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RESUMEN

La correcta interpretacion de un resulta-
do de medicién requiere el conocimiento
de la incertidumbre de la medida; de esta
manera, se han desarrollado diferentes
aproximaciones y guias para realizar el
calculo y la interpretacion de la incerti-
dumbre de la medicion. En este estudio
se comparan dos aproximaciones para la
estimacion de la incertidumbre de una
metodologia, de manera rapida y econd-
mica basada en el método QuEChERS
para el anilisis de 15 plaguicidas orga-
nofosforados mediante cromatografia de
gases con detector de nitrégeno fosfo-
ro. El primer método empleado se basa
en la aproximacion descrita por la guia
para la expresion de la incertidumbre de
mediciéon (GUM), la cual se apoya en la

combinacion de las incertidumbres invo-
lucradas en los procesos de medicién de
la metodologia. El segundo método uti-
lizado correspondidé a la aproximacion
propuesta por Haslova y Stépén, la cual
incluye algunos elementos del método
de arriba hacia abajo (top down) y se
basa en el empleo de los datos de repe-
tibilidad en diferentes etapas del proceso
analitico. Los resultados mostraron que
al emplear la aproximacion de la GUM,
los valores de incertidumbre son maés
bajos que al utilizar el método de Has-
lova. Asimismo, mediante la aproxima-
cion GUM se encontrd que el aporte a
la incertidumbre por la preparacion de
los estandares (peso, dilucién y pureza)
representa el principal componente. Por
otro lado, mediante el método combinado
se pudo establecer que la principal fuente
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de incertidumbre corresponde al proceso
de extraccion de los analitos, y, en con-
traste, se hall6 que la fuente que menor
aporta corresponde a la preparacién de
los estandares. Finalmente, los valores
calculados de incertidumbre expandida
mediante el método combinado se en-
contraron entre el 12,7 y el 27,1% de
la concentracién a la cual se estimé la
incertidumbre.

Palabras clave: plaguicidas, QuE-
ChERS, incertidumbre, cromatografia
de gases.

ABSTRACT

The correct interpretation of a measure-
ment result requires knowledge about its
uncertainty. Very different approaches
for the estimation of the uncertainty rela-
ted to measurement results are found in
the literature and in published guidelines.
In this work two different approaches
for uncertainty estimation are compared
on an easy, rapid and low-cost sample
preparation approach for the determina-
tion of pesticide residues in fruits by gas
chromatography with nitrogenous phos-
phorous detector. It was determined the
contributions to the uncertainty at each
analytical step such as extraction, clean
up, evaporation and instrumental analy-
sis. The first method was based on the
guide to the expression of uncertainty in
measurement (GUM) approach, which
derives the uncertainty of a measure-
ment result by combining the uncertain-
ties related to the uncertainty sources of
the measurement process. The second
method was an approach previously pre-
sented by Haslova and Stépan, which
included some elements of “top-down”
estimation in that it included repeatabi-
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lity data generated by fortification expe-
riments at different stages of the method
to estimate the contribution of each step
to the overall uncertainty. The results
showed that when is employing GUM
approach the uncertainty values were
lowest compared with Haslova method.
Using the GUM approach uncertainty
of standard preparation (uncertainties of
weighing and diluting standards, uncer-
tainties of purity of standards) was shown
to represent the main source of combined
standard. On the other hand, when the
second method was used, the main sour-
ce of uncertainty extraction process was
identified. By contrast, it was found that
the source contributes less to global un-
certainty was the standards preparation.
Finally, the expanded uncertainties for
Haslova method using a coverage factor
of two were between 12.7% and 27.1%
of the concentration, which was estima-
ted uncertainty.

Key words: pesticides, QUEChERS,
uncertainty, gaschromatography.

