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Resumen.-

En la evaluación de los alimentos, el análisis proximal resulta de gran utilidad para el sector agroindustrial porquea través
de ellos se puede definir la calidad y el valor nutricional, deallı́ la importancia del resultado analı́tico y el interésde que
sea conocido con certeza. Con la finalidad de conocer las fuentes más significativas de incertidumbre, en el presente estudio
se evalúa la incertidumbre de la medición en la determinación de humedad, cenizas, grasa y fibra cruda, aplicando la ley de
propagación de incertidumbres descrita en laGuide to the Expression of Uncertainty in Measurements(GUM). Los resultados
obtenidos indican que la fuente de mayor contribución en las determinaciones de humedad y grasa es la repetibilidad del
método de ensayo, mientras que la fuente de incertidumbre más significativa en las determinaciones de cenizas y fibra cruda
corresponde a la función calibración de la balanza.

Palabras clave: Incertidumbre, humedad, cenizas, grasa, fibra cruda

Evaluation of the uncertainty in the gravimetric humidity determination, ashes, fat and
crude fiber

Abstract.-

In the food evaluation, proximal analysis is useful for the agro–industrial sector because through them you can define the
quality and nutritional value, hence the importance of the analytical result and the interest to know it with certainty.With the
purpose of to know the most significant sources of uncertainty, the present study evaluates the uncertainty of measurement in
humidity determination, ashes, fat and crude fiber, applying the law of uncertainty propagation described in theGuide to the
Expression of Uncertainty in Measurements(GUM). The obtained results show that the source of greater contribution in the
determination of humidity and fat is the repeatability of the method, while the most significant source in the determination of
ashes and crude fiber corresponds to the calibration function of the balance.

Keywords: Uncertainty, Humidity, Ashes, Fat, Crude Fiber

1. Introducción

En los alimentos, el propósito principal de un análi-
sis proximal es determinar, entre otros, el contenido de
humedad, cenizas, grasa y fibra cruda. Estos análisis
resultan de mucho interés porque permiten caracteri-
zar nutricionalmente a los alimentos ası́ como también
garantizar la calidad de productos formulados comer-
cialmente [1]. Los métodos para la determinación del
contenido de humedad, cenizas, grasa y fibra cruda en
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alimentos son de tipo gravimétrico [2–5]. Esta técni-
ca, a pesar de ser usada ampliamente en el análisis de
rutina, implica una manipulación extensiva de la mues-
tra por el analista, masas grandes de muestra, tiem-
po de análisis largo, y pre–tratamiento de la muestra
antes del secado o de la incineración que dependen
de la naturaleza de los constituyentes presentes [6].
Por esta razón, el resultado anaĺıtico requiere cono-
cerse con certeza y está completo únicamente cuando
va acompañado de un parámetro, como la incertidum-
bre, que defina la calidad de ese resultado obtenido. La
incertidumbre,parámetro, asociado al resultado de una
medición, que caracteriza la dispersión de los valores
que pudieran ser razonablemente atribuidos al mensu-
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rando [7], refleja duda acerca de la veracidad del re-
sultado obtenido una vez que se han evaluado todas las
posibles fuentes de incertidumbre y que se han aplica-
do las correcciones oportunas; por tanto, da una idea
de la calidad del resultado [8]. Su importancia y apli-
cación en los últimos años ha sido objeto de estudios
en diversas investigaciones del área anaĺıtica, que van
desde su estimación en la medición de la cantidad de
sustancia por espectrometrı́a de dilución de isótopos
de masa [9], pasando por la preparación de mezclas
de gases primarios [10] y soluciones patrones de glu-
cosa para el uso en refractometrı́a [11], en el desarrollo
de nuevas metodologı́as para su aplicación en métodos
anaĺıticos de rutina [12], ası́ como su uso en el con-
trol de calidad [13] y en la determinación de la viscosi-
dad absoluta [14]. En el presente estudio, tomando co-
mo base la metodologı́a definida en laQuantifying Un-
certainty in Analytical Measurement(QUAM) [15], se
evalúa la incertidumbre de la medición en la determi-
nación de humedad, cenizas, grasa y fibra cruda apli-
cando la ley de propagación de incertidumbres descrita
en laGuide to the Expression of Uncertainty in Mea-
surements(GUM) [7], con la finalidad de conocer las
fuentes más significativas de incertidumbre en cada de-
terminación.

2. Metodoloǵıa

La estructura de evaluación de la incertidumbre se
llevó a cabo en los siguientes pasos [15]:

2.1. Análisis del proceso de medición

Primero se dio una especificación del mensurando,
donde se incluyó una definición clara de lo que se mide,
conteniendo la relación entre el mensurando y las can-
tidades de las que depende el mensurando, de acuerdo
a lo indicado en los métodos de ensayos [7]. Posterior-
mente, se realizó una identificación de las fuentes de la
incertidumbre efectuando un análisis causa–efecto [15].

2.2. Cálculo de la incertidumbre estándar

Se realizó la cuantificación de los componentes de
la incertidumbre considerando cada fuente por separa-
do para obtener la contribución de dicha fuente. Cada
una de las contribuciones separadas de la incertidumbre
es conocida como un componente de la misma. Cuan-
do un componente es expresado como una desviación
estándar, este componente de la incertidumbre es cono-
cido como unaincertidumbre estándar. Tal como se es-
tablece en la GUM [7], la incertidumbre se agrupó en

dos categorı́as; los componentes tales como los estudios
interlaboratorios fueron evaluados según la distribuci´on
estadı́stica de una serie de mediciones y caracterizados
por las desviaciones estándar (incertidumbre estándar
tipo A) [15]. Los otros componentes no provenientes de
una serie de mediciones, también fueron caracterizados
por las desviaciones estándar, pero evaluados asumien-
do alguna función de distribución, tal como la distribu-
ción rectangular, triangular o Gaussiana, con base a la
experiencia u otros juicios y criterios cientı́ficos (incer-
tidumbre estándar tipo B) [15].

2.3. Cálculo de la incertidumbre estándar combinada
y expandida

Una desviación estándar total, conocida como incer-
tidumbre estándar combinada (uc), es estimada como
la raı́z cuadrada positiva de la variación total obtenida
al combinar todos los componentes de la incertidum-
bre, usando la ley de propagación de incertidumbres [7]
(Ec. 1).

u2
c =

N
∑

i=1

u2
i (y) (1)

La incertidumbre expandida (U) se obtuvo de multi-
plicar la incertidumbre estándar combinada (uc) por el
factor de cobertura apropiado, en este casok = 2, para
una distribución normal y nivel de confianza de aproxi-
madamente un 95 % [7].

3. Análisis y Discusíon de Resultados

3.1. Análisis del proceso de medición

La definición del mensurando y el análisis del pro-
ceso de medición en la determinación de humedad,
cenizas, grasa y fibra cruda, cuyos detalles se en-
cuentran en la literatura [2–5], permitieron definir y
analizar los principales factores que tienen un impacto
en la definición del mensurando. Los diagramas causa–
efecto de la Figura 1 y 2 muestran las principales
fuentes a la incertidumbre.

3.2. Cálculo de la incertidumbre estándar para cada
uno de los factores que afectan la incertidumbre
en la determinación gravimétrica

3.2.1. Función calibración de la balanza incertidum-
bre tipo (Bulin , usen)

La función calibración de la balanza tiene dos fuentes
potenciales de incertidumbre identificadas como la sen-
sibilidad de la balanza y su linealidad [15]. La fuente
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(a) Humedad

(b) Cenizas

Figura 1: Fuentes de incertidumbre en la determinación de:a) humedad y b) cenizas, en harina de maı́z precocida.

debida a la sensibilidad puede ser despreciada cuando
la masa es determinada por diferencia de pesadas sobre
una misma escala de la balanza y en un rango o ĺımite
muy pequeño [15]. La contribución debida a la linea-
lidad (L) y la sensibilidad (S) obtenida del certificado
de calibración de la balanza son estimadas, asumiendo
una distribución uniforme, por lo tanto, la contribución
debida a la calibración de la balanza viene dada por la
suma cuadrática de las contribuciones L y S [15] (Ec. 2
y 3):

u2
lin =

L2

3
(2)

u2
sen =

S2

3
(3)

3.2.2. Resolución de la balanza incertidumbre tipo
B(ures)

La habilidad de un instrumento de medición para res-
ponder a los cambios de la cantidad que está siendo me-

dida puede ser considerada como la incertidumbre de la
medición debido a la resolución. En los instrumentos
digitales puede ser considerada como±1

2 de la menor
diferencia que puede haber entre dos lecturas de una in-
dicación de la pantalla del instrumento. Si esta diferen-
cia en el dispositivo indicador (balanza) esδx, el valor
del estimulo que produce una indicaciónx dada puede
localizarse en igual probabilidad en cualquier lugar del
intervalo x − δx2 a x + δx2 [7]. El estı́mulo es entonces
descrito mediante una distribución de probabilidad uni-
forme de anchuraδx con una varianza dada por [7, 16]
(Ec. 4).

