adquisición 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 número de unidades que se esperan distribuir a lo largo de la vida útil 

esperada del MR, así como del número de unidades que van a ser destinadas a 

estudios de homogeneidad, estabilidad, a la caracterización del candidato a MRC y, 

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 liofilización, la molienda, la 

homogeneización antes del empacado y todos los demás procesos necesarios para 

obtener un MR adecuado para el uso previsto. 

• Empacado: se debe seleccionar el tipo de empaque en el cual será envasado el MR 

teniendo en cuenta las características del material de partida, el proceso de 

empacado, la subdivisión del material de partida en unidades individuales y el 

etiquetado de los envases. 

• Evaluación 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. Además, 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 variación del mensurando en 

el lote del MR producido. La homogeneidad se evalúa estadísticamente comparando 
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la dispersión de las observaciones, en varias unidades del lote del MR, con la 

precisión del método de medición para determinar la desviación estándar 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 cuantificación con excelente repetibilidad. 

• Evaluación 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. Así, 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.  

• Asignación de valor y preparación de la documentación del MRC: la asignación de 

valor es el proceso en donde se combinan los resultados de la evaluación de la 

homogeneidad y la estabilidad del MR junto con los resultados obtenidos en la 

caracterización. La combinación de lo anterior nos permite determinar los valores que 

se le asignarán a la(s) propiedad(es) del MR y 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 información sobre el 

material de partida, la fecha de producción y la vida útil del producto. 

 

3.1.2 Evaluación 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 producción. (ISO, 

International Organization for Standarization, 2017) 

A continuación, se mencionan consideraciones necesarias para la evaluación 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 

información sobre la varianza debida a la heterogeneidad y cualquier tendencia que 

pudo ser generada por el procesamiento. En general, una estimación aceptable de la 

varianza entre unidades se puede obtener con 9 o más grados de libertad, lo cual se 

obtiene eligiendo mínimo 10 unidades del lote del MR. Si la producción del lote es 

menor de 100 unidades, el 10% del número 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 sistemático y 

el muestreo aleatorio estratificado (ISO, 2024). El muestreo aleatorio estratificado se 

recomienda, en la mayoría 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 diseño 

experimental apropiado: considerando que en los estudios de homogeneidad se 

evalúa la dispersión 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 medición 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 preparación de la muestra hasta el paso final 

de medición. Dependiendo del procedimiento de medición existen varios diseños 

experimentales que permiten obtener la mejor estimación del término relacionado a 

la varianza entre botellas, a saber: 

o Diseño de homogeneidad clásico: el diseño de homogeneidad clásico es el 

más sencillo, ya que todas las mediciones se realizan en una sola corrida analítica, 

de este modo las desviaciones estándar dentro y entre botellas pueden ser 

evaluadas usando un diseño ANOVA (Análisis de Varianza) de una vía. 

o Diseño de bloques aleatorizados: es apropiado cuando el número de réplicas 

de todas las unidades seleccionadas del MR no pueden ser incluidas en una sola 

medición (una sola corrida), ya sea por limitantes instrumentales o de tiempo. Por 

otra parte, si contamos con un sistema de medición propenso a presentar deriva 

al final de corridas muy largas, se obtiene una mejor precisión realizando varias 

medidas, pero en intervalos de medición más cortos. En un diseño de bloque 
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aleatorizado, cada unidad de MR se mide una vez en cada corrida analítica, de 

modo que el número de réplicas de cada MR es igual al número de corridas 

analíticas necesarias para completar el estudio de homogeneidad. 

o Diseño anidado balanceado: al igual que el diseño de bloques aleatorizados, 

los diseños anidados se usan cuando el número total de réplicas de los MR no 

pueden incluirse en una sola corrida analítica y es necesario realizar más de una. 

En un diseño anidado balanceado, el número de unidades seleccionadas para los 

estudios de homogeneidad se distribuye en varias corridas analíticas, de tal forma 

que cada corrida analítica incluye el mismo número de unidades del MR y el 

número de replicas para cada MR debe ser el mismo y medirse en la misma 

corrida. 

 

• Llevar a cabo un análisis estadístico de los datos obtenidos: luego de las mediciones, 

se llevan a cabo inspecciones a los datos para detectar tendencias o datos anómalos. 

Dependiendo de la situación, los datos pueden ser rechazados o se deben repetir las 

mediciones. Adicionalmente, es necesario comprobar si existe o no una tendencia 

por procesamiento. Todas estas tendencias y datos anómalos afectan la estimación 

de la variación entre unidades y; por lo tanto, la evaluación de la homogeneidad del 

MR. Terminada la detección de tendencias o datos anómalos, se debe continuar con 

la evaluación del término asociado a la varianza entre unidades dependiendo tanto 

del diseño experimental como del diseño con el cual se estudió la homogeneidad. 

Estas evaluaciones se describen en la sección Métodos estadísticos del numeral 

3.3 Evaluación de la homogeneidad del material de referencia piloto. 

 

3.2 Producción del material de referencia piloto 

El material de referencia piloto de arsénico en harina de arroz, con código 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 dividió en cuatro etapas: preparación del 

material, homogeneización de la fracción obtenida, etiquetado y envasado del material y 

finalmente embalaje. 

• Preparación del material  

La preparación del material de referencia piloto de arsénico en harina de arroz se inició con 

la adquisición 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 realizó la primera molienda. 

 

 

El resultado de la molienda preliminar se recolecto en tres bolsas, cada una de las cuales se 

llevó a una segunda molienda, en el molino de impacto de rotor SR 200 (Retsch, Hann, 

Alemania), el cual cuenta con un contenedor metálico en donde se recolecta el material 

molido y que además tiene un tamiz, en su interior, de tamaño de partícula de 100 µm.  