RESUMO

A correta interpretagdo do resultado de
uma medicio requer o conhecimento da
incerteza de medicdo, assim, diferen-
tes abordagens tém sido desenvolvidos
e orientacdes para o calculo e interpre-
tacdo da incerteza de medicio. Este es-
tudo compara duas abordagens para es-
timar a incerteza de uma metodologia,
mais rapido, baseado no custo método
para analisar QUEChERS 15 pesticidas
organofosforados por cromatografia ga-
sosa com detector de nitrogénio e fosfo-
ro. O primeiro método utilizado baseia-
se o procedimento descrito pelo guia
para a expressdo da incerteza de medicao
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(GUM) que é baseado numa combinagio
de incertezas envolvidas no processo
de medicao da metodologia. O segundo
método utilizado foi o método proposto
pelo Haslova e Stepan, que inclui alguns
elementos de cima para baixo método (de
cima para baixo) e baseia-se na utilizagdo
de dados de repetibilidade em diferentes
fases do processo analitico. Os resulta-
dos mostraram que, utilizando a apro-
ximacdo dos valores de incerteza GUM
sdo inferiores quando se utiliza 0 método
Haslova. Além disso, através da aborda-
gem de goma foi encontrada para contri-
buir para a incerteza para a preparacio
de padrdes (diluicao de peso e pureza) é
o componente principal. Por outro lado,
pelo método combinado verificou-se que
a principal fonte de incerteza correspon-
de a extracciao de analitos em contraste
verificou-se que a fonte fornece corres-
ponde menos para a preparacdo de pa-
droes. Finalmente, os valores calculados
para a incerteza expandida foram entre
12,7% e 27,1% da concentragdo a qual a
incerteza estimada.

Palavras-chave: QUEChERS, pesti-
cidas, incerteza, cromatografia gasosa.

INTRODUCCION

En la actualidad, la creciente importan-
cia que ha tomado la seguridad alimen-
taria, sumado a la apertura del comercio
mundial, exigen que los laboratorios
de control de contaminantes estén en la
capacidad de generar resultados de alta
confiabilidad (1, 2); por esta razén, dife-
rentes organizaciones buscan armonizar
la interpretacién de los resultados ana-
liticos generados, con el fin de facilitar
el comercio y garantizar la seguridad
del consumidor (3). De esta manera,

para asegurar una evaluacion adecuada
del cumplimiento de la reglamentacion
respecto a los limites maximos de re-
siduos de plaguicidas en alimentos, ya
sea de consumo nacional o con fines de
exportaciéon, nace la necesidad de rea-
lizar una estimacién apropiada de la
incertidumbre de medicién, pues este
pardmetro implica conocer la calidad de
los resultados generados (4) y ademas es
una exigencia para la acreditacién de los
laboratorios (5).

La estimaciéon de la incertidumbre
de medicién es un tema de la quimica
analitica que ha generado bastante inte-
rés y discusion en el dmbito cientifico,
principalmente por la complejidad de su
definicién y por las multiples recomenda-
ciones que se encuentran para su calculo
e interpretacion (6-8). La guia de la ex-
presion de la incertidumbre (GUM, por
sus siglas en inglés) publicada por la Or-
ganizacion Internacional para la Estanda-
rizacion (ISO, por sus siglas en inglés)
(9), establece las reglas generales para la
evaluacioén y expresion de la incertidum-
bre. Esta guia ha sido interpretada por
Eurachem como un enfoque aplicado a la
quimica analitica, por lo cual se ha con-
vertido en un documento de referencia
para la mayoria de los laboratorios (10).
Tanto en Eurachem como en la guia ISO,
se ha establecido que para realizar una
adecuada estimacion de la incertidumbre
es necesario: i) identificar todas las posi-
bles fuentes de incertidumbre asociadas
al proceso analitico, ii) estimar la mag-
nitud de cada una de estas fuentes, iii)
combinar estas incertidumbres y iv) ex-
presar la incertidumbre expandida.

Asimismo, la guia Eurachem ha es-
tablecido dos estrategias principales para
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la estimacioén de la incertidumbre: bot-
ton up y top down. El primer método
tiene como ventaja que identifica todas
las etapas del proceso, y por tanto ayu-
da en la mejora de la metodologia una
vez se establece su calculo; sin embargo,
presenta como desventaja que implica
calculos tediosos y subestima los errores
aleatorios y sistematicos de los métodos
de extraccion. Por su parte, top down es
un método que se caracteriza por la sen-
cillez de sus célculos pero tiene varias
desventajas, entre ellas que no identifica
etapas criticas del método analitico; para
su calculo es necesario contar con ensa-
yos de aptitud o interlaboratorios, y esto
crea una dependencia con los resultados
de incertidumbre estimada en otros labo-
ratorios (4, 11).