u2
res =

(

δx
2

)2

3
(4)

3.2.3. Repetibilidad del método de ensayo incer-
tidumbre tipo A(urep)

La evaluación de la incertidumbre tipo A es normal-
mente usada para obtener un valor de la repetibilidad
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(a) Grasa

(b) Fibra cruda

Figura 2: Fuentes de incertidumbre en la determinación de:a) grasa y b) fibra cruda, en harina de pescado.

o aleatoriedad de las mediciones. La contribución de la
repetibilidad del método a la incertidumbre puede ser
obtenida de resultados de pruebas colaborativas a través
de la desviación estándar de reproducibilidad interlabo-
ratoriosSR [12 – 15] (Ec. 5)

urep = SR (5)

3.2.4. Estabilidad de peso constante incertidumbre
tipo B(uest)

La obtención de un peso constante representa una
variable crı́tica durante las determinaciones gravimétri-
cas generalmente cuando se trabaja en un análisis
que involucra la evaporación de componentes. Normal-
mente la constancia de peso se obtiene de dos pesadas
consecutivas que difieren en no más de 0,2mg [17].
Partiendo de ello, si el cambio en el peso en un in-
tervalo de tiempo es de±mpc. La varianza se puede
obtener, asumiendo una distribución uniforme (garan-
tizando una cobertura amplia) [15], por medio de la

Ecuación (6):

u2
est=

(±mc)2

3
(6)

3.2.5. Temperatura–tiempo de incineración en la
determinación de cenizas incertidumbre tipo
B(uinc)

La obtención de cenizas, en el caso especifico de
muestras de cereales y leguminosas se lleva a cabo
entre 400◦ C y 600◦ C [3], lo que podrı́a introducir
una fuente potencial de incertidumbre debida a varia-
ciones en la temperatura definida para la incineración.
De igual manera, el tiempo necesario para la obten-
ción de cenizas de color gris claro o peso constante
se logra entre 16 y 18 horas, siendo este tiempo una
fuente potencial de incertidumbre. Si el cambio en la
masa de cenizas para un intervalo de tiempo es de
±mc, la varianza se puede obtener, asumiendo una dis-
tribución uniforme (garantizando una cobertura amplia)
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[15], (Ec. 7)

u2
est=

(±mpc)2

3
(7)

3.2.6. Tiempo de reflujo en la extracción de grasa in-
certidumbre tipo B(uext)

La obtención de un extracto graso, en el caso es-
pecı́fico de alimentos para animales se lleva a cabo en
un lapso entre 5 h a 12 h [4], lo que conduce a una
potencial fuente de incertidumbre debido al efecto del
tiempo de reflujo sobre los resultados. Si el cambio en
la masa del extracto graso para un intervalo de tiem-
po de reflujo es de±mext, la varianza se puede obte-
ner, asumiendo una distribución uniforme (garantizan-
do una cobertura amplia) [15], (Ec. 8)

u2
est=

(±mext)2

3
. (8)

3.3. Calculo de la incertidumbre estándar combinada
(uc) y la incertidumbre Expandida (U)

Los datos pertinentes a cada parámetro de entrada
para cada una de las cuatro determinaciones, han sido
resumidos en la Tabla 1 a la Tabla 4.

La mayor contribución a la incertidumbre combina-
da (Figuras 3a y 4a) en la determinación de humedad y
grasa está representada por la repetibilidad del método
de ensayo, lo que indica que de requerirse mejorar la
calidad de la medición, es decir, reducir la incertidum-
bre, se deberı́a aumentar el número de mediciones.

La Figura 3b muestra claramente que la mayor con-
tribución a la incertidumbre combinada para la deter-
minación de cenizas se debe a las variablesm0 y m2, de
donde a su vez, la sub–contribución debida al efecto de
la función calibración, especı́ficamente la fuente debida
a la linealidad de la balanza, es la que conlleva a la ma-
yor contribución sobre la incertidumbre de las variables
antes mencionadas (Figura 5a).

En la determinación de fibra cruda, se observa que
la mayor contribución a la incertidumbre combinada se
debe a las variablesm1 y m2, tal como se muestra en la
Figura 4b, lo que conduce a su vez a indicar que la sub–
contribución debida al efecto de la función calibración,
especı́ficamente la fuente debida a la linealidad de la
balanza, es la que conlleva, a la mayor contribución so-
bre la incertidumbre de las variables antes mencionadas
(Figura 5b).

(a) Humedad

(b) Cenizas

Figura 3: Contribuciones a la incertidumbre combinada en ladeter-
minación de: a) humedad y b) cenizas.

(a) Grasa

(b) Fibra cruda

Figura 4: Contribuciones a la incertidumbre combinada en ladeter-
minación de: a) grasa y b) fibra cruda.

La incertidumbre combinada fue estimada para cada
una de las determinaciones a través de la ley de propa-
gación de incertidumbres, empleando la Ec. 1 [7]. Los
resultados para cada una de las determinaciones se re-
sumen en la Tabla 5.
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Tabla 1: Contribución de las fuentes de incertidumbre en ladeterminación de humedad (H, % m/m)
Variable Estimado Fuente de incertidumbre Tipo evaluación Incertidumbre Original Distribución Incertidumbre Estándar,ui

masa de la muestra (a) 5.0016 g
Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0,0289 mg

masa de la cápsula con la muestra seca (b) 18.8896 g
Sensibilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg
Estabilidad B 0.00015 g Rectangular 0.0866 mg

masa de la cápsula (c) 14.4804 g

Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Sensibilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg
Estabilidad B 0.00025 g Rectangular 0.1443 mg

Factor de repetibilidad del método (frep) 1 Repetibilidad A 0.00231 g/g Normal 0.00231 g/g

Tabla 2: Contribución de las fuentes de incertidumbre en ladeterminación de cenizas (C, % m/m)

Variable Estimado Fuente de incertidumbre Tipo evalu-
ación

Incertidumbre
Original

Distribución Incertidumbre
Estándar,ui

masa del crisol
vacı́o (m0)

45.5510 g Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Sensibilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg
Estabilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg

masa del crisol con
la muestra (m1)

50.5803
g

Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Sensibilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg

masa del crisol con
cenizas (m2)

45.5820
g

Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Sensibilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg
Estabilidad B 0.00015 g Rectangular 0.0866 mg

Factor de repetibil-
idad del método
( frep)

1 Repetibilidad A 0.00219 g/g Normal 0.00219 g/g

Factor de Tiem-
po/Temperatura
( ftmp)

1 Error por Tiem-
po/Temperatura de incin-
eración

B 0.00028 g/g Rectangular 0.00016 g/g

Tabla 3: Contribución de las fuentes de incertidumbre en ladeterminación de grasa (G, % m/m)
Variable Estimado Fuente de incertidumbre Tipo evaluación Incertidumbre Original Distribución Incertidumbre Estándar,ui

masa de la muestra
original (m)

3.0020
g

Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg

masa del balón
vacı́o (m1)

108.2992
g

Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Sensibilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg
Estabilidad B 0.00010 g Rectangular 0.0577 mg

masa del balón con
materia grasa (m2)

108.3790
g

Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Sensibilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg

Factor de repetibilidad del método (frep) 1 Repetibilidad A 0.01636 g/g Normal 0.01636 g/g
Factor de tiempo de reflujo (ftre) 1 Error por tiempo de reflujo B 0.00253 g/g Rectangular 0.00146 g/g

Tabla 4: Contribución de las fuentes de incertidumbre en ladeterminación de fibra cruda (F, % m/m)
Variable Estimado Fuente de incertidumbre Tipo evaluación Incertidumbre Original Distribución Incertidumbre Estándar,ui

masa de la muestra
original (m)

2.5180
g

Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg

masa del crisol con
residuo seco sin
incinerar (m1)

21.1234
g

Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Sensibilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg
Estabilidad B 0.00015 g Rectangular 0.0289 mg

masa del crisol con
residuo seco
incinerado (m2)

21.1201
g

Linealidad B 0.00065 g Rectangular 0.3753 mg
Sensibilidad B 0.00005 g Rectangular 0.0289 mg
Resolución B 0.0001 g Rectangular 0.0289 mg
Estabilidad B 0.00015 g Rectangular 0.0866 mg

Factor de repetibilidad del método (frep) 1 Repetibilidad A 0.00353 g/g Normal 0.00353 g/g
Factor de extracción de grasa (fext) 1 Error por extracción B 0.03550 g/g Rectangular 0.02050 g/g
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(a)

(b)

Figura 5: a) Sub–contribuciones a la incertidumbre de las variables
m0 y m2, en la determinación de cenizas; b) Sub–contribuciones a
la incertidumbre de las variables m1 y m2, en la determinaci´on de
fibra cruda.