Debido a que la molienda fue por porciones al final del proceso se recogió el material 

obtenido en una caneca plástica previamente pesada Figura 3-3. 



62 Comparación de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a 

material de referencia de arsénico total en arroz 

 

Figura 3-3 Etapa de molienda: molino de impacto de rotor y harina de arroz obtenida. 

 

 

El molido del arroz se llevó a cabo en el laboratorio previamente desinfectado y limpio, 

usando cofias, tapabocas y guantes y tuvo una duración aproximada de 4 horas y 30 minutos. 

El rendimiento aproximado de los dos procesos de molienda se calculó a partir del peso del 

recipiente plástico vació y luego del recipiente plástico con la fracción 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 vacío / 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 

• Homogeneización de la fracción obtenida  

El recipiente plástico con el arroz molido se cerró y selló con una película plástica adherente 

y se introdujo en un agitador de orientación tridimensional (Gyromixer). Se agitó durante tres 

ciclos de cinco minutos, cada uno en el modo de agitación “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 
homogenización. 

 

 

• Etiquetado y envasado del material  

Se produjeron 60 botellas que contenían la harina de arroz. Las botellas se rotularon de 

acuerdo con el orden de envasado. Antes de iniciar el proceso de envasado se homogenizó, 

de nuevo, todo el material molido en el Gyromixer por dos ciclos de cinco minutos en el modo 

de agitación “Dark” y se procedió a envasar 30 g del material con ayuda de una balanza 

XP1202S (Mettler Toledo, Ohio, Estados Unidos) en frascos de vidrio ámbar de 120 mL de 

capacidad, empleando un embudo plástico para facilitar el llenado. Cada 20 botellas, se 

homogenizó la fracción de interés en el Gyromixer por dos ciclos de cinco minutos en el 

modo de agitación “Medium” y un ciclo de cinco minutos en el modo de agitación “Light” para 

evitar así una sedimentación de partículas. (Figura 3-5 ) 

Finalmente, los frascos con la harina de arroz fueron cerrados con tapones y tapas plásticas 

y a cada unidad se le colocó 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 preparación del material piloto se llevó 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 

   

   

• Embalaje 

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

respectivo número de botella. En la Figura 3-6 se muestra la presentación final del material.    

     Figura 3-6. Presentación 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 Evaluación 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 aceptación. El criterio 

de aceptación 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 estableció en 6 %, valor 

que se obtuvo calculando el promedio de las incertidumbres de los MRC de la Tabla 3-1. Así 

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 

• Selección de las unidades del candidato a MR para evaluar la 
homogeneidad 

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

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

6 unidades cada una, en cada estrato se seleccionó, 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 número 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 selección de las 
unidades del lote del MR piloto para la evaluación de la homogeneidad. 
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• Selección del diseño de estudio de homogeneidad y del 
diseño 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 diseño del estudio de 

homogeneidad que se llevó a cabo, en esta investigación, compara 7 submuestras de cada 

botella usada en el estudio. Así, 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 concentración de As usando las dos metodologías validadas para este 

propósito: 

1. la digestión ácida asistida con microondas y la medición con ICP-MS descrita en la 

sección 2.2 Determinación de Arsénico total usando ICP-MS y el método de 

adición estándar con corrección de estándar interno gravimétri, y 

2. la calcinación y medición por HG-AAS descrita en la sección 2.3 Determinación de 

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

 

Ahora, dado que no fue posible realizar las 70 digestiones, requeridas para el ensayo de 

homogeneidad, en el mismo día, debido a que el microondas Multiwave 5000 (Anton Paar, 

Graz, Austria) tiene capacidad para máximo 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 digestión, como se muestra en la Figura 3-8 , en donde se presenta 

el diseño 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 medición es el resultado de 14 réplicas instrumentales (en el caso de la metodología 

por ICP-MS).  Este es un diseño factorial anidado, ya que el factor botellas esta anidado en 

el factor tandas. 

En cuanto al método en el que se midió As por HG-AAS, se usó el mismo diseño experimental 

que se acaba de describir excepto por el número de réplicas instrumentales, que pasó de 14 

en ICP-MS a solo 3 en HG-AAS. Esto último se hizo así para disminuir los días de medición 

y mantener las condiciones de repetibilidad. Así, en un día 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. Además, se siguió el mismo orden de tandas y botellas que el usado en la 

digestión con microondas. 

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

 

 

• Métodos estadísticos  

El análisis de varianza ANOVA se puede usar para calcular la variación entre unidades, la 

cual está asociada a la incertidumbre por heterogeneidad. Los métodos estadísticos que se 

presentan a continuación fueron realizados en el software libre R (R Core Team, 2025) y 

bibliotecas especializadas como brms (Bürkner, 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 preparación y medición pueden llevarse a cabo en 

procedimientos simples (una sola tanda o corrida y no se requiere diseños factoriales), los 

resultados pueden analizarse por medio de un ANOVA de una vía. En el cálculo se asume 

que se toman a unidades del lote del MR piloto, con ni mediciones de cada unidad i. Por otro 

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

ANOVA de una vía se muestra en la Ecuación 3.1: 

𝑥𝑖𝑗 = μ + δ𝑖 + ε𝑖𝑗  Ecuación 3.1 
 

Donde: 

𝑥𝑖𝑗  Es la observación j en el grupo i. 

𝜇 Es el valor verdadero de la media de la población de posibles 
resultados, de donde se asume que vienen los resultados observados 

𝑥𝑖𝑗 . 

