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Resumen

La presente tesis presenta el desarrollo de un Material de Referencia Certificado (MRC)
de yerba mate (Ilex paraguariensis) para la determinacion de arsénico (As), cadmio (Cd),
plomo (Pb), fésforo (P) y sodio (Na); elementos de alta relevancia tanto por su impacto
en la inocuidad alimentaria, como por su interés nutricional y regulatorio. Este
desarrollo surge ante la ausencia de un MRC especifico de elementos en yerba mate a
nivel nacional e internacional, lo cual representa una limitacion significativa para los
laboratorios que deben garantizar la exactitud y la comparabilidad de resultados en el
control de calidad de este producto, ampliamente consumido tanto a nivel local como

en el exterior.

El objetivo principal fue producir un MRC, con suficiente grado de homogeneidad,
estable, con valores asignados trazables al Sistema Internacional de Unidades (SI);
para asi poder ser utilizado como herramienta de control y validacion de métodos
analiticos, en la determinacion de elementos en yerba mate y otras matrices vegetales

complejas y similares.

El trabajo comprendio diversas etapas criticas: la seleccion del material de partida, la
molienda, la homogeneizaciéon del lote candidato, el envasado bajo condiciones
controladas y la evaluacidon de la carga microbiana, asegurando la integridad del
material durante su almacenamiento. Posteriormente se realizaron los estudios de
homogeneidad, estabilidad a corto plazo (condiciones de transporte) y estabilidad a

largo plazo.

Para realizar las determinaciones de elementos se desarrollaron y validaron métodos
especificos de alta exactitud: determinacion de Cd y Pb mediante dilucion isotdpica
con deteccion por ICP-SFMS; determinaciéon de As mediante adicion estandar

gravimétrica en un punto con estdndar interno, con deteccion por ICP-SFMS;



determinacion de P y Na mediante adicion estandar gravimétrica en un punto con

deteccion por ICP-AES.

Las cifras de mérito obtenidas en la validacion confirmaron que los métodos cumplen
con las exigencias metroldgicas para la certificaciéon de materiales de referencia, con

incertidumbres muy bajas lo cual demuestra la gran exactitud de los mismos.

Los estudios de homogeneidad demostraron que la variabilidad entre frascos fue
estadisticamente no significativa, mientras que los ensayos de estabilidad confirmaron
la conservacion de las propiedades del material bajo condiciones de almacenamiento
y transporte simuladas. La evaluacion de la incertidumbre expandida (k = 2) mostrd
valores relativos entre 4,5% y 17,5%, dependiendo del elemento, siendo la

caracterizacion y la homogeneidad la principal fuente de incertidumbre.

Se realizd un estudio interlaboratorio internacional con la participaciéon de 14
laboratorios de América, Africa, Asia y FEuropa, en el marco del Sistema
Interamericano de Metrologia (SIM). Los resultados del analisis estadistico mostraron
valores de |d|/U(di) < 1, indicando concordancia entre los valores informados y el

valor de referencia, confirmando la exactitud de los métodos desarrollados para As,

Cd, Py Na.

Con el MRC producido se llev6 a cabo una ronda de Ensayo de Aptitud, destinado a
evaluar el desempefio de distintos laboratorios de andlisis en la determinacion de los
elementos de interés. En base a los resultados obtenidos, los laboratorios podran
confirmar la adecuacion al uso de sus metodologias o tomar las acciones correctivas

necesarias para ajustarlas.

El MRC obtenido representa un aporte pionero a nivel internacional, al constituir el
primer material certificado de elementos en yerba mate disefiado para el control de

contaminantes metalicos y elementos nutricionales. Este producto podra ser utilizado

Vi



por laboratorios de analisis, académicos e industriales, contribuyendo a la
comparabilidad internacional de resultados, armonizacion de métodos analiticos y el
fortalecimiento de la infraestructura de la calidad. Asimismo, su desarrollo sienta las
bases para la produccion de nuevos MRCs en matrices alimentarias locales, con

enfoque en seguridad alimentaria, comercio internacional y salud publica.
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Abstract

The present dissertation describes the development of a Certified Reference Material
(CRM) of yerba mate (Ilex paraguariensis) for the determination of arsenic, cadmium,
lead, phosphorus, and sodium, elements of high relevance due to their impact on food
safety as well as their nutritional and regulatory importance. This development stems
from the lack of a specific CRM for determination of elements in yerba mate at both
the national and international levels. This represents a significant limitation for
laboratories that must ensure the accuracy and comparability of results, in this widely

consumed product, both domestically and abroad.

The primary objective was to develop a Certified Reference Material (CRM) exhibiting
adequate homogeneity and stability, with assigned values traceable to the
International System of Units (SI), so that it could serve as a tool for quality control
and validation of analytical methods applied to the determination of elements in yerba

mate and other complex plant matrices.

The work comprised several critical stages: selection of the starting material, grinding,
homogenization of the candidate batch, packaging under controlled conditions, and
assessment of microbial load to ensure the integrity of the material during storage.
Subsequently, studies on homogeneity, short-term stability (transport conditions), and

long-term stability were conducted.

For the determination of elements, specific high-accuracy methods were developed
and validated: determination of Cd and Pb by isotope dilution with detection by ICP-
SFMS; determination of As by single-point gravimetric standard addition with an
internal standard and detection by ICP-SFMS; and determination of P and Na by

single-point gravimetric standard addition with detection by ICP-AES.



The figures of merit obtained during validation confirmed that the methods meet the
metrological requirements for the certification of reference materials, showing very

low uncertainties and thus demonstrating their high accuracy.

Homogeneity studies indicated that the variability among bottles was statistically
insignificant, while stability tests confirmed the preservation of the material’s
properties under simulated transport conditions and storage. The evaluation of the
expanded uncertainty (k = 2) yielded relative values ranging from 4.5% to 17.5%,
depending on the element, with characterization and homogeneity identified as the

main sources of uncertainty.

An international interlaboratory study was carried out with the participation of 14
laboratories from the Americas, Africa, Asia, and Europe, within the framework of the
Inter-American Metrology System (SIM). The statistical analysis results showed
ld|/U(di) < 1, indicating agreement between the informed values and the reference

values, confirming the accuracy of the methods developed for As, Cd, P, and Na.

Using the produced CRM, a round of proficiency testing was carried out to evaluate
the performance of different analytical laboratories in the determination of the
elements of interest. Based on the results obtained, the laboratories will be able to
confirm the fitness for purpose of their methodologies or take the necessary corrective

actions to improve them.

The obtained CRM represents a pioneering contribution at the international level, as
it constitutes the first certified material for the determination of elements in yerba
mate, designed for the control of both, toxic and nutritional elements. This product
can be used by analytical, academic, and industrial laboratories, contributing to the

international comparability of results, the harmonization of analytical methods, and



the strengthening of quality infrastructure. Furthermore, its development lays the
groundwork for the production of new CRMs in local food matrices, with an emphasis

on food safety, international trade, and public health.
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CAPITULO I - INTRODUCCION

La yerba mate (Ilex paraguariensis, Aquifoliaceae) es una planta originaria del cono sur
de América, especialmente del sur de Brasil, noreste de Argentina, este de Paraguay
y Uruguay. Su consumo se remonta a los pueblos indigenas guaranies, quienes la
consideraban una planta fundamental y ya la utilizaban, previo a la colonizacion

espafnola (Heck y De Mejia 2007) (Kujawska 2018).

Hoy en dia el consumo de yerba mate ha trascendido ampliamente las fronteras de
Sudamérica, gracias a las dindmicas de migracion transnacional. Por ejemplo, su
presencia se consolidd en Medio Oriente, especialmente en Siria y Libano, paises que
actualmente se encuentran entre los principales importadores y consumidores fuera
de América del Sur (Folch 2010). En Europa y América del Norte, el consumo de yerba
mate ha experimentado un crecimiento, impulsado por el interés en bebidas naturales

con propiedades funcionales (Samoggia, Landuzzi y Vicién 2021).

Brasil y Argentina son los principales exportadores de yerba mate, con exportaciones
que en 2024 alcanzaron los 102,7 y 82,55 millones de ddlares, respectivamente.
Uruguay, en el mismo ano, exportd por un valor de 11,08 millones de dodlares y

Paraguay por un valor de 11,04 millones de dolares (Mendoza, Statista 2025).

En cuanto al consumo interno, Uruguay presenta el mayor consumo per capita de
yerba mate del mundo, con 8,64 kg/habitante/afio reportados en 2018. Le siguen

Argentina (6,5 kg), Paraguay (2,5 kg) y Brasil (0,8 kg) (Mendoza, Statista, 2020).

Los efectos toxicos del As, Cd y Pb han sido extensamente estudiados (Nordberg y
Costa 2022). Por ello, el MERCOSUR establece limites maximos permitidos en yerba
mate: 0,6 mg/kg para Asy Pb, y 0,4 mg/kg para Cd (MERCOSUR/GMC/RES. N®12/11,

2013). En Uruguay, el Decreto 14/013 adopta dicha normativa.
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El origen de estos contaminantes no estd claramente determinado. Segin (Pardinho,
y otros 2018), el Pb podria provenir del material particulado en el aire; el Cd, del uso
de pesticidas; y el arsénico, del suelo o del agua de riego. Alternativamente, se ha
propuesto que la presencia de estos elementos pudiese originarse en el uso de

fertilizantes fosfatados (Nziguheba y Smolders 2008).

Adicionalmente, la normativa vigente en materia de etiquetado nutricional, Decreto
117/006, exige que el contenido de Na en los alimentos sea determinado e informado

explicitamente en el envase del producto.

La determinacion de estos analitos en yerba mate presenta numerosos desafios
analiticos, debido a la complejidad de la matriz, la variabilidad en las concentraciones

y las interferencias que afectan las mediciones.

Los Materiales de Referencia Certificados (MRC) representan la herramienta mas
confiable para garantizar la validez de los resultados analiticos emitidos por los
laboratorios. Su uso permite evaluar el desempefio del proceso analitico en su
totalidad, validar los métodos utilizados y asegurar la trazabilidad y confiabilidad de

los resultados.

Un MRC es un material cuyas propiedades han sido caracterizadas mediante
procedimientos validados, acompafnado de un certificado que indica los valores de
referencia, la incertidumbre asociada y su trazabilidad metroldgica. Debe cumplir con
requisitos de homogeneidad, estabilidad temporal y estabilidad durante el transporte

(ISO 17034 2016).

A la fecha no existe un MRC especifico de elementos en yerba mate a nivel nacional
ni internacional, lo cual representa una limitacion para los laboratorios que realizan

analisis de este producto. El desarrollo de un MRC para yerba mate contribuiria de
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forma significativa a mejorar la calidad de los resultados analiticos, tanto desde la

perspectiva de la inocuidad alimentaria como del sector productivo.

En ausencia de un MRC de yerba mate, los laboratorios suelen recurrir a estrategias
alternativas para la evaluacion del sesgo, como la fortificacion de muestras. Si bien
este enfoque es ampliamente utilizado, presenta limitaciones relevantes. En primer
lugar, dado que generalmente se desconoce la forma quimica en la que el analito se
encuentra en la muestra, la adicion del estdndar podria realizarse en una especie
quimica que no se comporte de manera equivalente al analito ya presente, durante el
procedimiento analitico aplicado. Esto puede conducir a estimaciones inexactas de la
recuperacion y, por tanto, del sesgo. Ademas, la fortificacion tnicamente permite
identificar interferencias de tipo multiplicativo, pero no aquellas de caracter aditivo,
lo que compromete atin mas la capacidad de esta metodologia de evaluacion del sesgo

para detectar posibles errores sistematicos.

Otra alternativa utilizada es el andlisis paralelo con MRCs de otros materiales
vegetales. Sin embargo, estudios preliminares indican que la yerba mate, debido a su
alto contenido de silice, presenta un comportamiento diferente al de otras matrices

vegetales.

A continuacion, se presentan, en la Tabla 1, las estrategias de cuantificacion y de
evaluacion del sesgo en determinacién de elementos en yerba mate en publicaciones

recientes.

24



Publicacion Técnica de Estrategia para evaluacion del

medicion sesgo
(Alexandre Marcelo, et ICP-AES Adicion de estandar
al. 2014) ICP-QMS pre-digestion
(Gobbo dos Santos, et . ,
al. 2017) ICP-QMS Adicion de estandar
(Camotti Bastos, et al. o
FAA
2018) S No indica
(Parduz‘gfé)y otros ICP-QMS NIST SRM 1575a - Pine needle
(Pereira Schmite, y CEAAS Adicién c.le es.te,mdar
otros 2019) pre-digestion
(Valduga, (.Eongalves e ICP-OMS Material de referenc1.a ‘en matriz
Magri 2019) vegetal, no especificado.
(Magari, y otros 2021) ICP-AES, GFAAS GBW 10052 - Camellia sinensis
(Martin, y otros 2023) ICP-QMS No indica

(Panzl, et al. 2025) ICP-AES, ICP-QMS  NIST SRM 1515 — Apple leaves

Tabla 1 - Comparacién de técnicas de mediciéon y métodos de evaluacion del sesgo en la
determinacion de elementos en yerba mate.

La calidad de los resultados analiticos tiene un impacto directo en la toma de
decisiones. Un resultado incorrecto puede derivar en el rechazo o la aceptacion
indebida de un lote, con consecuencias tanto para la salud publica como para el sector
productivo, en una industria que mueve decenas de millones de ddlares. Contar con
herramientas que garanticen la confiabilidad analitica es esencial, tanto para

garantizar la inocuidad alimentaria, como para evitar pérdidas econémicas.

El desarrollo de métodos avanzados y MRCs trazables al Sistema Internacional de
Unidades permitird avanzar hacia una legislacion mas robusta, una mejor proteccion
del consumidor y un comercio internacional mas justo, basado en mediciones

confiables y comparables.
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1.1 Hipotesis

Se plantea que es posible producir un lote de MRC de yerba mate que cumpla con los
requisitos metroldgicos para ser clasificado como tal y que resulte viable para su
disponibilidad y uso por laboratorios que determinen As, Cd, Na, Py Pb en esta matriz

vegetal.

Asimismo, se postula que la fraccion de masa de los elementos seleccionados
constituye un parametro independiente del método de medicién. En consecuencia, la
caracterizacion del MRC podra realizarse mediante: (i) el desarrollo y validacion de
un método primario basado en dilucién isotdpica, o bien (ii) la combinaciéon de
resultados obtenidos por métodos de elevada exactitud y los resultados de un estudio

interlaboratorio.

Por tanto, en el trabajo de investigacion de esta tesis serd necesario desarrollar métodos
de cuantificacidén con el grado de exactitud que permita la caracterizacion del material
y puedan, a su vez, ser reproducidos por otros laboratorios, ya sea con fines de

investigacion, asi como también de prestacion de servicios analiticos.

Los elementos en estudio presentan diferentes desafios analiticos desde el punto de
vista de su determinacidn. Son elementos de distintos grupos. El As es un semimetal
monoisotopico que se encuentra en una fraccion de masa de niveles de partes por
billon. E1 Cd y el Pb son metales de transicion polisotdpicos. El Na es un metal alcalino
monoisotdpico, facilmente ionizable y comparativamente con otras matrices se
encuentra a niveles de concentracion bajo. El P es un no metal monoisotdpico con un

alto potencial de ionizacién.

A pesar de estas diferencias, se espera que, mediante un abordaje amplio, utilizando
diferentes técnicas analiticas y métodos de cuantificaciéon, se podra centrar la

investigacion en obtener una exactitud que permita lograr los objetivos planteados.
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La hipdtesis se podra demostrar si se logra un lote de MRC con la concentracién de al
menos alguno de los elementos certificada y con una incertidumbre adecuada al

proposito.

1.2 Objetivo General

Generacion de un material de referencia certificado de yerba mate para su aplicacion
en determinaciones de elementos que permitan garantizar la confiabilidad de los

analisis de As, Cd, Pb, Na y P en este producto de consumo masivo.

1.3 Objetivos Especificos

. Estudio y optimizacion de condiciones de molienda, mezclado y embotellado
del material de partida a los efectos de generar un lote que cumpla con las propiedades

de homogeneidad y estabilidad en condiciones de transporte del material.

. Desarrollo y validacién de un método para la determinacion de Cd y Pb en
yerba mate por dilucidn isotdpica con deteccidon por espectrometria de masas de sector

magnético con plasma acoplado inductivamente (ICP-SFMS).

. Desarrollo y validacion de métodos para la determinacion de As, Nay P en
yerba mate basados en deteccion por técnicas como ICP-SFMS y espectrometria de

emision atdmica con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES).

. Generacién del informe de certificacion del lote.
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CAPITULO II - MARCO TEORICO
2.1 Material de Referencia Certificado

El inicio del desarrollo y produccion de materiales de referencia tiene como origenes
finales del siglo XIX y comienzos del siglo XX, coincidiendo con un marcado
crecimiento de la produccion industrial, donde surge una necesidad cada vez mayor
de herramientas que respaldaran la validez de los resultados de los ensayos quimico-
analiticos. En respuesta a esta demanda, el National Bureau of Standards (NBS) de los
Estados Unidos desarrollo en 1906 los primeros materiales de referencia de hierro
fundido. Pocos afios después, en 1912, la Oficina Real de Ensayos de Materiales en
Berlin-Dahlem -Institucién precursora del actual Bundesanstalt fiir Materialforschung
und -priifung (BAM)-, emiti6 el primer acero estandar destinado a la determinacion
de carbono. Paralelamente, en 1916, el Reino Unido inicié su propia produccion de
materiales de referencia a través del programa British Chemical Standards (BCS).
Posteriormente, en 1922, se sumo Francia con la creacion de la Société Francaise des
Echantillons-Type, consolidando asi los primeros esfuerzos en la estandarizacién de
materiales para fines analiticos. Como podemos observar, el progreso tecnologico ha
conllevado a nuevos desafios analiticos que requieren del desarrollo de materiales de

referencia certificados. (Recknagel, y otros 2022).

“Un material de referencia (MR) es un material suficientemente homogéneo y estable
con respecto a una o mas propiedades especificadas (cualitativas o cuantitativas), las

cuales han sido establecidas para ser adecuadas al uso para un procedimiento de

medicion” (ISO GUIDE 30 2015).

“Los materiales de referencia certificados (MRC) son materiales de referencia cuyas
propiedades han sido caracterizadas mediante procedimientos metroldgicamente

validos, los cuales se encuentran acompanados de un certificado que provee el valor
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de la/s propiedad/es especifica/s, su incertidumbre asociada y una declaraciéon de la

trazabilidad metroldgica” (ISO GUIDE 30 2015).

En el campo de las ciencias analiticas, la exactitud y comparabilidad de los resultados
de medicion constituyen pilares fundamentales para la toma de decisiones basadas en

evidencia, tanto en contextos regulatorios como en investigacion.

En este escenario, los Materiales de Referencia Certificados (MRC) juegan un rol
esencial para: la evaluacion de la veracidad y/o exactitud de los resultados analiticos,
establecer la trazabilidad metroldgica de los resultados de medicidn, la validacion de
métodos analiticos, la evaluacion del desempetio de laboratorios (control de calidad
interno y externo), la calibracion de instrumentos de medicién y la asignacion de

valores a otros MR/MRC (ISO 17034, 2016).

La certificacién de un material implica un proceso riguroso que abarca desde la
seleccidon y preparacion del material, estudios de homogeneidad y estabilidad, y la
caracterizacion mediante métodos validados con resultados trazables al SI. Esta
informacién es documentada en un certificado que proporciona al usuario confianza

en el valor asignado y en su aplicabilidad para fines especificos (ISO 17034 2016).

La caracterizacion se suele realizar empleando técnicas y métodos analiticos que
representen el estado del arte para realizar la mejor estimacion posible del “valor
verdadero”. A medida que los métodos analiticos y la comprension de los sistemas de
medicion evolucionan con el tiempo se pueden producir nuevos resultados, con mayor

exactitud, reduciendo su incertidumbre (Recknagel, et al. 2022).

Desde el punto de vista metrologico, los MRC contribuyen a establecer cadenas de
trazabilidad en las mediciones quimicas. La trazabilidad metroldgica es la propiedad
de un resultado de medida por la cual el resultado puede relacionarse con una

referencia mediante una cadena ininterrumpida y documentada de calibraciones, cada
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una de las cuales contribuye a la incertidumbre de medida (De Bievre, et al. 2011)

(JCGM 200:2012).

En los ultimos anos, la evolucién en la aplicacion de la norma ISO/IEC 17025
“Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion”
ha impulsado un creciente requerimiento del uso de distintos tipos de Materiales de
Referencia Certificados (MRC) en el andlisis quimico, lo que también ha dado lugar a
un aumento en las publicaciones sobre el desarrollo y certificacion de nuevos MRC

(Olivares, et al. 2018).

El desarrollo y uso de MRC es clave para asegurar la calidad de los resultados
analiticos en sectores criticos como el control alimentario, farmacéutico, ambiental,
salud, forense e industrial. Su importancia ha crecido de manera proporcional al
incremento de exigencias regulatorias a nivel internacional, especialmente aquellas
impuestas por organismos que exigen pruebas documentadas de trazabilidad y

exactitud.

Si bien el uso MRC es de vital importancia, su disponibilidad atiin no cubre toda la
demanda de los laboratorios (Nogueira 2015). Principalmente en sectores
especializados o regiones con infraestructura limitada. Esto resalta la urgencia de
ampliar el desarrollo y la distribucion de MRC adaptados a las necesidades, las
demandas analiticas emergentes y las particularidades regionales, lo cual se logra
fortaleciendo las capacidades institucionales para su desarrollo y produccion. De este
modo, se promueve una mayor autonomia frente a paises productores de MRC y se

contribuye a reducir las asimetrias en el comercio global.
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2.2 Dilucion isotdpica

El principio fundamental de la dilucion isotopica consiste en anadir una cantidad
conocida de un isétopo enriquecido de un determinado elemento a la muestra. Luego
de alcanzar el equilibrio isotopico, se mide la relacidon isotdpica resultante entre el
isotopo natural y el isétopo enriquecido mediante un espectrémetro de masas. A partir
de esta relacion, y con el conocimiento de la cantidad afiadida del isétopo enriquecido,

es posible calcular la fracciéon de masa del analito (Watters, et al. 1997).

El concepto de dilucion isotopica (ID) fue originalmente propuesto en 1913, para la
determinacién de la solubilidad del sulfuro de plomo usando isétopos radiactivos.
Este tipo de aplicacién se conoce actualmente como anadlisis por dilucion isotdpica
radioquimica. Con el avenir del desarrollo de la espectrometria de masas, las primeras
aplicaciones de dilucion isotdpica con espectrometria de masas (IDMS) aparecen en la
década del 1940s con aplicacion en metabolismo de aminoacidos y analisis elemental

(Vogl y Pritzkow 2010).

A su vez, la nueva disponibilidad de is6topos estables enriquecidos de muchos
elementos, dada por la Comisién de Energia Atdmica de los Estados Unidos, impulsé
el desarrollo de la IDMS para diversos temas como las razones de ramificacién, la

geocronologia y los rendimientos de fisién (Vogl y Pritzkow 2010).

A partir de la década del 50, con el uso de Espectrometria de masas con ionizaciéon
térmica (TIMS), que ofrece una alta exactitud en la determinacion de relaciones
isotopicas, aparecen los primeros trabajos de dilucion isotdpica con aplicaciéon en

determinacién de elementos (Hearn, Evans y Sargent 2005).

Para fines de la década de 1970 la dilucion isotopica acoplada a TIMS era ya una
metodologia establecida para estudios en geocronologia, quimica nuclear y

certificacion de materiales de referencia (Heumann 1982).
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Sin embargo, con el desarrollo y disponibilidad de equipos comerciales de ICP-MS, a
principios de los afos 1990, aparecieron las primeras publicaciones referidas a la

aplicacién de ID para ICP-MS (Vogl y Pritzkow 2010).

El uso combinado de ID con ICP-MS ha permitido explotar la alta sensibilidad,
selectividad y capacidad multielemental de este tltimo. La técnica ICP-MS permite la
deteccidon de relaciones isotopicas con una excelente relacion senal/ruido, incluso en

matrices de gran complejidad, como alimentos, tejidos biologicos, suelos o sedimentos.

Existen diversos enfoques en el modo de aplicacion del método ID. Uno de ellos es
emplear como is6topo enriquecido un is6topo que se encuentre certificado en su
fraccién de masa, el cual serd adicionado a la muestra. Luego de alcanzado el equilibrio
isotopico se determina la relacidn isotdpica y a partir de esta la fraccién de masa del

analito en la muestra (Vogl y Pritzkow 2010).

Otro enfoque es adicionar una cantidad de isdtopo enriquecido a un calibrante
certificado en fracciéon de masa y a la muestra, determinando luego la relacion
isotopica en las mezclas calibrante + isdtopo enriquecido y en la mezcla muestra +
isotopo enriquecido. Este segundo enfoque nos permite utilizar un isétopo
enriquecido que no sea certificado en fraccion de masa, mucho mas accesibles en el
mercado, y a su vez utilizar cualquier solucion calibrante certificada en la fraccién de
masa. Esta forma de aplicar la ID se la denomina dilucion isotdpica en dos etapas

“double isotope dilution” (Vogl y Pritzkow 2010).

Un tercer enfoque es denominado exact-matching (Figura 1), el cual es una variante del
método de dilucidn isotopica en dos etapas. Este método implica, a través de una
iteracion, que las mezclas de calibrante + is6topo enriquecido y de muestra + isdtopo
enriquecido estan exactamente igualadas, es decir, que posean exactamente la misma
concentracion del isdtopo. Idealmente, la relacion isotdpica entre el isotopo

mayoritario del analito y el isétopo mayoritario del isétopo enriquecido en cada
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mezcla de muestra o calibrante deberia ser igual a 1. Esto puede conducir a
incertidumbres muy bajas, ya que los errores sistematicos en la determinacion de las
relaciones isotdpicas se cancelan bajo condiciones de exact-matching (Hearn, Evans y

Sargent 2005).
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Figura 1 - Dilucion isotdpica en dos etapas con igualacion de las relaciones isotdpicas

POR ICP-M5

En la metodologia conocida como multiple-spiking isotope dilution, la adicion no de uno,
sino de multiples is6topos enriquecidos a la muestra, resuelve de manera eficaz el
problema de la cuantificacion de analitos que se interconvierten (Ouerdane, Mester y

Mejia 2009).

El Comité Consultativo de Cantidad de Materia del Burd Internacional de pesas y
medidas ha definido el método de dilucion isotopica como método primario para
determinacion de cantidad de materia. “Un método primario de medida es aquel que
posee las mas altas cualidades metrologicas, cuyo funcionamiento puede describirse y
comprenderse completamente, para el cual puede establecerse una declaracion

completa de incertidumbre en términos de unidades del SI, y cuyos resultados, por lo
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tanto, se aceptan sin referencia a un patron de la magnitud que se mide” (Milton y

Quinn 2001).

A diferencia de la columbimetria, la gravimetria y la depresion del punto de
congelacion, que son métodos primarios directos, la dilucién isotdpica viene
clasificada como “primary ratio method”. Sibien puede ser completamente descrita por
una ecuacion de medida, no puede establecer una conexién con la definicién del mol
sin el uso de algin otro método primario. A pesar de ello, se considera que un método
primario directo puede combinarse con un “primary ratio method” y  obtener

mediciones que conserven sus cualidades primarias (Milton y Quinn 2001).

2. 3 Método de cuantificacion por adicion estandar gravimétrico en un punto

Si bien la calibracion externa en espectrometria atémica es uno de los métodos de
cuantificacion mas difundidos, presenta una serie de desventajas que limitan su
aplicabilidad en el andlisis de muestras complejas. La principal limitacion esta
asociada al efecto de matriz, dado que las condiciones fisico-quimicas de la muestra
pueden diferir significativamente de las soluciones calibrantes, provocando
variaciones en la nebulizacion, atomizacion y/o ionizacion, generando asi sesgos en la
sefal analitica, que se traducen en una menor exactitud de los resultados (Zhu y Chiba

2012).

Por otro lado, el método de adicion estandar (SA) es una de las estrategias de
calibracion utilizada en quimica analitica, para compensar las interferencias
multiplicativas, frecuentemente asociadas a la matriz. Su aplicacion tradicional
consiste en preparar una serie de soluciones de volumen constante a partir de la
muestra problema, a las cuales se le afiaden cantidades crecientes de calibrante del

analito de interés. De este modo, la matriz de todas las soluciones permanece
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constante, variando unicamente la concentracion anadida del analito. Al medir la
respuesta instrumental de cada solucion y extrapolar linealmente los resultados, se
determina la concentracion original del analito en la muestra (Skoog, Holler y Crounch

2018).

El principal inconveniente asociado con el método de adicion estandar tradicional es
la necesidad de construir una curva de calibracion para cada muestra. Este problema
se vuelve especialmente critico cuando se debe analizar una gran cantidad de
muestras, dado que el rendimiento analitico de este método es considerablemente
menor al método de calibracion externa o al método de igualacion de matriz. Ademas,
el método de adicion estdndar puede volverse ineficaz, cuando la forma quimica del
analito es diferente en la muestra y en el calibrante afiadido. Al igual que el método de
calibracidon externa, el método de adicion estandar no es adecuado para corregir los
efectos traslacionales, que estan relacionados con las interferencias espectrales y la
sefal de fondo y solo afectan la ordenada al origen de la curva de calibracion (Carter,

et al. 2018).

El uso de estandar interno (IS) en espectrometria atomica se basa en la incorporacion
de un elemento adicional, con concentracion constante, tanto en las muestras como en
los calibrantes. La sefal de este estindar se emplea como referencia frente a la sefal
del analito, de manera que la calibracion se realiza utilizando la razon senal analito/
sefal IS, en lugar de la sefial absoluta del analito. Este enfoque permite compensar
variaciones debidas a fluctuaciones instrumentales, como, por ejemplo:
inestabilidades en el sistema de nebulizacién o inyeccion de la muestra en el plasma,
cambios en la intensidad de la fuente de radiacion. La condicion fundamental es que
el estdndar interno experimente los mismos procesos fisicos y quimicos que el analito
durante la medicién, de modo que ambos se vean afectados de manera comparable
por dichas perturbaciones. Por lo tanto, la correcta seleccion del estandar interno es un

aspecto critico (Carter, et al. 2018).
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El método de adicion estandar gravimétrico fue introducido en la década del 2000s,
como mejora al método volumétrico. A su vez se combin6 con el uso de estandar
interno, para superar los inconvenientes asociados con la dilucion de la solucion de
muestra cuando se afiade el calibrante. El estandar interno y el calibrante se afiaden
gravimétricamente a cada matraz que contiene la muestra, con fracciones de masa que
varian desde cero hasta un nivel alto de adicion. La principal ventaja de este enfoque
es que no es necesario un ajuste cuantitativo del volumen, ya que el IS puede corregir
los efectos de dilucion. Ademas, si las muestras son homogéneas y tienen una matriz
idéntica, no es necesario construir una curva de calibracion para cada muestra, y la
concentracion del analito puede determinarse a partir de la pendiente de una curva
construida con el material de referencia certificado. En este caso, la curva de
calibracion contiene en el eje x la masa de analito afiadida por gramo de muestra, y en
el eje y la razén de sefiales analito/IS, multiplicada por la masa de IS por gramo de

muestra (Carter, et al. 2018).

Otra ventaja del método gravimétrico es la reduccidon de costos y tiempo involucrado
en mantener el material volumétrico calibrado. Con una unica balanza analitica

podemos realizar todas las operaciones necesarias para aplicarlo.

Una variante del método de adicion estandar gravimétrico con estandar interno
implica realizar una tinica adicion a una muestra que contiene el estdndar interno. Este
método, que ha demostrado niveles de exactitud promisorios, posee varias ventajas:
el IS puede estar intrinsecamente presente en la muestra, de ser adicionado no es
necesario realizarlo de manera precisa, la ecuacion de calculo es sencilla y no requiere
de analisis de regresion, lo cual facilita notablemente la correcta estimaciéon de la

incertidumbre (Zhu y Chiba 2012).
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La desventaja de este método es la imposibilidad de verificar para cada muestra a ser
analizada la respuesta lineal entre la sefial analitica y la concentracion del analito

(Donati y Amais 2019).

2.4 Espectrometria de masas de sector magnético con plasma acoplado

inductivamente

Los métodos tradicionales para deteccion y cuantificacion de elementos incluyen
técnicas gravimétricas, volumétricas, colorimétricas y espectroscopicas. Entre estos, las
técnicas basadas en plasma acoplado inductivamente (ICP) como ICP-MS e ICP-AES

se destacan por su alta precision, exactitud y bajos limites de deteccion.

Un ICP-SFMS es un sistema de espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente y analizador de sector magnético de doble enfoque. En estos
instrumentos el espectrometro de masas utiliza un analizador de campo magnético y
un analizador electroestatico para separar los iones. Estos analizadores consiguen una
resolucion superior a los analizadores de simple y triple cuadrupolo, resolviendo

interferencias de manera eficaz, sin necesidad de utilizar celdas de colision/reaccion.