Tabla 5: Resultados del análisis de incertidumbre en las determina-
ciones de humedad, cenizas, grasa y fibra cruda

Variable Tipo de
mues-
tra de
harina

Mensurando Incertidumbre
estándar
combinada,
uc(xi)

Incertidumbre
expandida,
U(xi) con
k=2

Humedad, % m/m Maı́z
precoci-
da

11,844 0,0303 0,061

Cenizas, % m/m Maı́z
precoci-
da

0,616 0,0108 0,022

Grasa, % m/m Pescado 2,658 0,0472 0,094
Fibra Cruda, % m/m Pescado 0,131 0,0216 0,043

4. Conclusiones

En los métodos de humedad y grasa, la incertidumbre
está principalmente determinada por la repetibilidad del
método de ensayo, mientras que en los métodos de de-
terminación de cenizas y de fibra cruda la incertidumbre
está principalmente determinada por la función calibra-
ción, especı́ficamente por linealidad de la balanza. Al
estimar la incertidumbre en una determinación gravi-
métrica en particular, es necesario tomar en cuenta que
la calibración de la balanza y la repetibilidad del méto-
do de ensayo constituyen las fuentes de incertidumbre
más significativas.
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Resumen.-

En la evaluación de los alimentos, la determinación de proteı́nas resulta de gran utilidad para el sector agroindustrial
porque a través de ella se puede definir la calidad y valor nutricional, de alĺı la importancia del resultado
anaĺıtico y el interés de que sea conocido con certeza. Conla finalidad de conocer y cuantificar las fuentes
más significativas de incertidumbre, en el presente estudio se estima la incertidumbre de la medición para la
determinación de proteı́nas en alimentos cuando se empleael método de Kjeldahl, aplicando la metodologı́a
descrita en‘Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement - QUAM’ . Los resultados obtenidos muestran
que la etapa de cuantificación constituye una de las más importantes del método, ya que las fuentes que tienen
mayor contribución a la incertidumbre estándar combinada son el volumen y la concentración de ácido titulante.

Palabras clave: Incertidumbre, Proteı́nas, Alimentos, Kjeldahl

Estimation of the measurement uncertainty for the determination of
proteins in foods by the Kjeldahl method

Abstract.-

In the food evaluation, the determination of protein is useful for the agro-industry sector because through them
you can define the quality and nutritional value, hence the importance of the analytical result and the interest
to know it with certainty. With the purpose of to know and quantify the most significant sources of uncertainty,
the present study evaluates the measurement uncertainty inthe determination of protein when using the Kjeldahl
method, applying the law of uncertainty propagation described in the‘Quantifying Uncertainty in Analytical
Measurement - QUAM.’The obtained results show that the quantification step is onethe most important of method,
since the sources that have the greatest contribution to thecombined standard uncertainty are the volume and the
concentration of titrant acid.

Keywords: Uncertainty, Measurement, Protein, Foods, Kjeldahl
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1. INTRODUCCI ÓN

En los alimentos, la determinación de proteı́nas
resulta de mucho interés porque permite caracte-
rizar nutricionalmente a los alimentos, ası́ como

∗Autor para correspondencia
Correo-e:yjimenez@uc.edu.ve (Ygmar Jiménez )

también garantizar la calidad de los productos
formulados comercialmente [1].

El método oficial para la determinación del
contenido de proteı́nas en alimentos es el vo-
lumétrico [2]. Este método se basa en la digestión
de la materia orgánica de la muestra, que por
acción de ácido sulfúrico concentrado y calor
(activado por un agente catalı́tico), se transforma
el nitrógeno total contenido en la muestra, en
sulfato de amonio. Seguidamente se lleva a cabo la

Revista Ingenierı́a UC



K. Vanoet al / Revista Ingenierı́a UC, Vol. 18, No. 1, Abril 2011, 28-37 29

Figura 1: Determinación de proteı́nas en productos de
cereales y leguminosas

fase de destilación con una solución fuertemente
alcalina de hidróxido de sodio, con ello, se logra
la liberación del nitrógeno presente en la sal
de amonio, en forma de amonı́aco gaseoso. El
gas formado es recogido en una solución de
ácido bórico, obteniéndose borato de amonio. A
través de la valoración del borato de amonio con
ácido clorhı́drico, se determina cuantitativamente
la concentración de nitrógeno (véase Figura 1).
La relación entre la concentración de nitrógeno y
el peso original de la muestra, multiplicado por
el factor de conversión Nitrógeno-Proteı́nas, es el
contenido de proteı́nas, y está definido por [2]:

P =
Cac× (Vm− Vb) × PEN

mm× fc
× fp × frep× 100,

(1)

donde,P: Contenido de proteı́nas en la muestra,
( % m/m); C: Concentración de la solución ti-
tulante ácida, (eq·L−1; Vm: Volumen de titulante
consumido en la muestra, (mL);Vb: Volumen de
titulante consumido en el blanco, (mL);PEN: Peso
equivalente del Nitrógeno, (14,0067 g·eq−1; mm:
Masa de la muestra, (g);fc: Factor de conver-
sión de unidades (1000 mL·L−1); fp: Factor de
conversión Nitrógeno–Proteı́nas, (adimensional);
frep: Factor de repetibilidad del método de ensayo
(adimensional).

Aunque muchas de las decisiones que se to-
man en el sector agroindustrial para caracterizar
los alimentos están basadas en la información
que aportan los resultados obtenidos al aplicar
un método analı́tico, no es suficiente con que

dicho método esté validado, sino que el resultado
está completo únicamente cuando va acompañado
de un parámetro, como la incertidumbre, que
defina la calidad de ese resultado obtenido. La
incertidumbre,“parámetro positivo, asociado al
resultado de una medición, que caracteriza la
dispersión de los valores que pudieran ser ra-
zonablemente atribuibles al mensurando, basada
en la información usada”[3], refleja duda acerca
de la veracidad del resultado obtenido una vez
que se han evaluado todas las posibles fuentes
de incertidumbre y que se han aplicado las
correcciones oportunas; por tanto, da una idea de
la calidad del resultado [4,5].

Debido a su importancia, en los últimos años
ha sido objeto de estudio y aplicación en diversos
métodos analı́ticos, tales como: determinaciones
gravimétricas [6]; potenciométricas [7, 8]; es-
pectroscópicas y/o espectrométricas que incluye
las técnicas de Absorción Atómica (AAS) [9],
Emisión Atómica (AES), Absorción Molecular,
Infrarrojo (IR) y Masas (MS) [10], Resonancia
Magnética Nuclear (RNM) [11]; y las croma-
tográficas, entre las que se encuentran las técnicas
de Cromatografı́a Lı́quida de Alta Eficiencia
(HPLC) [12, 13, 14], Cromatografı́a de Gases
con Detector de Masas (GC-MS) [15, 16] y
Cromatografı́a Lı́quida Iónica [17].

Este trabajo contribuye a mejorar la com-
prensión de los componentes de incertidumbre
cuando se determina el contenido de proteı́nas
en alimentos por el método de Kjeldahl. Con
la finalidad de conocer y cuantificar las fuentes
más significativas de incertidumbre, se aplicó en
el presente estudio una estimación de acuerdo
con la metodologı́a definida en el documento
‘Quantifying Uncertainty in Analytical Measure-
ment – QUAM’[18], el cual fue desarrollado para
el tratamiento de las mediciones analı́ticas bajo
el cumplimiento de los lineamientos establecidos
en la ‘Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurements – GUM’[3].

2. METODOLOG ÍA

El proceso de estimación de la incertidumbre se
llevó a cabo en los siguientes pasos [18]:

Revista Ingenierı́a UC



30 K. Vanoet al / Revista Ingenierı́a UC, Vol. 18, No. 1, Abril 2011, 28-37

2.1. Análisis del proceso de medición
Primero se dio una especificación del mensu-

rando, donde se incluyó una definición clara de
lo que se mide, conteniendo la relación entre el
mensurando y las cantidades de las que depende
el mensurando (Ecuación 1), de acuerdo a lo
indicado en el método de ensayo COVENIN
1195:1980 [2]. Posteriormente, se realizó una
identificación de todas las posibles fuentes de
incertidumbre efectuando un análisis causa–efecto
[18].

2.2. Estimación de la incertidumbre estándar
Se realizó la cuantificación de los componentes

de la incertidumbre considerando cada fuente por
separado para obtener la contribución de dicha
fuente. Cada una de las contribuciones separadas
de la incertidumbre es conocida como un com-
ponente de la misma. Cuando un componente
es expresado como una desviación estándar, este
componente de la incertidumbre es conocido
como una “incertidumbre estándar”. Tal como
se establece en la GUM [3], la incertidumbre
se agrupó en dos categorı́as; los componentes
tales como observaciones repetidas independiente
fueron evaluados según la distribución estadı́stica
de una serie de mediciones y caracterizados por la
desviación estándar (incertidumbre estándar tipo
A) [18]. Los otros componentes no provenien-
tes de una serie de mediciones, también fue-
ron caracterizados por las desviaciones estándar,
pero evaluados asumiendo alguna función de
distribución, tal como la distribución rectangular,
triangular o Gaussiana, con base a la experiencia u
otros juicios y criterios cientı́ficos (incertidumbre
estándar tipo B) [18].