𝛿𝑖 Es la desviación estándar de la media, 𝜇, del grupo i. 
 

𝜀𝑖𝑗  Es el error aleatorio de la observación j en el grupo i. 

 

Se asume que 𝛿𝑖 proviene de una población (usualmente con distribución normal) con media 

0 y desviación estándar que llamaremos 𝜎𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒  y 𝜀𝑖𝑗  proviene de una población (usualmente 

con distribución normal) con media 0 y desviación estándar que llamaremos 𝜎𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 . 

Además, se asume que la desviación estándar es igual para todos los grupos. Entonces, el 

ANOVA se usa para estimar las desviaciones estándar 𝜎𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒  y 𝜎𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜. Teniendo esto en 

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

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

En el ANOVA, la dispersión 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 dispersión en varios niveles jerárquicos del ANOVA. La media de la suma de 

cuadrados “entre grupos” y “dentro de grupos”, 𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 y 𝑀𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒, se obtiene del análisis 

ANOVA en programas estadísticos o en hojas de cálculo y se pueden convertir en las 

varianzas de acuerdo con las siguientes ecuaciones: 

𝑠𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜
2 = 𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 

 

Ecuación 3.2 

𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒
2  =

𝑀𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 −𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜
𝑛

 
Ecuación 3.3 
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Donde n son las observaciones por grupo. En este caso 𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒
2  es idéntico al cuadrado de la 

contribución a la incertidumbre de la homogeneidad entre unidades, 𝑢𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒
2 . 

 

La incertidumbre de un valor certificado debe incluir la incertidumbre correspondiente a la 

heterogeneidad o 𝑢ℎ𝑜𝑚, la cual está asociada a la incertidumbre por homogeneidad entre 

unidades 𝑢𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 de acuerdo con la Ecuación 3.4. 

 

𝑢ℎ𝑜𝑚 = √𝑢𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒
2  

 

Ecuación 3.4 

 

Ahora, si la incertidumbre dentro de las unidades  𝑢𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 es significativa debe tenerse en 

cuenta de acuerdo con la Ecuación 3.5. 

𝑢ℎ𝑜𝑚 = √𝑢𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒
2 + 𝑢𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜

2  
Ecuación 3.5 

 

 
 

En nuestro caso, un diseño experimental anidado balanceado, los componentes de la 

varianza no se pueden calcular con un ANOVA de una vía. En cambio, se pueden calcular 

con un ANOVA anidado de dos vías. En este diseño, se usan a unidades del MR piloto 

distribuidas en 𝑛𝑟 corridas (o tandas), con 𝑚𝑤 unidades por corrida y con n réplicas de cada 

unidad. El modelo estadístico se encuentra en la Ecuación 3.6. 

𝑥𝑖𝑗𝑘 = μ + 𝐴𝑖𝑗 + 𝐵𝑗 + ε𝑖𝑗𝑘  Ecuación 3.6 

 

Donde 

𝑥𝑖𝑗𝑘  Es la observación k en la corrida j (j =1, 2, …, 𝑛𝑟) para la unidad i (i 
=1, 2, …, 𝑚𝑤). 

𝜇 Es el valor verdadero de la media de la población de posibles 
resultados, de donde se asume que vienen los resultados 

observados 𝑥𝑖𝑗𝑘 . 

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

𝐵𝑗 Es el efecto de la corrida j. 

𝜀𝑖𝑗𝑘 Es el termino usual de error residual, con k = 1, 2, … , n. 
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Se asume que los términos 𝐴𝑖𝑗 , 𝐵𝑗 𝑦 𝜀𝑖𝑗𝑘 provienen de poblaciones con distribuciones 

normales, con medias en 0 y desviaciones estándar 𝜎𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 , 𝜎𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎𝑠 y 𝜎𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 . Ahora, 

de manera similar que, en el ANOVA de una vía, en el ANOVA de dos vías se asume que el 

término del error de medición tiene la misma varianza en cada unidad del MR piloto y también 

en cada corrida, los parámetros a estimar son: 𝑠𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎𝑠 que corresponde a la desviación 

estándar entre corridas, 𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 la desviación estándar entre unidades y 𝑠𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 la desviación 

estándar dentro de las unidades. 

El ANOVA para diseños anidados balanceados con unidades del lote del candidato a MR 

anidado entre las corridas analíticas y con n replicas por unidad del candidato a MR, genera 

las sumas de cuadrados debidas a la dispersión entre: 𝑀𝐵 las corridas, 𝑀𝐴 las unidades en 

cada corrida y, 𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 la dispersión residual. Las relaciones entre las desviaciones estándar 

de interés y las medias de la suma de cuadrados que se obtienen en el ANOVA se presentan 

en las siguientes ecuaciones:  

𝑠𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜
2 = 𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 

 

Ecuación 3.7 

𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒
2 =

𝑀𝐴 −𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜
𝑛0

 
Ecuación 3.8 

 

 

𝑠𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎𝑠
2 =

𝑀𝐵 − 𝑛
′
0 −𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜
𝑛𝑏0

 

 

Ecuación 3.9 

 

Donde: 

𝑛0 =

∑ ∑ 𝑛
𝑚𝑤
𝑖=1

𝑛𝑟
𝑗=1 − ∑ (

∑ 𝑛2
𝑚𝑤
𝑖=1

∑ 𝑛
𝑚𝑤
𝑖=1

)
𝑛𝑟
𝑗=1

∑ 𝑚𝑤
𝑛𝑟
𝑗=1 − 𝑛𝑟

 