El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) es una fuente de ionizacién que genera un
plasma de argon a temperaturas de hasta 10,000 K. En el plasma, la muestra sufre
procesos de desolvatacion, vaporizacion, atomizacién, excitacion y ionizacion. La
energia del plasma es lo suficientemente alta como para superar el potencial de
ionizacion de parte de los atomos presentes, generando iones, que posteriormente
seran analizados en el espectrometro de masas en base a su relaciéon masa/carga (m/z)

(Thomas 2013).

En la interfaz entre el ICP y el espectrometro de masas, los iones generados en el

plasma pasan a través de dos conos alineados coaxialmente, el primero llamado
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sampler cone y el segundo skimmer cone. El sampler cone que se encuentra directamente
expuesto al plasma, debe ser ubicado en la regién de mayor eficiencia de ionizacidn,
reduciendo las reacciones que puedan aportar a la formacion de iones moleculares o
recombinaciones ion-electrén con la consecuente formacion de especies neutras. El
skimmer cone es utilizado para favorecer la separacion del haz de iones provenientes
del plasma de d&tomos de gas y moléculas neutras, que de llegar al analizador de masas
podrian desviar los iones de las trayectorias ideales, perturbando su movimiento

dentro del analizador (Prohaska 2015).

Los iones que han atravesado los conos de la interfaz son focalizados y guiados hacia
el analizador de masas mediante un sistema de lentes de transferencia. Estos tienen la
funcidon de extraer los iones del flujo de particulas que atraviesa los orificios de los
conos, acelerarlos y dirigirlos hacia la rendija de entrada del analizador de masas, en

este caso un sector magnético (Prohaska 2015).

A continuacion, se describe como funciona el analizador de masas en base a la
configuracion del instrumento utilizado a los fines de esta tesis: ICP-SFMS Thermo
Fisher Scientific modelo Element2 (Figura 2). Este equipo utiliza una configuracion
Nier-Johnson reversa, dado que la separacién de los iones es realizada en una primera

etapa en el analizador de sector magnético y luego en el analizador electroestatico.

Cuando un ion con carga z, masa m y velocidad v entra en un campo magnético B
y
perpendicular a su trayectoria, experimenta una fuerza magnética Fm perpendicular

tanto a su trayectoria como al campo segtin la ecuacioén 1:
Fy=z+xv*B Ec.1

Esta fuerza actiia como fuerza centripeta, desviando el ion de su trayectoria recta y

obligandolo a describir una trayectoria circular de radio (7).
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La fuerza centripeta necesaria para mantener este movimiento es:

m * v?
E = Ec.2
r

Igualando Ec.1y Ec.2 obtenemos:

m * v? mxv
- r =

T z*B

ZxV*x B = Ec.3

Iones con el mismo momentum (p =m-v) y lamisma carga, seguiran la misma trayectoria
curva dentro del campo magnético. Por tanto, el campo magnético actia como
analizador de momentum para el haz idnico, permitiendo una separacion segtin masa

y energia (Sturup 2000).

La energia cinética Ec de un ion acelerado por un potencial eléctrico U es:

m * v? 2xzxU
EC= ) =zxU -» v= TEC4

Sustituyendo la velocidad en la Ec.3 obtenemos que:

1 2xmx=U
r=—x% |[— Ec.5
B A

El radio de curvatura depende de:

- Masa del ion (m): a mayor masa, mayor radio.

- Carga del ion (z): a mayor carga, menor radio.

- Voltaje de aceleracion (U): a mayor voltaje, mayor radio.

- Campo magnético (B): a mayor B, menor radio.
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En el plasma, iones de un mismo elemento, son extraidos por la fuente en un rango de
energia cinética. Esta banda de energia cinética depende mayormente de la
distribucidon de Boltzman, de la energia de las moléculas de las cuales derivan los iones
y de la inhomogeneidad del campo en el plasma. Por lo tanto, dos iones de distinta
masa pueden describir el mismo radio de curvatura al pasar por el campo magnético.
Para compensar este efecto, se utiliza un analizador de sector electrostatico (ESA). En
el ESA, los iones con energia cinética diferente al valor seleccionado golpean las

laminas inferior y superior, razon por la cual no llegan al detector (Rugi 2010).

La utilizacion de dos analizadores de masa se denomina doble enfoque. Si la
dispersion energética del sector magnético y del analizador electrostatico son de igual
magnitud, pero de sentido opuesto, ambos enfocaran tanto los angulos de los iones
(primer enfoque) como sus energias (segundo o doble enfoque), siendo dispersivos
unicamente con respecto a la masa de los iones cuando se combinan (Thermo Fisher

Scientific 2009).

Analizador

g electroestatico

e - Detector: SEM

Magneto

o, b
: - ~: Conos
Rendijade / 'S /
entrada <f ¢ _, Antorcha
> n/ Inyector
Lentes de enfoque y . ) : /
aceleracion de iones a0 g Q}‘ Camara de

nebulizacion

" Nebulizador

Figura 2 - Esquema ICP-SFMS Thermo Fisher Scienific modelo Element 2 Adaptado de (Thermo Fisher
Scientific 2009)
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Las interferencias espectrales en ICP-MS ocurren cuando iones atdmicos o moleculares
con la misma relacion m/z que el is6topo del analito de interés alcanzan el detector.
Estas interferencias pueden clasificarse en varios grupos, segin su origen: iones

atomicos isobaricos, iones moleculares y iones con carga multiple (Thomas 2013).

La superposicion isobdrica ocurre cuando isétopos de diferentes elementos presentan
la misma masa nominal. Para cada elemento, con la tinica excepcion del indio, existe
al menos un isotopo libre de este tipo de interferencia, aunque en muchos casos no

corresponde al isétopo mds abundante (Jakubowski, Moens y Vanhaecke 1998).

Los iones con doble o multiple carga pueden generarse en cualquiera de los procesos
de ionizacién que tienen lugar en el plasma y en la interfaz, dependiendo de las
energias de ionizacion de los elementos. Este fendomeno ocurre especialmente como

consecuencia de descargas secundarias en la region de la interfaz (Jakubowski, Moens

y Vanhaecke 1998).

Las interferencias moleculares pueden originarse en la propia muestra analitica, como
es el caso de los 6xidos, que debido a su elevada energia de enlace tienen una
probabilidad significativa de “sobrevivir” al paso por la zona caliente del plasma.
También pueden derivarse de componentes presentes en el gas portador, el gas
auxiliar o el gas de refrigeracidn, asi como de impurezas en el sistema de introduccion
de la muestra. Estas especies moleculares pueden formarse en el plasma, en la interfaz
e incluso en el propio espectrémetro de masas, como resultado de reacciones quimicas
o procesos de recombinacién. Un ejemplo tipico lo constituyen los éxidos y oxo-
hidroxidos metalicos (por ejemplo, MO*, MOH*), cuya formacidn se ve favorecida por
la presencia de oxigeno o vapor de agua en el sistema (Jakubowski, Moens y

Vanhaecke 1998).

Una de las ventajas mas notables del ICP-SFMS es su capacidad de operar a diferentes

resoluciones de masa, baja resolucién R=300 (m/Am, valle al 10%), media resolucién R
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=4000 y alta resolucion R ~10000, a diferencia de espectrometros de masas
cuadrupolares (ICP-QMS), que tienen resoluciones tipicas de ~300. El uso de un mayor
poder de resolucion permite resolver eficazmente interferencias espectrales, como las
originadas por especies poliatomicas (ej. “*Ar®*Cl*, ¥Ar*O*, ¥Ar2C*) que afectan la
deteccion de elementos como el As, Fe, Cr en instrumentos de baja resolucion. Un ICP-
SFMS puede resolver estas interferencias sin necesidad de sistemas de correccion

matematica o uso de celdas de colision/reaccion, (Figura 3).
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Figura 3 - Resoluciones necesarias para resolver interferencias tipicas en ICP-MS (Jakubowski, Moens e

Vanhaecke 1998)

El ICP-SEMS ofrece, por lo general, una sensibilidad superior a la del ICP-QMS por
dos motivos principales. En primer lugar, la transmision idnica en los cuadrupolos
puede depender de la masa, lo que ocasiona pérdidas en el extremo superior de la

escala de masas, fendmeno que no se presenta en los espectrometros de sector

42



magnético. En segundo lugar, los sistemas de lentes de los instrumentos de doble
focalizacion no requieren un bloque central del haz (photon stop) para la reduccion de
ruido, evitando asi pérdidas adicionales de senal. Ademas, la doble curvatura de la
trayectoria de vuelo en un instrumento de campo sectorial, combinada con las rendijas
de entrada y salida, permite reducir eficazmente el fondo no espectral hasta 0,1 cps,
valor que puede ser hasta un orden de magnitud inferior al mejor registrado en

instrumentos de cuadrupolo (Jakubowski, Moens y Vanhaecke 1998).

Estas ventajas en cuanto a sensibilidad y ruido permiten a un ICP-SFMS alcanzar
limites de deteccion en el rango de sub-ppt (partes por trillén). Esta capacidad es clave
para aplicaciones donde es necesario cuantificar elementos en concentraciones
extremadamente bajas, como en el monitoreo de contaminantes en aguas ultrapuras,

analisis de tierras raras, y control de calidad de materiales de alta pureza.

Las ventajas anteriormente mencionadas sumadas a la estabilidad del sistema
permiten realizar mediciones precisas de relaciones isotopicas, fundamentales en
estudios de procedencia geoldgica, arqueometria, control de calidad nuclear y

metrologia.

2.5 Espectrometria de emision atdomica con plasma acoplado inductivamente

En la técnica ICP-AES, la luz emitida por los &tomos y iones excitados en el plasma se
mide para obtener informacion sobre la muestra. La luz es emitida a las diferentes
longitudes de onda, asociadas a las transiciones electronicas de desexcitacion de
atomos y iones presentes en el plasma. Como las especies excitadas en el plasma
emiten luz en distintas longitudes de onda, la emision resultante es policromatica. Esta
radiacion policromatica debe separarse en longitudes de onda individuales para que

la emisidon de cada especie excitada pueda identificarse y su intensidad medirse sin
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interferencias procedentes de otras longitudes de onda (Rugi 2010) (Boss y Fredeen

2004).

La separacion de la luz segtin su longitud de onda se realiza habitualmente mediante
un monocromador, que mide la luz en una tinica longitud de onda por vez, o mediante
un policromador, capaz de medir simultaneamente en varias longitudes de onda. Una
vez separada la luz, su deteccion se efecttia con un detector fotosensible, como un tubo
fotomultiplicador (PMT), o mediante técnicas avanzadas como el dispositivo de
inyeccion de carga (CID) o el dispositivo acoplado por carga (CCD) (Boss y Fredeen
2004).

En los espectrometros ICP-AES secuenciales (Figura 4), la medicion de los elementos
se realiza de manera individual, seleccionando una longitud de onda a la vez mediante
un monocromador, por lo cual el andlisis es mas lento, ya que el instrumento debe
reposicionarse mecdnicamente para cada medicion, y las variaciones en el plasma
entre lecturas pueden afectar la precision en analisis multielemento (Skoog, Holler e

Crounch 2018).

Kelraoioe plax —

Figura 4 - Ejemplo de disefio dptico de un ICP-AES secuencial (Skoog, Holler e Crounch 2018)
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La Figura 5 muestra la vista externa del ICP-AES secuencial utilizado en la presente
tesis.

Figura 5 - ICP-AES PerkinElmer Optima 7000 DV. Departamento de Metrologia Quimica, LATU.

Por el contrario, los espectrémetros ICP-AES simultdneos (Figura 6) emplean un
policromador que dirige la luz a multiples detectores, permitiendo registrar varias
longitudes de onda de manera simultanea. Esta configuracion ofrece gran rapidez,
repetibilidad y mayor eficiencia cuando utilizamos estdndar interno, dado que todos
los elementos se miden bajo las mismas condiciones de plasma, lo que minimiza

errores asociados a fluctuaciones temporales (Rugi 2010).
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Figura 6 - Ejemplo de disefio éptico de un ICP-AES simultaneo (Skoog, Holler e Crounch 2018)

En el andlisis mediante ICP-AES, las interferencias pueden clasificarse en tres
categorias principales: espectrales, fisicas y quimicas. Las interferencias espectrales se
producen cuando la radiacidon emitida por otros elementos o especies moleculares se
superpone parcial o totalmente con la linea de emisién del analito, dificultando su
identificaciéon y cuantificacion. Su origen puede estar en lineas atdmicas cercanas,
emisiones de iones, o en bandas moleculares formadas en el plasma. Por lo general la
seleccion de lineas espectrales libres de solapamiento es sencilla y ademas los

instrumentos cuentan con sistemas de correccion de fondo avanzados.

Las interferencias fisicas, que son compartidas con aquellas de ICP-MS, estan
relacionadas con variaciones en las propiedades fisicas entre la muestra y calibrante,
como viscosidad, densidad o tension superficial, que afectan la eficiencia de
nebulizacion y transporte del aerosol al plasma. Estos cambios modifican la cantidad

de analito introducida, alterando la sefial de manera indirecta. Un ejemplo comtn se
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observa cuando se comparan soluciones con diferente contenido de solventes
organicos o sales disueltas, que pueden afectar la formacion del aerosol y la estabilidad

del plasma.

Por su parte, las interferencias quimicas se originan en reacciones dentro del plasma o
en la etapa de atomizacion y excitacion, que alteran la cantidad de atomos excitados
del analito. Esto puede deberse a la formacion de compuestos estables de dificil

disociacién, como 6xidos, haluros o carburos, que reducen la eficiencia de emision.

2.6 Digestion de muestras asistida por microondas

La determinacion de elementos por ICP-AES e ICP-MS, cuando se utilizan los sistemas
de introduccion de muestra mas ampliamente difundidos, requieren que los analitos
de la muestra se encuentren en solucidén. En este sentido, la digestion de muestras
asistida por microondas es una técnica que ha revolucionado la preparacion de
muestras en quimica analitica, desde su desarrollo inicial en la década de 1970 y su

posterior consolidacion en los afios 1990 (Smith y Arsenault 1996).

Esta técnica se basa en la utilizacion de radiacion electromagnética en la region de las
microondas, tipicamente a una frecuencia de 2.45 GHz, que interactia directamente
con las moléculas polares y los reactivos presentes en la matriz para inducir un
calentamiento rapido y homogéneo. El fundamento fisico de esta interaccion se explica
por la rotacion de dipolos y la migracion iénica, donde las moléculas dipolares como
el agua y los acidos absorben la energia electromagnética, generando vibraciones
moleculares y friccion interna, que se traduce en un aumento de temperatura en todo
el volumen del medio, a diferencia de los métodos convencionales que calientan por
conduccion desde una fuente externa. Esta capacidad de calentamiento volumétrico

evita la formacidn de gradientes térmicos importantes dentro del reactor, lo que resulta
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en una mayor uniformidad térmica y una digestién mas eficiente y reproducible de las

muestras (de Oliveira 2003).

Los sistemas de digestion por microondas mas utilizados son los de cavidad cerrada
(Figura 7 y Figura 8), donde se utilizan recipientes individuales (vasos de reaccion)
que se colocan cerrados, dentro de un rotor, el cual se introduce en la cavidad del
microondas. Estos vasos se fabrican comunmente en PTFE, PFA o cuarzo, materiales
altamente resistentes a dcidos oxidantes y a las altas temperaturas generadas durante
la digestion (Wong, Gu e Ng 1997). Su capacidad varia entre 30 y 100 mL, con una
masa de muestra recomendada de 0,1 a 0,5 g para matrices organicas y hasta 1-2 g
para matrices inorgdnicas mas estables. Los equipos comuinmente permiten alcanzar
presiones de hasta 60-100 bar y temperaturas superiores a 200 °C, garantizando una

descomposicidn eficiente con bajo porcentaje de carbono residual.

El funcionamiento del microondas requiere un balance cuidadoso entre parametros
fisicos como la potencia del microondas, la duracion de la irradiacion, la temperatura
maxima alcanzada y la presion interna del reactor. La potencia del microondas debe
ser suficiente para excitar las moléculas polares y generar calor, pero controlada para
evitar ebullicion violenta o explosiones dentro del vaso cerrado. La temperatura se
regula a través de sensores integrados y sistemas de retroalimentacién que ajustan
automaticamente la potencia, mientras que la presidon interna se monitorea para

garantizar que no se excedan los limites de seguridad.
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Figura 7 - Esquema de microondas de tipo cavidad (de Oliveira 2003)

Figura 8 - Microondas de cavidad utilizado en la tesis (Anton Paar GmbH 2019)

La seleccion de los reactivos depende de la naturaleza de la muestra, los analitos de
interés y la compatibilidad quimica de los vasos de reaccion. Principalmente se utilizan
acidos minerales concentrados de alta pureza, siendo el 4cido nitrico (HNOs) el mas
empleado por su fuerte poder oxidante y bajo nivel de contaminantes trazas. En
combinacion con HNO;, se utilizan frecuentemente el perdxido de hidrégeno (H;O,)
para matrices organicas resistentes, el acido clorhidrico (HCl) para disolver haluros
metalicos, y el acido fluorhidrico (HF) en la digestiéon de silicatos y materiales

geologicos (Mester y Sturgeon 2003).
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Ademads de la ventaja en el control térmico, la digestion asistida por microondas
permite reducir considerablemente los tiempos de digestion, en comparacion con las
técnicas tradicionales, como la digestion por via hiimeda en sistema abierto, donde
pueden prolongarse por horas o incluso dias. En las digestiones por microondas los
tiempos se limitan a minutos en la mayoria de los casos, lo que aumenta la

productividad y reduce el consumo energético.

Otro beneficio relevante es la disminucion en el volumen y concentracion de reactivos
quimicos necesarios para la digestion, favoreciendo asi procedimientos mas seguros y

con menor impacto ambiental.

Los vasos de reaccién cerrados empleados soportan elevadas presiones y
temperaturas, que no serian posibles en sistemas abiertos, permitiendo la digestion
completa incluso de matrices muy resistentes como tejidos biologicos, suelos y
polimeros. Esta presion controlada, junto con sensores integrados de temperatura y
presion, confiere alto nivel de control durante el proceso que contribuye a una

digestion reproducible y a la proteccion del analito frente a pérdidas (de Oliveira 2003).

En la actualidad, la tendencia de la digestion asistida por microondas se orienta cada
vez mas hacia la sostenibilidad ambiental y la quimica verde, buscando minimizar el
uso de reactivos peligrosos, reducir residuos y mejorar la eficiencia energética (Benedé

y Pena-Pereira 2025).
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CAPITULO III PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipos

El secado de la muestra candidato a MRC fue realizado en una estufa Binder modelo
FD115 (Tuttlingen, Alemania). La molienda fue realizada en un molino de cuchillas
Retsch modelo GM200 (Hann, Alemania) y en un molino de rotor utracentrifugo
Retsch modelo ZM 200 (Hann, Alemania). El mezclado fue realizado en un agitador

tipo pantalon Dilvan (Montevideo, Uruguay).

Las pesadas de muestra, MRC, MRC calibrantes, diluciones y adiciones fueron
realizadas en balanza analitica Sartorius modelo MSE 2255-100-DA, capacidad
maxima 220 g divisién 0,01 mg (Goettingen, Alemania), utilizando un ionizador
Mettler Toledo (Greifensee, Suiza) para eliminar la estdtica o en una balanza Sartorius
modelo MSE 5245-100-DI, capacidad méaxima 520 g, division 0,1 mg (Goettingen,

Alemania), la cual posee un ionizador incorporado.

Las condiciones ambientales durante el proceso de pesada fueron monitoreadas por
un termohigrobarémetro TESTO modelo 622 (Kirchzarten, Alemania) o TESTO

modelo 176P1 (Kirchzarten, Alemania).

Para la trasferencia de liquidos se utilizaron pipetas automaticas en rango entre 0,1 y

10 mL Eppendorf y Thermo Fisher Scientific.

Como contenedores se utilizaron botellas Nalgene® de capacidad 30 y 125 mL
fabricadas en LDPE (polietileno de baja densidad), que previo a su uso fueron

descontaminadas con acido nitrico 20% v/v durante 24 horas.

La muestra fue digerida en un microondas analitico Anton Paar modelo Multiwave
PRO (Graz, Suiza) con rotor SNXF100, con control de presion y temperatura en todos

los vasos. La configuracion del rotor 8NXF100 consiste en vasos de PTFE-TFM de 100
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mlL, los cuales son cubiertos por una camisa de cerdmica. La presién méaxima de trabajo

fue de 60 bar y la temperatura maxima fue de 220 °C.

La evaporacion del acido remanente fue realizada en vasos de PTFE Cole-Parmer
(USA) bajo campana de flujo laminar NuAire clase ISO 5 modelos NU-154 y NU-524
(Plymouth, USA)

La determinacion de elementos fue realizada en un espectrémetro de emision atomica
secuencial con plasma acoplado inductivamente PerkinElmer modelo 7000DV
(Shelton, USA) y en un espectrometro de masas de sector magnético con plasma
acoplado inductivamente Thermo Fisher Scientific modelo Element2 (Bremen,

Alemania).

3.2 Reactivos y disoluciones

El agua utilizada en todos los casos fue agua purificada (resistividad a la salida de 18,2

MQ.cm™) a través de un Sistema Millipore DirectQ3-UV (San Pablo, Brasil).

Para la digestion de las muestras se emplearon: acido nitrico doblemente destilado a
sub-ebulliciéon en un destilador Milestone modelo DuoPur (Sorisole, Italia) a partir de
acido nitrico 69,5% m/m Carlo Erba (Val de Reuil Cedex, Francia), acido fluorhidrico
40% m/m Merck Suprapur (Darmstadt, Alemania) y peroxido de Hidrégeno 30% m/m
Merck Suprapur (Darmstadt, Alemania). Para aplicar el método de dilucién isotopica
se utilizé "'Cd enriquecido al 97,23% (Isoflex, San Francisco, USA) y 2°Pb enriquecido
al 99,76% (Oak Ridge National Laboratory, Oak Ridge, USA). Soluciones de molibdeno
Mo y estafio Sn, utilizadas para evaluar las interferencias en la determinacién del Cd,
asi como la solucién de germanio Ge utilizado como estandar interno en la

determinacion de arsénico As, fueron preparadas a partir de soluciones estandar 1000
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mg/L (InorganicVentures, Christiansburg, USA). Una solucion de cloruro de cesio 10

g/l fue preparada a partir de CsCl 99,9% m/m Ultrapure J.T. Baker (Alemania).

3.3 Materiales de Referencia Certificados

Como calibrantes fueron utilizados los siguientes MRC: NIST SRM 3103a Arsenic
Standard Solution (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
USA), NIST SRM 3108 Cadmium Standard Solution., NIST SRM 3128 Lead Standard
Solution, NIST SRM 981 Common Lead Isotopic Standard, NIST SRM 3139a
Phosphorus Standard Solution y NIST SRM 3152a Sodium Standard Solution.

Como control de calidad fueron empleados los siguientes MRC: NIST SRM 1547 Peach
leaves, NIST SRM 3254 Green Tea, NIST SRM 1570a Spinach Leaves y una muestra

perteneciente a una comparacion interlaboratorio CCQM-K89 herba eclipate.

3.4 Seleccion del material de partida

Se monitorearon diversos lotes de produccidn, hasta encontrar uno con una fraccion
de masa de los elementos As, Cd y Pb en niveles cuantificables, idealmente cercanos a
los limites establecidos por la normativa vigente. Se realiz6 una determinacion
preliminar de los elementos mediante calibracion externa y deteccién por ICP-SFMS
(As, Cd y Pb) e ICP-AES (Na, P). A partir de los resultados obtenidos, se verificé que
los elementos se encontraban en la muestra en fracciones de masa cuantificables y
acordes a los niveles esperados, con excepcion del As, cuya fraccion de masa (~ 0,05
mg/kg), aunque cuantificable, es muy inferior respecto al maximo permitido por la
normativa (0,6 mg/kg). Si bien el nivel de As es bajo, la posibilidad de dopar la muestra
fue descartada, debido a la dificultad intrinseca que presenta la matriz y a la baja

probabilidad de producir un lote homogéneo en este parametro.

53



3.5 Determinacion de humedad en el candidato a MRC

La determinacion de humedad en el candidato a MRC fue realizada segiin método

IRAM 20503:2019 (IRAM 2019) en estufa a 103 °C.

3.6 Determinacion de la carga microbiolégica en el candidato a MRC

La determinacion de la carga microbiologica en el candidato a MRC fue realizada en
el Departamento de Microbiologia del LATU segun APHA, 2015, 5th. Edition
"Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods” capitulos 6,

7y 21.

3.7 Procedimiento desarrollado parala determinacion de cadmio y plomo por ID-

ICP-SFMS

Se pesan exactamente en balanza analitica 0,5 g de muestra/MRC de control o 1 g de
calibrante en un vaso de digestion. Se adiciona la cantidad necesaria de is6topo de
MCd y de 2®Pb en funciébn de la masa y de la concentracion de la
muestra/calibrante/MRC de control para alcanzar una relacién isotopica (1*#Cd/"Cd,
208Pb/2Pb) igual a 1. Se anaden bajo campana de flujo laminar: 5 mL de HNOs doble
sub-destilado, 4 mL de agua ultrapura, 2 mL de H202 30% m/m y 0,5 mL de HF 40%
m/m. Se prepara un blanco de digestion por ronda de digestion el cual se lo somete a
todo el proceso. Las muestras/calibrantes/MRC de control/blancos se digieren en un
microondas analitico con control de temperatura y presiéon en todos los vasos. El

programa de digestion es descrito en la Tabla 2.

54



Etapa Potencia (W) Tiempo (hh:mm)

Rampa de calentamiento 0-3800 00:15
Mantenimiento 800 00:10
Rampa de calentamiento 800 - 1500 00:10
Mantenimiento 1500 00:30
Enfriamiento 0 *hasta alcanzar los 40 °C

Tabla 2 - Programa de digestion de muestras - Presion méaxima 60 bar. Temperatura maxima: 220 °C.

A fin de eliminar el residuo de HF, luego de la digestion microondas, los digestos son
trasvasados a vasos de teflén y evaporados hasta casi sequedad, en plancha a 200 °C
bajo campana de flujo laminar Clase ISO 5, ver (Figura 9). El residuo (Figura 10) se
disuelve con 1,5 mL de HNO:s doble sub-destilado y agua ultrapura en plancha a 140
°C. La solucion se deja enfriar y se trasvasa a una botella LDPE de 30 mL donde se

completa el volumen con agua ultrapura.

Figura 9 — Digestos en proceso de evaporacion
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Figura 10 - Residuo luego de la evaporacion

Se prepara una solucién para determinar el factor de mass discrimination conteniendo
Cd y Pb en una relacion isotdpica conocida. El Cd se prepara a partir del calibrante
original y el Pb a partir del NIST SRM 981 "Common Lead Isotopic Standard". Se
prepara una solucion conteniendo Mo y una solucion conteniendo Sn para evaluar el
aporte de estas interferencias en las sefiales de Cd Se realizan las mediciones en el ICP-
SFMS en modo baja resolucion. En la Tabla 3 se listan las condiciones operativas del

ICP-SFMS.
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Plasma

Potencia Radiofrecuencia (W)
Caudal gas plasma (L/min)

Caudal gas auxiliar (L/min)

Caudal gas nebulizacion (L/min)
Guard electrode

Introduccion de la muestra
Camara de nebulizacion
Nebulizador

Inyector

Cono sampler

Cono skimmer

Adquisicion de datos

Isétopos monitoreados

Modo resolucion

Modo de escaneo

Ventana de masa (mass window)
Tiempo de muestreo (sample time) (ms)
Samples per peek

Ventana de btusqueda (mass window)
Ventana de integracién (integration window)
Run*passes

Modo de deteccién

Tipo de Integracion

1250
16

0,86

Si

Cémara de cuarzo dual Ciclonica/Scott
Meinhard PFA microflujo 100 mL/min
Cuarzo 0,7 mm

Niquel

Niquel

%Mo, 111Cd, 14Cd, 120Sn, 206Pb, 205Pb
Baja R > 300

E-scan

100

0,015

100

100

80

6*3

Ambos: counting y analog

Promedio

Tabla 3 - Condiciones operativas para la determinacion de Cd y Pb por ICP-SFMS
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3.8 Procedimiento desarrollado para la determinacion de arsénico por SA-ICP-

SFMS

Se pesan en balanza analitica 1 g de muestra/MRC de control en un vaso de digestion.
Se afiaden bajo campana de flujo laminar: 8 mL de 4cido nitrico doble sub-destilado, 4
mL de agua utrapura, 4 mL de H20: 30% m/m, 1 mL de HF 40% m/m y 0,2 mL de
solucion de estdndar interno de Ge. La concentracidon de la solucion de estdndar
interno de Ge se calcula en base a la concentracion de arsénico en la muestra, de forma
de medir cuentas en un rango similar. Se prepara un blanco de digestion por ronda de
digestion el cual se lo somete a todo el proceso. Las muestras/MRC de control/blancos
se digieren en un microondas analitico con control de temperatura y presion en todos

los vasos.

A fin de eliminar el residuo de HF, luego de la digestién microondas, los digestos son
trasvasados a vasos de teflén y evaporados hasta casi sequedad, en plancha a 200 °C
bajo campana de flujo laminar Clase ISO 5. El residuo luego se disuelve con 1,5 mL de
HNO: doble sub-destilado y agua ultrapura en plancha a 140 °C. La solucion se deja
enfriar y se trasvasa a una botella LDPE de 30 mL donde se completa el volumen con

agua utrapura (Fracciéon A).

En balanza se toma una alicuota del digesto de aproximadamente 15 g y se le afiade
gravimétricamente 0,2 g de solucidn estandar, a esta solucién le llamamos fraccién B.
La fraccion de masa de la solucion estandar se calcula de modo que la fraccion de masa
en la solucion aditivada sea aproximadamente tres veces la fraccion de masa en el
digesto. Se realizan las mediciones en el ICP-SFMS en modo alta resolucion. En la

Tabla 4 se listan las condiciones operativas del ICP-SFMS.
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Plasma

Potencia Radiofrecuencia (W)
Caudal gas plasma (L/min)

Caudal gas auxiliar (L/min)

Caudal gas nebulizacion (L/min)
Guard electrode

Introduccion de la muestra
Céamara de nebulizacion
Nebulizador

Inyector

Cono sampler

Cono skimmer

Adquisicion de datos

Isétopos monitoreados

Modo resolucion

Modo de escaneo

Ventana de masa (mass window)
Tiempo de muestreo (sample time) (ms)
Samples per peek

Ventana de busqueda (mass window)
Ventana de integracion (integration window)
Run*passes

Modo de deteccidon

Tipo de Integracion

1250
16

0,86

Q
—_

Si

Céamara de cuarzo dual Ciclonica/Scott
Meinhard PFA microflujo 100 mL/min
Cuarzo 0,7 mm

Niquel

Niquel

72Ge, 5As

Alta R = 10000

E-scan

125

0,02 ms

100

125%

60%

6*6

Ambos: counting y analog

Promedio

Tabla 4 - Condiciones operativas para la determinacién de As por ICP-SFMS
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3.9 Procedimiento desarrollado para la determinacion de fésforo y sodio por SA-

ICP-AES

Se pesan en balanza analitica 0,5 g de muestra/MRC de control. Se afiaden bajo
campana de flujo laminar: 4 mL de HNOs doble sub-destilado, 4 mL de agua ultrapura,
2 mL de H202 30% m/m y 0,5 mL de HF 40% m/m Se prepara un blanco de digestion
por ronda de digestion el cual se lo somete a todo el proceso. Las muestras/MRC de
control/blancos se digieren en un microondas analitico con control de temperatura y

presion en todos los vasos.

A fin de eliminar el residuo de HF, luego de la digestion microondas, los digestos son
trasvasados a vasos de teflon y evaporados hasta casi sequedad, en plancha a 200 °C
bajo campana de flujo laminar Clase ISO 5. El residuo luego se disuelve con 1,5 mL de
HNO:s doble sub-destilado y agua ultrapura en plancha a 140 °C. La solucion se deja
enfriar y se trasvasa a una botella LDPE de 30 mL donde se completa el volumen con
agua utrapura. En balanza se toma una alicuota de digesto de 27 g y se afladen 3 g de
una solucion de CsCl 10 g/L como buffer de ionizacidon para asi formar la fraccién A.
Posteriormente se toman aproximadamente 15 g y se le afiaden gravimétricamente 0,2
g de solucion estandar conteniendo fosforo y sodio en las fracciones de masa
adecuadas conformando la fraccion B. La fraccion de masa de la solucion estandar se
calcula de modo que la fraccion de masa en la solucion aditivada sea
aproximadamente tres veces la fraccion de masa de los analitos en el digesto. Se
realizan las mediciones en el ICP-AES. En la Tabla 5 se listan las condiciones operativas

del ICP-AES.
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Plasma

Potencia Radiofrecuencia (W) 1300
Caudal gas plasma (L/min) 15
Caudal gas auxiliar (L/min) 0,8
Caudal gas nebulizacion (L/min) 0,2

Introduccion de la muestra

Camara de nebulizacién Camara de cuarzo ciclonica
Nebulizador Meinhard
Inyector Cuarzo 0,7 mm

Adquisicion de datos

Longitud de onda Na: 589,592 nm, P: 213,624 nm
Procesamiento sefial Area de pico, 7 puntos por pico
Correccidn sefial de fondo 2 puntos

Tabla 5 - Condiciones operativas para la determinacion de Na y P por ICP-AES

3.10 Validacion analitica de los métodos

La validacion se llevo a cabo con el objetivo de demostrar que los métodos
desarrollados son adecuados para la determinacion de los analitos objetivo en la
matriz yerba mate, haciendo especial hincapié en la exactitud del método, para que el
mismo sea adecuado para la certificacion del candidato a MRC. La Guia Eurachem

(Cantwell (ed) 2025) fue utilizada como base para establecer el plan de validacion.