2.3. Estimación de la incertidumbre estándar
combinada y expandida

Una desviación estándar total, conocida como
incertidumbre estándar combinada (uc), es estima-
da como la raı́z cuadrada positiva de la variación
total obtenida al combinar todos los componentes
de la incertidumbre, usando la ley de propagación
de incertidumbres [3]:

u2
c(y) =

N
∑

i=1

u2
i (y) =

N
∑

i=1

(

∂y
∂xi

)2

u2
i (xi). (2)

La incertidumbre expandida (U) se obtuvo de
multiplicar la incertidumbre estándar combinada
(uc) por el factor de cobertura apropiado, en este
casok = 2, para una distribución normal y nivel de
confianza de 95 % [3].

3. ANÁLISIS Y DISCUSI ÓN DE RESULTA-
DOS

3.1. Análisis del proceso de medición

La definición del mensurando y el análisis
del proceso de medición en la determinación
de proteı́nas, cuyos detalles se encuentran en la
literatura [2], permitieron definir y analizar los
principales factores que tienen un impacto en la
definición del mensurando.

Figura 2: Fuentes de incertidumbre en la determinación de
proteı́nas en productos de cereales y leguminosas (método
de Kjeldahl) [P: Contenido de proteı́nas en la muestra
( % m/m);Cac: Concentración de la solución titulante de HCl
(eq·L−1); Vm: Volumen de titulante consumido en la muestra
(mL); Vb: Volumen de titulante consumido en el blanco
(mL); PEN: Peso equivalente del Nitrógeno;mm: Masa de la
muestra (g);fP: Factor de conversión Nitrógeno–Proteı́nas
(adimensional);frep: fuente de incertidumbre debida a la
repetibilidad del método de ensayo (adimensional)].

El diagrama causa–efecto de la Figura 2 muestra
las fuentes de incertidumbre en la determinación
de proteı́nas, mientras que en el diagrama causa–
efecto de la Figura 3 se detallan las fuentes
de incertidumbre para la determinación de la
concentración de la solución titulante de HCl
(Cac), obtenida por medio de la estandarización
con una base patrón primario.
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Figura 3: Fuentes de incertidumbre en la determinación
de la concentración de una solución de ácido clorhı́drico
estandarizada con carbonato de sodio como patrón primario
[Cac: Concentración de HCl (eq·L−1); mb: Masa de la
base patrón primario (g);Pb: Pureza de la base patrón
primario (adimensional);PEb: Peso equivalente de la base
patrón primario – Na2CO3 (g·eq−1); Vac: Volumen de HCl
consumido (mL)].

3.2. Cálculo de la incertidumbre estándar para
cada uno de los factores que afectan la
incertidumbre en la determinación de pro-
teı́nas:

3.2.1. Función calibración de la balanza –
incertidumbre estándar tipo B (ulin , usen):

La función calibración de la balanza tiene dos
fuentes potenciales de incertidumbre identificadas
como la sensibilidad de la balanza y su lineali-
dad [18]. La fuente debida a la sensibilidad puede
ser despreciada cuando la masa es determinada por
diferencia de pesadas sobre una misma escala de la
balanza y en un rango o lı́mite muy pequeño [18].
La contribución debida a la linealidad (L) y la
sensibilidad (S) obtenida del certificado de calibra-
ción de la balanza son estimadas, asumiendo una
distribución uniforme, por lo tanto, la contribución
debida a la calibración de la balanza viene dada
por la suma cuadrática de las contribuciones L y
S [18]:

U2
lin =

L2

3
(3)

U2
sen =

S2

3
. (4)

3.2.2. Resolución de un instrumento – incerti-
dumbre estándar tipo B(ures):

La habilidad de un instrumento de medición
para responder a los cambios de la cantidad
que está siendo medida puede ser considerada
como la incertidumbre de la medición debido
a la resolución. En los instrumentos digitales
puede ser considerada como±1

2 de la menor
diferencia que puede haber entre dos lecturas de
una indicación de la pantalla del instrumento.
En los instrumentos analógicos es la±1

2 de la
diferencia que puede haber entre dos marcas.
Si esta diferencia en el instrumento esδx, el
valor del estı́mulo que produce una indicaciónx
dada puede localizarse en igual probabilidad en
cualquier lugar del intervalox−δx/2 ax+δx/2 [3].
El estı́mulo es entonces descrito mediante una
distribución de probabilidad uniforme de anchura
δx con una varianza dada por [3]:

U2
res =

(δx/2)2

3
(5)

3.2.3. Repetibilidad de un instrumento o del
método de ensayo – incertidumbre
estándar tipo A (urep):

La evaluación de la incertidumbre tipo A es
normalmente usada para obtener un valor de la
repetibilidad o aleatoriedad de las mediciones. La
desviación estándar experimental de la media de
una serie de mediciones (S(x)) puede ser tomada
directamente como incertidumbre estándar Tipo
A [18]:

Urep = S(x). (6)

La contribución de la repetibilidad del método
de ensayo a la incertidumbre puede ser obtenida
de resultados de pruebas colaborativas a través
de la desviación estándar de reproducibilidad
interlaboratoriosSR [5, 18]:

Urep = SR. (7)

3.2.4. Función calibración del material
volumétrico – incertidumbre estándar tipo
B (Ucal):

Los fabricantes de material volumétrico es-
pecifican los errores máximos permitidos (emp)
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a la temperatura de 20oC sin definir el ni-
vel de confianza o la información del tipo de
distribución. La contribución, asumiendo una
función de distribución triangular para convertirla
a la incertidumbre estándar, puede calcularse de
acuerdo a la ecuación [18]:

u2
cal =

emp2

6
. (8)

3.2.5. Temperatura en la medición del volumen –
incertidumbre estándar tipo B(utem):

De acuerdo a los fabricantes de material vo-
lumétrico, se especifica que los mismos son
calibrados a la temperatura de 20oC, mientras
que la temperatura del laboratorio varı́a dentro
de unos lı́mites. La incertidumbre proveniente
de este efecto se calcula estimando el rango de
variación de la temperatura (∆T) del laboratorio y
el coeficiente de expansión del volumen. La expan-
sión del volumen del lı́quido es considerablemente
más grande que la del material [18]. Empleando
un coeficiente de expansión del agua (α) de
2,1× 10−4oC-1, la contribución para el volumen
medido (V), empleando una distribución rectan-
gular para convertirla a la incertidumbre estándar
puede calcularse de acuerdo a la ecuación [18]:

u2
temp=

(∆Tlab × α × V)2

3
. (9)

3.2.6. Sesgo del punto final de la titulación –
incertidumbre estándar tipo B(utem):

El método de ensayo establece la detección
del punto final a través de un cambio de color
empleando un indicador, ahora bien, la sen-
sibilidad del indicador a los cambios de pH
durante la reacción y la habilidad del analista
en la detección del cambio de color introducen
una diferencia sistemática entre el punto final
y el punto de equivalencia (sesgo del punto
final) [18]. Una comparación entre el resultado
obtenido para el punto final por el método visual
con el obtenido por el método potenciométrico
indicó una diferencia o sesgo del punto final de
−0,033mL, y dado de que no existe evidencia del
tipo de distribución, se empleó una distribución

rectangular para convertirla a la incertidumbre
estándar, de acuerdo a la ecuación:

u2
sgo=

sesgo2

3
. (10)

3.2.7. Pureza de un reactivo – incertidumbre
estándar tipo B(upur):

La pureza de un reactivo es citada en el
catalogo o envase del reactivo donde se especifica
que la misma debe estar dentro de unos lı́mites
definidos por las impurezas, por consiguiente, la
contribución debida a la pureza de un reactivo son
estimadas asumiendo una distribución uniforme y
viene dada por [18]:

u2
pur =

impuresas2

3
. (11)

3.2.8. Peso equivalente – incertidumbre están-
dar tipo B(uPE)

La incertidumbre del peso equivalente (PE) de
una sustancia es determinada, de acuerdo a la
ecuación (12), en función del número de atómos
(ni), la incertidumbre de los pesos atómicos
(upeso atomico) de los elementos que constituyen
la sustancia y el factor de equivalencia (α). La
incertidumbre del Peso Atómico es obtenida direc-
tamente de la tabla de pesos atómicos publicada
por la Unión Internacional de la Quı́mica Pura
y Aplicada (IUPAC) [19] y la contribución se
obtiene empleando una distribución rectangular
para convertirla a la incertidumbre estándar, de
acuerdo a la ecuación (13) [18]:

uPE =

∑

i ni · uPAi

α
, (12)

uPA =
u2

peso atomico

3
. (13)