𝑛′0 =

∑ (
∑ 𝑛2
𝑚𝑤
𝑖=1

∑ 𝑛
𝑚𝑤
𝑖=1

)
𝑛𝑟
𝑗=1 −

∑ ∑ 𝑛2
𝑚𝑤
𝑖=1

𝑛𝑟
𝑗=1

∑ ∑ 𝑛
𝑚𝑤
𝑖=1

𝑛𝑟
𝑗=1

𝑛𝑟 − 1
 

𝑛𝑏0 =

∑ ∑ 𝑛
𝑚𝑤
𝑖=1

𝑛𝑟
𝑗=1 −

∑ (∑ 𝑛
𝑚𝑤
𝑖=1 )

2𝑛𝑟
𝑗=1

∑ ∑ 𝑛
𝑚𝑤
𝑖=1

𝑛𝑟
𝑗=1

𝑛𝑟 − 1
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La incertidumbre asociada a la homogeneidad se obtiene despejando en la Ecuación 3.3, 

cómo se presenta en la Ecuación 3.10. 

𝑢𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 = 𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 = √
𝑀𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 −𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜

𝑛
 

 

Ecuación 3.10 

  

Este método para obtener la homogeneidad funciona muy bien si 𝑀𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 ≥ 𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜. Cuando 

no se cumple esta condición, la desviación estándar entre botellas no puede calculase, ya 

que involucraría calcular la raíz cuadrada de un número negativo. (ISO, 2024) Esta situación 

ocurre cuando las diferencias entre las unidades del MR evaluadas son pequeñas y la 

repetibilidad del método de medición no es suficientemente baja para cuantificar esas 

diferencias o, en la presencia de valores anómalos. 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 diseños anidados, calcula la desviación estándar entre unidades según la  

Ecuación 3.11. (Linsinger et al., 2001) 

𝑢𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒
∗  = √

𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜
𝑛

√
2

𝑎(𝑛 − 1)

4

 

 

 

Ecuación 3.11 

o Análisis Bayesiano 

Entre los métodos alternativos para estimar la homogeneidad se destacan los métodos de 

máxima verosimilitud y el análisis Bayesiano.(ISO, 2024) En la práctica, el objetivo de la 

estadística bayesiana es generar una distribución posterior. La distribución posterior, 

P(θ|X), es una distribución de probabilidad para un parámetro desconocido o vector de 

parámetros desconocidos, θ, que están condicionados por los datos de entrada X. En este 

caso, el teorema de Bayes se escribe como: 

𝑃(𝜃|𝑋) =
𝑃(𝑋|𝜃) ∙ 𝑃(𝜃)

𝑃(𝑋)
 

Ecuación 3.12 
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Donde P(X|θ), la función de verosimilitud es una distribución de probabilidad que coincide 

con los datos observados; P(θ), la distribución a priori o prior, es la distribución de los 

parámetros, 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 θ y no es necesaria para el cálculo (además, puede ser muy difícil de calcular), 

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

𝑃(𝜃|𝑋) 𝛼 𝑃(𝑋|𝜃) ∙  𝑃(𝜃)  Ecuación 3.13 

 

La distribución posterior se puede obtener usando métodos de simulación 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 información sobre los 

parámetros y proporcionar cualquier estadístico de interés; por ejemplo, la media y la 

desviación estándar. (Kruschke, 2015)  

La inferencia bayesiana se ha usado en temas relacionados a la evaluación de la 

homogeneidad; por ejemplo, en el artículo de Van der Veen (Van Der Veen, 2017), se usa la 

inferencia bayesiana en los estudios de homogeneidad en la producción de materiales de 

referencia. En el artículo citado, se aplica un modelo bayesiano con 3 parámetros; a saber, 

la media total μ, la desviación estándar dentro de las unidades σ y la desviación estándar 

entre unidades τ o 𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒. En el artículo mencionado, se eligió como prior para la media μ, 

una distribución normal y, para las 2 desviaciones estándar (σ y τ) se eligió distribuciones 

Cauchy. Al final, el análisis Bayesiano produjo las funciones posteriores de densidad de la 

probabilidad de estos tres parámetros, de los cuales el autor obtuvo la desviación entre 

botellas.  

3.3.2 Resultados y discusión 

• 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 cuantificó el As en la harina de arroz usando ICP-

MS, y el método de bracketing. La homogeneidad se midió a partir de la concentración de 

As en las muestras, según la Ecuación 3.14. 

𝐶𝑥 =
𝐶𝑎𝑙𝑡𝑜 ∗ (𝑅𝑥 − 𝑅𝑏𝑎𝑗𝑜) + 𝐶𝑏𝑎𝑗𝑜 ∗ (𝑅𝑎𝑙𝑡𝑜 − 𝑅𝑥)

𝑅𝑎𝑙𝑡𝑜 − 𝑅𝑏𝑎𝑗𝑜
 

Ecuación 3.14 

 

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

botellas. 

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

 

Todas las 

botellas 

Repetición B1, 

B27, B40 y B60 

Eliminando las botellas 

1 y 27 (Tanda 2) 

Promedio 167,0 166,9 167,2 

Desviación estándar 3,8 3,5 2,5 

Coeficiente de variación 

CV% 2,3 2,1 1,5 

Máximo 178,8 178,8 173,7 

Mínimo 150,4 151,2 163,2 

Prueba Grubbs  

Valor-pa 0 0 1 

Los extremos son 

anómalos Si Si No 

Prueba Shapiro-Wilk  

Valor- pb 0,00001 0,0001 0,25 

Los datos tienen una 

distribución normal No No Si 

a La prueba se realizó para detectar datos anómalos en ambos extremos.  

b La prueba Shapiro-Wilk se realizó para determinar si los datos tenían una distribución normal. 