La selectividad del método viene dada por el poder de resolucién de los
espectrometros, la correcta seleccidon de las masas a monitorear para ICP-SFMS y de
las longitudes de onda para ICP-AES y la capacidad de los métodos de cuantificacion
para minimizar el efecto de las interferencias multiplicativas. Para el caso de la
determinacidon de Cd, se realizé un estudio profundo de las posibles interferencias

espectrales, que no son capaces de ser resueltas a pesar de utilizar alta resolucion.
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Tanto el ICP-SFMS como el ICP-AES tienen como caracteristica el tener un amplio
rango lineal. El mismo verificado utilizando soluciones de MRC de los elementos en
todo el rango esperado. Las diferentes curvas de calibracion para cada elemento fueron
construidas, se realizd una inspeccion visual y se calculd el coeficiente de

determinacién (R?), que debia ser > 0,999.
La sensibilidad fue determinada a partir de las pendientes de la curva de calibracion.

El limite de deteccion instrumental fue determinado como la concentracion igual a 3
veces la sefial de la soluciéon blanco (HNOs 5% v/v para ICP-SFMS, y CsCl 1 g/L para
ICP-AES).

El limite de cuantificacion del método fue estimado a partir del punto de menor
concentracion de la curva de calibracion, afectado por los factores de dilucion del

método.

La precision del método en condiciones de repetibilidad y la precision intermedia fue
determinada de acuerdo con el Anexo C de la guia Eurachem, realizando un minimo
de 7 réplicas en al menos un dia y realizando las determinaciones en el caso de la yerba,

en 3 dias espaciados en el tiempo.

La veracidad de los métodos fue estimada en términos de recuperacion, empleando
Materiales de Referencia Certificados. En el caso del Na, para el cual no se pudo
adquirir un MRC certificado en este parametro, la veracidad fue estudiada a partir de
los resultados del estudio interlaboratorio organizado con la muestra de yerba mate

candidato a MRC.

La incertidumbre de los métodos fue estimada para As, P y Na aplicando la ley de
propagacion de la incertidumbre (JCGM 100 2008), mientras que para Cd y Pb
utilizando el método Kragten (Johra 2024). Dado que el método de Kragten no forma

parte de las metodologias oficiales del JCGM para estimacidon de incertidumbre, su
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aplicacién se valido empleando el método de simulacion de Monte Carlo (JCGM 101

2008).

La seleccidn entre la aplicacion de la ley de propagacion de la incertidumbre y el
método de Kragten responde a criterios de practicidad: el método de Kragten permite
simplificar los cdlculos al no requerir la determinacion de derivadas parciales,

manteniendo una estimacion adecuada de la incertidumbre.

Cabe destacar que estas metodologias que se conocen también como enfoque “bottom-
up” si bien son mas laboriosas y requiere mas datos que las metodologias “top-down”,
ofrecen un mapa detallado de todas las fuentes de incertidumbre y permite demostrar
trazabilidad metroldgica completa, reduciendo al minimo las posibles suposiciones

que se puedan realizar al modelo.

Por ultimo, la exactitud del método fue evaluada a partir de los datos de veracidad e
incertidumbre utilizando como pardmetro de evaluacion el error normalizado y a

partir de los resultados del estudio interlaboratorio.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Preparacion del candidato a Material de Referencia
4.1.2 Molienda

4.1.2.1 Eleccion del molino

Al ser la yerba una mezcla de hojas y tallos es de vital importancia realizar una correcta
molienda, de forma de asegurar un polvo con un bajo tamafo de particula, que mejore

las perspectivas de obtener un lote homogéneo.

Las tecnologias presentes en el laboratorio eran: molino de cuchillas, molino de corte
y molino de rotor ultracentrifugo. El molino de cuchillas Retsch Modelo GM200 puede
alcanzar un tamano de particula < 0,3 mm, pero al no contar con una malla, el valor
aportado por el fabricante es aproximado y dependerd fuertemente del tipo de
producto introducido. El molino de corte Retsch Modelo SM200 tiene la posibilidad de
alcanzar una granulometria final seleccionable mediante tamices de fondo de 0,25 mm.
El molino de rotor ultracentrifugo Retsch ZM 200 (Figura 11) opera mediante mallas
de diferentes aberturas (hasta 0,08 mm), las cuales definen el tamafio maximo de las
particulas que atraviesan el sistema, generando un material molido caracterizado por
una distribucién granulométrica. Luego de analizar las opciones disponibles, teniendo
principalmente en cuenta la baja granulometria, el molino ultracentrifugo fue la opciéon

elegida, adquiriendo la malla de 0,08 mm.
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Figura 11 - Molino utracentrifugo Retsch ZM 200
Departamento de Metrologia Quimica, LATU

4.1.2.2 Optimizacion de las condiciones de molienda.

La molienda de la muestra se realizé bajo campana de extraccion a modo de minimizar
la inhalacion de material particulado por parte de los investigadores. Con la molienda
de la muestra tal cual, con una velocidad de giro del rotor de 10000 rpm, se obtuvo una
muestra con el tamano de particula deseado, pero se observo la formacion de una
“pasta” en la malla. La causa fue atribuida a la humedad presente en la muestra y al
bajo tamano de malla, que impide el pasaje de la muestra del rotor al plato colector.
En estas condiciones, resulta impracticable utilizar el molino, para la cantidad de
muestra necesaria. Se sometioé entonces la muestra a un proceso de secado, el cual
ademas de reducir el contenido de humedad, facilitando asi la molienda, aportaria

estabilidad frente a la degradacidon quimica/microbioldgica.

Se realizo la determinacion inicial de humedad en la muestra y el resultado obtenido
fue 10% m/m. Posteriormente, la muestra fue introducida en contenedores de acero
inoxidable, en una estufa con ventilacion forzada durante 4 horas a 100 °C. Se repitié

la determinacion de humedad y el resultado fue 6,8% m/m.
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Al bajar la humedad de la muestra, se evidencio ain mas la necesidad de optimizar la
velocidad de rotacion del rotor y la descarga de la muestra en el molino, de modo de
minimizar el tiempo de residencia. Cuando el tiempo de residencia es prolongado, la
muestra se quema por las altas temperaturas alcanzadas, debido a la friccion entre la
muestra, el rotor y la malla (Figura 12). Para mitigar el efecto del calentamiento, se
prepararon mezclas de muestra con hielo seco en diferentes proporciones. Si bien el
hielo seco resuelve el sobrecalentamiento, la proporcion de volumen de hielo seco
necesaria con respecto a la muestra fue de 1:1. Para el volumen de muestra que se

contaba result6 impracticable en el laboratorio.

Se decidi6 entonces realizar una primera molienda en el molino de cuchillas y luego
realizar la molienda final en el ultracentrifugo, para facilitar la molienda en este tltimo
y disminuir el tiempo de residencia de la muestra en el rotor. En el molino
ultracentrifugo, se ensayaron revoluciones de 4000, 6000 y 10000 y distintos caudales
de descarga. Se opto por trabajar a 6000 rpm y realizando una descarga de la muestra
intermedia, aproximadamente 250 mL en 30 segundos. En este modo se obtuvo el

mejor compromiso entre calidad final del producto y tiempo (Figura 13).

Figura 12 - Muestra quemada por sobrecalentamiento
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Figura 13 - Muestra sin signos de degradacion

4.1.3 Mezclado

El mezclado de la muestra se realizé en un agitador tipo pantalon (Figura 14). Como
el volumen de muestra (7 litros aproximadamente) superaba la capacidad nominal del
agitador (2 litros aproximadamente), se realizé un cuarteo, dividiéndola en 4
porciones. Cada porcion se mezcld por 2 horas y se depositd en un contenedor de
polipropileno. Una vez recolectadas las cuatro porciones se procedid a realizar una
agitaciéon manual, donde la muestra fue agitada por intervalos de 2 minutos, 20 veces.
Se realizO un muestreo tomando 6 fracciones, las cuales fueron analizadas,
determindndose las fracciones de masa de los elementos de interés por calibracion
externa (ICP-SFMS para As, Cd y Pb, ICP-AES para Na y P), de modo de tener una
aproximacion del grado de homogeneidad de la muestra. El porcentaje de desviaciéon
estandar relativa (% RSD) encontrado para los elementos As, Cd, Na y P fue menor a
5%. Por otro lado, el valor de RSD encontrado para el Pb fue de 8%. Por esta razon, se
decidid repetir el procedimiento de agitacion anteriormente mencionado. Una vez
completado, se repiti6 la determinacion de Pb y se verificé un descenso en el RSD a

4%, por lo cual se decidi6 continuar con el envasado.
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Figura 14 - Mezclador tipo pantalén, LATU

4.1.4 Envasado

Para el envasado se decidi¢ utilizar botellas de vidrio d&mbar 60 mL para evitar dano

de material por luz UV. El tamano total del lote fue de 117 unidades.

4.1.5 Control de la carga microbiana

Un estudio microbioldgico preliminar mostr6 cantidades indetectables (< 10 UFC/g)
de microorganismos mesofilos aerobicos, asi como levaduras y hongos. Sin embargo,
el material fue irradiado con rayos gamma a una dosis de 23 kGy, para asegurar la

esterilizacion.
4.2 Optimizacion del tratamiento de muestra
4.2.1 Consideraciones preliminares

El tratamiento de muestra fue realizado a través de una digestion asistida por
microondas. El programa recomendado por el fabricante para una muestra de origen
vegetal indica el uso de &acido perclorico. Si bien es un acido con caracteristicas

oxidantes y complejantes, por motivo de peligrosidad su uso es desaconsejado. La
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mayoria de las digestiones reportadas en bibliografia para yerba mate utilizan HNO:s
o una mezcla de HNOs y H20: (Cordoba Braganca, Melnikov, & Zélia Zanoni, 2011;
Alexandre Marcelo et al., 2014; Camotti Bastos et al., 2018; Flores et al., 2018; Pereira
Schmite et al., 2019). Como se puede observar en la Figura 15, cuando no se utiliza un
acido complejante en la digestion de yerba, en el digesto quedan silicatos sin disolver
que son visibles y confieren turbiedad. Los silicatos afectan la eficiencia en la
nebulizacion de la muestra, llegando a obstruir el nebulizador. Por este motivo se

decidié utilizar un acido complejante, el HF.

Figura 15 - Digestion de muestra sin HF

Entonces, en funcién de las caracteristicas de la muestra se decide utilizar como

reactivos: HNOs, HF, H20: y agua ultrapura.

De acuerdo con experiencia previa en matrices vegetales para una masa de 0,5 g de
muestra se realizaron digestiones del material con los volimenes de reactivos: 5 mL
de HNOs, 4 mL de agua ultrapura, 2 mL de H20: y 0,5 mL de HF. Con estas
proporciones se obtuvieron digestiones limpidas y por lo tanto se consideraron

adecuadas al propdsito.
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4.2.2 Tratamiento de muestra para determinacion de Arsénico

Los resultados de las determinaciones de arsénico preliminares sobre las muestras
indicaron un contenido de aproximadamente 0,05 mg/kg. En estas condiciones,
digiriendo una cantidad de muestra de 0,5 g estamos midiendo en el ICP-SFMS
aproximadamente una concentracion en masa de 0,8 ng/L de As. Si bien el instrumento
es capaz de detectar una concentracion en este nivel, el bajo nimero de cuentas afecta
directamente la precision, que terminara por influir en la incertidumbre final de
medicion. Como el objetivo de los métodos desarrollados es el de alcanzar una alta
exactitud, razon por la cual la veracidad debe ser acompafada por una baja
incertidumbre, se plantea como alternativa duplicar la masa de muestra a digerir de

manera de aumentar la sefal analitica (cuentas por segundo).

El incremento de la masa de muestra en una digestion asistida por microondas
presenta desafios significativos ligados al disefio de los sistemas cerrados. Al aumentar
la cantidad de material, se intensifica la generacion de gases, lo que eleva
considerablemente la presion interna. Esto puede activar valvulas o sellos de
seguridad, provocando pérdidas de analitos volatiles y comprometiendo la integridad

del proceso de digestion.

Asimismo, la proporcidn entre masa de muestra y volumen de los reactivos es critica
para garantizar eficacia en la digestién. Un volumen inadecuado de acido frente a una
muestra mayor implica que no se asegura una digestion total, con la consecuente
formacién de residuos insolubles o muestras con una alta concentracion de materia

organica, con probable afectacion de la exactitud del método.

El uso de disefio de experimentos como herramienta para optimizar el tratamiento de
muestra para determinacion de elementos ha sido frecuentemente reportado en

bibliografia (Novaes, et al. 2016).
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(Costa, et al. 2005) emplearon un disefio factorial completo de dos niveles 2* para
optimizar la digestion acida por microondas de muestras de aceite lubricante. Como
variables independientes se evaluaron el tiempo de digestion, la potencia de radiaciéon
aplicada, la masa de muestra y el volumen de la mezcla dcida, mientras que como
variables de respuesta se consideraron el contenido de carbono residual y la acidez
final de las soluciones. Los resultados fueron evaluados mediante analisis de varianza

(ANOVA) y graficos de Pareto.

(Sanchez Rojas, Bosch Ojeda, & Cano Pavén, 2010), realizaron un diseno factorial
completo 3° para optimizar la digestién 4cida asistida por microondas de cerdmicas
biomorficas de ZrO,. Se evaluaron como variables independientes el volumen de
HNO;, el volumen de HF y el tiempo de digestion, mientras que la variable
dependiente fue la concentracion de elementos. El andlisis estadistico se realizo

mediante ANOVA vy graficos de Pareto para estudiar la interrelacion de las variables.

(Cerqueira da Silva, et al. 2021) para optimizar la digestion acida de muestras de
bebidas con base de guarana para la posterior determinaciéon de elementos, aplicaron
la estrategia de pseudo-componentes, evaluando la incidencia de los volimenes de
(H20,, HCl y HNO;3). Como variables de respuesta se emplearon los resultados de
carbono residual y la respuesta instrumental de los elementos en estudio. Los

resultados fueron analizados mediante ANOVA vy graficos de superficie.

El uso del carbono residual, como pardmetro de evaluacién de la eficiencia de
digestion, también ha sido reportado en trabajos en donde se optimizan parametros
de digestion sin el uso de disefio de experimentos (Wasilewska, et al. 2002), (Mesko, et

al. 2015).

La presencia de carbono en solucion cuando se determinan elementos por ICP-MS
produce un efecto de incremento de la sefal para elementos como: Sb, Te, Au, Se, As,

Hg, I y P. Este efecto es independiente de la configuraciéon del ICP-MS, cuadrupolo o
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sector magnético y es debido a cambios en la poblacion de iones dentro del plasma por
reacciones de transferencia de carga basadas en carbono. Se puede observar también
un aumento de sefal, una supresion de senal o la ausencia total de efecto de matriz
para B, Os, Pt, Ir, Cd, Be, Zn y S, dependiendo de las condiciones de operacion del

plasma seleccionadas. (Grindlay, et al. 2013).

En la optimizacion del tratamiento de muestras de aceite de frutos secos mediante
digestion asistida por microondas, los autores (Ni, et al. 2018) encontraron que, para
soluciones de digestion de muestra en el rango de 963 a 4500 mg C /L, se obtuvieron
valores de recuperacion de adicion de solucion estandar de elementos en los digestos
mas altos para elementos traza como Cr, Mn, Fe, Ni, Cu y As (desde 112% hasta 242%
en el caso de As). Sin embargo, cuando la concentracion de carbono en la solucion de
muestra era entre 423 y 695 mg C /L, los valores de recuperacion se estimaron en un

rango de 95% a 106%.

(Lee, Park e Lee 2023) utilizaron un valor umbral de 500 mg C /L en la optimizacion
de la digestion de muestras asistida por microondas de arroz, donde se optimizaron
los parametros: masa de muestra y el volumen de reactivos: HNOs y H20;, en la
digestion de muestras asistida por microondas para posterior determinacion de
elementos por ICP-MS, de modo de evitar interferencias poliatdmicas basadas en

carbono.

4.2.2.1 Disefno de experimentos

Dado que no se contaba con experiencia previa en digestion de una masa de muestra
organica de 1 g, se procedié a realizar un disefio de experimentos, de forma de
optimizar el volumen de los reactivos, evaluando la influencia del HNOs y del H20: y

asi evaluar la eficiencia de la digestion.
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Para la realizacion de este disefio se decidio no evaluar y por tanto fijar las variables:
volumen de HF en 1 mL, volumen de agua ultrapura a adicionar en 4 mL, el programa
de digestion, la temperatura maxima a alcanzar en 220 °C y la presion maxima en 60

bar.

En consecuencia, las variables independientes fueron el volumen de HNO:s y el
volumen de H20:. Se establecié como variable dependiente el porcentaje de carbono
residual, que fue determinado por ICP-SFMS. A menor concentracién de carbono
residual en el digesto, mas eficiente se considera la digestion. La acidez residual, que
es otro parametro que frecuentemente se utiliza para evaluar la eficiencia de la
digestion, no se incluy6 dado que el residuo de la digestion es evaporado a sequedad

para eliminar el HF.

El disefio experimental seleccionado para cumplir con el objetivo del estudio fue el
disefio central compuesto (Central Composite Design, CCD) (Massart, et al. 1997). El
CCD permite modelar efectos lineales, cuadraticos y de interaccidon entre factores,
proporcionando una estimacion robusta de la curvatura del sistema. En este trabajo se
evaluaron dos factores experimentales; por lo tanto, el disefio se estructurd
combinando: un disefio factorial completo 22 (cuatro puntos factoriales), puntos axiales
o “estrella” ubicados a una distancia a=1,414 del centro para explorar regiones
extremas del espacio experimental, y puntos centrales. En total, el disefio permitio
estudiar cinco niveles por factor, con un numero considerablemente menor de
experimentos que un disefio factorial completo 25 manteniendo al mismo tiempo la
capacidad de modelar superficies cuadraticas con precision. Se realizaron cuatro
repeticiones en el punto central para estimar la variabilidad experimental y evaluar la
reproducibilidad del método. La eleccion del CCD se fundamenta en su eficiencia
estadistica, su capacidad para ajustar modelos predictivos con buena resolucién y su

uso consolidado en el desarrollo y optimizaciéon de métodos analiticos. El disefio
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central compuesto fue creado y analizado utilizando el software R, libreria rsm (Lenth

2009).

4.2.2.2 Determinacion de carbono residual por ICP-SFMS

La determinacion de carbono residual en digestos de muestras por ICP-AES ha sido
ampliamente aplicada (Krushevska, et al. 1992), (Gouveia, et al. 2001), (Costa, et al.
2005), (Mesko, et al. 2015), (Marques, et al. 2017), (Nj, et al. 2018), (Cerqueira da Silva,
et al. 2021), (Lee, Park e Lee 2023).

Por otro lado, las publicaciones referentes a determinacion de carbono residual por
ICP-MS son menos frecuentes. (Bhandari e Amarasiriwardena 2000) realizaron la
determinacion de carbono residual en digestos de miel de maple por ICP-QMS,
monitoreando ¥C* para evaluar la eficiencia de la digestion. (Nardi, et al. 2009) en
polvo de huevo monitoreando 2C*y (Riisom, et al. 2018) en muestra de digestos de
células monitoreando tanto C* como C'. (Amaral, et al. 2015) estudiaron la
determinacidon de carbono residual en muestras de digestos y aminoacidos por ICP-
MS/MS (triple cuadrupolo) en modo single quadrupole (*2C*, *C*) y en modo shift mode
(2C10O¢, 13C1*0O"). No se encontraron publicaciones referentes a la determinacion de

carbono residual por ICP-SEMS.

Como calibrante (Bhandari e Amarasiriwardena 2000) utilizaron glicina, (Amaral, et
al. 2015) acido oxalico y (Riisom, et al. 2018) acido citrico. (Gouveia, et al. 2001)

encontrd igual comportamiento para glucosa, urea y l-cisteina en ICP-AES.

En base a esto y a la disponibilidad de encontrar un material de pureza suficiente se
decide utilizar glucosa (Mallinckrodt Chemicals, St.Louis, MO, USA) para construir la
curva de calibracion. Adicionalmente se utilizd Ytrio como estandar interno. Se
prepararon 4 calibrantes de las siguientes concentraciones en masa: 25, 50, 100 y 250

mg/L en una solucién de HNOs doble subdestilado 5% v/v. Los digestos fueron
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diluidos segtn la concentracion de acido final de modo de obtener una concentracion
de acido del 5% v/v. Con el uso de estandar interno se procurd disminuir el efecto de
la diferente viscosidad entre las muestras y la curva de calibracion que podria influir

en la veracidad de los resultados.

Tanto 2C* como *C* podrian estan sujetos a la interferencia del Mg?* cuando se realiza
la determinacion en baja resolucion. Sin embargo, no se encontraron en las
publicaciones previamente mencionadas ninguna referencia a esta posible
interferencia. Operando en el ICP-SFMS en modo media resolucidn, la interferencia

sea tanto en el caso de 2C* como de 3C* es resuelta.

Al realizar la medicion se observa una fuerte senal del blanco (HNOs 5% v/v). Pueden
existir diferentes origenes para esta contaminacion, pese a haberse tomado los
recaudos necesarios: argén 5.0 (99,999% m/m), HNOs 5% v/v de alta pureza como
solucion de lavado y conos descontaminados. Ademads, se observd un aparente efecto
memoria, luego de analizar las soluciones calibrantes. Frente a estas observaciones, se
aumento el tiempo de lavado entre mediciones; se verificd asimismo la estabilidad de
la linea base y se evalud la contribucion de la sefal del blanco sobre los valores
obtenidos para las muestras. Los resultados mostraron que la sefal del blanco, aunque
detectable, fue significativamente menor que las sefiales de las muestras.
Adicionalmente se compard la concentracion equivalente al fondo (BEC - Background
Equivalent Concentration) determinado con el reportado en literatura. El BEC
determinado sea para 2C* que para *C* fue de 3,7 mg/L. Sensiblemente menor al
reportado por (Amaral, et al. 2015) 6,1; 6,5; 7,4 y 7,4 mg/L, para (2C*, 13C*, 12C1¢O* y
13C160*). El LOD determinado como 3 veces la desviacion estandar de 10 mediciones
consecutivas de soluciones en blanco, dividido por la pendiente de la curva de
calibracién fue de 0,20 mg/L para 2C* y 0,25 mg/L para *C*. Comparable a los limites
de deteccion encontrados por (Amaral, et al. 2015) 0,42; 0,23; 0,17 y 0,53 mg/L para 12C*,

1BC+, 12C160 y BC160*, respectivamente.
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Se evidencio una respuesta instrumental lineal tanto para >C* como para *C*, con un

coeficiente de determinacion R? > 0,999 en ambos casos.

Para evaluar la veracidad se realizaron dos adiciones de calibrante a muestras de
digestos, una a nivel de 50 mg/L y una segunda a 100 mg/L con una recuperacién de

98,7% y 99,2% para 12C*y de 99,5% y 97,9% para 'C*.

Como se puede apreciar en la Figura 16, al graficar los resultados de carbono residual
en las muestras, obtenidos procesando la senal del 2C* versus los obtenidos para el
13C*, se obtiene una recta de pendiente cercana a 1 y ordenada cercana a 0, lo cual

indica, a priori, concordancia entre los resultados.

Comparacion Resultados Carbono Residual

el a o
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.\n

Figura 16 - Comparacion resultados obtenidos procesando 2C*y 13C*

Realizando un analisis de Bland-Altman (Giavarina 2015), determinando las
diferencias entre los resultados (resultado '2C* - resultado *C*), podemos ver que la

media de las diferencias (sesgo) es de -1,78. Esto indica que, en promedio, cuando se
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cuantifica utilizando *C* el resultado tiende a ser levemente superior. Pero este sesgo

es muy pequeno comparado con el rango de valores (150 a 1248 mg/L).

El limite de acuerdo (LoA, 95 %) inferior es de -22,78 y el superior de +22,63. Esto
significa que el 95 % de las diferencias entre los métodos caen en este intervalo (aprox.

+25 mg/L). Ver Figura 17.

A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que la dispersion de las
diferencias es baja y simétrica alrededor de cero. No hay indicios de sesgo
proporcional, es decir, las diferencias no aumentan sistematicamente con el tamarno de
la medida. Ambos métodos muestran muy buena concordancia y las diferencias

observadas son pequefias en relacion con el rango de las mediciones.

Por este motivo, para el procesamiento de datos posterior se tomaran en cuenta los

resultados de carbono residual en base a la senal del 12C-.

Grafico de Bland-Altman
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Figura 17 - Grafico de Bland-Altman para comparacion de resultados de carbono residual
cuantificando con 12C*y 13C*
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En la Tabla 6 se puede visualizar los volumenes de 4cido nitrico y de peroxido de

hidrégeno ensayados, asi como los resultados de carbono residual en los digestos.

N° V HNO: V H20: C residual
experimento (mL) (mL) (mg/L)
1 3,75 4 892
2 3,75 4 877
3 5 1,5 1015
4 5 1,5 1248
5 5 4 743
6 5 4 844
7 5 6,5 706
8 5 6,5 755
9 8 0,46 725
10 8 0,46 698
11 8 4 443
12 8 4 491
13 8 4 550
14 8 4 516
15 8 7,5 471
16 8 7,5 412
17 11 1,5 250
18 11 1,5 228
19 11 4 281
20 11 4 378
21 11 6,5 394
22 11 6,5 150
23 12,24 4 383
24 12,24 4 388

Tabla 6 - Disefio de experimentos y resultados carbono residual
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En la Figura 18 se presentan los resultados del analisis de regresion para el disefio de

experimentos.

talls
rem{formila = Crestidual -~ S00xE, %23, data = Reslg.cod)
Resicduals:

Min 14 Med1an 3G Max
=212.074 =E0.,680 Borls 52.685 194.837
Confficiantse:

Eerimate std. Erfrer © walue Pri=|t|d

CIntercapt) 499, F5 45.892 10.872 2.43e=09 **=#
Fofxl, X291 =252.01 2260 =11.149 1. 83a=09 F**
PO, w2ix? =93, 72 25,33 =3.700 0.001&4 FF
THICH1, %23 108,51 35. 75 3,035 0.00712 =
POL%Y, ®X21x1AZ G4.14 1827 1.928 0.06583
POCx1, X23x2A2 35.68 30.92 1.154 ‘0.26355
sTognifs., codeas g SFEEL QL0 FEUOLDE OEY LRS-ty 031 AT

Residual standard error: 101.1 on 18 degrees of fresdom
Multiple F-zguared: 0O.B8938, Adjusted R-squared: 00,3641
F-5tatistic: 30,25 on 5. and 18 DF, p-value: 3.696e-08

Figura 18 — Resultados del analisis de regresion del disefio de experimentos

En cuanto a la calidad del modelo para explicar la variabilidad de los datos, podemos
decir que el modelo explica aproximadamente el 89,36% de la variabilidad en la
variable dependiente. El R? ajustado es de 0,8641, lo cual sigue indicando un ajuste
sOlido. El valor del estadistico F es 30,25 (p < 0,001). Esto sugiere que, en conjunto, los
predictores explican significativamente la variacidon en la variable dependiente. La
media de los residuos es cercana a cero (5,714), lo cual muestra que no hay un sesgo
significativo. Sin embargo, los valores extremos (min y max) sugieren la posibilidad
de la presencia de algtin valor atipico. El volumen de HNOs, como era de esperarse,
tiene un impacto negativo significativo en la variable dependiente. Por cada unidad
adicional (mL), la respuesta (concentraciéon de carbono residual) disminuye en
promedio 252 unidades. El volumen de H20O: también tiene un impacto negativo

(coeficiente = -93,72), sobre la concentracion de carbono residual, pero menos
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pronunciado que el volumen de HNOs. Llama la atencion que la interaccion entre las
dos variables tenga un efecto positivo (coeficiente = 108,51). Esto puede deberse a que
la presencia simultanea de altas concentraciones de ambos reactivos modera o atentia
el efecto negativo individual de cada uno, es decir no potencia el efecto, sino que
produce un rendimiento marginal decreciente. El efecto cuadratico de la concentracion
de HNOs también tiene un impacto positivo, aunque marginalmente significativo (p =

0,07). El efecto cuadratico de la concentracion de perdxido no es significativo (p = 0,26).

Si bien se podria continuar optimizando el método, para tener un mejor ajuste al
modelo y quizds una mejor prediccion, analizando el grafico de contorno de la
superficie de respuesta (Figura 19), podemos observar que utilizando 8 mL de HNO:s
y 4 mL de H20: obtenemos un valor de carbono residual en torno a 500 mg/L el cudl
es adecuado (Lee, Park e Lee 2023). En torno a ese valor tenemos un plateau, para
alcanzar una concentracion mds baja de carbono residual, por ejemplo 400 mg/L
deberiamos utilizar varios mililitros mas de HNO:s, lo cual, si vemos el costo beneficio,

ya sea econdmico o desde el punto de vista de la quimica verde no lo justifica.
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Figura 19 - Contorno de la superficie de respuesta: optimizacion de la digestién con masa de muestra

lg

4.3 Desarrollo de la metodologia para la determinacion de cadmio y plomo por

método dilucion isotépica con deteccion por ICP-SFMS

Para que el procedimiento IDMS sea considerado método primario deben cumplirse
ciertas condiciones: se complete el equilibrio isotopico entre el isétopo enriquecido y
el analito; una correcta determinaciéon de las masas atdémicas y de las relaciones
isotopicas medidas; el fraccionamiento isotopico inducido por el plasma o durante la
introduccion de la muestra debe ser monitoreado cuidadosamente para evitar errores
sistematicos y toda la cadena de medicion debe ser sometida a una evaluacion rigurosa

de la incertidumbre (Vogl e Pritzkow 2010).

A estos desafios se le suman los clasicos retos de las determinaciones por ICP-MS: la
necesidad de una preparaciéon de muestra rigurosa y libre de contaminacion, la

correcta seleccion de isotopos de forma de minimizar las interferencias espectrales, la
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correcta reduccion de interferencias espectrales sea isobaricas o poliatomicas y la

estabilidad del sistema instrumental durante la adquisicion de datos.

No obstante, a pesar de estas complejidades, la ID-ICP-MS sigue siendo uno de los
métodos analiticos mas sdlidos disponibles en la actualidad para determinacion de
elementos, y su relevancia aumenta, a medida que crecen las exigencias regulatorias
en torno a la exactitud de los resultados analiticos, la trazabilidad metroldgica y la
comparabilidad de resultados. El enfoque cuantitativo que ofrece, donde todas las
variables son claramente identificadas y a las cuales se les asocia una incertidumbre,

proporciona una herramienta de gran valor para la quimica analitica.

4.3.1 Seleccion de is6topos para cadmio

Para poder aplicar el método de dilucién isotdpica, se deben elegir dos isdtopos: el

isdtopo de referencia y el isdtopo spike (a adicionar).

El Cd es un elemento que tiene 8 is6topos: 1°°Cd, 1%Cd, °Cd, 'Cd, 2Cd, "3Cd, "“Cd y
16Cd. El isotopo de referencia debe ser seleccionado dentro de los mas abundantes,
12Cd (24,13%) y "Cd (28,73%). Las interferencias isobdricas y poliatomicas reportadas

para estos isotopos son (May y Wiedmeyer 1998) (Machado, y otros 2017):

_ 112Cd: 1128n, 40Ca21602, 40Ar21602’ 96Ru160+’ 94Zr180, %Zrléol 94M018O’ 95M017O,
96M016O.
- 114Cd: 11481—1, 98M0160, 98RU16O.

Como se puede ver en la Tabla 7, estas interferencias no son factibles de ser resueltas
por el analizador de masas, dado que la resoluciéon maxima del espectrémetro de
masas de sector magnético es de R ~ 10000. En la Tabla 7 también se hace referencia a

otras interferencias tedricas, como por ejemplo de las especies SeAr. Pero se debe tener
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en cuenta que para que una especie sea interferencia, la misma debe tener una alta
probabilidad de formacién. La especificacion del instrumento de trabajo para las
interferencias poliatomicas es de una relacion BaO*/Ba* <0.002, es decir por cada 1000
cuentas de Bario en la m/z 138, se registrardn 2 cuentas en la m/z 154. Cada especie
poliatdmica tiene, a su vez, una abundancia isotdpica y una concentracion en la
muestra. Es teniendo en cuenta estos factores que elementos en baja concentracién y/o

con una abundancia isotopica baja no son interferentes.