3.2.9. Factor de conversión Nitrógeno-Proteı́nas
– incertidumbre estándar tipo B(ufP):

En el caso particular de la determinación de
proteı́nas es común el uso de un factor de
conversión del contenido de nitrógeno orgánico a
proteı́nas, que es lo que en realidad se determina.
Dicho factor, cuyo valor se estima considerando
el porcentaje de nitrógeno que contiene la pro-
teı́na en los alimentos, constituye una potencial
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fuente de incertidumbre debido a que la fracción
analizada no necesariamente es proteı́na pura,
adicionalmente se desconoce si su estimación
proviene del redondeo o truncamiento. Si la última
cifra significativa del factor de proteı́nas esδ, la
incertidumbre es entonces descrita mediante una
distribución de probabilidad uniforme de anchura
δ con una varianza dada por:

ufp =

(

δ

2

)2

3
. (14)

3.3. Calculo de la incertidumbre estándar com-
binada (uc) y la incertidumbre expandi-
da (U):

Figura 4: Contribuciones a la incertidumbre estándar
combinada en la determinación de proteı́nas en alimentos
(uc(P)) [P: Contenido de proteı́nas en la muestra ( %
m/m); Cac: Concentración de la solución titulante de HCl
(eq·L−1); Vm: Volumen de titulante consumido en la muestra
(mL); Vb: Volumen de titulante consumido en el blanco
(mL); PEN: Peso equivalente del Nitrógeno;mm: Masa de la
muestra (g);fP: Factor de conversión Nitrógeno–Proteı́nas
(adimensional);frep: fuente de incertidumbre debida a la
repetibilidad del método de ensayo (adimensional)].

Los datos correspondientes a cada parámetro
de entrada para la determinación de proteı́nas se
resumen en la Tabla 1, mientras que en la Tabla 2
se presentan los detalles de la estandarización de
la solución de ácido titulante. En las Figuras 4 y 5
se muestran las contribuciones a la incertidumbre.

Las contribuciones representadas en la Figura 4
muestran que el mayor aporte a la incertidum-
bre estándar combinada en la determinación de
proteı́nas lo proporcionan las variablesVm y Vb,
seguida de la contribución de la concentración de

Figura 5: Contribuciones a la incertidumbre estándar
combinada en la determinación de la concentración de HCl
por estandarización con Na2CO3 uc(Cac). [mb: Masa
de la base patrón primario (g); Pb: Pureza de la base
patrón primario (adimensional);PEb: Peso equivalente del
Na2CO3; Vac: Volumen del ácido consumido (mL)]

la solución titulante de HClCac; la incertidumbre
debida la masa de la muestramm, factor de
proteı́nasfP y factor de repetibilidad del método
frep tienen una influencia menos significativa sobre
la incertidumbre estándar combinada. En cuanto a
la variable, peso equivalente del nitrógenoPEN,
ésta no representa una fuente significativa para
la incertidumbre estándar combinada. Al evaluar
detalladamente las sub–contribuciones individua-
les para las variablesVm y Vb (véase Tabla 1), se
encuentra que el mayor aporte a la incertidumbre
estándar combinada lo constituye la calibración de
la bureta seguido por el sesgo producido en la de
detección del punto final.

En cuanto a la mayor contribución a la incerti-
dumbre estándar combinada en la determinación
de la concentración de la solución de ácido
clorhı́drico titulanteCac se observa que, tal como
se muestra en la Figura 5, ésta está influenciada
principalmente por la masa de la base patrón
primario mb seguida por la contribución del
volumen de ácido titulante consumidoVac y por
la pureza del patrón primarioPb.
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Tabla 1: Contribución de las fuentes de incertidumbre en ladeterminación de proteı́nas (P, %m/m)

Variable Estimado Fuente de in-
certidumbre

Evaluación Incertidumbre
original

Distribución Incertidumbre
estándarui

Concentración
de la solución 0,10152 eq·L−1 (ver Tabla 2) B 0,00068eq·L−1 Normal 0,00034eq·L−1

de HCL (Cac)
Volumen de
titulante
consumido
en la muestra
(Vm) (mL)

6,10 Calibración B 0,075 Triangular 0,0306

Temperatura B 0,0064 Rectangular 0,0037
Resolución B 0,05 Rectangular 0,0144
Sesgo. Pto.
Final

B 0,033 Rectangular 0,0191

Volumen
de titulante
consumido en
el blanco (Vb)
(mL)

1,30 Calibración B 0,075 Triangular 0,0306

Temperatura B 0,0014 Rectangular 0,0008
Resolución B 0,05 Rectangular 0,0144
Sesgo Pto.
Final

B 0,033 Rectangular 0,0191

Peso
equivalente
del Nitrógeno
(g·eq−1)

14,0067 Obtención
del PA

B 0,0002 Rectangular 0,00012

Masa de
la muestra
(Mm) (g)

0,5557 Resolución B 0,0001 Rectangular 0,0000289

Factor de
conversión
Nitrógeno –
Proteı́nasfP

6,25 Linealidad B 0,00065 Rectangular 0,0003754

Obtención
del factor

B 0,005 Rectangular 0,00144

Factor de re-
petibilidad del
método (frep)

1 Repetibilidad A 0,00150 Normal 0,00150
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Tabla 2: Contribución de las fuentes de incertidumbre en ladeterminación de la concentración de una solución de ácido
clorhı́drico estandarizada con carbonato de sodio como patrón primario (Cac, eq· L−1)

Variable Estimado Fuente de in-
certidumbre

Evaluación Incertidumbre
original

Distribución Incertidumbre
estándar,ui

Masa de la ba-
se patrón pri-
mario (mb) (g)

0,2206 g Repetibilidad A 0,00007 g Normal 0,0000700

Resolución B 0,0001 g Rectangular 0,0000289
Linealidad B 0,00065 Rectangular 0,0003753

Pureza de la
base patrón
primarioPb

0,9975 Impurezas B 0,0025 Rectangular 0,00144

Peso
equivalente del
Na2CO3 (PEb)
(g · eq−1)

52,99422 Obtención
de los Pesos
Atómicos

B 0,00035 Normal 0,00035

Volumen
del ácido
consumidoVac

(mL)

40,90 Calibración B 0,075 mL Triangular 0,0306

Repetibilidad A 0,0067 Normal 0,0067
Resolución B 0,05 Rectangular 0,0144
Temperatura B 0,043 Rectangular 0,0248
Sesgo Pto.
Final

B 0,033 Rectangular 0,0191

Repet. Pto.
Final

A 0,056 Normal 0,0560

Tabla 3: Resultados del análisis de la incertidumbre en la determinación de proteı́nas en alimentos

Variable Tipo de
muestra

Mensurando,
P

Incerti-
dumbre
estándar
combi-
nada,
uc (P)

Incertidumbre ex-
pandida,U(P) con
k = 2

Incertidumbre
expandida relativa
U(P)/P conk = 2

Proteı́nas, %
m/m

Harina
de maı́z
precocida

7,68 0,093 0,19 2,5
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En cuanto a la variable del peso equivalente
de la basePEb, es notable que ésta fuente no es
significativa. Al evaluar detalladamente las sub–
contribuciones individuales para la variable masa
(en este caso masa del patrón primario,mb) (véase
Tabla 2), se observa que el mayor aporte a la
incertidumbre estándar combinada lo provoca el
efecto que ejerce la linealidad de la balanza sobre
la medición de la masa, tal como fue reportado
en un trabajo anterior [6], este efecto podrı́a ser
disminuido por un ajuste diario de la balanza. Por
otra parte, para la variableVac (véase Tabla 2) se
encuentra que el mayor aporte a la incertidumbre
estándar combinada lo constituye el efecto que
ejerce la repetibilidad en la detección del punto
final, ası́ como también la calibración de la bureta
y el efecto de la temperatura sobre la medición del
volumen gastado en la estandarización.

La incertidumbre estándar combinada fue es-
timada a través de la ley de propagación de
incertidumbres, empleando la ecuación (2) [3].
Los resultados se muestran en la Tabla 3.