 

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

27 la que presenta más dispersión en los datos; de hecho, en esta botella se encuentran los 
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extremos de todas las observaciones: concentración más baja y la más 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 

Desviación 

estándar 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 

Máximo 168,4 172,2 167,8 169,3 178,8 167,0 173,7 167,9 172,7 175,6 

Mínimo 160,0 165,0 163,2 166,7 151,2 163,4 166,2 163,9 167,2 164,0 

Prueba Grubbs    

Valor-pa 0,27 0,17 1 0,65 0,00 1 0,32 1 0,55 1 

Los extremos son 

anómalos Si Si No No Si No Si No No No 

Prueba Shapiro-

Wilk Valor-p b 0,25 

 

0,11 0,10 0,78 0,51 0,02 0,00 0,26 0,55 0,60 

Siguen una 

distribución 

normal Si Si Si Si Si No No Si Si Si 

a La prueba se realizó para detectar datos anómalos en ambos extremos.  

b La prueba Shapiro-Wilk se realizó para determinar si los datos tenían una distribución normal. 

 

Al ver estos resultados, en el momento de la medición, se repitió la disolución para esta 

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

problema estaba en la digestión de la muestra. 

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

donde se presentaban coeficientes de variación 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 día que todas las demás muestras. Aunque la repetición de estas 

mediciones no disminuyó la dispersión en la botella 27, si mejoró en otras submuestras, y 

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

Los datos de la Tabla 3-3, columnas Todas las botellas y Repetición B1, B27, B40 y B60, no 

siguen una distribución normal, por lo que el uso del ANOVA es cuestionable dado que los 

resultados no serán confiables. 

En la ISO 33405:2024, se plantea la posibilidad de rechazar los datos anómalos si se tiene 

una razón aceptable. En nuestro caso, se considera esta opción ya que el problema estuvo 

en la digestión de la muestra y estos resultados anómalos no se deben a heterogeneidad en 

la botella, esta conclusión se obtiene debido a que la botella 27 no presenta estos problemas 

de alta dispersión cuando se realizó el estudio de homogeneidad usando la metodología 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 último se hizo para mantener el 

diseño experimental balanceado: todas las tandas con el mismo número de botellas. El 

análisis 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 distribución normal. 

 

Análisis de tendencia por el orden de envasado y de medición. 

Los análisis de tendencia son necesarios para verificar que la propiedad estudiada no cambia 

dependiendo del orden de envasado, ni del orden de medición. La búsqueda de dichas 

tendencias se realizó mediante análisis de regresión lineal y usando los datos 

correspondientes a la Tabla 3-3, columnas Repetición B1, B27, B40 y B60 y Eliminando las 

botellas 1 y 27. 

Por otra parte, los análisis 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 función 

del orden en que se envasaron para los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna 

Repetición B1, B27, B40 y B60.   



76 Comparación de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a 

material de referencia de arsénico total en arroz 

 

La regresión lineal entre la respuesta relativa y el orden de envasado arrojó una pendiente 

no significativamente diferente de 0, según 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 función del orden en que se envasaron las 
botellas. Se presentan los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna Repetición B1, 
B27, B40 y B60. 

 

En cuanto a la tendencia por el orden de medición para el mismo conjunto de datos (Tabla 

3-3, columna Repetición B1, B27, B40 y B60.), la Figura 3-10 presenta la media de las 

respuestas obtenidas para cada botella en función 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 función del orden en que se midieron las 
botellas. Se presentan los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna Repetición B1, 
B27, B40 y B60. 

 

El anterior análisis se repitió con los datos que se obtuvieron luego de eliminar la tanda que 

contendía a la botella 27 (botellas 1 y 27 según se explicó 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 gráficas de tendencia para el envasado y la medición, respectivamente, del 

caso en cuestión: los datos sin las botellas 1 y 27. Igual que antes, el valor p para la prueba 

t de la significancia estadística de la pendiente de la regresión lineal, 0,219 para la tendencia 

de envasado y 0,698 para la tendencia de medición, indican que los resultados no presentan 

tendencia ni para el envasado, ni para la medición. 

Figura 3-11 Tendencia de las mediciones en función del orden en que se envasaron las 

botellas. Se presentan los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna Eliminando las 

botellas 1 y 27. 
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Figura 3-12 Tendencia de las mediciones en función del orden en que se midieron las 

botellas. Se presentan los datos correspondientes a la Tabla 3-3, columna Eliminando las 

botellas 1 y 27. 

 

En la Tabla 3-5 se presentan los resultados del análisis de los datos, para la estimación de 

la incertidumbre asociada a la homogeneidad del candidato a MR, de la Tabla 3-3, columnas 

Repetición B1, B27, B40 y B60 y Eliminando las botellas 1 y 27. El análisis se realizó usando 

un ANOVA anidado de dos vías. En ambos grupos de datos, se obtuvo que la relación entre 

la suma de cuadrados es 𝑀𝐴 ≤ 𝑀𝑑𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜; por lo que, para calcular la incertidumbre asociada 

a la homogeneidad, fue necesario usar la Ecuación 3.11.  

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

 Repetición B1, B27, B40 y 
B60 

Eliminando las botellas 
1 y 27 
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Supuesto de 
normalidad 

No cumple No cumple 

Supuesto de 
homocedasticidad 

Si cumple Si cumple 

Incertidumbre asociada 
a la homogeneidad 

0,34%* 0,21%* 

 

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 Repetición B1, B27, B40 y B60. 