Abundancia (%)  Resoluciéon Abundancia (%) Resolucion
1124 24,13 1144 28,73
74Ge 38Ar 0,02 5935 7660 38 A1 0,01 5316
72Ge 405, 27,32 6113 74Ge 407, 36,93 5751
7660 36 Ay 0,03 6989 780 36 A 1 0,08 6152
76Ge 36 Ay 0,03 8101 7460 40, 0,96 6156
79gr 335 0,38 8629 798 350 38,13 7042
96010 160 16,52 35284 81p, 33g 0,37 7295
96Ru 160 5,67 446895 98ru 160 2,21 36059
96,160 2,79 262930 980 160 23,94 37459
Mo 170 0,02 75337 114g, 0,65 196486
112g, 0,97 54281 96\ 0 180 0,03 240151
9\ 10 180 0,01 50691 96ru 180 0,01 33558
94,184 0,03 41193 967,18y 0,01 27985

Tabla 7 - Interferencias isobaricas y poliatdmicas 2Cd y "*Cd, Adaptado (Finnigan MAT 1995)

Un andlisis preliminar en la muestra descartd la presencia de rutenio y zirconio. Se
detecto la presencia de estafio, el cudl fue trazado al blanco de digestion y al perdxido
de hidrogeno puro para analisis, utilizado en la digestion de las muestras. Dado que
podemos encontrar elementos, presentes como impurezas, en reactivos de calidad

analitica convencional, especialmente en aquellos obtenidos por procesos que no
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garantizan niveles de impurezas ultratrazas, se sustituyo el peroxido de hidrogeno por
un reactivo de pureza superior, adecuado para andlisis a nivel trazas. Tras esta
correccion, la sefial de estano no fue detectada, confirmando su origen como

contaminacion del reactivo y no como interferente presente en las muestras.

El isétopo “Cd es levemente mas abundante que el 12Cd y por tanto permite obtener
mejor sensibilidad. Ademas, el isétopo de *Cd no esta interferido por la especie
poliatomica “°Ca2'*O, siendo el calcio un elemento que se encuentra en la muestra en
alta proporcién. Sin embargo, el isétopo de *Cd es mas susceptible, segin las
abundancias tedricas, a la interferencia aportada por el 6xido de molibdeno en sus
diferentes variaciones isotdpicas. En conclusion, se decide optar en primera instancia
por el is6topo de 1*Cd, monitoreando la posible presencia de molibdeno, que podria

interferir la m/z 114.

En el caso de la seleccion del isdtopo spike, la eleccion no se basa solamente en las
especies interferentes. La disponibilidad de encontrarlo en el mercado y la posibilidad
de adquirirlo en forma metdlica, para facilitar el proceso de disolucion juegan un rol

preponderante.

De los isétopos que pueden utilizarse como spike: 1°°Cd, 1%Cd, 1°Cd, "'Cd, 3Cd y ''¢Cd,
el tinico isdétopo que no presenta interferencias isdbaras es el ''Cd, ver Tabla 8, Tabla
9 y Tabla 10. Si bien a los efectos de este trabajo las interferencias isobaras tanto del
estafio como del indio a priori no son relevantes, debido al costo de la inversiéon de
comprar un isétopo, el isétopo que mads versatilidad en futuras aplicaciones puede

aportar se concluyo era el 1Cd.
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106C d

38 Ay 6871,
40 p . 667,

36Ar 70Ge
90, 16(,

106p4
885, 18(
89y 170y

Abundancia (%)
1,25
0,01
27,79
0,07
51,34
27,33
0,17
0,04

Resolucion

5608
5869
7223
15487
35467
63151
71849

108Cd

38 a1 7071
92,.160

2 16 160
108p4

Abundancia (%)
0,89
18,72
17,07
15,01
26,46

Resolucion

6362
25496
43827

369534

Tabla 8 — Interferencias isobaricas y poliatémicas 1°Cd y 1%Cd, Adaptado (Finnigan MAT 1995)

110C d

72Ge 38 A,
70Ge 40 A
7071 40 A 1
74Ge 36 A
745e 30Ar
94 10 160
94,160y
92,180
Pd

93Bb 170
92 10 180

Abundancia (%)

12,49
0,02
20,44
0,60
0,12
0,00
9,33
17,36
0,03

11,72
0,04

0,03

Resolucion

6039
6710
7183
7692
8463
36560
61986
92202

50835
43927

37118

111Cd

71Ga40A;
755361
798y 325
95Mo 160
957,16

93N\p180

Abundancia (%)

12,80
39,64
0,34
48,05
14,74
0,01
0,20

Resolucion

6485
7372
8051
32342
87465
81849

Tabla 9 - Interferencias isobaricas y poliatémicas "°Cd y "'Cd, Adaptado (Finnigan MAT 1995)
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Abundancia (%) Resolucién Abundancia (%) | Resoluciéon

11314 12,22 11604 7,49

755 38Ar 0,06 5624 7866 38Ax 0,01 4687
73Ge 40, 7,73 6085 7656 40, 9,08 5002
79g, 345 2,13 6203 76Ge 40, 7,73 5527
7750 367 0,03 6661 80g, 36 5 1 0,17 5600
81p, 325 46,97 7038 798 371 12,44 5648
7)o 160 9,58 32552 81p, 35 37,27 5908
%10 170 0,01 189659  100g,, 160 12,67 20601
113y, 4,30 326974 116, 14,53 38448
9o 180 0,03 189533 100y, 160 9,66 48904
9810 180 0,05 597446

Tabla 10 - Interferencias isobaricas y poliatémicas *Cd y '¢Cd, Adaptado (Finnigan MAT 1995)

4.3.2 Seleccion de is6topos para plomo

El Pb es un elemento que tiene 4 is6topos: 2Pb, 2%Pb, 27Pb, 25Pb. Los isdtopos de Pb
no estan fuertemente interferidos, excepto el isétopo 2*Pb que tiene al 2“Hg como

interferencia isdbara (ver Tabla 11y Tabla 12).

El isotopo 2®Pb fue elegido como isdtopo de referencia por ser el mas abundante
(52,40%). Elisotopo 24Pb es el que seria adecuado para a utilizar como spike debido a
su baja abundancia (1,40%). Si bien no se detecté Hg en la muestra en estudio, el mismo
se podria encontrar en otras muestras reduciendo el campo de aplicacion del isétopo
comprado. Los otros dos isotopos restantes 2°Pb y 2’Pb fueron considerados como
posibles spike, optando por la compra del 2°Pb dado que era posible comprarlo con un

nivel de enriquecimiento mayor al 99%.

86



Abundancia (%) = Resolucién Abundancia (%) = Resolucién

204p), 1,40 206p}, 24,10
18875160y 13,17 9157 19005160 26,34 9768
186180 0,06 10459 190160 0,01 10506
2045, 6,85 459400 188055180 0,03 10591
189054170 0,01 11997

Tabla 11 - Interferencias isobaricas y poliatomicas 204Pb y 206Pb, Adaptado (Finnigan MAT 1995)

Abundancia (%) = Resoluciéon Abundancia (%) = Resolucion
207py, 22,10 208py, 52,40
191,16 38,41 10161 192p,16( 0,78 10057
18905180 0,03 11145 19254160, 40,90 10275
19004170 0,01 11310 19004181, 0,05 10930
1911179 0,01 12300

Tabla 12 - Interferencias isobaricas y poliatémicas 207Pb y 208Pb, Adaptado (Finnigan MAT 1995)

4.3.3 Correccion de interferencias

La correccion matematica de las interferencias se basa en la cuantificacion de la especie
interferente y la posterior sustraccion a la sefial de interés. Por ejemplo, si es de nuestro
interés medir la sefal *Cd, dado que la resolucion del instrumento es limitada, no
podemos resolver la interferencia isdbara que produce el isétopo *5n en nuestra sefial.
Una de las formas de resolver este problema, es cuantificar cual es la contribucion de
la sefial del '#Sn en la sefial analitica. Para ello se mide la intensidad de la sefial del Sn
en otra masa por ejemplo ?°Sn y se la relaciona con la intensidad que produce en la
masa 114. Esta relacion se establece utilizando un estandar de estafio, midiendo la

sefial que produce en la masa 114 y en la masa 120.

De igual manera procedemos con la interferencia poliatomica de los 6xidos de
molibdeno sobre la sefial de "'Cd y *Cd. Se cuantifica la influencia de la sefial de los

oxidos midiendo el isdtopo de **Mo y estableciendo la relacion entre la cantidad de
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molibdeno en la muestra y la consecuente produccion de 0xido de molibdeno en el

plasma.

Si bien la correccion matematica de interferencias es ampliamente difundida en ICP-
MS (Thomas 2013), cabe destacar que cuando se aplica, se realizan determinados
supuestos. En primer lugar, se asume que la relacion entre la sefial medida y las
contribuciones interferentes es lineal y constante bajo las condiciones de analisis. En
otras palabras, se presupone que la intensidad observada para un determinado isétopo
es la suma de las sefales provenientes del analito y de las especies interferentes, y que
la proporcion entre estas sefales puede describirse mediante factores de correccion

previamente determinados.

Otra suposicion fundamental es que las interferencias son predecibles y reproducibles,
es decir, que su contribucién no varia de manera significativa con la matriz de la
muestra ni con la concentracion de otros elementos presentes. Esto implica asumir que
los efectos de matriz, las variaciones en la eficiencia de ionizacién y las posibles
reacciones secundarias dentro del plasma o el sistema de introduccion de muestras son
despreciables o controlables. Si estas condiciones no se cumplen, la correccion
matematica puede introducir errores sistematicos, ya que los modelos lineales

empleados no reflejan con precisidon la complejidad quimica real del sistema.

En la Tabla 13 se muestra el porcentaje que fue sustraido al niumero de cuentas inicial
y las ecuaciones (Ec. 6 y Ec. 7) utilizadas para efectuar la correccion en las diversas

muestras analizadas.
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111Cd 114Cd

NIST SRM 1547 (Peach leaves) 0,41 % 0,92 %
NIST SRM 3254 (Green Tea) 1,5% 25%

Muestra CCQM-K89 (Herba Ecliptae) 0,24 % 0,53 %
Muestra yerba mate 0,70 % 1,32 %

111(:dcorregido (CPS) = 111Cdmuestra = [ M Omuestra * (111Cdstd Mo/ 98 MO0sta Mo)] Ec. 6
114(:dcorregido (CPS) = 1MCdmues’tra = [ B MOmuestra * (114Cdstd Mo/ 98 M0sta Mo)] = [ 120S N muestra *

(114Cdstd Sn/ 1205514 Sn)] Ec. 7

Tabla 13 - Resultados de la correccién matematica de interferencias asociadas al oxido de molibdeno
sobre las muestras y MRCs

Se puede observar que, en general, el porcentaje de correccion es relativamente
pequenio (<2 %) excepto para la sefial del *Cd en NIST SRM 3254, donde la correccion
significa un 25% del niimero de cuentas. Esto se debe a la presencia de estafio en el
MRC, en una fraccion de masa alta respecto a la fraccion de masa de Cd.

La efectividad del método de correccion de interferencia se evaltia en conjunto con la
veracidad del método a través del uso de materiales de referencia certificados de

matriz.

4.3.4 Determinacion de las relaciones isotdpicas de plomo en las muestras

Como el Pb es un elemento cuya abundancia isotopica varia en la naturaleza de forma
significativa (Zhu, et al. 2021), se debe realizar la determinacién de la abundancia
isotopica y el peso atdmico en el MRC calibrante, en la muestra y en los MRC de control

para poder cuantificarlo posteriormente.

En esta determinacion, es particularmente crucial el rol que juega la correcta

evaluaciéon del mass bias. El mass bias refiere a la desviacién del valor medido de las
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relaciones isotOpicas por el espectrometro de masas respecto al “valor verdadero”.
Esto se produce porque los iones generados en el plasma son transmitidos en el
espectrometro de masas con distinta eficiencia, principalmente debido a efectos
espacio/carga, resultando en una respuesta no uniforme de la sensibilidad a lo largo
del rango de masas y produciendo al final una inexactitud en la determinacién de la

relacion isotdpica (Yang e Strugeon 2003).

Para corregir el mass bias, la medicion se realizé utilizando el MRC NIST 982 Common

Lead Isotopic Standard y determinando el factor de correccion por mass biass como:

Ripari
K — teorico EC. 8

Robservado

Como el MRC NIST 982 esta certificado en relaciones isotdpicas en funcion del 2°Pb,
las relaciones isotdpicas para calcular las abundancias también se determinan en

funcién de este isdtopo.

A partir de la medicién de las relaciones isotdpicas 2Pb/2°Pb, 27Pb/*Pb y 26Pb/2°Pb
se calculan las abundancias de acuerdo con las ecuaciones desarrolladas en la Figura

20.

La incertidumbre fue estimada segiin el método de Monte Carlo (JCGM 101 2008)
utilizando la NIST Uncertainty Machine (Lafarge e Possolo 2015) disponible en

https://uncertainty.nist.gov/. Los resultados se presentan en la Tabla 14.
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https://uncertainty.nist.gov/

Abundancia PL204 =

Abundancia Ph206 =

Abundancia Ph207 =

Abundancia Ph208 =

24Pb
206Pb
27Pb
208Pb
PA (g/mol)

K3g 47206 F Rsz:m&

1+ Kapapooe * Rzoa20e + Kaorpa0s * Rao7/206 + Kzossz0e * Raos/206

1

1+ Hzncuznra # RI{J-I.-'H?F: + Hszznf- v Rzu?;zuﬁ + KZ':!H.-‘IE!E- * Rzna;zun

K207 /206 * Rao7/206

1 + Kanasz06 * 2047206 + Kz07/206 * R207/206 + Kz08/206 * Rz08/206

Kzoarzoe * Raos206

1+ HEI‘H,."EI.'HE % RI{J-I.-'H?F: + sz;znf- v Rzu?;zuﬁ + KZ':!H.-‘IE!E- * Rzna;zun

NIST SRM 3128
Lead Standard

0,013705 + 0,000032
0,24933 + 0,00036
0,21351 + 0,00032
0,52346 + 0,00068

207,21 +0,17

Muestra

yerba mate

0,014003 + 0,000086
0,25136 + 0,00070
0,21250 + 0,00068

0,5221 +0,0013

207,20 £ 0,33

NIST SRM 1547

Peach Leaves

0,01374 + 0,00010

0,25557 + 0,00064

0,21014 + 0,00072
0,5206 + 0,0012

207,20 £ 0,32

Figura 20 - Ecuaciones de calculo de las abundancias isotopicas del Pb

Muestra CCQM-
K89 herba
Ecliptae

0,013812 + 0,000072
0,24883 + 0,00046
0,21396 + 0,00054
0,52339 + 0,00086

207,21 £ 0,32

Tabla 14 — Resultado abundancias y pesos atomicos en las muestras y MRCs
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4.3.5 Ecuacion de calculo método de dilucion isotopica en dos etapas

La ecuacion 9 fue utilizada para determinar la concentracion de Pb por dilucion
isotopica. Como el Cd es un elemento cuya abundancia isotdpica no varia en la
naturaleza, se utiliza una version levemente simplificada dado que MAx = MAz,

Ax=Az y Bx=Bz.

k * k Ec.9

Wy = W, *

e X:muestra

e Y:solucidn que contiene el isétopo enriquecido

e Z:calibrante

e X+Y:mezcla de la muestra con el isétopo enriquecido

e Z+Y:mezcla del calibrante con el isétopo enriquecido

e A:isotopo de referencia

e B:isotopo spike

e Relacién isotdpica (R): es la proporcion isotdpica entre dos isétopos de un mismo elemento. R
se calcula considerando en el numerador al isétopo enriquecido y en el denominador al isétopo
de referencia.

¢ MA masa atomica del elemento en la muestra.

¢ MA:zmasa atomica del elemento en el calibrante.

¢ Ax: abundancia isotépica del isétopo de referencia en la muestra.

e Ay: abundancia isotopica del isétopo de referencia en la solucién de isétopo spike.

e Az:abundancia isotdpica del isdtopo de referencia en el calibrante.

e Bx: abundancia isotopica del isétopo spike en la muestra.

e By: abundancia isotdpica del isdtopo spike en la solucion spike.

e Bz: abundancia isotdpica del isétopo spike en el calibrante.

e wxes la fraccion de masa del analito en la muestra

e w:es la fraccion de masa del analito en el calibrante

e mxesla masa de muestra en la mezcla (X +Y)

e myxeslamasa de solucion de isétopo enriquecido en la mezcla (X +Y)

e m:es la masa de calibrante en la mezcla (Z +Y)

e my:eslamasa de solucion de isdtopo enriquecido en la mecla (Z +Y)

e K: factor de correccién por mass bias

92



4.3.6 Evaluacion de la incertidumbre
La incertidumbre fue estimada utilizando el método Kragten.

4.3.6.1 Cadmio

En la Figura 21 se presentan las variables, el valor tipico, la incertidumbre estandar de

las variables y el calculo para la determinacion de Cd en la muestra candidato a MRC.
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mx myx mz myz wz Axz Bxz Ay By K Rxy Rzy Rep
Valor tipico 0,5232 1,0592 1,01066 1,08354 0,39603 28,75400 12,79500 0,01000 97,23000 0,84269 1,1478 1,19191 0,00000
u 0,00034 0,00034 0,00034 0,00034 0,000584 0,0405 0,0060 0,2887 0,2887 0,0049 0,0112 0,00262 0,0011
unidad g g g g g - - - - - - - mg/kg
mx 0,52325 0,52359 0,52325 0,52325 0,52325 0,52325 0,52325 0,52325 0,52325 0,52325 0,52325 0,52325 0,52325 0,52325
myx 1,059210744 1,059210744 r 1,059550344 1,059210744 1,059210744 1,059210744 1,059210744 1,059210744 1,059210744 1,059210744 1,059210744 1,059210744 1,059210744 1,059210744
mz 1,01066 1,01066 1,01066 1,01100 1,01066 1,01066 1,01066 1,01066 1,01066 1,01066 1,01066 1,01066 1,01066 1,01066
myz 1,08354 1,08354 1,08354 1,08354 1,08388 1,08354 1,08354 1,08354 1,08354 1,08354 1,08354 1,08354 1,08354 1,08354
wz 0,39603 0,39603 0,39603 0,39603 0,39603 0,39661 0,39603 0,39603 0,39603 0,39603 0,39603 0,39603 0,39603 0,39603
Ax 28,7540 28,7540 28,7540 28,7540 28,7540 28,7540 28,7945 28,7540 28,7540 28,7540 28,7540 28,7540 28,7540 28,7540
Bx 12,7950 12,7950 12,7950 12,7950 12,7950 12,7950 12,7950 12,801 12,7950 12,7950 12,7950 12,7950 12,7950 12,7950
Ay 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 '0,298675135 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100 0,0100
By 97,2300 97,2300 97,2300 97,2300 97,2300 97,2300 97,2300 97,2300 97,2300 f 97,51867513 97,2300 97,2300 97,2300 97,2300
K 0,84269 0,84269 0,84269 0,84269 0,84269 0,84269 0,84269 0,84269 0,84269 0,84269 f 0,84762091 0,84269 0,84269 0,84269
Rxy 1,147792517 1,147792517 1,147792517 1,147792517 1,147792517 1,147792517 1,147792517 1,147792517 1,147792517 1,147792517 1,147792517 f 1,158994972 1,147792517 1,147792517
Rzy 1,19191 1,19191 1,19191 1,19191 1,19191 1,19191 1,19191 1,19191 1,19191 1,19191 1,19191 1,19191 '1,194524011 1,19191
Rep 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,001051869
w (x) 0,699168306 0,698714824  0,69939247  0,699403239 0,698949242 0,700199994 0,699219892 0,699151082 0,699088618 0,699168314 0,698952543  0,7112382  0,696400355 0,700220175
Ju(xi) 0,000453481 -0,000224165 -0,000234933 0,000219063 -0,001031689 -5,15865E-05 1,72233E-05 7,96877E-05 -8,14737E-09 0,000215763 -0,012069894 0,00276795 -0,001051869
Ju(xi)2 0,00015593  2,05645E-07 5,02498E-08 5,51936E-08 4,79888E-08 1,06438E-06  2,66117E-09 2,96642E-10 6,35013E-09  6,63797E-17  4,65537E-08  0,000145682  7,66155E-06  1,10643E-06
Mean value 0,699168306
u 0,012487179
U(k=2) 0,024974359
Rel 3,57%

Figura 21 - Estimacion de la incertidumbre de la fracciéon de masa de Cd en candidato A MRC por método Kragten
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La estimacion de la incertidumbre obtenida por Kragten fue validada estimando la

incertidumbre por el método de Monte Carlo a través de la NIST Uncertainty Machine.

Los resultados se presentan en la Figura 22.
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Figura 22 -Resultados estimacion de la incertidumbre por método de Monte Carlo para la
determinacion de Cd en la muestra candidato a MRC
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Como podemos observar el valor de incertidumbre estandar obtenida por el método

Kragten es de 0,0125 mg/kg y por el método de Monte Carlo de 0,0124 mg/kg, por lo

cual se concluye que con el método Kragten se obtiene una estimacién de la

incertidumbre adecuada.
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La incertidumbre expandida relativa resultante es de 3,7%. Los resultados a su vez nos
demuestran que la mayor contribucion a la incertidumbre viene dada por la relacion
isotopica de la muestra (93,33%). Esto se debe a que, al aplicar factores de correccion
matematica para minimizar el efecto de la interferencia del molibdeno, la
incertidumbre de este factor se ve incrementada, mas alla de lo que seria teniendo en
cuenta unicamente la repetibilidad instrumental en la determinacion de la relacion

isotdpica.

4.3.6.2 Plomo

En la Figura 23 se presentan las variables, el valor tipico, la incertidumbre estandar de
las variables y el calculo para la estimacion de la incertidumbre en la determinacion
de Pb en la muestra candidato a MRC. La incertidumbre expandida relativa resultante
es de 7,8%. En este caso la componente mas significativa es la precisién del método.
Cabe destacar que para la estimacion se utilizd la precision intermedia y no la
repetibilidad de manera de obtener una estimacién de la incertidumbre mas

representativa, que contemplara la variabilidad entre dias.
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e | ewn | me | ews | we | max | mas | o ae | e | av | B | ar | e | k | ey | my | mes
Valor tipico | 0503248 1017467 L0ID66 1047899 [,211423 107,2047 07,2089 5221376 1513635 003 0976 5234028 2493561 0080162 0089144 (908091 0
u 000034 000034 000034 000034 0000204 DI67 D05 0064 00348 173E-05 0057596 000485 0000175 0001508 0003377 0002095 0015
Typs A A A 4 A A 4 3 8 4 A A 4 A A 4 A
(311 0523248706 - 0533588 0523249 0523249 0533249 052137249 0533749 057314% 0523249 0523349 (0573714% 0573249 0O523714% 0523714% 0572324%9 052374% 0523249 0573724%
myx 1017466960 LO17467 LOATS0T LOI7467 LOI7A67 LOI7967 LOAT467 LOATHET LOA7467 LOI7467 LOI7467 LOATAST LOI7T46T LOI7467 LOATH6T LOATHET LOI746T LOI7457
i 1010659531 101056 101066 LOWOS9S 101066 101066  1,01056 101066 101056 L,0IDS6 101056 1,01066  L0IDSE 101056 101066 101056 1,01066 101066
e 1, D4TRURERD BLO47EA0 L4780 LO047599 1MEZ3E LO47Ea0 10475959 LO478a0  L047890 1047890 LO47Ea0  1M7EaD  LO47EeD  LO47EaD 1MTEAD LO47EAD LATEAD  L47Ean
wr 0,211472508 0211423 0211423 0211423 0211423 0211626 0211423 0211423 0211473 0211423 0211423 0211423 0211423 0211423 0211423 0211423 0211423 0211423
MAx 2072045563 2072047 2072047 2072087 2072047 2072047 2073717 2072047 2072087 2072047 2072047 07,2047 2072087 2072047 07,2047 2072087 2072047 2072047
Tz 207 080195 HTI0ET T I0A%  FTINET MTI0AT T IAORS  MITI0ET  MTISRE T I0RT MTIA0ET  MTIDAS  JOTIA0NAT NTI0AS  JTI0ED AT I0ED  HTIA0RT  MTI0ET 307 208T
Ax 522137572 52,21376 ‘52,21376 52,21376 52,21376 52,21376 52,21376 52,21376 52,27776 52,21376 52,21376 52,21376 52,1376 52,21376 ‘52,21376 52,21376 ‘5221376 52,21376
Bx 2513634591 2513635 2513535 2513635 2513635 2513635 2513635 2513635 2513635 2517115 2513635 2513635 2513635 2513635 2513635 2513635 2513635 15,13635
Ay 0,03 o3 043 0A3 0 043 003 0O Do3 0 03 D3 DO3al7 003 003 Do ood o003 oAl 0o
By 59,75 W W W WM W W W W WM W7 MG W76 WH W% W WK% WG
P 5234029  52,34D25 52,34029 52,34D29 52,34029 52,34029 52,34029 52,34029 52,3029 52,34029 52,3023 5234029 52,4517 5234029 52,34029 52,3029 52,34029 52,34029
Be 2403561 2453561 2493561 2453561 24,3561 2493561 2493561 24,3561 2493561 24,93561 2403561 2493561 2493561 2453570 2493561 2493561 2453561 2493561
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Figura 23 - Estimacion de la incertidumbre de la fraccion de masa de Cd en candidato a MRC por método Kragten
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4.3.7 Evaluacion del desempefio del método

Las cifras de mérito se presentan en la Tabla 15 y Tabla 16. En métodos normalizados,

como lo propuestos por la Association of Oficial Analytical Collaboration (AOAC

2016) y para los niveles de fraccion de masa considerados, se espera que dichas cifras

se encuentren en los siguientes rangos: recuperacion entre 80 y 115%, repetibilidad de

un 11% y reproducibilidad de un 16%. Al comparar estos valores con los obtenidos en

el método desarrollado, podemos observar que el grado de exactitud alcanzado es

significativamente superior. En particular, la incertidumbre relativa expandida

maxima fue del 5% para Cd y del 8% para el Pb, muy por debajo de los valores

alcanzables con métodos normalizados basados en calibracion externa. En vistas de su

uso para la certificacion de un MRC, se puede concluir que el método es adecuado al

uso.

CADMIO

Sensibilidad
Rango Lineal

Limite de deteccion
instrumental

Limite de cuantificacion
método

Precision repetibilidad
(n=7)

Precision — intermedia (n=3

dias)

Veracidad - recuperacion

n=7

Incertidumbre expandida

Error normalizado

200000 cps/ppb 1+Cd
0,015 a 1000 ppb
0,005 ppb

0,0005 mg/kg

NIST SRM 1547  NIST SRM 3254

Peach Leaves Green Tea
w (mg/kg): w (mg/kg):
0,0261+0,0022 0,037+0,002
3,7 % 1,9 %

3,7 % ---

97 % 96 %

5% 5%

0,31 0,54

Muestra
yerba mate
w (mg/kg):

0,7
1,0 %

1,1%

4%

Muestra
CCQM-K89
herba Ecliptae
w (mg/kg): 4,12
0,23 %

3%

Tabla 15 - Cifras de mérito del método desarrollado para la determinacién de Cd

98



PLOMO

Sensibilidad 1000000 cps/ppb 25Pb
Rango Lineal 0,01 a 1000 ppb
Limite de deteccion 0,005 ppb
instrumental

Limite de cuantificacion método = 0,0003 mg/kg

NIST SRM 1547 Muestra Muestra CCQM-K89
Peach Leaves w yerbamate | herba Ecliptae w (mg/kg):
(mg/kg): 0,869+0,018 = w (mg/kg): 8,18
0,4
Precision repetibilidad (n=7) 0,6% 7,3% 0,3%
Precisién — intermedia (n=3 dias) 0,9% 7,4% ---
Veracidad - recuperacion 97% --- ---
n=7
Incertidumbre expandida 5% 8% 3%
Error normalizado 0,55

Tabla 16 - Cifras de mérito del método desarrollado para la determinacién de Pb

4.4 Desarrollo de la metodologia para la determinacion de arsénico por método de

adicion estandar con estandar interno con deteccion por ICP-SFMS

El método para la determinacion de arsénico desarrollado se basa en la cuantificacion
por adicion estandar (con preparacion gravimétrica), en un punto con estandar interno
y deteccion por ICP-SFMS. La ventaja de analizar arsénico utilizando un
espectrometro de masas de sector magnético en vez de uno de cuadrupolo es la
capacidad de resolver las interferencias poliatomicas, principalmente la interferencia
Ar-Cl tan abundante, para la cual se requiere una resolucioén de 7773, pero también las

interferencias Ar-K (resolucién 7761) y Ca-O-O (resolucidn 7761), entre otras.
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4.4.1 Seleccion del estandar interno

La eleccion del estandar interno apropiado es crucial para garantizar la exactitud en la
determinaciéon de arsénico por ICP-MS. Al momento de elegir el estandar interno
normalmente se busca que el mismo tenga una masa atomica y un potencial de
ionizacion similar al analito, para asegurar que ambos elementos experimenten efectos
similares durante la ionizacion y deteccion. En determinaciones de arsénico los
elementos: galio, germanio e indio, son los mas comunmente utilizados como estandar
interno. Si analizamos las masas atomicas y los potenciales de ionizacion, vemos que
el Ga tiene un potencial de ionizacion de 5,999 eV (m/z =69 y 71), el germanio de 7,900
eV (m/z =70, 72,73, 74 y 76), el arsénico de 9,815 eV (m/z = 75) y el indio de 5,786 eV
(m/z = 113 y 115). Luego de analizados estos valores, buscando similitud de masa
atomica y de potencial de ionizacién se decide emplear germanio. Dentro de los
isdtopos disponibles del germanio, aquellos que presentan menor influencia de
interferencias, cuando son determinados en alta resolucién, son el 72 y el 73. Como el
isotopo 72 es practicamente 4 veces mas abundante que el 73, se decide probar en

primera instancia este isdtopo.

4.4.2 Adicion de calibrante

(Zhu e Chiba 2012) evaluaron la cantidad 6ptima de solucion estdndar que debe
anadirse a una muestra enriquecida para mejorar la precision de la medicién.
Encontraron una mejora significativa de la precision al aumentar la relacion entre la
fraccion de masa de muestra adicionada y la muestra sin adicionar de 1,1 a 2,0, sin
mejoras significativas para relaciones superiores: 3,0; 4,0; 5,0; 7,0 y 10,0. Concluyeron
que trabajar con concentraciones de muestra sin adicionar y adicionada cercanas

facilita la optimizacion de las condiciones de operacion del ICP-MS y garantiza
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mediciones mds precisas, por lo que seleccionaron una relacion de 2,0 para los

experimentos posteriores.

Pero asegurar una relacion de 2, significa conocer bien, a priori, la fraccién de masa de
analito en la muestra incognita. Una subestimacion inicial de la fraccion de masa nos
llevaria a tener una relacion inferior a 2, con el posible detrimento de la exactitud de

los resultados. Es por ello por lo que se decide trabajar con una relacion de 3.

4.4.3 Ecuacion de calculo método de adicion estandar en un punto con estandar
interno.

R = Weal * Meqi—FB * Mgin RFA
Wemp = *xFD R=—"— Ec.10
Mgin-rB * Mgmp Rpp — Rpy

e wx fraccion de masa del analito en la muestra.

e W fraccion de masa del analito en el calibrante utilizado como spike.
e Fraccion A: digesto o dilucién del digesto para preparar la muestra adicionada.
e Fraccion B: digesto o dilucion del digesto adicionado.

e mdlre: masa de calibrante en la fraccion B.

e manre: masa de la fraccién A en la fracciéon B.

®  msmp: masa de muestra.

e msin: masa total del digesto.

e Ia:Intensidad de la senal del analito.

e Ier Intensidad de la sefial del estandar interno.

e  Rra: Sa/Se en Fracciéon A.

e  Rrs: SA/SE1 en Fraccion B.

e FD: Factor de dilucién.