4. CONCLUSIONES

Se estimó la incertidumbre de la medición
para la determinación de proteı́nas en alimentos
(método de Kjeldahl) siguiendo la metodologı́a
descrita enQuantifying Uncertainty in Analytical
Measurement (QUAM)obteniéndose que la in-
certidumbre expandida relativa, para un nivel de
confianza de aproximadamente 95 % conk = 2,
es del 2,5 %. Esta metodologı́a, que tiene la
ventaja de, estimar la incertidumbre asociada del
resultado de medición y reconocer las fuentes de
incertidumbre más significativas, permite también
a su vez, identificar oportunidades de mejora
en el desempeño del método de ensayo bajo
evaluación, en este caso, en la determinación
de proteı́nas en alimentos por el método de
Kjeldahl, la incertidumbre estándar combinada
está principalmente determinada por la medición
del volumen (calibración del material volumétrico)
y por la calidad de la estandarización del ácido
titulante utilizado en la fase de cuantificación
(volumen de ácido consumido, pureza del patrón
primario y masa del patrón primario). Por lo

tanto, al estimar la incertidumbre de la medición
en una determinación volumétrica en particular, es
necesario tomar en cuenta que, debido a que la
calibración del material volumétrico, la linealidad
de la balanza (calibración) y la pureza de los
reactivos constituyen las fuentes de incertidumbre
más significativas, es aconsejable el empleo de
material volumétrico Clase A calibrado, calibrar
periódicamente de la balanza, ası́ como también,
usar reactivos de alta pureza y emplear el método
potenciométrico para determinar el punto final de
la titulación, todo ello con el fin de garantizar la
calidad de la medición. Adicionalmente, en ésta
determinación, el peso equivalente no contribuye
significativamente a la incertidumbre de la medi-
ción.
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Resumen 

Para el estudio de suelos potencialmente contaminados por metales pesados es necesario definir los máximos 

niveles admisibles (niveles de referencia, NR), que no representan riesgo a la salud. Debido a que en los suelos no 

solo existe la adición antrópica, sino que existe un contenido natural de metales (niveles de fondo), propio de cada 

región edafogeológica, se recomienda establecer NR particulares para cada zona geográfica. Actualmente no existe 

una metodología única utilizada para establecer los NR para los metales en suelos, por lo que se planteó como 

objetivo de este estudio recopilar información sobre las diferentes metodologías aplicadas, lo que conllevó a 

construir un esquema general que engloba las metodologías más comunes. 

Palabras clave: contaminación de suelos; metales pesados; niveles referencia. 

Abstract 

New maximum permissible levels (reference levels RL) for the study of potentially contaminated soils by heavy 

metals were defined. Despite of anthropogenic contaminants in soils, there is also presented a certain amount of 

natural metals (background levels) in these soils according to the proper geographic region, which encouraged us 

to establish particular RL for the metals in soils. Currently, there is not an unique methodology to establish the RL 

for metals in soils, thus this study intend to review information on different methodologies applied to define RL. A 

general scheme covering all methodologies are presented. 

Keywords: Soil contamination; Heavy metals; Reference levels 

 

Introducción 

La contaminación de un suelo no sólo supone en sí misma 

una pérdida de un recurso natural, sino que, además existe el 
riesgo de que los contaminantes presentes en el suelo pueden 

alcanzar determinados receptores (agua, aire, plantas, 

humanos) provocando efectos negativos en los mismos
1,2

. La 
forma más relevante de contaminación de suelos es debido a 

derivados del petróleo y metales pesados
3
. La mayor atención 

a este tipo de contaminación se ha dirigido al sector agrícola, 
donde la contaminación por metales pesados, es provocada 

por una mala gestión agrícola, vertidos industriales, tráfico 

pesado, entre otras causas
1,4-7

. La valoración de la 

contaminación del suelo por metales pesados junto con la 
adopción de valores estándar, es fundamental para mantener 

las funciones agrícolas y ecológicas de los suelos, llegando a 

constituirse un indicador de la calidad del suelo, decisivo en 
relación con los riesgos de toxicidad

8-11
.  

La tarea de demostrar que un suelo está contaminado, no es 
fácil, en especial si se trata de metales pesados, ya que su 

presencia en el suelo puede tener un origen natural o 

antrópico. Por lo tanto, es necesario distinguir  entre los 

denominados niveles de fondo (background) y los niveles de 

referencia (NR) o carga crítica de un suelo, con el fin de 
deducir si existe la necesidad de un estudio analítico de la 

contaminación, en función del uso
7,12

. El término de Nivel 

Genérico de Referencia (NGR), es definido para cada 
sustancia como la concentración límite en el suelo que se 

traduce en un riesgo admisible a la salud humana. Los NGR 

para las diferentes sustancias contaminante van a ser una 

herramienta fundamental en la gestión de suelos 
contaminados, pues van a delimitar aquellos suelos en los que 

razonablemente no se van a producir efectos (no 

contaminados), de los que pueden resultar más problemáticos 
(potencialmente contaminados), en cuyo caso es obligado un 

estudio más detallado para precisar si se declara o no como 

contaminado
13-15

. En la figura1 se muestra la relación entre el 
riesgo admisible, los niveles de referencia y la contaminación 

de suelos. 
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Fig. 1: Los niveles de referencia en la definición de suelos 
contaminados. 

La EPA
16

 ha propuesto un conjunto de ecuaciones para 

el cálculo de los NGRs en función de distintos 

escenarios (residencial, industrial, agrícola, etc), vías de 
exposición (ingestión del suelo, contacto dérmico; 

inhalación) y tipo de contaminante
17

, utilizando criterios 

toxicológicos y ecotoxicológicos; es un método que 

requiere del cálculo de varios parámetros, con datos, 
preferiblemente locales, generados por otros entes 

(como la ATSDR, FDA, investigaciones epidemio-

lógicas, etc) u otras investíga-ciones
18-21

, lo que muchas 
veces es de difícil acceso. La EPA también suministra 

junto con el modelo, valores por defecto, con lo que se 

logran algunas aproximaciones, facilitando el cálculo en 

aquellos casos donde no se dispone de algunos de los 
parámetros requeridos.  

Con el objetivo de simplificar y hacer sustentable el 

procedimiento de obtención de estos valores de referencia, 
el Real Decreto de España RD 9/2005 ha propuesto que, 

cuando la Comunidad Autónoma no disponga de niveles 

genéricos de referencia para metales pesados ni sea posible 
la realización de análisis de riesgos, el cálculo de los 

NGRs se haga mediante la adición de dos veces la 

desviación estándar a la media aritmética, obtenida con el 

análisis de contenidos totales de metales en suelos no 
contaminados, independientemente de la distribución de la 

población que se utilice
22

.  

Entre las principales ventajas del uso de los NGRs, se 

encuentra que: constituyen una buena aproximación 

económica y preventiva, para la evaluación de procesos 

de contaminación a nivel de fase exploratoria. Cuando 

esos niveles se superan, es obligatoria una investigación 

detallada. Además, constituyen referentes fundamentales 

para la investigación y gestión de suelos potencialmente 

contaminados. 

Entre las principales limitaciones del uso de los NGRs, se 

encuentra que: para su obtención no toman en cuenta las 

numerosas reacciones y equilibrios multifase que tienen 

lugar en el suelo y que controlan la dinámica de los 

metales pesados. Por otra parte, hacen referencia a 

contenidos totales de metales pesados en el suelo y no a 

concentraciones biodisponibles, siendo esta última la que 
indica la movilidad del metal y por ende, es lo que rige la 

toxicidad del metal. Por lo que, en países como Noruega 

ya han adoptado en su normativa de suelos contaminados 
valores límites para la biodisponibilidad de los metales 

pesados
1,23,24

. 

Los niveles de referencia específicos (NRE) se establecen 
a partir de los niveles de fondo y rectas de regresión, las 

cuales establecen la relación entre los contenidos de 

metales y las propiedades edáficas
25

. Estos valores de 

referencia son más realistas, puesto que al considerar las 
propiedades edáficas, tienen en consideración la capacidad 

amortiguadora del suelo hacia los procesos de 

contaminación por metales pesados
13

. 

En Holanda, país pionero en el desarrollo de metodologías 

para la determinación y valoración de riesgo, se han 

desarrollado niveles de referencia para metales pesados en 
función de la fracción de arcilla y/o contenido en materia 

orgánica, y se calculan mediante ecuaciones de regresión 

lineal en las que se considera un suelo estándar con 25% 

de arcilla y 10% de materia orgánica, teniendo en cuenta 
los niveles de fondo de los suelos holandeses

8,21
. Esta 

normativa no se puede aplicar en países mediterráneos o 

en Venezuela, porque los suelos son muy diferentes. 

El fondo geoquímico natural (niveles de fondo, 

geochemical background), representa la concentración de 

un elemento químico en suelos no contaminados. Como 

este valor es prácticamente imposible de obtener, ya que 
actualmente no existen suelos vírgenes no contaminados 

en el mundo, se utilizan los denominados niveles de fondo 

geoquímico (geochemical baseline)
26

, que representan una 
medida de las variaciones geoquímicas superficiales, tal 

como se encuentran en el momento de realizar la toma de 

muestra. Como estos valores pueden estar influenciadas 
por la litología del subsuelo y afectadas por el contenido 

geoquímico de la unidad geotectónica donde se encuentra, 

se determina también los fondos geoquímicos regionales 

(regional geochemical baseline)
 21,27-29

.  

El establecimiento de niveles de fondo para un territorio, 

constituye una poderosa arma para la planificación 

ambiental y para las políticas de Salud Ambiental. Sirve de 
base para documentar, cualquier procedimiento para 

declarar un suelo como contaminado
13,17,30

. 