Esto es de esperarse ya que para la columna Eliminando las botellas 1 y 27 se excluyeron 

los datos anómalos que incluían 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 colocó como objetivo al inicio del trabajo: 2%. Es decir, en ambos casos, a pesar de las 

objeciones estadísticas 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 realizó un análisis bayesiano. 

 

 

• Análisis bayesiano 

Teniendo en cuenta que para el análisis bayesiano no es requisito cumplir el supuesto de 

normalidad, los datos con que se realizaron los modelos, que se presentarán a continuación, 

corresponden a los datos de la Tabla 3-3, columna Repetición B1, B27, B40 y B60, puesto 

que ellos abarcan una mayor cantidad de información sobre la homogeneidad del candidato 

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

Se evaluaron 9 modelos estadísticos, en los que se variaron las distribuciones a priori y la 

función de verosimilitud. A continuación, se describe la estructura del modelo estadístico que 

generó los mejores resultados: 



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

material de referencia de arsénico total en arroz 

 

𝑦𝑖𝑗𝑘  ~ 𝑆tudent𝜈(μ + 𝑇𝑗 + 𝐵𝑖 , 𝜎) .  

Donde: 

𝑦𝑖𝑗𝑘  Es la concentración de tAs en la submuestra k, en la tanda j (j =1, 2, 
…, 𝑛𝑟) de la botella i (i =1, 2, …, 𝑚𝑤). 
 

𝜇 Es el valor de la media global. 
 

𝑇𝑗  Es el efecto fijo de la tanda j, con la restricción ∑ 𝑇𝑗 = 0𝑗 . 
 

𝐵𝑖 Es el efecto aleatorio asociado a la botella i, con 𝐵𝑖~𝑁(0, 𝜏
2).  

 

𝜎 Es el término de error residual. 
 

𝜐 Grados de libertad de la distribución t. 

 

De manera análoga al ANOVA, con el análisis bayesiano se pretende estimar la varianza 

entre botellas para relacionarla con la incertidumbre por homogeneidad, en este modelo 

estadístico la varianza entre botellas está relacionada al termino 𝐵𝑖, que se define como el 

efecto aleatorio asociado a las botellas, el cual sigue una distribución normal definida por la 

media en 0 y una varianza 𝜏2. Al estimar 𝜏2 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 función de verosimilitud 

que se acaba de describir. 

Tabla 3-6. Distribuciones a priori y función de verosimilitud para el modelo estadístico 
elegido 

Distribuciones a priori 
𝜇~𝑆𝑡𝑢𝑑𝑒𝑛𝑡3(167,10) 
𝑇𝑗~𝑆𝑡𝑢𝑑𝑒𝑛𝑡3(0,8) 

𝜎~𝐸𝑥𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙(1) 
𝐵𝑖~𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙(0, 𝜏

2) 
𝜏~𝐸𝑥𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙(1) 

𝜈~𝐺𝑎𝑚𝑚𝑎(3,1) 

Función de verosimilitud 
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𝑦𝑖𝑗𝑘|𝜇, 𝑇𝑗, 𝐵𝑖 , 𝜎, 𝜈~𝑆𝑡𝑢𝑑𝑒𝑛𝑡𝜈(𝜇 + 𝑇𝑗 + 𝐵𝑖, 𝜎)  

 

Los parámetros de las distribuciones a priori se asignaron a partir de los datos obtenidos en 

este trabajo. Así, se asignó a la media a priori un valor de  𝜇 = 167 μg kg-1 con desviación 

estándar 10 μg kg-1, que se pueden verificar en la Tabla 3-3 y la Tabla 3-5. 

Obsérvese que, se usó una distribución t-Student para la media ya que los datos no seguían 

una distribución normal, como se presentó en la Tabla 3-5. Recuérdese, también, que 

tenemos datos extremos anómalos; por tanto, la distribución t-Student se ajusta bien porque 

la misma tiene colas más pesadas. Además, la distribución t-Student depende de los grados 

de libertad; es decir, del tamaño de la muestra y; por tanto, podemos ajustarla al número de 

muestras analizadas. En consecuencia, la distribución t-Student resulta adecuado para los 

datos obtenidos experimentalmente. 

Ahora, antes de usar este modelo bayesiano para inferir los parámetros asociados a la 

homogeneidad, es necesario verificar la calidad de la predicción del modelo estadístico 

propuesto. La verificación que se realizó fue una posterior predictiva, cuya gráfica se muestra 

en la  Figura 3-13.  

La Figura 3-13 muestra la estimación de la densidad de probabilidad de la variable y (es 

decir la concentración obtenida experimentalmente en la evaluación de la homogeneidad 

para cada réplica de cada botella) junto con la densidad de probabilidad de los datos 

simulados 𝑦𝑟𝑒𝑝 de la distribución posterior. En este caso, las variables 𝑦 y  𝑦𝑟𝑒𝑝 se 

superponen, bastante bien, lo que indica que el modelo propuesto reproduce la distribución 

observada. La calidad de la superposición se verificó cuantitativamente usando el grafico 

comparativo entre los residuos y los valores predichos por el modelo bayesiano propuesto, 

ver Figura 3-14. 

Figura 3-13. Verificación posterior predictiva de la media de concentraciones de tAs para el 
estudio de homogeneidad de la harina de arroz usando la estadística bayesiana. 
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Figura 3-14. Gráfico de residuos versus valores predichos por el modelo bayesiano 
propuesto. 