4.4.5 Evaluacion de la incertidumbre

La incertidumbre fue estimada segun (JCGM 100 2008). En la Tabla 17 se presentan las
variables, el valor tipico, la incertidumbre estandar de las variables y el calculo para la

estimacion de la incertidumbre en la determinacion de arsénico en la muestra
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candidato a MRC. La incertidumbre expandida relativa resultante es de 5,1%.
Realizando un andlisis de las variables podemos observar que la componente de

mayor influencia es la repetibilidad instrumental (82%), seguido de la precision del

método (12%).
Magnitud Valor tipico = Incertidumbre estandar =Coeficiente de (ci*ui)"2
Sensibilidad ci

m sln (g) 30,6700 0,00048 0,001785 7,24E-13
FD 1,0000 0,00000 0,054740 0
R 0,3589 0,00369 0,152509 3,16E-07
w CAL (mg/kg) 0,2889 0,000363 0,189504 4,73E-09
m CAL-FB (g) 0,2097 0,00048 0,261015 1,55E-08
m sln-FB (g) 12,2115 0,00048 -0,004483 4,56E-12
m smp (g) 0,9976 0,00048 -0,054869 6,84E-10
Repetibilidad (mg/kg) 0 0,00022 1 4,84E-08
Suma (ci.ui)*2 3,85E-07
U (mg/kg) 0,000621
Glef 2,969364
K 4,302653
U (mg/kg) 0,00267
Urel (%) 5,1
Tabla 17 - Estimacion de la incertidumbre de la fraccion de masa de As en candidato A MRC segun

(JCGM 100 2008)

4.4.6 Evaluacion del desempeiio del método

En la Tabla 18 se muestran las cifras de mérito del método desarrollado. Para este
nivel de fracciéon de masa, la AOAC presenta como cifras de mérito indicativas los
siguientes valores: recuperacion entre 60 y 115%, repetibilidad de un 15% vy
reproducibilidad de un 32%. Como se puede ver para el As la brecha entre las cifras
obtenidas y los valores indicativos AOAC son atin mas grandes que para el Cd y Pb.
La incertidumbre relativa expandida maxima alcanzada fue del 5% y por lo tanto, se

puede concluir que el método es adecuado al uso.
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ARSENICO

Sensibilidad

Rango Lineal

Limite de deteccién
instrumental

Limite de cuantificacion

método

Precision repetibilidad (n=7)
Precision — intermedia
Veracidad - recuperacion
n=7/

Incertidumbre expandida

Error normalizado

1498 cps/ppb
0,05 a 1000 ppb
0,02 ppb

0,0015 mg/kg

Muestra
yerba mate
w (mg/kg):

0,05
2,0 %

2,4 % (n=3)

5%

NIST SRM 1547
Peach Leaves

0,062+0,014

NIST SRM 1570a
Spinach Leaves
w (mg/kg):
0,068+0,012
0,8 %

0,9 % (n=2)
91 %

3%

-0,53

Tabla 18 - Cifras de mérito método desarrollado para As

NIST SRM 3254
Green Tea
w (mg/kg):
0,150+0,011
1,4 %

3,4 % (n=2)
92 %

3,5 %

-0,95
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4.5 Desarrollo de la metodologia para la determinacion de fosforo y sodio por

método de adicion estandar con deteccion por ICP-AES

Para la determinacién de P y Na, el método desarrollado se basa en la cuantificacion
por adicion estandar (con preparacion gravimétrica), en un punto y deteccion por ICP-

AES.

4.5.1 Eleccion de no utilizar estandar interno

En los instrumentos analiticos, la sefial generada a partir de las propiedades quimicas
de una muestra siempre estd acompafada por ruido, el cual puede tener componentes
en un amplio rango de frecuencias que interfieren con la deteccion precisa del analito.
Este ruido afecta la relacion sefal-ruido de manera distinta segin su frecuencia. El
ruido de alta frecuencia se asocia con fluctuaciones rapidas que degradan la precision
de una medicién individual, mientras que el ruido de baja frecuencia, conocido
comunmente como deriva, se manifiesta como variaciones lentas en el fondo o la
sensibilidad del instrumento, afectando la reproducibilidad entre mediciones
sucesivas. Para mitigar estos efectos, el ruido de alta frecuencia suele corregirse
mediante estrategias como la estandarizacion interna, mientras que el control del ruido
de baja frecuencia requiere otros enfoques como por ejemplo recalibraciones

frecuentes (Salit e Turk 1998).

El uso de estandar interno en un ICP-AES secuencial presenta limitaciones inherentes
al disefio instrumental. En un sistema secuencial, la medida de cada linea espectral se
realiza en distintos instantes de tiempo, no de manera simultanea. La funcion principal
de un estandar interno consiste en corregir variaciones instantaneas en la intensidad
de emisidn provocadas por fluctuaciones del plasma, cambios de nebulizacion, deriva

temporal o inestabilidad electronica. Cuando la adquisicion no es simultanea, la sefial
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del analito y la del estandar interno no responden a la misma condicidn instrumental

exacta.

En un equipo ICP-AES secuencial, la secuencia de medicion puede tardar segundos o
minutos en recorrer todas las longitudes de onda programadas, a diferencia de los ICP-
MS donde la velocidad de barrido es mucho mas alta (ms), por lo tanto, la no
correspondencia temporal entre ambas mediciones (analito y estandar interno) es
mucho més marcada. Esto significa que la senal del estdndar interno corresponde a un
estado del plasma diferente al de la sefial del analito. Entre la lectura de una linea y
otra pueden ocurrir oscilaciones rdpidas que quedan sin corregir. Esta asincronia quita
poder al principio de compensacion que hace 1til al estandar interno. Es por lo ello,

que se decide no utilizar estindar interno en la determinacién de P y Na.

4.5.2 Seleccion de las longitudes de onda de medicion

La determinacion de fésforo por ICP-AES presenta retos especificos debido a su menor
sensibilidad relativa en comparacién con otros elementos. La longitud de onda mas
utilizada para el fosforo es 213,618 nm, ya que ofrece un balance entre sensibilidad y
menor susceptibilidad a interferencias. Sin embargo, esta linea puede verse afectada
en matrices que contienen altas concentraciones de elementos como hierro, aluminio
o calcio, que pueden generar interferencias espectrales cercanas a esta longitud de
onda. Lalinea de emision a 177,495 nm, aunque menos sensible, puede ser ttil en casos
donde la longitud de onda principal no sea adecuada debido a interferencias. No
obstante, la deteccion en esta region del espectro ultravioleta requiere un manejo
cuidadoso del sistema dptico del instrumento, ya que estas longitudes de onda suelen
ser mas propensas al ruido de fondo y susceptibles a la degradacion del rendimiento

optico.
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El Na es un elemento altamente sensible en ICP-AES debido a la intensidad de sus
lineas de emision caracteristicas. Las longitudes de onda mads utilizadas para la
determinacién de Na son 588.995 nm y 589.592 nm, correspondientes al doblete de
emision. Estas lineas son muy intensas y permiten alcanzar bajos limites de deteccion,
lo que las hace ideales para aplicaciones donde el Na esta presente en trazas. Ademas,

estas lineas suelen estar libres de interferencias en la mayoria de las matrices.

En base a lo comentado fue elegida la longitud de onda 213,618 nm para la

determinacidn de fosforo y la longitud de onda 589,592 para la determinacion de Na.

4.5.3 Uso de cloruro de cesio como buffer de ionizacion

En el plasma los elementos se ionizan debido a las altas temperaturas (~10,000 K). Sin
embargo, la eficiencia de ionizacién de un elemento puede ser influenciada por otros
componentes presentes en la muestra, como metales alcalinos o alcalinotérreos. Estos
elementos tienen bajas energias de ionizacion y tienden a ionizarse facilmente,
modificando el equilibrio de ionizacidn del plasma y afectando la sefial del analito.
Para solucionar este problema, se introducen buffers de ionizacion, que neutralizan los
efectos de estos elementos y estabilizan el ambiente de ionizacion. El cloruro de cesio
(CsCl) es uno de los buffers de ionizacion mas efectivos utilizados en ICP-AES. El cesio
tiene una energia de ionizacién muy baja (3,8939 eV), lo que lo convierte en un
competidor eficiente para los procesos de ionizacion. Al introducir CsCl en el plasma,
el cesio se ioniza preferentemente, desplazando el equilibrio de ionizacién de los
demas elementos, aumentando la cantidad de &tomos neutros disponibles para la

excitacion y por lo tanto favoreciendo la intensidad de la linea de emision atémica.

Dado que para ambos analitos se seleccionaron lineas atomicas y el sodio es altamente
susceptible a la ionizacion, se agregd CsCl a los digestos de las muestras y de los MRC

de control, de modo que la concentracion final en el digesto fuese de 10.000 ppm.
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4.5.4 Ecuacion de calculo adicion estandar en un punto

Wear X Mcar—FB Mgin
Wy = * *FD  Ec.11

(R X mFB) — Mgin-FB Msmp

e wx fraccién de masa del analito en la muestra.

e W fraccion de masa del analito en el calibrante utilizado como spike.
e Fraccion A: digesto o dilucion del digesto para preparar la muestra adicionada.
e Fraccion B: digesto o dilucién del digesto adicionado.

e melre: masa de calibrante en la fraccion B.

¢ msinre: masa de la alicuota de la fraccién A en la fraccion B.

e mre: masa de la fraccién B.

e  msmp: masa de muestra.

e msin: masa total del digesto.

o Ira: Intensidad de la sefial del analito en la Fraccion A.

o Ir: Intensidad de la senal del analito en la Fraccion B.

e R:Irs/Ira

e FD: Es el factor de dilucién.

4.5.5 Evaluacion del desempeiio del método

En la Tabla 19 se pueden observar las cifras de mérito del método desarrollado para la
determinacién de fosforo. Una vez mas las cifras obtenidas son mejores a los valores
indicativos AOAC para el nivel de fracciéon de masa en estudio (recuperacion entre 95
y 105%, repetibilidad de 3,7% y precision intermedia igual a 6%). La incertidumbre
relativa expandida del método fue de 3% y por lo tanto se concluye que el método es

adecuado al uso.

Las cifras de mérito del método para la determinacion de sodio se muestran en la Tabla
20. Los valores de repetibilidad y precision intermedia fueron inferiores a los valores

indicativos AOAC para esta fraccion de masa (repetibilidad igual a 7,3%, precision
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intermedia igual a 8%). Para este caso no fue posible evaluar la veracidad y la exactitud
del método, dado que no fue posible encontrar un MRC en matriz vegetal con valor
certificado para sodio. El MRC utilizado para los estudios de precision, NIST 1547
Peach leaves, cuenta con un valor informativo para sodio, sobre el cual se obtuvo una
recuperacion del 145%. Al ser este valor muy por fuera de lo indicado en el certificado,
se procedio a realizar una cuantificacion de este MRC por FAAS con calibracion
externa, a modo de verificacidon del valor. Utilizando esta metodologia se obtuvo una
recuperacion del 138% y por tanto fue confirmada la gran diferencia entre el valor
indicativo del material y los valores encontrados en el laboratorio, sea aplicando
adicion estandar y deteccion por ICP-AES que para calibracion externa y deteccion por
FAAS. Esto evidencia la gran necesidad de contar con MRCs con valores certificados
y la incompatibilidad de usar valores indicativos para estudios de veracidad y
exactitud.

En funcidn de la situacion planteada para sodio, se decide utilizar los resultados de la
comparacion interlaboratorio organizada como objetivo de la tesis, para evaluar la
exactitud del método.

FOSFORO

Sensibilidad 4800 cps/ppm

Rango Lineal 0,03 a 100 ppm

Limite de deteccién instrumental 0,01 ppm
Limite de cuantificacién método 0,9 mg/kg
NIST SRM 1547 Muestra
Peach Leaves yerba mate

w: 1371 mg/kg = w: 1573 mg/kg

Precision repetibilidad (n=7) 0,4 % 1,2 %
Precision — intermedia (n=3 dias) 0,6 % 2,3 %
Veracidad - recuperacion (n=7) 102 % -
Incertidumbre expandida 3 % 3 %
Error normalizado 0,26 -

Tabla 19 - Cifras de mérito método desarrollado para P
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SODIO

Sensibilidad 247000 cps/ppm
Rango Lineal 0,015 a 50 ppm
Limite de deteccién instrumental 0,005 ppm
Limite de cuantificacion método 0,45 mg/kg

Muestra NIST SRM 1547

yerba mate Peach Leaves
w: 32 mg/kg w: 37 mg/kg
(valor
informativo)
Precision repetibilidad (n=7) 1,3 % 2,5%
Precision — intermedia (n=3 dias) 2,5 % 4,8 %
Veracidad - recuperacion --- -
Incertidumbre expandida 3 % 3 %

Error normalizado - -

Tabla 20 - Cifras de mérito método desarrollado para Na

4.6 Evaluacion de la homogeneidad del lote

La homogeneidad del lote fue estudiada de acuerdo con (ISO 35 2017). Diez botellas
del lote fueron seleccionadas: la primera (N° 1), la tltima (N° 117) y las 8 restantes de
manera aleatoria. Se realizaron las determinaciones de los 5 elementos por triplicado
con los métodos desarrollados. Para el caso del Pb se detecté un valor anomalo en la
réplica 1 de la botella 117. Su calidad de andmalo fue confirmada mediante un test

Tukey (Figura 24) y fue descartado para la posterior evaluacion de la homogeneidad.
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Boxplot global de A, B y C (Metodo de Tukey)
oot =

®  Outlier (Botella 117 - &)
0651
0G0
w 0,55
o
E
0.50
045
040
1

Figura 24 — Representacion grafica de la prueba de Tukey para valores anémalos en los resultados de
Pb para evaluacion de la homogeneidad

En la Figura 25, Figura 26, Figura 27, Figura 28 y Figura 29 se resumen los resultados
obtenidos en las determinaciones realizadas en cada botella.

Se realiz6 la evaluacion mediante un andlisis ANOVA. Los resultados se pueden
observar en la Tabla 21. Para los cinco analitos evaluados, el ensayo de homogeneidad
arrojo resultados satisfactorios, confirmando la ausencia de diferencias significativas
entre las unidades del lote. Se concluye que la muestra es lo suficientemente

homogénea como para proceder con la certificacion del lote.
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Figura 25 - Resultados de la homogeneidad de la fracciéon de masa de As en el candidato a MRC
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Figura 26 — Resultados de la homogeneidad de la fracciéon de masa de Cd en el candidato a MRC
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Fosforo - Homogeneidad

1,10
® Réplica 1
e Réplica 2

_fU
T » Réplica 3
g 1,05
o
m
z
- :
2 1,00 . t 0t : S s 3
5 . .
£ .
@
=
C
2
g 0,95
m
i

0,90

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Botellas

Figura 27 - Resultados de la homogeneidad de la fracciéon de masa de P en candidato a MRC
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Figura 28 — Resultados de la homogeneidad de la fraccién de masa de Pb en candidato a MRC
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Sodio - Homogeneidad
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Figura 29 — Resultados de la homogeneidad de la fraccién de masa de Na en candidato a MRC

Elemento F F critico Resultado ubb
As 2,20 2,39 Homogéneo 2,3%

Cd 0,96 2,39 Homogéneo 0,9%

P 1,75 2,39 Homogéneo 0,6%

Pb 1,03 2,42 Homogéneo 7,2%

Na 1,67 2,39 Homogéneo 1,0%

Tabla 21 - Resultado del ANOVA para la evaluacion de la homogeneidad

4.7 Evaluacion de la estabilidad del lote en condiciones de transporte

Para evaluar la posible inestabilidad de la muestra durante el transporte debido al
efecto de la temperatura, se realizdé un estudio is6crono, de acuerdo con (ISO 35 2017),
para un periodo de tres semanas a 40 °C. Cada semana se sacaron de la estufa dos
botellas seleccionadas al azar y restituidas en condiciones de almacenamiento

normales (20 + 5 °C). Una vez finalizadas las 3 semanas, las botellas fueron analizadas
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empleando los métodos desarrollados. Realizando un analisis de regresion de las
fracciones de masa de los distintos elementos en funcion del tiempo, se evaluo la
significancia estadistica de las pendientes mediante una prueba t. Si la pendiente no
difiere significativamente de 0, el candidato a MRC se considera estable en las

condiciones de transporte ensayadas.

El estadistico fue calculado como:

donde b corresponde a la pendiente estimada de la recta de regresion, s» representa el
error estandar asociado a dicha estimacion. El valor calculado de t» se compara con el
valor critico de la distribucion t de Student para una prueba bilateral con n-2 grados
de libertad, al 95 % de nivel de confianza. Si el estadistico tb excede el valor critico, se
concluye que la pendiente es significativamente distinta de cero, lo que indica que el
modelo de regresion refleja una relacion lineal significativa entre la variable
independiente y la variable dependiente al 95 % de nivel de confianza. Los resultados

se resumen en la Tabla 22.

Elemento tcalculado tcritico Resultado

As 0,676 2,571 Estable
Cd 1,196 2,571 Estable
Na 0,176 2,571 Estable

P 1,038 2,571 Estable
Pb 1,564 2,571 Estable

Tabla 22 — Resultados del estudio de estabilidad a corto plazo (condiciones de transporte)
Se puede concluir que los analitos no mostraron una inestabilidad significativa

después de haber sido expuestos a 40 °C durante 3 semanas.
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Si bien no es indispensable, de todas maneras, una componente de incertidumbre
debida a la inestabilidad en condiciones de transporte sera incorporada a la

incertidumbre final del MRC. Esta componente fue estimada como:
Ugs = Sp*t Ec.13

Donde t es el tiempo de exposicion igual a 3 semanas.

4.8 Estudio de estabilidad a largo plazo

Para el estudio de estabilidad a largo plazo se utilizé el mismo enfoque que para el
estudio de estabilidad a corto plazo, evaluando la fraccién de masa de los elementos a
lo largo del tiempo. Como tiempo 0 se considerd los resultados obtenidos para la
caracterizacion. Luego se repitieron las determinaciones en dos periodos mas,

alrededor de las semanas 147 y 213.
Los resultados del test estadistico se resumen en la Tabla 23.

Elemento tcalculado tcritico Resultado

As 1,415 2,776 Estable
Cd 0,138 2,365 Estable
Na 1,547 2,776 Estable

P 1,925 2,265 Estable
Pb 1,081 2,201 Estable

Tabla 23 - Resultados estudio de estabilidad a largo plazo

La incertidumbre por estabilidad a largo plazo fue como:
Ups =Spxt  Ec.14

Donde t es el tiempo estimado desde la determinacion para asignar el valor y el tiempo
final estimado para la certificacion. En este caso se utilizd como tiempo 312 semanas,

haciendo una proyeccién de vida ttil del MRC equivalente a 6 afios.
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4.9 Estudio Interlaboratorio

Los estudios interlaboratorio constituyen una herramienta fundamental para la
evaluacion del desempefio analitico, la armonizacion de métodos y la demostracion de
la competencia técnica de los laboratorios. Su desarrollo se sustenta en la necesidad de
comparar resultados obtenidos por diferentes organizaciones, bajo condiciones
controladas, con el objetivo de detectar sesgos sistematicos, estimar la

reproducibilidad y en altima instancia, fortalecer la confiabilidad de las mediciones.

Un estudio interlaboratorio consiste, en términos generales, en la organizacion,
ejecucion y evaluacion de ensayos o mediciones en los que participan multiples
laboratorios, que analizan muestras con suficiente grado de homogeneidad y

estabilidad durante el periodo de distribucién y analisis.

La homogeneidad se evaltia mediante un muestreo estadisticamente representativo,
mientras que la estabilidad se verifica en diferentes intervalos de tiempo en
condiciones de almacenamiento y transporte. Los estudios de homogeneidad y
estabilidad aseguran que las diferencias observadas en los resultados se atribuyan a
variaciones en los métodos o en la ejecucion de los laboratorios y no a irregularidades

en las muestras.

El laboratorio coordinador también se encarga de la recopilacion y tratamiento
estadistico de los datos. Este enfoque permite evaluar la exactitud de los resultados, a
través del andlisis de la variabilidad interlaboratorio y la comparacion con valores de

referencia cuando estos estan disponibles.

Los estudios interlaboratorio pueden tener diferentes propdsitos, y de ello depende en
gran medida su disefio. En los programas de ensayos de aptitud, el objetivo principal
es evaluar y monitorear el desempeno individual de los laboratorios participantes,

siendo la participacidon uno de los requisitos de la ISO 17025.
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En cambio, en los estudios destinados a la validacion de métodos, el énfasis esta en
evaluar la reproducibilidad y robustez del procedimiento analitico, lo que implica un

analisis mds detallado de los factores que contribuyen a la variabilidad.

Por otro lado, en el ambito de la Metrologia, las comparaciones interlaboratorio del
tipo “Key comparison” o “Supplementary comparison” se utilizan para demostrar la
equivalencia de las mediciones realizadas por diferentes Institutos de Metrologia y
para establecer CMCs (Calibration and Measurement Capabilities) en el marco del
Acuerdo de Reconocimiento Mutuo del CIPM (International Committee for Weights

and Measures.

El andlisis estadistico de los datos constituye la etapa central de un estudio
interlaboratorio. En general, se emplean métodos robustos que minimizan la
influencia de valores atipicos y proporcionan estimaciones confiables de la media y la
desviacion estandar entre laboratorios. La norma (ISO 13528 2022) “Statistical methods
for use in proficiency testing by interlaboratory comparison”, describe procedimientos
estadisticos para el tratamiento de datos en programas de ensayos de aptitud,
incluyendo la determinacidon de valores asignados, la estimacion de la desviacion
estandar para la evaluacion del desempeiio y el calculo de estadisticas robustas como

la mediana y el rango intercuartilico.

Para el caso de las comparaciones clave en Metrologia Quimica, se han comenzado a
utilizar enfoques estadisticos que contemplan otros factores, como por ejemplo la

“incertidumbre oscura” (Possolo, et al. 2021).

Como forma de evaluar la exactitud de los métodos desarrollados se propuso
organizar un estudio interlaboratorio. Este estudio fue planteado en el marco de las
actividades del grupo de Metrologia Quimica del Sistema Interamericano de
Metrologia (https://sim-metrologia.org/). Los laboratorios deben participar utilizando

sus mejores métodos disponibles, de forma de reportar incertidumbres lo mas bajas
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posible, que representen sus mejores capacidades de medicion. Por ello, el participar
requiere de una gran inversion y por tanto se concuerda la cantidad de analitos a
determinar. En este caso se concordd excluir al Pb del estudio, por entenderse, para
este estudio, su determinacion presenta ciertas similitudes con la determinacion de
Cd. La Intercomparacion fue codificada como SIM.QM-S11 “Supplementary
Comparison for elements in Yerba mate (Ilex paraguariensis)”. Catorce laboratorios de

4 continentes aportaron resultados para 1 o mas analitos.

La participacion satisfactoria en una comparacion de este tipo permite a los
laboratorios declarar o mantener capacidades de medicién de acuerdo con el CIPM
MRA  (International Committee for Weights and Measures Mutual Recognition

Arrangement).
Los resultados de la comparacion se encuentran publicados en (Pérez Zambra, et al.

2025) y en la pagina web del Burd Internacional de pesas y medidas

https://www.bipm.org/, en el apartado KCDB (Key comparisons data base).
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4.9.1 Participantes

La lista de participantes que aportaron resultados se resume en la Tabla 24.

Laboratorio Acrénimo
Centro Nacional de Metrologia CENAM

National Laboratory of Chemical Metrology / General EXHM
Chemical State Laboratory - Hellenic Institute of
Metrology

Health Sciences Authority HSA
Instituto Nacional de Calidad INACAL
Instituto Nacional de Metrologia de Colombia INMC

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e INMETRO
Tecnologia

Instituto Nacional de Tecnologia Industrial INTI
Instituto de Salud Publica de Chile ISP
Jozef Stefan Institute JSI
Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay LATU
Laboratorio Costarricense de Metrologia LCM
National Institute of Metrology Thailand NIMT
National Metrology Institute of South Africa NMISA

Ural Research Institute for Metrology - Affiliated branch =~ VNIIM-
of the D.I. Mendeleyev Institute for Metrology UNIIM

Tabla 24 - Participantes del estudio interlaboratorio

Pais
México

Grecia

Singapore
Peru
Colombia

Brasil

Argentina
Chile
Eslovenia
Uruguay
Costa Rica
Tailandia
Sudafrica

Rusia
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4.9.2 Resultados informados

Enla Figura 30, Figura 31, Figura 32 y Figura 33 se presentan los resultados informados

por los participantes.

As mass fraction (mg/kg)

Figura 30 - Resultados reportados para fraccion de masa de Arsénico (Pérez Zambra, et al. 2025)

Ced mass fraction [mgfkg)

0.09
0.08
0.08 -
0.07

0.07 ;
0.06 + i
0.06 i ¢ * é

'y 8 Calibration; 54, SA+IS, SA+EC
Circle: ICP-MS, Square: ICP-QQQOMS, Triangle: ICP-5FMS

L |

=

0.05
0.05
0.04

& @‘5\ Jf‘\} @

o S & \5
& S &

.59

0.84

Le9
Calibration: 54, SA+I5, EC, ID
. Circle: |ICP-MS, Square: ICP-QQOQOMS, Triangle: ICP-SFMS, Diamond: GF AAS
64
@ [ 2 . 2D A % N \ g
& S ¢ & F & @ & F & & 9
oy e oy S P %
& B & g & 8 & &

Figura 31 - Resultados reportados para fraccion de masa de Cd (Pérez Zambra, et al. 2025)
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P riass fraction (me/kg)

MNa mass fraction (mg/fkg)
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Figura 32 - Resultados reportados para fraccién de masa de P (Pérez Zambra, et al. 2025)
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4.9.3 Estimacion del valor de referencia

La eleccion del mejor estimador como valor de referencia fue realizada utilizando la
plataforma NIST Decision Tree (Possolo, et al. 2021), disponible en

https://decisiontree.nist.gov/.

El Arbol de Decisién consta de cuatro nodos de ramificacién y cinco hojas (Figura 34),
cada una asociada a un procedimiento de reduccion de datos sustentado en un modelo
estadistico especifico. Su funcion es guiar el andlisis de resultados de
intercomparaciones, mediante preguntas secuenciales que conducen a la eleccién de
un procedimiento apropiado. Los principios rectores enfatizan que un valor atipico
no debe ser excluido iinicamente por su distancia de la media y que ningtin resultado
debe dominar el consenso de forma automatica por tener una incertidumbre pequefia.
Ademads, los métodos de medicion deben estar suficientemente caracterizados y las
estimaciones de las incertidumbres deben estar sustentadas en un modelo estadistico
explicito que considere todas las fuentes de incertidumbre y que satisfaga un criterio
de optimalidad alineado con el objetivo de la intercomparacion. Asimismo, se subraya
la importancia de reconocer y propagar la “incertidumbre oscura”, es decir, la
dispersion observada mayor a la esperada segun las incertidumbres reportadas, para

evitar subestimaciones en los DoEs (grados de equivalencia) (Possolo, et al. 2021).

e o
]

o R

Media Media Jerarquico
ponderada ponderada Skew Student + Gauss
adaptativa

Graen = YES Jerarquico Jerarquico
Red = NO Gauss + Gauss Laplace + Gauss

Figura 34 - Arbol de decisién. Adaptado (Possolo, et al. 2021)

122


https://decisiontree.nist.gov/

La Tabla 25 resume los resultados obtenidos luego de aplicar el Arbol de Decisién en
los resultados del Interlaboratorio, evaluando la homogeneidad de los datos
(Cochran’s test), su simetria (Miao-Gel-Gastwirth test) y la normalidad (Shapiro-Wilk)

y en funcion de ello, el algoritmo mas adecuado para el calculo del valor de consenso.

En el caso del As, los resultados no fueron homogéneos ni simétricos, por lo cual el
algoritmo seleccionado fue Jerdrquico Skew Student-Gauss, que permite manejar
distribuciones asimétricas y no homogéneas. El valor de consenso obtenido fue 0,0575
mg/kg con una incertidumbre asociada de 0,0026 mg/kg. Esto evidencia que, aunque
los datos no cumplen con los supuestos estadisticos basicos, el método robusto

empleado permitid establecer un valor de consenso confiable.

Para el Cd los resultados fueron homogéneos y normales. El valor de consenso se
calcul6 mediante el algoritmo Media Ponderada Adaptativa, que pondera los
resultados de acuerdo con su incertidumbre y estabilidad. El valor final fue 0,7526
mg/kg con una incertidumbre de 0,0054 mg/kg. Este resultado indica una buena

consistencia interlaboratorio, con baja dispersion relativa.

Los resultados para P no fueron homogéneos, pero si simétricos y normales. Dado que
la homogeneidad no se cumplid, se recurrid al algoritmo robusto Jerarquico Gauss-
Gauss, que permite manejar situaciones donde la dispersion no es completamente
uniforme entre laboratorios. El valor de consenso obtenido fue 1738 mg/kg, con una
incertidumbre de 23 mg/kg, lo cual refleja un ajuste estadisticamente aceptable pese a

la heterogeneidad inicial.

En el caso del Na los datos no fueron homogéneos ni normales, aunque si simétricos.
Por lo tanto, el valor de consenso se determind mediante el algoritmo Jerarquico
Laplace-Gauss, que es apropiado para distribuciones con colas mas pesadas y ausencia

de normalidad. El valor obtenido fue 33,46 mg/kg con una incertidumbre de 0,66
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mg/kg. Esto confirma que, aun en presencia de datos no normales, fue posible

establecer un consenso robusto.

La eleccion del algoritmo estadistico de consenso depende criticamente de las
propiedades de la distribucién de los datos. La aplicacion de procedimientos
jerdrquicos y robustos asegura que, incluso en condiciones de heterogeneidad o no
normalidad, los valores de consenso obtenidos mantienen validez metrologica y

pueden utilizarse como base para la evaluacion de desempeno en el interlaboratorio.
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Na

HOMOEGENIDAD
(Test de Cochran)

NO

SI

NO

NO

SIMETRIA
(Test de Miao-
Gel-Gastwirth)

NO

SI

SI

NORMALIDAD
(Test de
Shapiro-Wilk)

SI
SI

NO

METODOLOGIA
A APLICAR

Jerarquico Skew
Student + Gauss
Media ponderada
adaptativa
Jerarquico Gauss +
Gauss
Jerarquico Laplace
+ Gauss

Valor u
(mg/kg) (mg/kg)
0,0575  0,0026
0,7526  0,0054
1738 23
33,46 0,66

Tabla 25 — Resultados de la evaluacion de la homogeneidad, simetria y normalidad de los resultados y valor de consenso obtenido en la
Intercomparacion
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4.9.4 Evaluacion de la performance de los métodos desarrollados

Valor u di U(di) d/U(di)

informado* (mg(kg) (mg/kg)

As 0,0565 0,0014 -0,0010 0,0066 -0,1517
Cd 0,760 0,013 0,0074 0,0379 0,1954
P 1735 26 -3,0 72,4 -0,0415
Na 34,05 0,55 0,59 1,73 0,342

Tabla 26 - Evaluacion de la performance de los métodos desarrollados a partir del Interlaboratorio
*Valores expresados en base seca.

La Tabla 26 presenta la evaluacion de la performance de los métodos desarrollados a
partir de la comparacién de los valores informados con respecto a los valores de
referencia. Siendo di la diferencia entre el valor reportado y el valor de referencia y
U(di), 1a incertidumbre expandida de la diferencia. A continuacion, se discuten los

resultados obtenidos:

As: el valor informado (0,0565 mg/kg) muestra una diferencia negativa minima (di =
—0,0010 mg/kg), con una relacién d/U(di) = -0,1517. Dado que este valor se encuentra
muy por debajo del umbral critico (1d/U(di)l < 1), puede concluirse que no existe
sesgo significativo y que el método desarrollado es adecuado para la cuantificacion

de As.

Cd: el valor informado (0,760 mg/kg) presenta una diferencia positiva de 0,0074
mg/kg, con d/U(di) = 0,1954. Al igual que en el caso anterior, la relacion 1d/U(di)| esta
muy por debajo de 1, lo que evidencia que el resultado es estadisticamente compatible
con el valor de referencia y, por lo tanto, el método desarrollado es confiable para la

determinacion de Cd.
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P: se observa una diferencia de —-3,0 mg/kg respecto al valor informado (1735 mg/kg),
con un resultado de d/U(di) = -0,0415 dentro de la zona de aceptacion, confirmando

que el método desarrollado es valido para la determinacion de P.

Na: El valor informado (34,05 mg/kg) muestra una diferencia positiva de 0,59 mg/kg
y un d/U(di) =0,342. Al encontrarse por debajo del umbral de aceptacion, se demuestra

la consistencia y exactitud del método desarrollado también en este caso.

En conjunto, los resultados evidencian que para todos los analitos evaluados los
valores de d/U(di) se encuentran muy por debajo de 1, lo que confirma la ausencia de
sesgo significativo. Esto valida el desempenio de los métodos propuestos y respalda
su aplicabilidad en la determinacion de los elementos evaluados en la matriz yerba

mate u otra matriz vegetal con alto contenido de silice.