Actualmente la mayoría de los países se encuentran en una 
fase temprana en el registro e identificación de 

emplazamientos contaminados. Dinamarca, Suiza y 

Alemania se encuentran entre los países que han identificado 

gran parte del total de sus lugares contaminados. En Holanda, 
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Estados Unidos, Alemania y Suiza se han establecido niveles 

de referencia con rango normativo. En España tienen rango 

normativo las comunidades del País Vasco, Madrid y 

Aragón, y otras están en proceso de aprobación, como en 
Galicia, Murcia y Cataluña

29
. 

La investigación orientada hacia la gestión de suelos 

contaminados, ha recibido mucho apoyo del sector 
económico europeo, debido a los elevados costos 

relacionados con los proyectos de descontaminación. A 

pesar del avance logrado, existen algunas lagunas a nivel 
mundial sobre los niveles o valores de calidad de suelos. 

Por ejemplo, no existe una metodología única, explicita y 

estandarizada para la calidad de los suelos evaluada con 

respecto a metales pesados
31

. 

En Venezuela, al revisar la política ambiental se encuentra 

que existe un amplio marco legal, que incluye la 

protección del recurso agua, aire y suelo
32

, pero no hay 
normativas específicas que reglamenten la protección del 

suelo como resultado de la contaminación antropogénica 

por metales pesados.  

En el cuadro 1 se presenta un resumen de la legislación 

ambiental de mayor interés para el sector industrial de 
Venezuela, dirigidos a la prevención y control de la 

contaminación del recurso suelo. 

El presente trabajo está orientado a recopilar información 
sobre las diferentes metodologías aplicadas, para 

establecer los niveles de referencia para metales pesados 

en suelos. Dicha información,  servirá de orientación en la 
discusión de nuevas normativas para suelos o para fijar 

criterios en posteriores estudios ambientales relacionados 

con la caracterización de la contaminación en un suelo de 

uso agrícola o industrial potencialmente contaminado por 
metales pesados, en Venezuela o en cualquier otro país 

donde no se hayan fijado criterios para establecer niveles 

de referencia para metales pesados en suelos. 

Cuadro 1: Resumen de la normativa ambiental venezolana relacionadas con la prevención y control de la contaminación del recurso suelo 

Norma Breve Descripción 

Ley sobre sustancias y 

materiales peligrosos 

(año 2001) 

Regula la generación, uso, recolección, almacenamiento, transporte, 

tratamiento y disposición final de las sustancias, materiales y desechos 

peligrosos 

Ley Forestal de suelos y 

aguas (año 1966) 

Rige la conservación, fomento y aprovechamiento de los recursos naturales y 

sus productos. Fue modificada a través de la Ley de Suelos y Aguas (año 

1977) 

Decreto 1.257 (año 

1996) 

Dicta las normas sobre Evaluación ambiental de actividades susceptibles  de 

degradar el ambiente, establecer la obligatoriedad de los estudios de impacto 

ambiental de proyectos de rellenos sanitarios y de seguridad. 

Decreto 2.635 (año 

1998) 

Norma para el control de la generación de materiales peligrosos y el manejo 

de los desechos peligrosos. Regula la recuperación  de materiales y el 

manejo de los desechos cuando estos tienen características, composición o 

condiciones peligrosas, representando una fuente de riesgos a la salud y el 

ambiente. 

   Adaptado de la referencia 32 

 

Metodologías utilizadas para establecer Niveles de 

Referencia  

La metodología seguida para la definición de los niveles 

de referencia, es científicamente muy rigurosa, de 

manera general incluye los siguientes grupos de 

tareas
13,17,25

: 

La descripción detallada de cada una de estas etapas 

resulta de vital importancia para garantizar las 

conclusiones extraídas del estudio. Entre los puntos más 

importantes relacionados con las metodologías 

revisadas, se pueden destacar: 

 

AAnnáálliissiiss  ddee  llaa  

iinnffoorrmmaacciióónn  

ddiissppoonniibbllee  

ssoobbrree  llooss  

ssuueellooss 

estudiados 

DDiisseeññoo  yy  

eejjeeccuucciióónn  ddee  llaa  

ccaammppaaññaa  ddee  

mmuueessttrreeoo  yy  

mmeeddiicciioonneess  

TTrraattaammiieennttoo  

eessttaaddííssttiiccoo  ddee  

llooss  ddaattooss  

oobbtteenniiddooss  
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Muestreo y mediciones: 

Los puntos de muestreo se deben realizar atendiendo a que, 
deben ser suelos sin contaminación previsible (zonas 

alejadas de núcleos industriales y vías de alta densidad de 

tráfico) y la unidad morfológica a la que pertenece la 
muestra debe ser lo más representativa posible. Para la 

localización de las muestras es indispensable el apoyo de 

diversos mapas cartográficos edafológicos y geológicos 
disponibles a escalas de 1.400.000; 1.200.000 y 1.500.000. 

Aplicar un muestreo de tipo estratificado aleatorio, el cual 

permite estimar el error de muestreo. A la vez que se 
recomienda trabajar con muestras compuestas (5-10 

submuestras) de la capa arable (0-20 cm ó 50 cm 

superficial). Cuando no se tiene conocimiento de la 

distribución de los contenidos de metales, es útil 
determinar el tamaño de muestra óptimo

15
. Y muchas 

veces es necesario un estudio tipo piloto (screening). La 

digestión de la muestra se realiza por microondas o con 
agua regia. Se requiere la utilización de técnicas analíticas 

confiables, validadas, y los niveles de detección y 

especificidad necesarios
23

, comúnmente se utiliza 

espectroscopia de absorción atómica (AA) o la 

espectroscopia de emisión acoplado inductivamente a 
plasma (ICP) o una cámara de grafito.  

Métodos estadísticos más utilizados: 

Análisis estadístico Univariante (media, mediana, 
Desviación Estándar (DE), gráfico box-plot, histogramas, 

Test de normalidad Kolmorov-Smirnov, otros); Análisis de 

varianza y pruebas de significación; Análisis Estadístico 
Multivariante (Análisis de Componentes Principales; 

Análisis de Clúster y Análisis Discriminante Lineal). 

El criterio estadístico para la derivación de los niveles de 

referencia, dependerá de las características edafológicas 
específicas en un área geográfica y del tipo de distribución 

de los datos de concentración de metales
33

. En la tabla 1 se 

muestran algunos de los criterios estadísticos utilizados 
para la derivación de los niveles de referencia. 

Tabla 1. Resumen de las metodologías comúnmente usadas para establecer los niveles de referencia para metales pesados en suelo. 

Obtención de los 

datos 

Metodologías según 

tratamiento estadís-

tico de los datos 

Características principales Expresiones de los niveles de fondo y 

niveles de referencia 

 

 

 

 

 

Determinación de 

contenido total de 

metales en zona sin 

contaminación 

previsible para 

determinar los niveles 

de fondo 

(X= es el valor medio 

del contenido del 

elemento traza y DE= 

desviación estándar) 

 

 

Métodos 

estadísticos 

descriptivos 

Identificación y eliminación de valores 

discordantes. Es favorable cuando no 

se sospecha una posible contaminación 

en la zona  

Identificación del tipo de distribu-ción 

de los datos (prueba de normalidad) 

NR=X+nDE 

Si la distribución de los datos es Normal 

NR=NF+2DE;       NR=NF+3DE 

Si la distribución no es normal 

NR= [(3º I – 1º I) * 1.5]; I= intercuartil 

 

Gráficas 

Probabilísticas 

Utilización de todos los datos 

incluyendo valores discordantes. Es 

favorable cuando existe una posible 

contaminación en la zona de estudio 

Requiere tamaños de muestras 

grandes. 

Representación gráfica de la concentración del 

elemento en función del porcentaje de frecuencias 

acumuladas 

Se identifican dos poblaciones: población de fondo 

y población con posible contaminación específica. 

Se calcula la media aritmética y desviación estándar 

para cada población  y se define el límite superior 

dado por la ecuación:  X+nDE 

 

Método del 

Bootstrap 

Cálculos repetitivos para obtener 

estadísticos asociados a una muestra 

(Re-muestreos). 

No obliga a la eliminación de valores 

discordantes. 

Obtención del histograma de distribución de los 

valores X+nDE y cálculo de los intervalos de 

confianza. 

El valor medio del intervalo se asume como el 

valor de referencia 

 

 

Ecuaciones 

lineales 

Determinación e Identificación de las 

propiedades de los suelos que tengan 

alta correlación con los metales. 

Correlación del contenido de metales 

pesados con las propiedades edáficas 

(materia orgánica, arcilla, carbonatos, 

otros). 