 

 

En la Figura 3-14, cada punto, de los 70 puntos estimados, representa una concentración 

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 dispersión constante, hay algunos residuos que se alejan más de la línea 

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 𝑒𝑛 % = 
𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑝𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐ℎ𝑜
 × 100 

Una vez hemos verificado la calidad del modelo bayesiano, procedemos a inferir el valor que 

nos interesa, 𝜏, el cual se relaciona con la desviación estándar entre botellas, es decir con la 

incertidumbre asociada a la homogeneidad. La Tabla 3-7 presenta los parámetros estimados 

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

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

Parámetro 
Media / 
μg kg-1 

Error 
estándar 
/ μg kg-1 

Intervalo de 
confianza (IC) 
95% / μg kg-1 

Interpretación 

𝜇 164,41 0,64 |163,28  ;  165,78| Nivel base (Tanda 1) 

Tanda 2 𝛽1 1,59 0,93 |-0,34  ;  3,30| Efecto Tanda 2 vs Tanda 1 

Tanda 3  𝛽2 2,22 0,88 |0,41  ;  3,84| Efecto Tanda 3 vs Tanda 1 

Tanda 4  𝛽3 3,31 0,91 |1,47  ;  5,09| Efecto Tanda 4 vs Tanda 1 

Tanda 5  𝛽4 4,07 0,84 |2,37  ;  5,64| Efecto Tanda 5 vs Tanda 1 

𝜎 1,51 0,30 |0,99  ;  2,15| Desviación residual 

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

𝜏 0,33 0,31 |0,01  ;  1,15| 
Desviación 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 concentración frente a T1, siendo la tanda 5 la que muestra el mayor aumento 

(4,07 en promedio).  Por otra parte, al observar la desviación estándar del efecto aleatorio 

de las botellas, 𝜏 = 0,33 μg kg-1 con IC del 95 % entre 0,01 a 1,15 μg kg-1, podemos concluir 

que la variabilidad entre botellas es baja pero distinta de cero. Así, el 𝑆𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 , o 𝜏, estimado 

es de 0,33 μg kg-1, 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 1 y 27 (0,212 %). La coincidencia de 

estos 2 valores es una confirmación del valor estimado para la incertidumbre de la 

homogeneidad. 

En conclusión 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, análisis bayesiano 0,197 %), más 

allá de su validez estadística, la más 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%. 

• 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 determinación de As por HG-AAS, del 

candidato a MR de harina de arroz, se realizó usando el método de bracketing en la 

cuantificación de tAs. Las respuestas usadas en esta evaluación de homogeneidad están en 

concentración de µg de As en 1 kg de arroz. El análisis de los datos se presenta en la Tabla 

3-8.  

 

 

 

 

 

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

 Concentración de As – Réplicas por botella 
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7, todas las réplicas 

medidas 

6, se eliminó una 

réplica por botella 

Promedio / µg de As en 1 kg de 

arroz 

176 170,1 

Desviación estándar / µg de As 

en 1 kg de arroz 

45 6,1 

Coeficiente de variación CV% 26 3,6 

Máximo / µg de As en 1 kg de 

arroz 

544 189 

Mínimo / µg de As en 1 kg de 

arroz 

156 156 

Prueba Grubbs Valor-pa 0 0,0721 

Los extremos son anómalos Si No 

Prueba de Lilliefors Valor-pb  0 0,169 

Los datos tienen una 

distribución normal 

No Si 

a La prueba se realizó para detectar datos anómalos en ambos extremos. 

b La prueba Lilliefors se realizó para determinar si los datos tenían una distribución normal (Lilliefors, 1967). Se 

usó esta prueba estadística ya que considera que la media y la varianza de la población son desconocidos. 

 

La Tabla 3-8 muestra que el coeficiente de variación porcentual es de 26 % cuando se usan 

todos los datos que se obtuvieron, 7 réplicas por botella. La razón de este alto valor de CV% 

es que existen datos anómalos, por lo cual se llevó a cabo el análisis estadístico para cada 

botella, con el fin de encontrar los datos anómalos. 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 
análisis por botella para la medición 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 



86 Comparación de métodos para evaluar la homogeneidad de un prototipo a 

material de referencia de arsénico total en arroz 

 

Desviación 

estándar 
4,5 138,8 2,8 2,6 5,4 6,0 4,0 7,5 2,7 4,4 

CV% 2,6 60 1,7 1,6 3,3 3,4 2,4 4,3 1,6 2,6 

Máximo 174,6 544,4 169,0 170,4 174,6 188,5 175,5 180,4 172,2 175,6 

Mínimo 162,1 170,2 160,9 163,6 156,0 169,9 165,0 158,8 164,9 163,9 

Prueba Grubbs    

Valor-pa 
0,59 0,82 0,39 1 0,00 0,15 1 0,42 0,71 1 

Los extremos 

son anómalos 
No No No No Si No No No No No 

Prueba Shapiro-

Wilk  Valor-p b 

0,69 0 0,41 0,62 0,29 0,00 0,47 0,05 0,63 0,60 

Siguen una 

distribución 

normal 

Si No Si Si Si No Si Si Si Si 

a La prueba se realizó para detectar datos anómalos en ambos extremos. 

b La prueba Shapiro-Wilk se realizó para determinar si los datos tenían una distribución normal. 