4.10 Asignacion del valor al MRC

Para la asignacion del valor al MRC se tomaron dos estrategias. En el caso del Pb, el
valor asignado es el obtenido por el método desarrollado, siendo en este caso el
método basado en dilucion isotopica considerado método primario por el BIPM. Para
los elementos que formaron parte de la Intercomparacion (As, Cd, Na y P) el valor
asignado es establecido considerando tanto el valor obtenido mediante el método
desarrollado (resultado A) como el valor obtenido por el consenso de los laboratorios
participantes en el interlaboratorio (resultado B). No obstante, al calcular el valor de
consenso interlaboratorio (resultado B), se excluyé deliberadamente el proprio
resultado A. Esta decisién se adoptd para evitar que dicho resultado influyera
doblemente en el valor asignado y prevenir la generacion de covarianzas entre ambos
términos. Asimismo, se excluyeron los resultados de laboratorios cuyo desempefio no

fue satisfactorio.
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resultado A + resultado B

valor asignado MRC = > Ec.14

La incertidumbre fue estimada de acuerdo con la ecuacion Ec. 15, donde fue tomada
en cuenta la incertidumbre de los resultados individuales y la incertidumbre del sesgo

entre los métodos, considerando una distribucion rectangular.

u, ug |resultado, — resultadog|

Ucaracterizacion,As,Cd,Nay P — 7 + 7 + 223 Ec.15

Para determinar el valor de consenso de los laboratorios participantes se utilizé la
misma estrategia que para la Intercomparacion: plataforma NIST Decision Tree
(Possolo, et al. 2021). La Tabla 27 resume los resultados. Asimismo en la Figura 35,
Figura 36, Figura 37 y Figura 38 podemos visualizar la total correspondencia entre los

valores para los métodos desarrollados y los valores obtenidos por consenso.
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SIMETRIA

Pﬁ?::t%icéiljﬁgﬁ;) (Test de Miao-Gel-
Gastwirth)
As NO SI
Cd SI —
P NO SI
Na SI —

NORMALIDAD
(Test de
Shapiro-Wilk)

SI
SI
SI

SI

METODOLOGIA A
APLICAR

Jerarquico Gauss-
Gauss
Promedio ponderado
adaptativo
Jerarquico Gauss-
Gauss
Media ponderada
adaptativa

Tabla 27 - Resultados valor de consenso Intercomparacion para caracterizacion del MRC

Valor
(mg/kg)

0,0571
0,7520
1739

33,78

(mg/kg)
0,0013
0,0060

30

0,25
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Figura 35 - Comparacion de resultados para caracterizacion de As en el MRC
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Figura 36 - Comparacién de resultados para caracterizacion de Cd en el MRC
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Figura 37 - Comparacion de resultados para caracterizaciéon de Na en el MRC
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Figura 38 - Comparacion de resultados para caracterizacion de P en el MRC
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En la Tabla 28 se muestran los valores finales asignados al MRC y la incertidumbre

asociada.

Valor Incertidumbre (u)
asignado* (mg/kg)
(mg/kg)
As 0,0568 0,0020
Cd 0,756 0,013
P 1635 32
Pb 0,436 0,012
Na 33,92 0,31

Tabla 28 - Valor de caracterizacion del MRC e incertidumbre asociada.
*Valores expresados en base seca
4.11 Estimacion de la incertidumbre del MRC

La incertidumbre del MRC fue estimada de acuerdo con (ISO 33405 2024) a través de

la siguiente ecuacion:

UcrM = \/uchar + Unom + Usts + Uyes Ec. 16
Donde:

- uCRM denota la incertidumbre estandar asociada con el valor de la propiedad

del MRC

- uchar denota la contribucion combinada de la incertidumbre estandar

proveniente de la caracterizacion del valor de la propiedad

- uhom denota la contribucion de la incertidumbre proveniente de la evaluacion

de la homogeneidad
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As
Cd

Pb

usts denota la contribucién de la incertidumbre proveniente de la evaluacion

de la estabilidad en condiciones de transporte.

Its denota la contribucién de la incertidumbre proveniente de la evaluacion de

la estabilidad a largo plazo.

uchar uhom u sts u sts u CRM
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mgkg) (mgkg)
0,0020 0,0012  0,00081 0,00055  0,0018
0,013 0,0069 0,0035 0,0071 0,017
32 9,8 16 32 49
0,012 0,031 0,015 0,0096 0,038
0,31 0,35 0,44 0,42 0,76

Tabla 29 - Presupuesto de incertidumbre final del MRC

U k=2
(mg/kg)
0,0037
0,034
98
0,076
1,5

U rel

(%)
6,5
4,5
6,0
17,5
4,5

Los resultados muestran que las incertidumbres relativas se encuentran dentro de

rangos normalmente encontrados, para materiales de referencia de elementos, a estos

niveles de fraccién de masa y en una matriz natural, oscilando entre 4,5 % y 17,5 %,

dependiendo del elemento evaluado.

En el caso de arsénico, la incertidumbre relativa fue de 6,5 %, con una contribucién

predominante de la etapa de caracterizacion. Para Cd y Na, las incertidumbres

relativas mas bajas (4,5 %) evidencian una excelente performance de los métodos de

analisis empleados y una elevada homogeneidad del lote.
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Por otro lado, el fésforo presenta una incertidumbre combinada mas elevada en
términos absolutos, atribuible a la magnitud de su concentracion en la matriz y al
efecto acumulativo de las contribuciones de homogeneidad y estabilidad. Sin
embargo, su incertidumbre relativa (6,0 %) se mantiene dentro de los valores

recomendados para materiales de referencia certificados de composicion similar.

El Pb mostrd la incertidumbre relativa mads alta (17,5 %), derivada principalmente de
la mayor variabilidad entre frascos observada en los estudios de homogeneidad y el

uso de un tinico método para asignar el valor.

En conjunto, los valores obtenidos confirman que las incertidumbres asociadas a todos
los elementos garantizan la idoneidad metroldgica del MRC y su aptitud para ser
utilizado como material de referencia certificado en la determinacién de elementos

traza en yerba mate y otras matrices vegetales afines.

4.12 Organizacion de un Ensayo de Aptitud

Con el propdsito de evaluar la comparabilidad de resultados y la competencia técnica
de los laboratorios que determinan elementos traza en yerba mate, se organizé un

ensayo de aptitud empleando el MRC desarrollado.

El disefio del ensayo se ajusto a los lineamientos de la norma (UNIT-ISO/IEC 17043
2010), garantizando la confidencialidad de los resultados. Cada participante recibid
una botella del MRC, junto con instrucciones generales para la manipulacién y reporte
de resultados. No se indicd un método especifico de andlisis, de modo que cada
laboratorio pudiera aplicar sus procedimientos de rutina, reflejando asi la variabilidad

metodoldgica existente.

134



Para la evaluacion estadistica del desempenio, se utilizd el z’-score como criterio de

comparacion, que viene definido de acuerdo con la Ecuacién 17:

E

2 2
VOga T Uygc

z' — score =

Definiendo E (error), como la diferencia entre el resultado reportado por el laboratorio
y el valor asignado al MRC, oz, la desviacion estandar del ensayo de aptitud y
Uprc como la incertidumbre del valor asignado al MRC. En este estudio, la desviacion
estandar para la evaluacidon del desempefio og, se fijo en 7,5 %, valor considerado
representativo de la variabilidad aceptable en la determinacion de elementos traza en

matrices vegetales.

Los resultados con |z|< 2 fueron clasificados como satisfactorios, los comprendidos
entre 2 <|z[< 3 como cuestionables y aquellos con |z|>3 fueron considerados no
conformes. Un resumen de la evaluaciéon del desempefio de los laboratorios

participantes se presenta en la Tabla 30.

Numero de laboratorios
que informaron
resultados

Porcentaje de resultados () o/ 50%  333% 100 % 0%
conformes

Porcentaje de resultados (o, 0% 0% 0% 66,6 %
cuestionables

Porcentaje de resultados 1009, 50% 66,6 % 0% 33,3 %
no conformes

Tabla 30 - Resumen de la evaluacion del desempefio de los laboratorios participantes del Ensayo de
Aptitud
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Del total de resultados informados, aproximadamente el 50 % fueron clasificados
como no conformes. Este comportamiento sugiere la presencia de errores sistematicos
en los procedimientos analiticos aplicados por los participantes. Lejos de considerarse
una limitacion, estos resultados, que probablemente correspondan a la primera
experiencia de varios laboratorios frente a una evaluacion externa de sus mediciones
en esta matriz, ponen de manifiesto la necesidad y relevancia de contar MRC especifico
de yerba mate. MRC que permitira implementar evaluaciones rutinarias de la calidad,
mejorar el desempefio analitico y fortalecer la exactitud y comparabilidad de las

mediciones de elementos en yerba mate.
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CAPITULO V CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones

En la presente tesis se desarroll6 exitosamente un MRC de As, Cd, P, Pb y Na en yerba
mate, inexistente en el mercado sea nacional o internacional al momento de la
finalizacion de esta tesis. Este logro constituye una contribucion significativa para el
aseguramiento de la calidad en el control de contaminantes y nutrientes en esta matriz

de gran relevancia.

Su disponibilidad contribuira al fortalecimiento de las capacidades analiticas de los
laboratorios, promoviendo el uso de MRC, como la herramienta mas robusta y
confiable actualmente disponible para evaluar la exactitud de los métodos. De este
modo, se favorecerd la comparabilidad de los resultados a nivel nacional e
internacional, apoyando un comercio mas equitativo y la proteccion de la inocuidad

alimentaria.

El proceso de produccion del material incluyo el estudio y la optimizacién de las
etapas de molienda, homogenizacion y envasado, garantizando la obtenciéon de un lote
con adecuada homogeneidad y estabilidad bajo condiciones de almacenamiento y
transporte; propiedades que fueron evaluadas mediante procedimientos estadisticos

rigurosos.

Se desarrollaron y validaron métodos de alta exactitud para la cuantificaciéon de Pb y
Cd mediante dilucién isotopica con deteccion ICP-SFMS, considerado método
primario de acuerdo con los criterios del BIPM. Asimismo, se establecieron y validaron
métodos robustos basados en el método de cuantificacion por adicion estdndar
gravimétrico en un punto para la determinacién de As, Na y P empleando ICP-SFMS
e ICP-AES, alcanzando limites de cuantificacion adecuados para niveles traza y

cumpliendo con criterios estrictos de precision y exactitud analitica.
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La organizacion de la Intercomparacion SIM.QM-S11 permitio verificar externamente
la exactitud de los métodos desarrollados y la comparabilidad de las mediciones a
nivel internacional, ademads de sentar un precedente como primera comparacion en

quimica organizada a este nivel por Uruguay.

Se finaliz6 el proceso de certificacion del material, estableciéndose los valores
asignados certificados y sus incertidumbres asociadas. Las principales fuentes de
incertidumbre fueron atribuidas a caracterizacion del valor asignado, seguidas por los

componentes vinculados a la homogeneidad y la estabilidad.

Con el MRC producido se organizé una ronda de Ensayo de Aptitud, en la que
diversos laboratorios de andlisis pudieron evaluar su desempefio empleando sus
metodologias de rutina, demostrando su competencia o identificando posibles sesgos
en sus mediciones, con el fin de implementar acciones correctivas y mejorar su

desempeno analitico.

Perspectivas

El desarrollo de este Material de Referencia Certificado constituye un punto de partida
para nuevas lineas de investigacion orientadas al fortalecimiento de la infraestructura
metrologica en matrices alimentarias de origen vegetal. A partir de los resultados
obtenidos, se propone extender la caracterizacién del material hacia otros elementos

de interés toxicoldgico o nutricional, tales como Hg, Cr, Fe, K, Cay Mg.

Adicionalmente se podria replicar el enfoque con otras matrices alimentarias, por
ejemplo, té, cacao, café, hierbas medicinales o especias y avanzar hacia programas de
produccion sistematica de MRC, aumentando la disponibilidad de estos y

disminuyendo el costo de acceso para los laboratorios nacionales y regionales.

138



CAPITULO VI REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alexandre Marcelo, Marcelo Caetano, Camila Alves Martins, Dirce Pozebon, Valdrei
L. Dressler, e Marcos Flores Ferrao. «Classification of yerba mate (Ilex
paraguariensis) according to the country of origin based on element
concentrations.» Microchemical Journal 117 (2014): 164-171.

Amaral, Clarice D.B., Renata S. Amais, Lucimar L. Fialho, Daniela Schiavo, Ana Rita
A. Nogueira, e Joaquim A. Nobrega . «Determination of carbon in digested
samples and amino acids by inductively coupled plasma tandem mass
spectrometry.» Microchemical Journal 122 (2015): 29-32.

Anton Paar GmbH. Microwave Reaction System for Sample Preparation Multiwave PRO.
D19IPO01EN-H, 2019.

AOAC. «Appendix F: Guidelines for Standard Method Performance Requirements.»
Official Methods of Analysis of AOAC International, 2016: 1-18.

Benedé, Juan L., e Francisco Pena-Pereira. «On the greenness of recent microwave-
assisted digestion methods: An evaluation with AGREEprep.» Advances in
Sample Preparation 14, n. 100177 (2025).

Bhandari, Sandeep A., e Dulsasiri Amarasiriwardena. «Closed-vessel microwave acid
digestion of commercial maple syrup for the determination of lead and seven
other trace elements by inductively coupled plasma-mass spectrometry.»
Microchemical Journal 64 (2000): 73-84.

Boss, Charles B., e Kenneth J. Fredeen. Concepts, Instrumentation and Techniques in
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry. Shelton, CT, USA.:
PerkinElmer, 2004.

Camotti Bastos, Marilia, Verediana Fernanda Cherobim, Carlos Bruno Reissmann,
Jéssica Fernandes Kaseker, e Sérgio Gaiad. «Yerba mate: Nutrient levels and
quality of the beverage depending on the harvest season.» Journal of Food
Composition and Analysis 69 (2018): 1-6.

Cantwell (ed), H. Eurachem Guide: The Fitness for Purpose of Analytical Methods — A
Laboratory Guide to Method Validation and Related Topics. 3. 2025.

Carter, Jake A., Ariane I Barros, Joaquim A. Nobrega, e George L. Donati. «Traditional
Calibration Methods in Atomic Spectrometry and New Calibration Strategies
for Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry.» Frontiers in Chemistry 6
(2018).

139



Cerqueira da Silva, Vinnicius Henrique, et al. «Chemometric tools in the optimization
of a microwave-assisted digestion procedure for guarana-based drink samples
and data analysis from elemental, caffeine, and epicatechin contents.» Food
Chemistry 365 (2021): 1-9.

Costa, Leticia M., Sérgio L. C. Ferreira, Ana Rita A. Nogueira, e Joaquim A. Nobrega.
«Use of Factorial Design for Optimization of Microwave-Assisted Digestion of
Lubricating Oil.» Journal of the Brazilian Chemical Society 16, n. 6A (2005): 1269-
1274.

De Bievre, Paul, René Dybkaer, Ales Fajgelj, e D. Bryan Hibbert. «Metrological
traceability of measurement results in chemistry: Concepts and
implementation.» Pure and Applied Chemistry 83, n. 10 (2011): 1873-1935.

de Oliveira, Elisabeth. «Sample preparation for atomic spectroscopy: evolution and
future trends.» Journal of the Brazilian Chemical Society 14, n. 2 (2003): 172-182.

Donati, George L., e Renata S. Amais. «Fundamentals and new approaches to
calibration in atomic spectrometry.» Journal of Analytical Atomic Spectrometry 34
(2019): 2353-2369.

Finnigan MAT. Software Element I. Bremen, 1995.

Folch, Christine. «Stimulating consumption: yerba mate myths, markets, and
meanings from conquest to present.» Comparative Studies in Society and History
52, n. 1 (2010): 6-36.

Giavarina, Davide. «Understanding Bland Altman analysis.» Biochemia Medica 25, n. 2
(2015): 141-151.

Gobbo dos Santos, Lisia Maria, Santos Alves Vicentini Neto, Giovanna lozzi, e Silvana
do Couto Jacob. «Arsenic, cadmium and lead concentrations in Yerba mate
commercialized in Southern Brazil by inductively coupled plasma mass
spectrometry.» Ciencia Rural 47, n. 12 (2017).

Gouveia, Sandro T., Fernando V. Silva, Let'icia M. Costa, Ana Rita A. Nogueira, e
Joaquim A. Nobrega. «Determination of residual carbon by inductively-
coupled plasma optical emission spectrometry with axial and radial view
configurations.» Analytica Chimica Acta 445 (2001): 269-275.

Grindlay, Guillermo, Juan Mora, Margaretha de Loos-Vollebregt, e Frank Vanhaecke.
«A systematic study on the influence of carbon on the behavior of hard-to-

140



ionize elements in inductively coupled plasma - mass spectrometry.»
Spectrochimica Acta Part B 86 (2013): 42-49.

Hearn, Ruth, Peter Evans, e Mike Sargent. «Development of a high ratio isotope
dilution mass spectrometry calibration technique for chemical metrology.»
Journal of Analytical Atomic Spectrometry 20 (2005): 1019-1023.

Heck, C. I, e E. G. De Mejia. «Yerba Mate Tea (Ilex paraguariensis): a comprehensive
review on chemistry, health implications, and technological considerations.»
Journal of Food Science 72 (2007): 138-151.

Heumann, Klaus G. «Isotope dilution mass spectrometry fot micro and trace element
determination.» Trends in Analytical Chemistry 1, n. 15 (1982): 357-361.

IRAM. «Yerba mate. Determinacion de la pérdida de masa a 103 °C.» (Instituto
Argentino de Normalizacion y Comercializacion) 2019.

ISO 13528. «Statistical methods for use in proficiency testing by interlaboratory
comparison.» Interational Organization for Standarization, 2022.

ISO 17034. «General requirments for the competence of reference material producers.»
International Organization for Standarization, 2016.

ISO 33405. «Reference materials — Approaches for characterization and assessment of
homogeneity and stability.» International Organization for Standarization, 2024.

ISO 35. «Reference materials — Guidance for characterization and assessment of
homogeneity and stability.» International Organization for Standarization, 2017.

ISO GUIDE 30. «Reference materials — Selected terms and definitions.» International
Organization for Standarization, 2015.

Jakubowski, Norbert, Luc Moens, e Frank Vanhaecke. «Sector field mass
spectrometers in ICP-MS.» Spectrochimica Acta Part B 53 (1998): 1739-1763.

JCGM 100. «Evaluation of measurement data — Guide to the expression of uncertainty
in measurement.» Joint Committee for Guides in Metrology - Bureau International
des Poids et Mesures, 2008.

JCGM 101. «Evaluation of measurement data—Supplement 1 to the “Guide to the
expression of uncertainty in measurement” - Propagation of distributions using
a Monte Carlo method.» Joint Committee for Guides in Metrology - Bureau
International des Poids et Mesures, 2008.

141



JCGM 200:2012. «International vocabulary of metrology — Basic and general concepts
and associated terms (VIM).» Joint Committee for Guides in Metrology, s.d.

JCGM 200:2012. «International vocabulary of metrology — Basic and general concepts
and associated terms (VIM).» Joint Committee for Guides in Metrology (JCGM),
2012.

Johra, Hicham. «Simple uncertainty budget and assessment with the Kragten method:
Examples for building physics.» Department of the Built Environment, Aalborg
University. DCE Lecture notes, n. 85 (2024).

Joint Committee for Guides in Metrology. «Evaluation of measurement data — The role
of measurement uncertainty in conformity assessment JCGM:106:2012.» Bureau
International des Poids et Mesures, 2012.

Krushevska, Antoaneta, Ramon M. Barnes, Chitra J. Amarasiriwaradena, Henry
Foner, e Laura Martines. «Determination of the Residual Carbon Content by
Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry After
Decomposition of Biological Samples.» Jorunal of Analytical Atomic Spectrometry,
1992: 845-850.

Kujawska, Monika. «Yerba Mate (Ilex paraguariensis) Beverage: Nutraceutical
Ingredient or Conveyor for the intake of Medicial Plants? Evidence from
Paraguayan Folk Medicine.» Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, 2018: 1-17.

Lafarge, T., e A. Possolo. «The NIST Uncertainty Machine.» NCSLI Measure Journal of
Measurement Science 10, n. 3 (2015): 20-27.

Lee, Jian, Ye-Seul Park, e Do Yup Lee. «Fast and green microwave-assisted digestion
with diluted nitric acid and hydrogen peroxide and subsequent determination
of elemental composition in brown and white rice by ICP-MS and ICP-OES.»
LWT - Food Science and Technology 173, n. 114351 (2023).

Lenth, R. V. Response-Surface Methods in R, Using rsm. Vol. 32. 7 vol. Journal of Statistical
Software, 2009.

Machado, R. C,, C. D. B. Amaral, D. Schiavo, ]J. A. Nobrega, e A. R. A. Nogueria.
«Complex samples and spectral interferences in ICP-MS: Evaluation of tandem
mass spectrometry for interference-free determination of cadmium, tin and
platinum group elements.» Microchemical Journal 130 (2017): 271-275.

142



Magari, Ederlan, et al. «Cadmium and lead concentrations in yerba mate leaves from
agroforestry and plantation systems: An international survey in South
America.» Journal of Food Composition and Analysis 96 (2021): 1-11.

Marques, Thiago L., Helmar Wiltsche, Joaquim A. Nobrega, Monika Winkler, e Glinter
Knapp. «Performance evaluation of a high-pressure microwave-assisted low
digestion system for juice and milk sample preparation.» Analytical and
Bioanalytical Chemistry 409 (2017): 4449-4458.

Martin, CM., S. P. Molina, D. A. Sosa, G. Arndt, D. L. Brusilovsky, e M. E. Schmalko.
«Pb, Cd y As en suelos y ramas de yerba mate de diferentes origenes
geograficos.» Revista De Ciencia Y Tecnologia 40, n. 1 (2023): 66-77.

Massart, D. L., B. G. M. Vandeginste, L. M. C. Buydens, S. De Jong, e ]J. Smeyers-
Verbeke. «Handbook of Chemometrics and Qualimetrics: Part A. Vol. 20.»
Amsterdam, Elsevier Science, 1997.

May, T. W., e R. H. Wiedmeyer. «A Table of Polyatomic Interferences in ICP-MS.»
Atomic Spectroscopy 19(5) (1998): 150-155.

Mendoza, J. Statista. 12 mayo 2020.
https://www.statista.com/statistics/884925/consumption-yerba-mate-per-
capita-latin-america/.

—. Statista. julio 2025. https://www.statista.com/statistics/994662/latin-america-
leading-yerba-mate-exporting-countries/ (consultato il giorno mayo 12, 2020).

Mesko, Marcia F., et al. «Ultraviolet radiation combined with microwave-assisted wet
digestion of Antarctic seaweeds for further determination of toxic elements by
ICP-MS.» Journal of Analytical Atomic Spectrometry 30 (2015): 260-266.

Mester, Z., e R. Sturgeon. «Sample preparation for trace element analysis.»
Comprehensive Analytical chemistry Vol XLI, 2003.

Milton, M. J. T., e T.J. Quinn. «Primary methods for the measurement of amount of
substance.» Metrologia, n. 38 (2001): 289-296.

Nardji, Elene P, et al. «The use of inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-
MS) for the determination of toxic and essential elements in different types of
food samples.» Food Chemistry 112 (2009): 727-732.

Ni, Zhanglin, Zhenchao Chen, Qing Yu, Xiaowei Sun, e Fubin Tang. «Microwave-
assisted digestion for trace elements analysis of tree nut oil: evaluation of
residual carbon content.» Spectroscopy letters 51, n. 10 (2018): 518-523.

143



Nogueira, Raquel. «Metrological Traceability of Measurement Results in
Pharmaceutical and Chemical Sciences: Selection and Use of Certified Reference
Materials.» Journal of the Brazilian Chemical Society 26, n. 2 (2015): 209-217.

Nordberg, Gunnar F., e Max Costa. Handbook on the toxicology of metals. Vol. Volumen
I: General Considerations. 2022.

Novaes, Cleber Galvao, Marcos Almeida Bezerra, Erik Galvao Paranhos da Silva, Ana
Maria Pinto dos Santos, Ivana Lago da Silva Romao, e Joao Honorato Santos
Neto. «A review of multivariate designs applied to the optimization of methods
based on inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP
OES).» Microchemical Journal 128 (2016): 331-346.

Nziguheba, Generose, e Erik Smolders. «Inputs of trace elements in agricultural soils
via phosphate fertilizers in European Countries.» Science of the Total
Environment 390 (2008): 53-57.

Olivares, I.R.B., G.B. Souza, A.R.A. Nogueira, G.T.K. Toledo, e D.C. Marcki. «Trends
in developments of certified reference materials for chemical analysis - Focus

on food, water, soli and sediment matrices.» Trends in Analytical Chemistry 100
(2018): 53-64.

Ouerdane, Laurent, Zoltan Mester, e Juris Mejia. «General equation for multiple
spiking isotope dilution mass spectrometry.» Analytical Chemistry 81 (2009):
5075-5079.

Panzl, Maria Victoria, et al. «Trace element and mercury speciation analysis in yerba
mate (Ilex paraguariensis).» Journal of Trace Elements and Minerals 12, n. 100217
(2025): 1-13.

Pardinho, Renan B., et al. «<Determination of toxic elements in yerba mate by ICP-MS
after diluted acid digestion under O2 pressure.» Food Chemistry 263 (2018): 37-
41.

Pereira Schmite, Bruna de Fatima, Alessandra Bitobrovec, Ana Carolina Mendes
Hacke, Romaiana Picada Pereira, Patricia Los Weinert, e Vanessa Egéa dos
Anjos. «In vitro bioaccessibility of Al, Cu, Cd, and Pb following simulated
gastro- intestinal digestion and total content of these metals in different
Brazilian brands of yerba mate tea.» Food Chemistry 281 (2019): 285-293.

Pérez Zambra, Ramiro, et al. «<SIM.QM-511: Supplementary comparison for elements
in Yerba mate (Ilex paraguariensis).» Metrologia 62 (2025).

144



Possolo, A., A. Koepke, D. Newton, e M. Winchester. «Decision Tree for Key
Comparisons.» Journal of Research (NIST JRES) National Institute of Standards and
Technology, 2021.

Prohaska, Thomas. New development in Mass Spectrometry: Sector Field Mass Spectrometry
for Elemental and Isotopic Analysis. A cura di Thomas Prohaska, Johanna Irrgeher,
Andreas Zitek e Nobert Jakubowski. Cambridge: Royal Society of Chemistry,
2015.

Recknagel, Sebastian, Harald Bresch, Heinrich Kipphardt, Matthias Koch, Martin
Rosner, e Ute Resch-Genger. «Trends in selected fields of reference material
production.» Analytical and Bioanalytical Chemistry 414 (2022): 4281-4289.

Riisom, Mie, Bente Gammelgaard, lan H. Lambert, e Stefan Stiirup. «<Development and
validation of an ICP-MS method for quantification of total carbon and platinum
in cell samples and comparison of open-vessel and microwave-assisted acid
digestion methods.» Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 158 (2018):
144-150.

Rugi, Francesco. «Sviluppo e ottimizzazione di metodi in ICP-SFMS e ICP-AES per la
determinazione di metalli in matrici de interesse ambientale e biologico.» Corso

di Dottorato in Scienze Chimiche. Universita degli studi di Firenze, 2010.

Salit, Marc L., e Gregory C. Turk. «A Drift Correction Procedure.» Analytical Chemistry
70 (1998): 3184-3190.

Samoggia, Antonella, Pietro Landuzzi, e Carmen Enrqueta Vicién. «Market Expansion
of Caffeine-Containing Products: Italian and Argentinian Yerba Mate
Consumer Behavior and Health Perception.» International Journal of
Environmental Research and Public Health 18, n. 8117 (2021): 1-27.

Sanchez Rojas, F., C. Bosch Ojeda, e J. M. Cano Pavon. «Experminetal design in the
optimization of a microwave acid digestion procedure for the determination of
metals in biomorphic ceramic samples by inductively coupled plasma mass
spectrometry and atomic absorption spectrometry.» MIcrochemical Journal 94
(2010): 7-13.

Skoog, Douglas A., F. James Holler, e Stanley R. Crounch. Principles of Instrumental
Analysis. 7. Boston, MA: Cengage Learning, 2018.

Smith, F. E., e E. A. Arsenault. «MIcrowave-assisted sample preparation in analytical
chemistry.» Talanta 43, n. 8 (1996): 1207-1268.

145



Sturup, S. «<Development, optimisation, and application of ICP-SFMS methods for the
measurement of isotope ratios.» Rise National Laboratory, 2000.

Thermo Fisher Scientific. «Element2/ElementXR Hardware Manual.» Revision C -
1191410, 2009.

Thomas, Robert. Practical Guide to ICP-MS. A tutorial for beginners. 3ra edicion. CRC
Press, 2013.

UNIT-ISO/IEC 17043. Evaluacion de la conformidad — Requisitos generales para la
competencia de los proveedores de ensayos de aptitud. 2010.

Valduga, Alice Teresa, Itamar Luis Gongalves, e Ederlan Magri. «Analysis of the
Presence of Toxic Metals in Yerba Mate Samples: a Case Study from South
Brazil.» Water Air and Soil Pollution 230, n. 153 (2019): 1-8.

Vogl, Jochen, e Wolfgang Pritzkow. «Isotope Dilution Mass Spectrometry - A Primary
Method of Measurement and Its Role for RM Certification.» MAPAN - Jornal of
Metrology Society of India 25, n. 3 (2010): 135-164.

Wasilewska, M., W. Goessler, M. Zischka, B. Maichin, e G. Knapp. «Efficiency of
oxidation in wet digestion procedures and influence from the residual organic
carbon content on selected techniques for determination of trace elements.»
Journal of Analytical Atomic Spectrometry 17 (2002): 1121-1125.

Watters, R. L., K. R. Eberhardt, E. S. Beary, e ]. D. Fassett. «Protocol for isotope dilution
using inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) for the
determination of inorganic elements.» Metrologia 34 (1997): 87-96.

Wong, Ming-Keong, Wei Gu, e Toon-Lee Ng. «Sample preparation using microwave
assisted digestion or extraction techniques.» Analytical Sciences, 1997: 97-102.

Yang, Lu, e Ralph E. Strugeon. «Comparison of mass bias correction models for the
examination of isotopic composition of mercury using sector field ICP-MS.»
Journal of Analytical Atomic Spectrometry 18 (2003): 1452-1457.

Zhu, Xiang-Kun, Jacqueline Benefield, Tyler B. Coplen, Zhaofu Gao, e Norman E.
Holden. «Variation of lead isotopic composition and atomic weight in terrestial
materials (IUPAC Technical Report).» Pure and Applied Chemistry 93, n. 1 (2021):
155-166.

Zhu, Yanbei, e Koichi Chiba. «Internal standard method coupled with a gravimetric
standard addition method for elemental measurements by ICP-MS.» Journal of
Analytical Atomic Spectrometry 27, n. 100 (2012): 1000-1006.

146



CAriTULO VII ANEXOS

7.1 Trabajos presentados en eventos cientificos

Desarrollo de un método de dilucion isotdpica para la determinacion de cadmio
y plomo en Ilex paraguariensis (Yerba mate). Pérez Zambra, Ramiro; Napoli,
Romina; Ferreira, Elizabeth; Sixto, Alexandra; Pistén Mariela. Séptimo congreso
uruguayo de Quimica Analitica, Montevideo 26 al 28 de octubre de 2022.
Presentado en modalidad de poster.

Avances en el desarrollo de un Material de Referencia Certificado de As, Cd,
Pb, Na y P en llex paraguariensis (Yerba mate). Pérez Zambra, Ramiro; Napoli,
Romina; Ferreira, Elizabeth; Sixto, Alexandra; Pistén Mariela. Séptimo congreso
uruguayo de Quimica Analitica, Montevideo 26 al 28 de octubre de 2022.

Presentado en modalidad de pdster.
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Desarmollo de un método de dilucion isotopica con deteccion por ICP-MS
para la determinacion de cadmio y plomo en flex paraguariensis (Yerba
mate].
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El mate, infusion de llex paraguariensis, forma parte del acervo cultural del Uruguay dadoque al
aspects gastronomico se le suma el social; hadendcle un producto de gran consumo, tambien
popular en Argentina, Paraguay y sur de Brasil entre ofros. En un producto de’ consuma masivo,
asegurar la inocuidad amentaria es de vital impotancia.

La presencia de conceniraciones de cadmeéo y plomo en lotes de yerba mate imporados a
ruguay genero alerta de kas autoridades sanitarias, tomandose acciones al respecio,

Esto evidencia que las mediciones son k& principal fuente de informacion para la toma de
deckiones en ef moments de aceptar o rechazar un lote producido. Es en esos momentes gue
la Quimica Analitica cobra especial rebevancia brindando solucicnes para aportar carlezas.

Se presenta el desamollo de un metodo de alta exactitud basado en dilucion Eotépica en dos
etapas con deteccion par ICP-MS para la determinacion de cadmio y plomo en yerba mate, coma
aporte 2l aseguramienio de 13 calidad de las mediciones en estas matrices.

El principio del método se basa en la medicidn de las relaciones isotépicas de un elemenio enla
maestra v en un calibrante 3 los cuales se les ha adicionado una masa conocida de diselucion
spike, La disclucion spike contiens al elements en estudio en una composicion isotopsca diferente
3 |a muestra y al calibrante, generalments se encuenita ennquecida. en ol isttopo de rmenor
abungdancia natural.

Fara el tratariento de muestra s2 estudid bz utilizacion de distintas mezdas de reactives que
incheyeron HNOs y HF, agua ulirapura, HoOs, asi como tambign programas de digestion gue
varian en |a potencia irradizda a I3 muestra, Como resultado se obtuvo gue Iz mejor mezoda para
una toma de 0,5 g de muesira es 5.0 mi HMNG:, 4,0 ml Ha0, 2,0 ml HeéOe v 0.5 ml HE.