NR= X+Aa+Bb+….Zz; donde: 

 NR= es el nivel de referencia 

A, B, … Z= valores medios de las propiedades 

edáficas. 

a, b, … z= pendientes de las rectas de regresión 

simple 

Adaptado de la referencia 33      
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En la figura 2, se representa de manera global las 

metodologías más utilizadas, en estudios realizados por 

varios autores
13,17,18,21,27,28,30,32-37

, abarcando el método 

estadístico descriptivo y el método de ecuaciones lineales. 
Allí se observa que, como punto de partida se debe tener 

información del sitio, lo que conllevara a fijar una 

estrategia de muestreo. Luego deben desarrollarse tres 
etapas de medición: contenido total de metales, 

propiedades edáficas y un análisis mineralógico de ser 

posible o creerse necesario. Teniendo este grupo de datos 
se debe aplicar un análisis estadístico descriptivo y en 

función de estos resultados, adoptar el criterio estadístico 

más apropiado para expresar los niveles de referencia. 

Los niveles de fondo se obtienen a partir de los datos el 

contenido de base de los metales, aquí dependiendo de la 

distribución de los datos se utiliza la media aritmética si es 

una distribución normal, o si no resulta una distribución 
normal o es log-normal y su desviación estándar es 

pequeña se toma la media geométrica como nivel de fondo. 

Luego que se tiene el nivel de fondo, se selecciona la 
expresión a usar para proponer los niveles de referencia, 

por ejemplo: si no hay correlación estadísticamente 

significativa entre el contenido de metales y las 
propiedades edáficas se puede utilizar la expresión más 

sencilla: NR= NF+nDE o fórmulas EPA, en este caso 

serían niveles genéricos de referencia (NGRs). 

 

Fig. 2: Esquema general de las metodologías más utilizadas para establecer niveles  de referencia. 
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Pero si por el contrario, existe una correlación 

estadísticamente significativa, se puede expresar con una 

ecuación de regresión lineal, resultando un nivel de referencia 

específico
13,17,22

. 

Si el análisis mineralógico y granulométrico arroja que 

existe una variedad litológica, se aplica el mismo 

procedimiento, estructurando los datos según la geología y 
los resultados se expresan de manera específica para cada 

unidad litológica. 

Países que ya han establecido Niveles de Referencia (NR) 

Solo unos pocos países ya han establecido los valores de 

fondo para los metales pesados, y consecuentemente los 

niveles de referencia. Donde no se han establecido NR, 
utilizan los valores de referencia extranjeros. Por lo 

general, en estudios donde se investiga la calidad del suelo, 

con miras a aplicar procesos de remediación, se comparan 

los contenidos de metal obtenidos con los rangos 

establecidos por legislaciones de varios países y agencias 
internacionales como la EPA o con los propuestos por 

otros autores
35,37-41

. En la tabla 2, se evidencia la gran 

variabilidad de estos estándares establecidos por diversas 
paises y organismos, lo cual puede explicarse por el hecho 

de que los patrones de distribución de concentraciones de 

los elementos son principalmente influenciados por la 
naturaleza geoquímica de la roca

10, 25,42-44
. Por lo que, el 

buen uso de estos valores estándares implica usar aquellos 

basados en fondos geoquímicos de propiedades semejantes 

al área estudiada. 

Tabla 2: Niveles de referencia propuestos por agencias y  por diferentes legislaciones en varios países y algunas provincias de España, 
para los metales pesados más frecuentes en los suelos (mg/kg suelo). 

 Cd Cu Pb Zn Cr Ni 

Normativa Suiza - 50 50 200 75 50 

IHOBE-País vasco(1) - 25 45 110 - 40 

USEPA-Estados Unidos(2) 0,5 25 100 - 130 50 

CETESB-Brasil(3) - 30 20 60 40 10 

Tabla Holandesa - 50 85 140 100 30 

UE (máximo) - 140 300 300 - 75 

Austria - 100 100 300 100 100 

Canadá - 100 200 400 75 100 
Polonia - 100 100 300 100 100 

Japón - 125 400 250 - 100 

Gran Bretaña - 100 100 300 50 50 

Alemania - 200 1000 600 200 200 

China 0,43 31,7 37,5 117,7 58,9 - 

South Hydereabad- India - 35 20 71 35 - 

Holanda, valor referencia 0,8 36 85 140 100 35 

Holanda, valor de urgente 

intervención 

12 190 530 720 380 210 

Málaga-España 0,5 65 69 132 132 - 

Granada-España - 26 36 76 66 - 

Madrid-España 0,84 34 88 109 - - 
Medina del campo Valladolid-

España 

0,44 9,41 13,78 33,44 16,14 - 

Almeira-España(4) 15,6 578 - 4,63*103 2,35*1

03 
313 

Castellon-España(5) 0,3 31,3 23,4 74 29,7 19,4 

Alicante-España(6) 0,7 28 28 83 36 31 

Alicante-España(7) 0,9 28 28 91 39 37 

Murcia-España(8) - 19 14 66 69 30 

Adaptado de las referencias 44 y 33.  

(1) IHOBE (2003) del Gobierno Vasco. (2) Soil Guideline Departament Enviromental Agency de Estados Unidos. (3)Enviroment Agency 

of Sao Paulo, Brazil.(4)Propuesto por Sierra, 2005 usando fórmulas de la EPA, sin restricción de uso.(5) Propuesto por Peris, 2006 

usando NR=VF+2DE.
(6) 

Propuesto por Mico, 2005 usando NR=VF+2DE.
(7)

 Propuesto por Mico, 2005 usando intercuartiles VR= [(3º I – 

1º I) * 1.5]. (8) Propuesto por Castillo et al, 2003 usando media entre NR=VF+2DE y Regresión lineal. 
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Por otra parte, en esta tabla 2 se agrupan algunos valores 

de NR establecidos en estudios realizados en algunas 

Autonomías de España, país donde se han avocado en los 

últimos años a obtener niveles de referencias regionales. 
Aquí también se pueden distinguir las variaciones que 

existen, entre los NR propuestos para los metales pesados, 

a pesar de referirse a un mismo país, debido básicamente a 
su diversidad geológica y edáfica, observándose que 

existen algunos rangos de concentración amplios: Ni (9,81-

313 mg/kg); Cu (9,41-578 mg/kg); Zn (33,44-4,63*10
3
 

mg/kg); Cd (0,3-15,6); Cr (16,14-2,35*10
4 

 mg/kg) y Pb 

(13,78-44,7 mg/Kg). Esta variabilidad, apoya lo que dicen 

algunos autores sobre que no es recomendable proponer 

valores para todo un territorio nacional, siendo lo más 
adecuado establecer niveles de referencia regionales

13,17,30
. 

El método de cálculo, en algunos casos también introdujo 

diferencias, resultando el menos restrictivo donde se utiliza 
para el cálculo las fórmulas propuestas por la EPA. 

Conclusiones 

 Los niveles de referencia (NR) representan una guía de 

valores a tener en cuenta en los trabajos de evaluación, 
donde se quiere tener una idea rápida del estado de 

contaminación del emplazamiento.   

 Antes de que un suelo sea declarado como contaminado 

por metales pesados se requiere establecer su calidad a 

través de la determinación de los niveles de fondo de 
metales pesados y propuesta de niveles de referencia.  

 Hay una variedad de metodologías científicamente 

rigurosas, aplicadas para el establecimiento de dichos 

valores, las cuales se asemejan principalmente en lo 
relacionado al muestreo y se diferencian en el criterio 

estadístico para expresar los resultados.  

 En la revisión de estudios de contaminación de suelos 

por metales pesados, se evidenció que son muchos los 

que basan su discusión, sobre si el emplazamiento está 
o no contaminado, en valores estándares fijados por 

otros países o agencias internacionales, que poseen 

suelos con propiedades muy distintas, por lo que 
pudieran estar subestimando o sobreestimando el nivel 

de contaminación encontrado. 

 A pesar de que, son pocos los países que han 

establecido sus valores de referencia, la tendencia 
mundial es el desarrollo de los valores básicos para 

cada región en cada país Esta situación representa un 

reto, ya que no es una tarea fácil, debido a todas las 

dificultades asociadas al tratar con material edáfico y 
elementos a nivel traza (heterogeneidad, dependencia 

del contexto geológico y edáfico, baja reproducibilidad, 

niveles detectables requeridos muy bajos, entre otros 
factores). Hasta tanto no se logre esto, se seguirán 

tomando como guía los estándares internacionales ya 

establecidos, siendo lo más adecuado, la utilización de 

aquellos basados en fondos geoquímicos de 

propiedades semejantes al área estudiada. 

 En cuanto a nuestro país, es necesario revisar las 

normas establecidas para la protección y recuperación 

del suelo, actualizarlas según la tendencia mundial, 

incluyendo estándares de referencia, de manera de 
poder mejorar la gestión ambiental de sitios 

potencialmente contaminados. Y contar además, con un 

instrumento que permita evaluar el impacto sobre el 
suelo de diferentes actividades industriales y agrícolas. 

Para ello, es necesario que se apoyen las 

investigaciones científicas orientadas para tal fin, con el 

adecuado financiamiento y se exija al sector industrial 
su participación. 
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