 

Como se puede ver en la Tabla 3-9, la botella 8 (B8) presenta un CV% de 60,37; debido a 

un dato anómalo, un máximo de tAs de 544,4 µg kg-1, obtenido en una de las 7 réplicas. La 

norma ISO 33405:2024, indica que en estos casos es posible rechazar el o los datos 

anómalos si se tiene una razón aceptable. En nuestro caso, se encontró que el problema 

estuvo en la calcinación de la muestra para esa réplica de la botella 8, en particular. Así, el 

resultado anómalo no se debe a la heterogeneidad en la botella 8. Esta conclusión se obtuvo 

con base en que la botella 8 no presenta estos problemas de alta dispersión cuando se 

realizó el estudio de homogeneidad usando ICP-MS. En consecuencia, se excluirá este dato 

anómalo junto con una réplica aleatoria de cada botella, de forma que quedan 10 botellas 

con 6 réplicas cada una, manteniendo así el balance del diseño experimental. El análisis 

para estos datos, excluyendo 1 replica de cada una de las 10 botellas, se presenta en la  

Tabla 3-8 columna “6, se eliminó una réplica por botella”. Obsérvese que, ya no hay datos 

anómalos, el CV% baja a 3,6 y los datos ya siguen una distribución normal. 
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Así entonces, con el nuevo conjunto de datos, luego de eliminar una réplica por botella, se 

realizaron los análisis de tendencia. La Figura 3-15 presenta la media de las respuestas 

obtenidas para cada botella en función del orden en que se envasaron. En este caso, la 

prueba t, 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 regresión no es significativa; es decir, no hay tendencia 

por envasado. Se debe recordar que, por facilidad en la visualización, los gráficos 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 determinación de la homogeneidad del candidato 
a MR. 

 

Equivalentemente, la Figura 3-16 presenta la media de las respuestas obtenidas para cada 

botella en función 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 

medición. 
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Figura 3-16 Tendencia por orden de medición de las botellas, del contenido de tAs en la 
harina de arroz usando HG-AAS, para la determinación de la homogeneidad del candidato 
a MR. 

 

Finalmente, se presentan los resultados para la estimación de la incertidumbre asociada a la 

homogeneidad del material, el cual se realizó usando un ANOVA anidado de dos vías. 

 
Concentración de tAs - HGAAS 

6 réplicas por botella 
Supuesto de normalidad 

 
Si cumple 

Supuesto de homocedasticidad Si cumple 

Incertidumbre asociada a la 
homogeneidad 

0,67 % 

 

Al usar el ANOVA anidado con los datos de HG-AAS la incertidumbre asociada a la 

homogeneidad es de 0,67 %, valor que es más alto que los obtenidos para ICP-MS, de la 

sección anterior. Este último hecho es debido a que en HG-AAS, mucha de la variación total 

de los datos es debido a la tanda, lo cual es coherente con la metodología experimental, ya 

que el proceso de preparación de las muestras conlleva más pasos (digestión, calcinación y 

prereducción) que en ICP-MS. Entonces, es razonable que los resultados usando Hg-AAS 

tengan mayor incertidumbre puesto que es bien sabido que entre más complejo sea el 

manejo de la muestra más aumentará la dispersión 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 
 

• Se produjeron, en las instalaciones del INMC, 60 unidades (botellas) de un MR 

piloto de arsénico en harina de arroz con código INM-046-01 y lote 240806, cada 

unidad con un contenido aproximado de 30 g y tamaño de partícula menor a 100 

µm. 

• Se evaluó la homogeneidad del MR piloto, cuantificando la concentración de tAs 

por medio de ICP-MS. Se usó el análisis 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 máxima por 

homogeneidad aceptable para este MR piloto menor a 2 %.   

• La objeción 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 anómales), se 

resolvió mediante un análisis bayesiano. Así, se propuso un modelo para describir 

el comportamiento de los datos, que usa una función 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 análisis bayesiano es similar 

a los valores obtenidos con el ANOVA que, aunque se usó 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 %. 

•  Se evaluó la homogeneidad del MR piloto, cuantificando la concentración de tAs 

por medio de HG-AAS y, se usó el análisis de varianza ANOVA anidado, 

obteniendo una incertidumbre por homogeneidad de 0,67 %. 
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• Teniendo en cuenta que en los dos métodos de cuantificación (ICP-MS y HG-

AAS) no se presentan tendencias de envasado ni de medición y en los métodos 

estadísticos 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 cuantificación de arsénico total en arroz: ICP-MS y HG-

AAS. El método de ICP-MS tiene parámetros con mejor desempeño en cuanto al 

límite de detección y cuantificación, la precisión y tiene mejores porcentajes de 

recuperación cuando se compara con HG-AAA; esto era lo esperado, pero se 

menciona aquí como constancia y soporte de la rigurosidad del trabajo realizado y 

como contexto para lo siguiente. Se encontró que los resultados obtenidos con ICP-

MS, en la evaluación de la homogeneidad del candidato a MR, no seguían una 

distribución normal, por lo que fue necesario recurrir al análisis bayesiano. Por otra 

parte, en el método de HG-AAS obtuvimos un intervalo de trabajo más amplio y un 

mejor sesgo y, aunque tiene un proceso de preparación de muestra más 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 

código INM-046-01 y lote 240806, cada unidad con un contenido aproximado de 30 

g y tamaño de partícula menor a 100 µm. 

• Usando las dos metodologías de cuantificación y análisis de varianza ANOVA 

anidado, y el análisis 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 metodologías de cuantificación (ICP-MS y Hg-AAS) fue posible comparar 

resultados para descartar la causa de los datos anómalos encontrados, descartando 

la heterogeneidad en las botellas B27 y B8. 

• Aunque el análisis bayesiano fue útil 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 estimación de la incertidumbre asociada 

a la homogeneidad, que resulta del análisis bayesiano, puede tener una tendencia a 

la subestimación de la incertidumbre. Por tanto, se debe profundizar en el uso 

correcto del análisis bayesiano para estar seguros de si existe o no subestimación de 

la incertidumbre debida a la homogeneidad cuando se lo usa. 
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