Basandose en el conodmients previo de las positles interferencias isobaricas tanto poliatomicas
como dotle-cargadas se seleccionaron los pares isoidpicos. Se estudid el impacto de las
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inberferencias en las sefabes de cadmio, producidas tanto por el molibdenc como: por. il estano
presantes en la muestna y &n reactives.

Se selecciono la secuencia de medicidn mas adecuada con el proposite e disminuir el efecto
de mass disciminadion que se produce en el espectrometne de masas.

Se valido iz metodolegia uiilizando materiales de referencia cerfifcados de matrices similares 3
la estudiada. La-exaciiud def metodo fue probada utilizando el material de referencia cerificado
MIST 1547 Peach leaves, v una muestra obtenida en una comparacion inemnacional CCOM-KA0.
Las recuperaciones obienidas de estos materizles estuviercn en el rango de 895-88°% con una
incestidumbre menor al 5% en todos los casos.

El me&indo desarrollado se considera que es adecuado al propésito para ser ulilizado coma
metodo de referencia peimario, de la mas alta jerarguia metroldgics, para la cuaniificacion
ineguivoca de cadmio y phomo en yerba mate. Este metodo podra a su vez ser aplicado en' la
produccicn de materiales de referencia cerfificados inexdstentes hasta el moments o en caso de
arbitraje entre paries.

Agradeciméznios: Agenda Nacicnal de Investigacion e Inncwvacion (AN,
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La deterrminacion de elementos fraza en yerba mate conlleva mikiples desafios anaiticos, por
ser una mabiz de alta compleidad. A los Bajos niveles: de’ cuantificacion de condarminantes
inorganicos’ requeridos por B reglamentacion existente, == le suma la fuerte presencia de
interferencias tanto adiivas como multipiicativas en las iecnicas de medicion nommalmente
ulizadas, gue se bazan en Especrometria Atcmica

Eneste contextc, un Materal de Referencia Certificado (MRE) de 1a propia mairiz es sin duda ka
meior henrarmaenta para garamtizar |z confiabibdad de los resultados emitidos por los lBboratorios,

dado que con el mismo se puede evaluar el protesa analitico en su conjunto.

n MREC es un materal cuyas propiedades han sido caracierizadas mediante procedimientos
adecuados, acompanado de un cerificado en el cusl se indica ef valor de la propiedad, ks
incertidumbre asociada v la declaracion de k3 trazabiidad metroldgica. El mismo debe cumplir
con una sere de propiedades como son BB homogensidad, la estabilidad en el tiermpo v |3
estabilidad en condiciones de transporte.

Este trabajo presenta los avances en el desarrollo de un MRS de yerba mate que permitira a los
Izboratarios nacionales & internacicnales contar con una hermamients de controd de calidad de
forma de garandizar la exasttud de sus resultades.

En base a determinaciones previas de los elermenios de mteres en diferentes loles de yerba, se
sebecciond un lote que contenia cantidades cuantificables de los analiios As, Cd, Po, Nay P.

Por tratarse de una muestra compuesta de palo y hoja se debio moler ef producto onginal de
forma de obiener un matenal con un grado de homogenaidad adecuado. Luego de analizar
dentry de las opciones de molienda disponibles, i3 estrategia selecoionada fue wna molienda en
dos-etapas. Primeramente, en un Maling de cuchillas y posteriorments en un - moling centrifugs
con tamano de malla de 0,08 mm. Se opfimizaron las condiciones de mobenda en af moling
cenfrifugn de forma de no afectar &l producto, vanando |2 velockdad, caudal de canga y fiempo
de encendido.
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La homogenizacion fue realizada en wia mezcladora fipo pantakin. Se estudio el fiempo de
agitacion, extrayendo fracciones de muestra cada 4 horas y analizandolas para monitorear k3
homogensidad. Posterior al embotellado e producto fue analizado. microbicldgicamentes v fue
imadiade de forma de prolongar su vida Uil

Se desamrollaron metodos de medicion de aila exactitud por BCP-SPMS v ICP-OES para la
asignacion de valor de referencia y realizar los estudios de homogeneidad, estabilidad acelerada
¥ esiabilidad a largo plazo petinentes.,

El material desanolado, candidato a MRC, esta siendo utiizado para un ensayo de aptiud a
nived regional ¥ para una comparacion infemacional en el marco de las actividades del LATU
coma Insfituto Macional de Metrologia.

Los resultados obienidos hasta el momento auguran 13 consoldacion de un MEC inexisients

hasia el moments de vamios elementos en verba mate gue estara disponible para su utlizacion a
nived intemacional.

Agradecimientos: Agencia Nacional de Investigacion e Inmovacicn (ANH).
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SUMMARY

Yerba mate is a native plant found in subtropical South American regions (Paraguay, Brazil,
Argentina, and Uruguay), where is commonly consumed as an infusion and worldwide as tea. The
safety of yerba mate involves continuous monitoring of arsenic and cadmium levels, and the
product's labeling also includes measurement of nufrient content such as sedium and phosphorus.

The Supplementary Comparison and parallel Pilot Study SIM.QM-S11 & P25 Elements In Yerba
mate (llex paraguariensis) covered arsenic (0.0575 mg/kg), cadmium (0.7526 mg/kg), sodium
{33.46 mg/kg) and phosphonus (1,738 mg/g) The last CCQM or RMO key comparison /
supplementary comparnson of elements in plants matrices was organized by the Government
Laboratory, Hong Kong, China (GLHK) in 2011 and results were published in 2013 (CCQM-K89
Trace and essential elements in Herba Ecliptae, including arsenic, calcium, cadmium, lead and
zinc). Hence, it was timely to organize another comparison that could cover different measurands
in high silica content matrix. Moreover, it enabled National Metrology Insfitutes / Designated
Institutes (NMIs/Dls) that did not participate in previous comparisons to demonstrate their
measurement competencies. Evidence of successful participation in formal, relevant international
comparisons is needed to document calibration and measurement capability claims (CMCs) made
by national metrology institutes (NMis) and designated institutes (DIs).

Fifteen National Metrology Institutes and Designated Institutes participated in the Supplementary
Comparison SIM.QM-S11 (Elements in Yerba mate (llex paraguariensis)).

Participants were asked to assess the mass fractions of arsenic. cadmium, and sodium in mg/kg,
along with the mass fraction of phosphorus in mg/g on a dry mass basis in yerba mate matrix.

Results of all participating NMIs/Dls were evaluated against the supplementary comparison
reference value (SCRV). The SCRV and associated uncertainty were determined from results of
NMIs/Dis that participated in the supplementary comparison using methods with demonstrated
metrological traceability. Most participating NMis/DIs employed microwave-assisted acid digestion
for sample preparation. Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), sector field ICP-
MS (SF-ICP-MS) and Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-OES) were
the most commonly used instrumental techniques.

Successful participation In SIM.QM-S11 demonsltrates measurement capabilities in determining
mass fraction of transition elements (except Hg), alkali and alkaline earth, non-metals (exp: C, N,
and 0) and metalloids/ semi-metals in mass fraction range from 0.02 mg/kg te 5000 mg/kg in high
silica content matrixes.

Laboratorio Tecnoiogico del Uruguay Page 3 of 67
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INTRODUCTION

Yerba mate (llex paraguariensis, Aquilfoliaceae) Is a native plant which grows in the subtropical
regions of South America: Paraguay, Brazil, Argentina and Uruguay. It Is consumed as an infusion
called "mate” in the beforementioned countries as well as all around the world as tea.

Due to safety reasons the mass fraction of arsenic and cadmium is constantly monitored In vegetal
materials. Additionally, for the labeling purposes, the mass fraction of nutrients as sodium and
phosphorus is also measured. Therefore, it is crucial that countries can develop measurement
capabilities for these determinations in order to provide reference materials and measurement
services, such as proficiency testing schemes. Evidence of successful participation in formal,
relevant international comparisons is needed to document calibration and measurement capability
claims (CMCs) made by national metrology institutes (NMis) and designated institutes (DIs).

At the SIM CMWG meeting In November 2019, the SIM.QM-S11 “Supplementary Comparison for
elements in Yerba mate® was proposed. In March 2021, SIM authorized the Supplementary
Comparison SIM.QM-S11 "Supplementary Comparison for elements in Yerba mate (/lex
paraguariensisy’,

The aim of this comparison is to enable NMIs/Dis to demonstrate their competence in the
determination of elements at low and high levels in a vegetal material within the high silica content
category.

The following sections of this report document the timeline of SIM.QM-S11, the measurands, study
material, participants, results, and the measurement capabllity claims that participation in SIM.QM-
S11 can support.

Laboratorio Tecnoiogico del Uruguay Page © of 67
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TIMELINE

Table 1 lists the timeline for SIM.QM-S11,

Table 1. Timeline for SIM.QM-S11

Date Action
November 2019 Proposed to SIM CMWG
March 2021 SIM authorized SIM.QM-S11
April 2021 Call for participation

Study samples shipped to participants. The range in
June 2021 - November 2021 shipping times reflects delays from shipping and

customs.
February 2022 Deadline for submission of results
June 2024 Draft A report
March 2025 Draft A2 report
May 2025 Draft B report
TBD Final report

MEASURANDS

The measurands and expected mass fraction (on a dry mass hasis) are presented in Table 2.

Table 2. Measurands and expected mass fraction.
Expected mass fraction

Measurand
(mg/kg)
Arsenic 0.02-1
Cadmium 01-5
Phosphorus 500 - 5000
Sodium 1-100
Laboratorio Tecnoiogico del Uruguay Page 7-of 67
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STUDY MATERIALS
Preparation

Several packs of yerba mate (llex paraguariensis) from a batch suspected of contamination were
selected. Determinations were performed, confirming that the sample contained quantifiable mass
fractions of arsenic and cadmium. The sample was dried in a convection oven at 100 °C for 4 hours.
After that, it was firstly grounded using a knife mill. Then, further grounding was done using an ultra-
centrifugal mill (resulting in a particle size of approximately 80 pm), Finally, the material was
thoroughly mixed using a V-shape mixer, The obtained powder was fractionated info pre-cleaned
glass amber bottles containing approximately 25 g of materal. A preliminary microbiological study
showed undetectable levels (< 10 CFU/g) of aerobic mesophilic bacteria as well as yeast and mold.
Nevertheless, the material was y-irradiated with a dose of 23 kGy to ensure sterilization.

Recommended minimum sample amount
The recommended minimum sample amount for analysis was at least 0.5 g,
Dry mass determination

The determination dry mass correction had to be carrled out on a minimum of three separate
pertions; each weighing 1 g. Samples had to be dried in an air-forced oven at 103 °C + 2 °C for 2
hours, After cooling and weighting, the samples had to be reintroduced into the oven for an additional
hour, repeating this step until a constant mass was reached. Constant mass was considered
achieved when the difference between weights was less than 0.002 g. In general, constant mass
should have been attained in the first 3 hours,

Homogeneity Assessment of Study Material

The homogeneity study was carmied out according to 1ISO GUIDE 35:2017, using one-way ANOVA
at 95 % level of confidence. Ten bottles were selected: the first one, the last one and the rest by
stratified random sampling.

Determination of Cd was performed by ID-ICP-SFMS, As by SA-ICP-SFMS and Na and P by SA-
ICP-OES in three subsamples per bottle. The study material was found to be sufficiently
homogenecus. The results of F-Test are shown in Table 3.
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Table 3. Homogeneity F-Test Results

Element F F-critical
Arsenic 2.20 239
Cadmium 0.96 239
Sodium 1.67 2.39
Phosphorus 1.75 2.39

Results of the homogeneity assessment are presented in Table 4.

Table 4. Homogeneity ANOVA Results

ANOVA Estimate Arsenic Cadmium Sodium Phosphorus
“Within-packet, CVyu: 20% 0.90 % 0.93 % 054%

Between-packet, CVou: 29% 0.88 % 1.20 % 0.72%

Total analytical variabliity, CV: 23% 0.89 % 1.03 % 0.60 %

The results for the homogeneity study are graphically represented in Figure 1 to 4.

Arsenic - Homogeneity Study

-
o
(=]

H
o 105
° 9 =
i . e Vol

1.00 *
< : {71 ¢
F 095
8
= 090

1 14 21 33 53 7 85 o8 "3
Bottle number
Figure 1. Homogeneity - Arsenic results per bottle.
Error bars represent standard uncertainties between subsamples.
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Cadmium - Homogeneity Study
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Figure 2. Homogenelty - Cadmium results per bottle.
Error bars represent standard uncertainties between subsamples.

Sodium - Homogeneity Study
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Figure 3. Homogeneity - Sodium results per bottle.
Error bars represent standard uncertainties between subsamples,
Phosphorus - Homogeneity Study
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Flgure 4. Homogeneity - Phosphorus results per bottle.
Error bars represent standard unceriainties between subsamples.
Laboratorio Tecnaoiogico dal Uruguay Page 10 of 67

164



SIM.QM-S11 Draft B Report

Stability Assessment of Study Material
Short-term stability

To evaluate a possible sample's instability during transportation due to temperature effect, an
Isochronous study designed for a period of three weeks at 40 “C was carrled out. Each week, two
randomly selected botiles were removed from the oven and placed under storage conditions (20 +
5 °C). Determination of Cd was performed by ID-ICP-SFMS, As by SA-ICP-SFMS and Na and P by
SA-ICP-OES on three subsamples per bottle.

The following acceptance criteria was applied:

Ibl < tgas n2"S's, Where:

* b, siope

+ 8"y, slope uncertainty

* n, number of time intervals

It can be concluded that analytes in the sample did not show significant instability after being
exposed at 40 °C for 3 weeks, The results are summarized in Table S and graphically represented
in Figure 5.

Table 5. Results of short-term stabllity assessment (at 40 °C for 3 weeks)

Student's t-test

Measurand ¢ a,:‘t: ngg ;est T p-value
Arsenic 0.676 2.571 0.529
Cadmium . 1,196 . 2.571 . 0.285
Sodium ‘ 0.176 . 2.571 . 0.867
Phosphorous ‘ 1.038 . 2.57 . 0.347

Short-term Stability

@ Arsenic
c e @ Cadmium
'% 1.03 © Phosphorus
&£ o Sodium
% 101
£ o o . a
™ °
¥ 099 o |
'y S
§ 097
z
0.95
0 1 2 3
Time (weeks)

Figure 5. Short-term stabilities of the measurands at 40 °C for 3 weeks,
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Long-term stability

Long term stability was assessed, using the classical approach, for a period that encompassed the
sample dispatch and the completion of the supplementary comparison. Three bottles were randomly
selected, and three subsamples were taken from each bottle. The results were assessed as for
short-term stability.

The results are summarized in Table 6 and graphically represented in Figure 6. The Student’s test
confirmed that the slope of the lineal regression line was statistically insignificant at 95 % level of
confidence.

Table 6. Results of long-term stability assessment

Student’s t-test

Measurand p-value
Calculated test
| statistics . Critcal value .
Arsenic 1.415 2776 0.529
Cadmium 0.138 2.365 0.894
Sodium 1.547 2776 0.197
Phosphorous 1.925 2365 0.096
Long-term stability
110 ® Arsenic
z © Cadmium
§ 16 © Phosphorus
£ ® Sodium
3
s 100 & . :
2 o
'z‘ N
€ 095
2
0.90
i 50 100 150 200 250
Time (weeks)
Figure 6. Long-term stability
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PARTICIPANTS AND INSTRUCTIONS

The call for participation was distributed in April 2021 and samples were dispatched in June 2021
via DHL express. See Table 1 for a detailed study timeline. Appendix A and B reproduces the Study
Protocol and Registration form respectively.

Table 7 lists the institutions that registered for SIM.QM-S11 In alphabetical order.

Table 7. Institutes registered for SIM.QM-S11

NMI or DI Code Country Contact
Instituto Nacional de Tecnelogia Mabel Puelles, Osvaldo Acosta,
Industrial i Ageniina Hernan Lozano
Instituto Beliviano de Metrologia IBMETRO Bolwvia Evelyn Mendoza. Paola Avendanio
Instituto Nacional de Metrologia, Brazi Rodrigo Caciano de Sena,
Qualidade e Tecnologia PMETRO ’ Marcelo Dominguez de Almeida
Instituto de Salud Publica de Chile ISP Chile Roraya Sandova Rigusime;
Javier Vera
Instituto Nacional de Metrologia de INM Coloribia Diego A. Garzéon Z., Carlos AL
Colombia Espana S.
: - Bryan Calderdn Jiménez, Jimmy
Ao Cosinceine e LACOMET = CostaRica @ Venegas Padila, Katia Rosales
Metrologia
» Ovares
National Laboratory of Chemical
Metrology / General Chemical State )
Laboratory — Hellenic Institute of S o Elisfe Kakoukdos
Metrology
Centro Nacional de Metrologia CENAM Mexico Maria del Rocio Arvizu Torres
instituto Nacional de Calidad INACAL Peru i Ca"“f_,?‘b?'“‘ Sl
Ural Research Institute for Metrology i
- Affiliated branch of the D.I. UNIIM. Russia Egor Sobina, Alena Sabina
Mendeleyev Institute for Metrology
Health Sciences Authority HSA Singapore Richard Shin
Jozef Stefan Institute JSi Slovenia Radojko Jadimovis
National Metrology Institute of South NMISA South Africa Maré Linsky
Africa
Nationel istula, of Halroony NIMT Thailand Pranee Phukphatthanachai
Thailand
Laboratorio Techolégico del Uruguay LATU Uruguay Famio, Pé“'ﬁ::;:b"' Rapine
Laboratorio Tecnoiogico del Uruguay Page 13 of 67
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Most Institutes received the samples in the period from the end of June to the beginning of July
2021. Due to customs issues, a second sample was sent to INMETRO in September 2021, and INTI
received the sample at its laboratory in November 2021. The initial deadline for reporting was
October 30, 2021. However, due to shipment delays and the COVID-19 pandemic situation in some
Institutes, the deadline was rescheduled to February 2022.

To monitor the temperature during transportation and determine whether it exceeded the specified
limit of 40 °C, a temperature strip monitor was attached to the samples. No NMI reported that the
monitored samples reached temperatures above 40 *C.

In total, 14 of the 15 registered Institutes reported results, because one institute reported issues with
the measurement instrument. Besides, LACOMET could only report results for phosphorus due to
problems with the sample preparation equipment. INMETRO registered for participation for As, Cd,
Na and P but only reported results for Cd.

Participants were instructed to send their results to the coerdinator laboratory using the supplied
reporting template reproduced in Appendix C, Final results and uncertainty budget were expected
to be reported on a dry mass basis from at least five independent replicate measurements in mg/kg
for As, Cd and Na, and In mg/g for P.

The participating NMIs/DIs were also asked to include a detailed description of the sample
preparation methods, analytical techniques, calibration approach, reference material used for
calibration and any correction applied.

Laboratorio Tecnoiogico del Uruguay Page 14 of 67
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Dry mass correction factor

Participants were instructed to determinate moisture content on a minimum of three separate portions
of 1 g. Table 9 summarizes the dry mass cormrection factor calculated by each Institute.

Table 9. Dry mass correction factor calculated by each Institute.

Number of Moisture content Dry mass
Participant
samples (%) (SD) correction factor

INTI 5 4.54 (020) 0.9546
EXHM 5 4.51 (0.024) 0.9549
Jsi 4 6.1112 (0.0129) 0.9389
CENAM 8 6.37 (0.86) 0.9363
HA 6 b o 000 0 9840
INMC 3 6.788 (0.031) 0.9321
INMETRO 4 6.91 (0.025) 0.9309
ISP 5 5.735 (0.064) 0.9426
LATU 5 6.78 (0.13) 0.9322
LACOMET 5 7.0838 (0.05) 0.9292
INACAL 3 6.96 (0.096) 0.9304
VNIIM-UNIIM 10 6.10 (0.15) 0.9390
NMISA 5 7.354 (0.026) 0.9265
NIMT 3 6.38 (0.05) 0.9362

HSA was questioned about the two different moisture content results and the participant answer: “The

results were corrected for moisture based on the respective botile used for analysis”.

Laboratorio Tacnokbaico dal Uruguay
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Participant’s results for arsenic, cadmium, sodium and phosphorus

The results for SIM.QM-S11 for the determination of arsenic, cadmium, sodium and phosphorus are
detailed in Tables 10 to 13 and presented graphically in Figures 7 to 10.

Participant’s results for arsenic

Ten laboratories reported values for mass fraction of arsenic. The results for SIM.QM-811 for the

determination of arsenic are detailed in Table 10 and presented graphically in Figure 7.

Table 10. Reported results for arsenic.

B Reported mass = Reported standard  Coverage Expanded
1
L fraction (mg/kg) uncertainty (mg/kg) factor, k  uncertainty (mg/kg)
HSA 0.0528 0.0015 2.57 0.0039
NIMT 0.053 0.001 2 0.002
LATU ‘ 0.0565 0.0014 2 0.0029
ISP _ 0.0575 0.0016 2 0.0033
NMISA 0.0576 0.0029 2 0.0058
JSI 0.0583 0.0022 2 0.0044
INTI 0.0608 0.0031 2 0.0062
EXHM 0.0630 0.0034 2 0.0068
INACAL 0.070 0.002 2 0.004
VNIIM-UNIIM 0.078 0.003 2 0.006
—~ 0.09
2
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% 0,06 . *
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v . . A
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Figure 7. Reported results for arsenic (mg/kg). Error bars represent reported standard uncertainties.
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Participant’s results for cadmium

Twelve laboratories reported values for mass fraction of cadmium. The results for SIM.QM-S11 for the
determination of cadmium are detailed in Table 11 and presented graphically in Figure 8.

Table 11. Reported results for cadmium.

PR Reported mass Reported standard  Coverage Expanded
P fraction (mg/kg)  uncertainty (mg/kg) factor, k  uncertainty (mg/kg)
INMC 0.720 0.0200 1.97 0.039
Jsl : 0.728 0.023 2 0.046
ISP 0.732 0.011 2 0.023
NIMT ' 0.750 0,007 2 0.015
HSA ' 0,7504 0.0074 2.57 0.0190
VNIIM-UNIIM 0.76 0.02 2 0.040
LATU ' 0.760 0.013 2 0.025
INMETRO | 0.766 0.0205 2 0.041
NMISA 0.766 0.023 2 0.046
INACAL 0.795 0.022 2 0.044
INTI _ 0.800 0.0421 2 0.0842
EXHM 0.810 0.035 2 0.071

089

034 T

=
oyt

Cd mass fraction (mg/ig)

069
Calibration: 54, SA+1S, EC, ID

Circle: ICP-MS, Square: ICP-QQAOMS, Triangle: ICP-SFMS, Diamond: GF AAS
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Figure 8. Reported results for cadmium (mg/kg). Eror bars represent reported standard uncertainties.
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Participant’s results for sodium

Nine laboratories reported values for mass fraction of sodium. The results for SIM.QM-S11 for the
determination of sodium are detailed in Table 12 and presented graphically in Figure 9.

Table 12. Reported results for sodium,

Reported mass Reported standard Coverage Expanded
Rrdcpnt fraction (mg/kg) uncertainty (mg/kg) factor, k uncertainty (mg/kg)
INMC 271 0.513 1.97 1.0
. INTI ' 3214 1.85 ‘ 2 . 3.69
VNIIM-UNIIM | 33.1 1.05 2 A 21
.~ NMISA 331 19 : 2 38
CENAM 33.8 0.27 2.1 ' 057
LATU 3405 0.55 2 1.10
Jsi 34.1 1.2 2 24
NIMT »36.7 06 2 13
EXHM 3765 2.14 2 4.28
45
40
.
= 35 T
E * i + A i +
c
8
T 30
£
g% [ ]
g 25
pu Calibration: SA, SA+IS, EC, SA and EC, kO
56 Circle: ICP-MS, Square: FAAS, Triangle: ICP-AES, -2 INAA
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Figure 9. Reported results for sodium (mg/kg). Error bars represent reported standard uncertainties.
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Participant’s results for phosphorus

Seven laboratories reported values for mass fraction of phosphorus. The results for SIM.QM-S11 for
the determination of phosphorus are detailed in Table 13 and presented graphically in Figure 10,

Table 13, Reported results for phosphorus.,

N Reported mass  Reported standard ~ Coverage Expanded
Parspeng fraction (mg/g) uncertainty (mg/g) factor, k uncertainty (mg/g)
NIMT 165 0.02 2 0.05
LACOMET 1.667 ' 0.016 ' 2 ' 0.031
NMISA 1.70 0.054 2 0.11
. LATU 1.735 0.028 2 0.057
~ VNIIM-UNIIM | 1.736 0.060 2 0.120
EXHM 1.802 0.080 2 0.159
INTI ' 1.824 ' 0.036 2 0.073
19
— 19 T
-4
.
E 18 !
= 1
T 18 +
s
e
5 i
17 + < Calibration; SA, EC
16 Circle: ICP-MS, Square: ICP-OES, Triangle: UV-vis
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Figure 10. Reported results for phosphorus (mg/g). Error bars represent reported standard uncertainties,
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Discussion of results

Nearly all institutes employed microwave-assisted digestion methods for sample preparation. ICP-MS
techniques were used for arsenic and cadmium quantification, except for INACAL, which used GF-AAS
for cadmium. The most used analytical techniques for the determination of sodium and phosphorus

were ICP-OES and ICP-MS. Other techniques used included FAAS, UV-Vis spectrometry, and KO-INAA,

Standard addition was used by most institutes for cadmium, arsenic, and phosphorus. Some institutes
used isotope dilution for cadmium guantification. For sedium, standard addition and external calibration
were the most used calibration techniques.
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DETERMINATION OF SUPPLEMENTARY COMPARISON REFERENCE VALUES (SCRV)

DEGREES OF EQUIVALENCE (DoE)

The NIST decision tree (version 1.0.4) was utilized to estimate the SCRYV, as well as to determine the
degrees of equivalence for each NMI/DI. The selected models for each element were those suggested
by the NIST decision tree. The results of the hypothesis tests for homogeneity, symmetry, and normality
conducted by the NIST decision tree, as well as the recommended statistical model and the degrees of
equivalence for each element, are presented in Appendix D.

The participant’s results relative to the SCRV estimation using the NIST decision tree and the degrees
of equivalence estimates are presented in Flgures 11 to 18.

The NIST decision tree hypothesis test results as well the SCRV and associated uncertainties for each
element are presented in Tables 14, 16, 18 and 20.

Degrees of equivalence for each element, along with the reported value (xi) and its standard uncertainty
(ul) (adjusted to include the dark uncertainty, if required) are presented in Tables 15, 17, 19 and 21.
Adjustment for dark uncertainty was made when the participant's result disagreed with the SCRV
without including tau,
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Arsenic

Table 14 shows the decision tree hypothesis test results for arsenic in SIM.QM-S11. The NIST decision
tree recommends using the Hierarchical Skew Student-Gauss approach,

Table 14. Decision tree hypothesis test results for arsenic.

Decision tree hypothesis Results Answers
p<0.001
Q= 120.1 (Reference distribution;
Chi-Square with 9 Degrees of
Cochran’s test for Freedom) Adume;tianiegenely?
Homogeneity No
Tau est.= 0.006442
Tau/median (x)= 0.1112
Tau/median (u)= 3.068
Miao-Gel-Gastwirth test for Assume Symmetry?
p=0.0288
Symmetry No
Shapiro-Wilk test for Assume Normality?
p=0.42325
Normality -
Recommended Approach Hierarchical Skew Student-Gauss
SCRV, mglkg 0.057506
Standard Uncertainty (u), mg/kg 0.0025487
Dark Uncertainty (), mg/kg 0.0034787

KCRYV Estimation: Hierarchical Skew Student-Gauss
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Figure 11. SCRV estimation for arsenic using Hierarchical Skew Student-Gauss model. The black
horizontal line represents the SCRV and the yellow shading around the SCRV represents the
u(SCRV). For each participant's data point, the heavy vertical bar is their reported uncertainty,

and the skinny extension is the contribution of dark uncertainty.

Laboratario Tacnoidgico del Uruguay

Page 26 of 87

180



‘SIM.QM-511 Draft B Report

Table 15. Degrees of equivalence for arsenic. In the u column, all values are those reported by the
participants, unless accompanied by an asterisk (*). Those values accompanied by an asterisk {*) are

the reported values and tau summed In quadrature.

_ X; u di u(dy
Partici . diu
articipant | (mgikg) (mglkg) (mglkg) |  (mglkg) 0
HSA 0.0528 0.0015 -0.00471 0.00716 -.65700
NIMT 0.053 0.001 -0.00451 0.00626 -0.71998
LATU 0.0565 0.0014 -0.00101 0.00663 015173
ISP 0.0575 0.0016 -0.00001 0.00685 -0.00088
NMISA 0.0576 0.0029 0.00009 0.00856 0.01098
Jsi 0.0583 0.0022 0.00079 0.00757 0.10485
INTI 0.0608 0.0031 0.00329 0.00888 0.37095
EXHM 0.0630 0.0034 0.00549 000926 059350
INACAL* 0.070 0.0040* 0.01249 0.01199 1.04238
VNIIM-UNIIM* 0.078 0.0046* 0.02049 0.01282 1.50922
0.040
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Figure 12. Degrees of equivalence for arsenic (using Hierarchical Skew Student-Gauss model)

Based on the IAWG gulidance for making and evaluating CMC claims, the arsenic results from INACAL
and VNIIM-UNIIM do not comply with the SCRV value when applying the DoE Recognizing Dark Un-

certainty. Therefore, these results should not be used to support CMC claims.
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Cadmium

Table 16 shows the decision tree hypothesis fest results for cadmium in SIM.QM-S11. The NIST

decision tree recommends using the Adaptative Weighted Average approach,

Table 16. Decision tree hypothesis test results for cadmium.

Decision tree hypothesis Results Answers
p=013
Q= 16,25 {Reference distribution;
Chi-Square with 11 Degrees of
Cochran’s test for Freedom) Adume;tianiegenely?
Homogeneity Yes
Tau est.= 0.009829
Tau/median (x)= 0.01293
Tau/median (u)= 0.4854
Miao-Gel-Gastwirth test for Assume Symmetry?
p=07278
Symmetry -
Shapiro-Wilk test for Assume Normality?
p=0.5068
Normality Yes
Recommended Approach Adaptative Weighted Average
SCRYV, mglkg 0.7526
Standard Uncertainty (u), mg/kg 0.0054227
Dark Uncertainty (), mg/kg 0.0098293

080 085
! |

0.75
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Jit

KCRV Estimation; Adaptive Weighted Average
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Figure 13, SCRV estimation for cadmium using Adaptive Weighted Average madel. The biack horizon-

tal line represents the SCRV and the yellow shading around the SCRYV represents the
U{SCRV). For each participant's data point, the heavy vertical bar is their reported uncertainty,
and the skinny extension is the contribution of dark uncertainty.
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Table 17. Degrees of equivalence for cadmium. In the u; column, all values are those reported by the
participants, unless accompanied by an asterisk (*). Those values accompanied by an asterisk (*) are

the reported values and tau summed In quadrature.

X u; d; U(dy)
P . diu
articipant | xi(ma/ka) | (mgskg) (mg/kg) | (mglkg) ()
INMC 0720 0.0200 -0.03260 0.03781 -0.86216
JSI 0.728 0.023 -0.02460 0.04415 0.55717
Isp* 0.732 0.015* -0.02060 0.02825 0.72928
NIMT 0.750 0.007 -0.00260 0.01284 -0.20252
HSA 0.7504 0.0074 -0.00220 0.01423 0.15462
VNIIM-UNIIM 0.76 0.02 0.00740 0.03787 0.19540
LATU 0.760 0.013 0.00740 0.02429 0.30464
INMETRO 0.766 0.0205 0.01340 0.03939 0.34020
NMISA 0.766 0.023 0.01340 0.04361 0.30725
INACAL* 0.795 0.024* 0.04240 0.04709 0.90040
INTI 0.800 0.0421 0.04740 0.08142 0.58219
EXHM 0.810 0.035 0.05740 0.06876 0.83480
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8
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Figure 14. Degrees of equivalence for cadmium
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Sodium

Table 18 shows the decision tree hypothesis test results for sodium in SIM.QM-S11. The NIST decision
tree recommends using the Hierarchical Laplace-Gauss approach,

Table 18. Decision tree hypothesis test results for sodium.

Decision tree hypothesis | Results Answers
p=0.001
Q=148 .8 (Reference distribution: Chi-
Cochran's test for Square with 7 Degrees of Freedom) Assume Homogeneity?
Homogeneity Tau est = 3.188 No
Tau/median (x)= 0.09531
Tau/median (u)= 2.834
Miao-Gel-Gastwirth test for Assume Symmetry?
p=0.6412
Symmetry Yes
Shapiro-Wilk test for Assume Nermality?
. p=0.0002022
Normality No
Recommended Approach Hierarchical Laplace-Gauss
SCRV, mag/kg 3346
Standard Uncertainty (u), mag/kg 0.6635
Dark Uncertainty (o), mg/kg 2.179
KCRYV Estimation: Hierarchical Laplace-Gauss
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Figure 15. SCRV estimation for sodium using Hierarchical Laplace-Gauss model. The black horizontal
line represents the SCRV and the yellow shading around the SCRV represents the
U(SCRV). For each participant's data point, the heavy vertical bar is their reported uncertainty,
and the skinny extension is the contribution of dark uncertainty, Results inred are the ones not used
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Table 19. Degrees of equivalence for sodium. In the u; column, all values are those reported by the
participants, unless accompanied by an asterisk (*). Those values accompanied by an asterisk (*) are
the reported values and tau summed In quadrature.

Participant i ‘";I’k - Uidy) diu(d)
g) (mglkg) (mglkg)
INMC* 271 224" 54 5.550 1146
INTI 32.14 185 132 3.903 0338
VNIIM-UNIIM 331 1.05 04 2473 -0.146
NMISA 331 1.90 0.4 3.999 -0.090
CENAM 338 0.27 0.3 1.445 0,235
LATU 34.05 055 0.59 1726 0.342
Jsi 341 1.20 0.6 2729 0235
EXHM 37.65 214 419 4505 0.930
NIMT** 36.7 226" 32 5543 0.585

A not used in the SCRV calculations.
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Figure 16. Degrees of equivalence for sodium
Based on the IAWG guidance for making and evaluating CMC claims, the sodium result from INMC do

not comply with the SCRV value when applying the DoE Recognizing Dark Uncertainty. Therefore, this
result should not be used to support CMC claims.
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Phosphorus

Table 20 shows the decision tree hypothesis test results for phosphorus in SIM.QM-S11. The NIST

decision tree recommends using the Hierarchical Gauss-Gauss approach,

Table 20. Decision tree hypothesis test results for phosphorus.

) KCRV Estimation: Hierarchical Gauss=Gauss

1.80

Decision tree hypothesis Results Answers
p=0.0016
Q= 19.46 (Reference disfribution;
Chi-Square with 5 Degrees of
Cochran’s test for Freedom) Adume;tianiegenely?
Homogeneity No
Tau est.= 0.05938
Tau/median (x)= 0.03422
Tau/median (u)= 1.32
Miao-Gel-Gastwirth test for Assume Symmetry?
p=0.3098
Symmetry Yes
Shapiro-Wilk test for Assume Normality?
p=0.3889
Normality Yes
Recommended Approach Hierarchical Gauss-Gauss
SCRV, mg'g 1.738
Standard Uncertainty (u), mg/g 0.02325
Dark Uncertainty (¢}, mg'g 0.05381

1.70
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Figure 17. SCRV estimation for phosphorus using Hierarchical Gauss-Gauss model. The black hori-
zontal line represents the SCRV and the yellow shading around the SCRV represents the
U(SCRV). For each participant's data point, the heavy vertical bar is their reported uncertainty,
and the skinny extension is the contribution of dark uncertainty. Results in red are the ones not used

for SCRV calculations.

Laboratario Tacnoidgico del Uruguay

Page 32 of 87

186



‘SIM.QM-511 Draft B Report

Table 21. Degrees of equivalence for phosphorus. In the u; column, all values are those reported by
the participants, unless accompanied by an asterisk (*). Those values accompanied by an asterisk (*)

are the reported values and tau summed in quadrature,

u di U(di)
Participant xi{mglg) (mg/g) (mg/a) (mglg) d/U(di)
LACOMET* 1.667 0.056* 0.0710 0.1437 -0.4941
NMISA 1.70 0.054 -0.0380 0.1164 -0.3265
LATU 1.735 0.028 <0.0030 0.0724 -0.0415
VNIIM-UNIIM 1.736 0.060 -0.0020 01279 -0.0156
EXHM 1.802 0.080 0.0640 0.1635 0.3914
INTI* 1.824 0.065* 0.0860 0.1548 0.5556
NIMT>* 1.65 0.057* -0.0880 0.1453 -0.6056
#not used in the SCRV calculations.
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Figure 18. Degrees of equivalence for phosphorus
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USE OF SIM.QM-S11 IN SUPPORT OF CALIBRATION AND MEASUREMENT CAPABILITY (CMC)
CLAIMS
How far the light shines, Core Capability Statements and CMC support

Successful participation in SIM.QM-S11 demonstrates the following measurement capabillities in plants
and other high silica content related materials:

- Arsenic: Metalloids and semi-metals at mass fraction levels above 20 pg/kg.

- Cadmium: Transition elements at mass fraction levels above 50 pg/kg (except Hg).

- Phosphorus: Non-metals (except: H, C, O, N) at mass fraction levels above 50 pgrkg.

- Sodium: Alkali and alkaline earth elements at mass fraction levels above 50 pg/kg.

Table 18 shows the Core Capability tabie with the measurement space covered by the study.
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Table 22, Core Capability table

Analyte groups

Matrix challenges

Calibration
materials and

Wateriaque-
ous

High Silica
content
(e.g., Soils,
sediments,
plants, ...}

High salts con-
tent (¢.g., Sea-
water, urine, ...)

High organics
content (6.9,
high carbon)
{e.9., Food,
blood/serum,
cosmetics, ..)

Ditficult to
dissolve met-

lysts, ...}

High volatile
matrices {e.g.

ale (Autocata. [solvents,

fuels, ...}

solutions

Groupland I: Al
kali and Alkaline
earth

(L, N8, K, Rb, Cs, Be,
Mg, Ca, Sr, Ba)

Transition elements

(S, Ti, V, Cr, Mn, Fe,
Co, Mi, Cu, 2n, Y, Zr,
b, Mo, Tc, Ag, Cd,
Ta, W, Av, Hg, A,
Ga, I, T, P, Po)

Cd

Platinum Group ele-
ments

(Ru, Rh, Pd, D5, ¥,
P

Metaliolds / Sem|-
metals

(8, S, Ga, As, 50, Te,
Sa)

Hon.metals
(P, 5,C.N,0)

Haslogens
(F.CLEB )

Rare Earth Elements

(Lantharedas, Acti-
nides)

Inorganic epecies

(el tal, ani
cations)

Small organc-metal.
lics

Proteins

Nanoparticies

Low leved (e g, below 50 ug/xg)
High Sevel (e.8, above 50 ja/kel
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CONCLUSION

For all measurands, most participating NMIs/DI's results were in agreement with the SCRV without

considering dark uncertainty.

For some participants who obtained values of d/U(di) greater than one, agreement with the Standard
Reference Value (SCRV) was attained by expanding their uncertainty assessment to include dark

uncertainty.

Contact Details

Elizabeth Ferreira
eferrei@latu.org.uy

+59826013724 ext1495
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Appendix A. Study protocol

LATU
LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

SIM.QM-S11
Supplementary Comparison of elements in

Yerba mate (l/lex paraguariensis)

Study Protocol
December 2020

Ramiro Pérez Zambra, Romina Napoli, Elizabeth Ferreira

Montevideo-Uruguay
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1. INTRODUCTION

Yerba mate (/lex paraguanensis, Aquilfoliaceae) is a native plant which grows in the subiropical regions
of South America: Paraguay, Brazll, Argentina and Uruguay. It is consumed as an Infusion called “mate”
in the before mentioned countries as well as all around the world as tea. Due to safety reasons the
mass fraction of arsenic and cadmium is constantly monitored, Besides, the mass fraction of nutrients
as sodium and phosphorus is also measured for labeling purposes.

The aim of this comparison is to enable NMis/Dls to demonstrate their competence In the determination
of elements at low and high levels in vegetal material within the high silica content category.

2. TIMELINE
Sample preparation: October, 2019
~ Homogeneity Testing: % ~April, 2020
Stability Testing: October, 2020
Distribution of protocol and questionnaire: December, 2020
Call for participation: March, 2021
Registration deadline: April, 2021
Distribution of samples: July, 2021
Deadline for submission of results: November, 2021
Preliminary discussion of results: February, 2022
Tablet: Timelne

3. MEASURANDS

Analyte and expected mass fraction (on a dry mass basis).
As: (0.02 — 1) mg/kg

Cd: (0.1 - 5) mg/kg

Na: (1 - 100) mg/kg
P: (500 — 5000) ma/kg
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4. STUDY MATERIAL

4.1 Preparation

Several packs of yerba mate (llex paraguariensis) from a batch with suspected contamination were
purchased from the local market. Determinations were performed and it was confirmed that the sample
contains arsenic and cadmium in quantifiable mass fractions. The sample was dried in a convection
oven at 100 °C for 4 hours. After that, It was firstly grinded using a knife mill, in a second step using an
ultra-centrifugal mill (particle size approx. 80 um) and thoroughly mixed with a V-mixer. The obtained
powder was bottled into pre-cleaned amber glass bottles. Each bottle contains approx. 25 g of material.
Preliminary microbiological testing showed undetectable (< 10 UFM/g) quantities of aerobic mesophilic
microbes, as well as yeast and mold. Nevertheless, the material was y-iradiated with a dose of 23 kGy
to guarantee sterilization,

4.2 Recommended Minimum sample amount

The recommended minimum sample amount for analysis is at least 0.5 g.

4.3 Dry mass determination

The dry mass comrection determination must be performed on a minimum of three separate portions of
1 g each. Samples must be dried In an air-forced oven at (103 + 2) °C for 2 hours. After cooling and
welghing, introduce the samples again in the oven for one hour. Leave until the samples are cooled
and weigh them again. Constant mass is achieved when the difference between successive weights is
less than 0.002 g. If necessary, introduce the sample in the oven for one more hour. In general, constant
mass is attained in the first 3 hours.

4.4 Homogeneity Assessment of Study Material

The homogeneity study was carried out according to 1SO GUIDE 352017, using one-way ANOVA. Ten
bottles were selected: the first one and the last one of the lot. The rest were chosen by stratified random
sampling.

Determination of Cd was performed by 1D-

-SFMS, As by SA-ICP-SFMS and Na and P by SA-ICP-OES on three subsampies per bottie and per
parameter.

Laboratorio Tacnokbaico dal Uruguay Page 40 of 87

194



SIM.QM-S11 Draft B Report

Results of F-Test are shown in the following table:

Element
Cadmium
Sodium

Phosphorus
Table 2 Homogenelty ~Test Resuls

F F-critical

2.20 239
0.9 239
1.67 2.39
1.75 239

It can be concluded that analytes in the samples did not show significant inhomogeneity.

In the next table, variability figures are shown:

ANOVA Estimate Arsenic Cadmium Sodium Phosphorus
- Within-packet, CVium: 2.9% 0.88% 0.46% 0.54%
Between-packet, CViy: 2.0% 090%  0.28% 0.72%
Total analytical variability, C\: 2.3% 0.89% 0.33% 0.60%
Table 3: Homogeneity AROVA Resulis
Arsenic - Homogeneity Study
10
T 15
£ ;
:i’ 1% e - . .
fae
050
o 3 2 3 4 s 1] ? 1 9 w
Bottle rumber
Greph 1: Homopenelty - Arsenic results pee botte
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Phosphorus - Homogeneity Study
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4.5 Stability Assessment of Study Material

To evaluate a possible sample's instability during transportation due to temperature, an isochronous
study was designed and carried out for a period of three weeks at 40 °C, Two bottles were removed
from the oven each week. Determination of Cd was performed by ID-ICP-SFMS, As by SA-ICP-SFMS
and Na and P by SA-ICP-OES on three subsamples per bottle and per parameter,

The following acceptance criteria was applied:

Ibl < tyas;n-2*s'b, where

* b, slope

+ 5'b, slope uncertainty

* n, number of time intervals

It can be concluded that analytes in the samples did not show significant instability after being exposed
at 40°C for 3 weeks.
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Arsenic - Stability Study
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Long term stability studies will be carried out during the comparison schedule. Bottles which are stored
at room temperature will be selected. Determination will be performed, and data will be evaluated as

for short-term stability studies.
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5. Instructions and sample distribution

A bottle containing 25 g of material will be sent to participants. A temperature label indicator will be
attached to the bottle to establish whether maximum temperature has been reached during
transportation. The material must be stored at room temperature, between 15 °C and 27 °C. Participants
will be asked to retum the sample receipt form in due time.

If the results of this comparison are to be used to support CMC claims, then the calibrations should be
carried out by using standards with metrological traceability to the S, in accordance with section 3 in
CIPM MRA-G-13 (https://www.bipm.org/utils/common/documents/CIPM-MRA/CIPM-MRA-G-13.pdf).
Commercially available calibration materals usually should not be employed.

6. Report of results

Final results should be returned to the coordinater laboratory using the supplied reporting template.
All participants must include:
- Final results and uncertainty budget, reported as mg/kg on dry mass basis, from at least 5
independent replicate measurements.
- A detailed description of sample preparation methods, analytical techniques, calibration
approach, calibration standards, and any correction applied.

7. Use of SIM.QM-S11 in support of calibration and measurement capability (CMC) claims

7.1 How far the light shines

Successful participation in this supplementary comparison will help demonstrate capabilities for the
determination of elements in plants and other high silica content related materials.

It will support CMCs In the groups:

- Arsenic: Metalloids and semi-metals at mass fraction levels above 20 pg/kg.

- Cadmium: Transition elements at mass fraction levels above 50 pgikg.

- Phosphorus: Non-metals (except: C, O, N) at mass fraction levels above 50 pg/kg.

- Sodium: Alkali and alkaline earth elements at mass fraction levels above 50 pg/kg.
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, ation for Standardization. (2017). Reference materials ~ Guidance for
*d\aramnmﬁmand‘assasmaf homogemity ‘and. shbiity (ISOIBUIDE 35).
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Appendix B. Registration form

LATU LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY

SIM.QM-S11 / SIM.QM-P25
Supplementary Comparison of elements in

Yerba mate (llex paraguariensis)

Registration Form
April, 2021

Ramiro Pérez Zambra, Romina Napoli, Elizabeth Ferreira

Montevideo-Uruguay
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1. Contact Information

Date

Name of Institute

Acronym

Department/Laboratory

| NMI or DI

Country

Contact person's

e-mall

Telephone number

Address

Zip Code

Special custom
requirements/documentation

Import taxes or extra charges that could be arise during sample transportation are responsibility of the

participant Institute.

2. Interest of participation

Mass fraction range | Supplementary comparison Pilot study
Measurand (mgtkg) SIM.QM-811 SIM.QM-P25
(Yes/No) (Yes/No)
Arsenic 0.02-1
Cadmium 0.1-5
Sodium 1-100
Phosphorus 500-5000

Please complete the questionnaire electronically and return it by emall to rperez@iatu.org.uy by May 31,

2021.
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Appendix C. Reporting form

Teaciion @
Conbined standard uncertainty {u
Coverage factor (k) -

d uncs )
Mﬂﬂ
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Y= T |
Repiicate As (mgikg) Botthe Number
1
2
3
4
5
Mean
~ Stardard deviation
| Date of analysis | |
Replicae Moisture (%) Botthe Number
1
2
3
4
5
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Technique

Source of traceability

Results
Acceprance Criteria
Icceplance n

Mesurment conditions
Equation
- Qualtycontol
MRCMRSpike/other

P Source of uncertainty | Typical value | Standard Uncertainty Unit Type
Combined uncertainty (v}
Coverage factor ()
Expanded uncertanty (U')
Relative Expanded ui wty (%)
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Appendix D. NIST decision tree report —

D1 - Arsenic
NIST Decision Tree Report

Summary
Ielude  Labormtory  Result  Usncortalnty  DegroeOfFrecdom
TRUE & 0.0528 00015 5
TRUE 14 (0530 0.0010 o)
TRUE 9 00565 nla )
TRUE 8 00575 00016 o0
TRUE 13 00576 0.0020 o)
TRUE 3 0.0583 0.0022 &)
TRUE | 0.0608 00038 o)
TRUE 2 0.06300 0.0034 w0
TRUE 11 00700 0.0020 o)
TRUE 12 DTS (.00030 )

Dates 2A024-02-20

Versbon Number: 104

Type of DoE: Degreon of Eguivadenior Ignoring Dk Uncestidory

Random Seed: 592

Selected Procedure: Hierarehical Skew Student-Causs

Consensus estimate: 0.057500

Standard uncertaluty: 00025487

9% coverage interval: (0,052474, 0,062538)

Dark uncestalnty {tau): 0.0034787

Tan posterdor 0.025 and 0,975 quantiles: (0.00060635.0.0004048)

Decision Tree Hypothesis test results

Cocluan's tost for Homogeneity:

pevalue; p < 0001

Q = 1201 (Reference Distribution: Chi-Square with 9 Dagress of Fraedom)

tan ewl. = 0000442

tau/median(x) = 0.1112

tanfmedian(v) = 3065

Shapleo-Wilk test for Novmality: p = 0,42325

Mino-Gel-Gastwirth test of Synunetry: p = (0238
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Plots

KCRV Estimation: Hierarchical Skew Student-Gauss
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Dok Table
Lab Dolix  DoEUSS DoLwr Dol Upc
5 5 SUNTOGL 00071020 00NN 00024069
MO 00HS001 00062555 000765 00017525
L SLOMONGE 00068301 000762 00856241
§ 8 LLNO0GT  OUESSET 00005003 00008452
P I ] 0000055 00085574 D008165 00056513
- 1 | CO0OTHNY 00055729 00067789 0.08SI66S
1 1 002K 00087 0055850 00121790
2 2 o545 00082570 0003763 00147510
n 1 0.0124580 00073626 00051813 00198570
1212 0020400 000STIST  OOIETRED  0.0292320
Lab Uncertaintios Table
lak x u ut
5 00523 Q0015 5 (00UTss3
4 00530 0000 60 u0jeins
9 0065 Q0013 G0 000378
£ 00575 00016 G0 0003S290
13 00570 0002 60 (e0Is2R
4 00SS3 00022 G0 0041158
L 0Deos 00031 60 (046505
2 006X 00088 G0 e0dseds
11 0070 00821 60 00040026
12 00780 00080 6 (0045836
lab n (DAl UDR Twrit Ul abi o Lwrl Upel
3 « 00055275 0,0119%9 « BNT2925 (UEZIT0 (LBTI629 o D025
LLO0ET06L (LOIET050 00115650
AR « (0052401 0001608 « B00TH20 (UOOZTHTE 00G2ERY o DTN
00061 0.N1s1180 0.0107650
4 - (005374 0.011630 - G0106230 00026176 (LH0GS30] - 0056241
D000 Q0126380 e70862
5 - 0501 000837 = BOLISII0 (0030209 (.0065543 - DO06SEs2
0LO00006 00118430 O.0068003
1 DO00RIS  CUOOGAINS  0,012652 - 001ZTI0 OUNESSEO 00085574 o 00080513
0.0125580 00054634
4 0000Tu9le  O0SeN01 0.012177 = B012710 (UNKESSSS (LT5TN - DOosices
LA ERER ) DT
1 DOGEZ9N9  0.0066718 0,012560 = B0LO1530 (UNMS6T {LGEST - 0Mm21Ta
CLO0ESHG 0055850
2 QONGE0%  OOGIANS  (0.0052388 « GOISTIM0 ODENN2  (L02570 o DHLATEN
00077556 0083763
11 00128040 (LODSSISY 001195 00082 (LO242500 (LODS2629 0.0073824 0.08S131%  0.0098570
12 00204910 0NGOS22 0012815 O.0GTETEZ 00333000 OOKST2Y 00087381 0011706  0.0292320
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MOMC Sampler Diagnostics Table (if applicable)

U ane of the Bayesi leds & i (Herarchionl GamsaeGans, Hierarchical LaplacesCiamse. or Miconechical
ShewsnSeigdeontat ), then disgnostios for the MOMC sumpler will be gives below. As & general secommendation,
o any of the H-hat vidues are grenter than 105, then the sampler muay not have renchied equilibeinm, and
the “Total Number of MOMC Steps™ should be mcrensed, apd the run repeated. The “Numbes of MOMC
Warmel"p Steps™ shoukl be abowt balf of the “Totnl Numsber of MOMC Steps.” The “Effective Sample Sioc™
(n.efl) is appeoximntely the size of the MCAC sample that the posalts are Hased on.

Ml
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el
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o
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Lo
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1001
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D2 -~ Cadmium
NIST Decision Tree Report

Summary
Dichide  Laboratory  Result  Uncertainty  DegreesOffreedonm
TRUE & 0.5200 0.0200 245
TRUE 3 (L7280 00230 6l
TRUE & 0.7320 0.0110 L]
TRUE 14 07500 0.0070 60
TRUE & 0.7504 00074 5
TRUE 12 07600 0.0200 i)
TRUE 9 0.7600 0.0130) 0
TRUE 7 0.7660 0.0200 60
TRUE 13 L7660 0.0230 il
TRUE 11 0.7950 0,022 it
TRUE 1 (8000 0.6421 60
TRUE 2 08100 0.0350 60

Date: 2024-02-20

Version Number: 104

Type of DoE: Degrees of Equivalence Ignoring Dark Uncertainty

Random Seed: 223 ’

Sedectes] Pracedure: Adaptive Welglted Average

Consensus esthuare: (07520

Standaed uncertabnty: 0054227

Standard nncertamty (using parumnetric bootstaap ) 0LOOHGIGT

9% coverage mzerval: (0.74107. 0,76323)

5% coverage merval (using passmetrie bootstrap): (0.7414, 0L76370)

Dark uneertaiuty (tau): (0098293

Decision Tree Hypothesis test results

Cochiran’s test for Homogenedty:

pevadue: 0.13

Q = 16.25 (Referenwe Distribution: Chi-Square with 11 Degrees of Freedom)

Lag est. = 0009339

Ltaw/median{x) = 0.01293

tan/median{u) = 04851

Shapire- Wilk test for Normality: p = 0.5065

Miso-Gel-Gastwirth st of Symunetey: p = 0.7278
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Plots

2 KCRY Estimation. Adaptive Weighted Average
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DoE Table
Lab Dolix DoEUYS Dol lwr DoEUpe
6 0 0082500 0057812 007000 06062147
3 3 L2450 0031152 D06STIS 0019555
§ 8 L2050 0019655 L0020 00009640
W 1 002507 0012885 J005835 00102400
5 6 LO002197 001228 L.016E25  0.012050
12 12 07027 0057871 0080365 00452750
9 0 007827 002291 L0658 06516980
77 001330 0009089 025886 0.05279X)
13 13 00133030 0043613 L0210 06570160
1m u 002400 004056 0000867 00830350
| S 004780 0081417 LOHO0LS 012883060
2 2 O0574K30  (OBSTH9  SLOLES5T 01261600
Lab Uncertainties Table
kb x u  mu ut
6 07200 D8X0 238 (o2kks
3 07280 0Dezin 60 (025012
8§ 0720 00110 60 004752
12 07500 06070 60 (o067
5 0.5 00074 5 0 zus
12 000 0820 60 (022285
9 07600 HOEI0 60 (016248
7050680 0025 60 0022755
13 07660 08230 G0 0025012
11 03950 00220 60 (02ams
1 000 0821 60 (05252
2 05100 00350 60 (0S6E351
lah D ubR DR Lwilt Uprt ul ot Lwrl Uprl
G = O2STL 0042966 - 00I0NB9 0019260 DAKITSI2 - oes2u47
DATH[T0 00755680 0,009
3 « 0024504 G04TALL - 0023218 002250050 Did4152 -  (LOLEG5SD
(0285470 0.0724080 (.068719
s o DOLII0Y 0028247 < DAOTHS0 00101250 B.OTHGES - -
ROMSHT0 0.8188450 0.0M0210 a6l
11 - DDLIs6Y  puoase? - 0021795 OUNSINSE  DO1283s «  (LOL2300
DOWSATH 0.026(890 0015815
I3 - [(LDIIS38 024355 - 0022157 00070006 0.015228 « 001508
(0021978 0.0267520 (.o0lses
12 00T4Mm7  0.021707  9.043030 = DESOIE2 0019193 O.ITSTI « 0.MB27TI0
n.e5s6270 003068
a DO0TIAT  DLOLSTSY BO3ETSES - 0QUSIST 00124050 0024261 LU S
00243520 0016858
7 0013030 022365 BNI2TS - 0066176 00199230 REIEIED « 0.0527920
00295700 0.025058
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lak D uDR UDR LwiRt Upell uDE Ubl Lexl Uparl

L 00154030 D.O23663 0049088 = DBOG2401 NOZZIEN (OIS « (LOGANG0
0.0358850 0.030210

11 OuM24030  D.O25791  BLO4T090 « D082 00216490 (GO4ISI6 0000567  (LOSISSH
0.0018860

1 00474030 0.023E21  POS4IL2 = OI3I%I0 00419130 (OSLET =« (L1Z88N0
0.0457080 0.034015

2 O5TI030  0.035835 HATISNG - 0BIZN OGS0 (068739 - 01261600
00145150 Q011357

MCMC Sampler Diagnostics Table (if applicable)

If ame of the Bayesian medels & run (Hisaschicon Gasss-Gausy, Hiesarchical LaplaceGass, ar Hiemrchicad
SoewaStaxlentst ), then dingnastics for the MOMC sumpler will be given below, As a general recommendation,
if any of the R-hue walies are greates than 105, then the sampler may mot have reached equilibieiuem, and
1be "Tual Number of MOMC Steps” shonkd he mereased, and the num repeated, The "Number af MOMC!

'p Steps” shoukd be abomt half of the *Fotal Nember of MOMC Steps™

(n.fﬂ’) is approamately the see of the MOUMC saple that the results are based on.
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D3 -~ Sodium
NIST Decision Tree Report

Summary
Inelude  Laborstory  Resalt Uncertainty  DogreesOfFrecdom
TRUE & 27.10 0513 bz
TRUE 1 32.14 1.850 6l
TRUE 12 33.10 1050 60
TRUE 13 33.10 1.900 60
TRUE 4 3320 027 i
TRUE 9 34.05 0.550 60
TRUE 3 3410 1.200 6l
FALSE 14 36.70 0.600 Gl
TRUE 2 37.05 2140 60

Diates 20280527

Version Nuambor: 104

Type of DoE: Degroes of Equividence Ignoring Dark Uncertaluty

Selected Procedure: Hlerarchical Laplace-Gauss

Consersus esthmate: 33.46

Standand uncertainty: 0.6635

5% covernge interval: (32,13, 34.8)

Dark uncertaluty (raa)- 2,179

Tau posterior 0.025 and (.975 quantiles: (1.0654.081)

Decision Tree Hypothesis test results

Coclran’s test for Hotnogeneity:

pevalue po< (LO0L

Q = 1485 (Reference Distribution: Chi-Square with 7 Degroes of Freedom)

Tan est. = 3188

tan/median(x) = 0.09531

taw/wedian{u) = 2.8

Shapieo-Wilk test for Nosmality: p = (00002022

Miao-Gel-Gastwiith test of Symmetry: p = (L6412
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Plots
KCRV Estimation: Hierarchical Laplace-Gauss
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DoE Table
lah DoEx DR UM DoElwr DeElpr
6 o LS50 Lesz S0l Pe B ]
1 i L3250 R 52270 2578
1212 Jusde 24n «2.5470 2108
13 13 RN 21 s L3 BRIN )
4 4 0364 Las «Lilo Ll
9 9 05854 L7% LW 2
3 3 0.0354 728 2000 2964
I u 12500 1762 14750 Le7
1 2 L1550 1500 L3153 .09
Lab Uncertainties Table
lab x u o ut
6 2716 0513 245 2240
1 214 LSS0 0 2559
12 3516 1650 60 2419
15 350 1% 0 28]
4 380 0270 I8 294
9 OS5 6550 0 22388
3 Y410 L0 W0 2488
4 7 a0 o 2
2 4T6h 2.0 60 305
b D ubR UDR Lwill Upel wb upn1 Lwrl Uprk
6 «£6.0650 2740 5550 ~11.9710 JLR1S 0509 1652 S0 «712
1 <1250 3.275 G504 <IN 5.1500 L9840 .00} 52270 2578
12 0.6 2,890 5.783 .18 S.4000 1.2520 247 «2.8370 2,108
13 0,946 3312 6556 .00 6.1910 2.0230 3.0 <3830 3632
4 04358 2698 5455 «5.119 RT900 AT250 LG L1100 1,781
a 06854 277 5522 «4.037 6.1080 05703 L% LD 2312
4 0.6354 2511 5848 5218 64530 1LASS0 2.7 205060 $.63
" 3350 2747 5SS 2507 57780 8911 1762 1470 AT
2 L1850 T 6816 2625 11000 22550 A5 03303 RE0
MOCMC Sampler Diagnostics Table (if applicable)
H one of the Bayesian modeds i ren (Hierarchicsl GameGass. Hierarchical yanss. or Hierarehicnd

SkennSteslentot ), then dingrostics for the MOUMC sampler will be glven helow. A< 3 geneeal sesammendation.

H any of the Rabat wilues nre

Zreater thas LOS, then the sampler may not have reached equilibeiom, and

the "Total Number of MOMC Steps™ should be fncreased, and the rus repeated. The *Number of MOMC
Wiarmel'p Steps” shonk] be about lalf of the “Total Numsber of MOMC Steps” The *Effect fve Sample Sow™
(nefl) s appresdmately the size of the MOMC sanple that the results are based oo
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lwh’lﬂl] 1Lo61 59000
3

Page 63 of 87

217



-SIM.QM-511 Draft B Report

Laboratario Tacnokbgico del Uniguay

Rhat  n.eff
lambda[2] 1.001 18000
lambda[3] 1.001 50000
lambdaf4] 1.001 50000
lambda[5] 1.001 50000
lambda[6] 1.001 50000
lambdaf7] 1.001 50000
lambda[8] 1.001 44000
mi 1.001 42000
sigmall] 1.001 50000
sigma2]  1.001 50000
sigma[3]  1.001 50000
sigma[d]  1.001 50000
sigma[5]  1.001 38000
sigmal[6) 1.001 50000
sigmal7] 1001 50000
sigma[8] 1001 50000
tau 1.001 50000
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D4 - Phosphorus
NIST Decision Tree Report

Summary
Include Laboratory Result Uncertainty DegreesOfFreedom
FALSE W4 1.650 0.020 60
TRUE 10 1667 0.016 60
TRUE 13 L700 0.054 60
TRUE 9 1.735 0.028 GO
TRUE 12 L736 0.060 60
TRUE 2 1.802 0.080 G0
TRUE 1 1.824 0.036 60

Date: 2025-03-21

Version Number: 1.0.4

Type of DoE: Degrees of Equivalence Ignoring Dark Uncertaiuty

Random Seed: 728

Selected Procedure: Hierarchical Gauss-Gauss

Consensus estimate: 1.738

Standard uncertainty: 0.02325

95% coverage interval: (1.692, 1.784)

Dark uncertainty (tan): 0,05351

Tan posterior 0,025 and 0.975 quantiles: (0.02108,0.1271)

Decision Tree Hypothesis test results

Cochran's test for Homogeneity:

p-value: 0.0016

Q = 19.46 (Reference Distribution: Chi-Square with 5 Degrees of Freedom)

tan est. = 0,05038

tau/median(x) = 0.03422

tau/median(u) = 1.32

Shapiro-Wilk test for Normality: p = 0.3889

Miao-Gel-Gastwirth test of Symunetry: p = 0.3098
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o KCRYV Estimation: Hierarchical Gauss—-Gauss
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DoE Table

DoEx DoEU9S  DoE.Lwr DoE.Upr

Lab
WM 0087960 006016 -0, MB1000  -0.02780
10 10 -0070960 005614 -01271000  -0.01452

13

9

12

2

1

13 0037960 011640 -005H000 007846
9
12
2
1

0002064 007235 -0,0753100  0.06939
-0.001964 012790 -0.1290000  0.12500
0064040 016350 00094200  0.22750
0086040 008546 00005800 017150

Lab Uncertainties Table

lab x uom ut
4 1650 0020 60 005741
10 1667 0016 60 006614
13 L7900 0054 60 007623
9 L7356 0028 60 006006
12 1736 0060 60 0.08060
2 1302 0080 60 000641
1 1824 0036 60 006474
Inb D uDR UDR LwrR UprR ubl Uubl Lwzl Upel

1 -0.087960 007224 01453 023330 005736 (03061 006016 01451000 -0.02780
10 0070060 007128 0437 -0201470 007276 002850 006614 01271000 -0.01482
13 0037060 008772 01730 -0.21100 013510 005930 011640 01544000 007846
a9 0002964 007452 01491 015210 04620 Q03674 007235 0753100 0.06039
12 -0.001964 009143 01811 08310 007010 006495 012700 -0.1200000 012500
2 0064040 010570 02076 -0.14360 027170 008367 016350 -0.0004200  0.22750
1 Q0860 007774 DI548  -D.06872 0.24080 004339 008546 0.0000800 017150

MCMC Sampler Diagnostics Table (if applicable)

If one of the Bayesian models i run (Hierarchical Gawes-Ganss, Hlorarchical Laplace-Ganss, or Hierarchical
Skew-Student-t). then diagnostics for the MOMC sampler will be given below. As a general recommendation.
if any of the R-hat values are greater than 1,05, then the sampler may not have reached equilibrinm, and
the “Total Number of MCMC Steps” should be incrvased. and the run repeated. The “Number of MCMC
Warm-Up Steps™ should be about half of the “Total Number of MCMC Steps” The “Effective Sample Size”
(n.efl) is approximately the size of the MOMC sample that the results are based on,
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