En los dltimos afios se han creado
métodos que combinan las dos aproxi-
maciones, de tal modo que se puedan
realizar calculos sencillos que permitan
cuantificar las principales fuentes de in-
certidumbre y, con ello, mejorar las me-
todologias de anilisis (12, 13). Sumado a
estos propoésitos, mediante estos métodos
se pretende incluir las variaciones que se
puedan generar en el proceso analitico,
por lo cual es comtn encontrar diferen-
tes propuestas en las que se incluyen los
resultados de validaciéon del método (14,
15).Uno de los métodos més relevantes de
este tipo de aproximaciones corresponde
al propuesto por Stépan en el 2004, en el
cual se tienen elementos tipo fop down y
botton up que permiten caracterizar y me-
jorar las metodologias analiticas a partir
de la informacioén suministrada (16).

En este contexto, en el presente tra-
bajo se tiene como objetivo realizar una
comparacion entre el método bottom up
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(BU) y un método combinado (16) pro-
puesto por Stépan (17) para la estimacién
de la incertidumbre en la determinacién
de 15 plaguicidas organofosforados, ana-
lizados mediante el método QUEChERS,
modificado con acetato de etilo y croma-
tografia de gases con detector de nitroge-
no fosforo.

MATERIALES Y METODOS

Materiales de referencia, reactivos
y soluciones

Se trabajo con estandares de plaguicidas
de pureza mayor al 95 %, provenientes de
las casas comerciales Dr. Ehrenstorfer y
Chemservice. Las soluciones madre fue-
ron preparadas en concentraciones cerca-
nas a 1000 ugmL' en acetato de etilo y
almacenadas en frascos dmbar a -20 °C.
La mezcla de plaguicidas se prepar6 to-
mando diferentes volimenes de cada una
de las soluciones madre hasta obtener
una concentracién de 10 pgmL™! de cada
uno de los compuestos. Esta solucion
se almacend en frasco dmbar a -20 °C.
Los solventes empleados en este estu-
dio fueron J.T. Baker, MTEDIA grado
HPLC y grado residuos. En los ensayos
de extraccion se utilizaron sales de Sig-
ma-Aldrich y BDH Prolabo. Para la lim-
pieza de los extractos se emple6 amina
primaria secundaria (PSA) VARIAN. Se
us6 como estandar subrogado trifenilfos-
fato (TPP) y como estandar interno (EI)
tributilfosfato (TBP).

Instrumentos y equipos

En el proceso de extraccion se empled
un homogeneizador Cuisinart DFP-7BC,
un homogeneizador de alta velocidad



Revista Colombiana de Quimica, Volumen 41, nro. 3 de 2012

Ultraturrax (IKA T25) y concentrador
Thermolyne Dri-Bath. Para el proceso
de separacion de fases se utilizaron dos
centrifugas, Sigma 4K-15 y JOUAN B4i
Multifunction.

El anilisis cromatografico se lle-
v a cabo en un cromatdgrafo de gases
HP6890N con inyector automatico 7683
Agilent Technologies (Palo Alto, CA,
EUA) con control electrénico de presion,
equipado con inyector split/splitless co-
nectado a una columna capilar HP-5 (30
m, 0,32 mm d.i, 0,25 pm) acoplada a un
detector de nitrégeno-fésforo (NPD).

Las condiciones cromatograficas em-
pleadas en el andlisis de los plaguicidas
fueron las siguientes: volumen de inyec-
cién 2 pL; inyeccién en modo splitless
pulsado con presion de pulso de 275,8
kPa durante 0,3 min; tiempo de purga
de 2,00 min, flujo de purga 40 mLmin’!
y temperatura de inyector de 267 °C.
El gas portador fue helio. El programa
de temperatura del horno fue de 85 °C
(0 min); consecutivamente se incrementd
la temperatura hasta llegar a 140 °C, a
una velocidad de 4 °C min’, y por 1lti-
mo se obtuvo una temperatura de 280 °C
a una velocidad de 5 °C min™ por 4 min.
El tiempo total del anélisis fue de 45,75
min.

Finalmente, la temperatura del detec-
tor NPD fue 300 °C con flujos de gas
auxiliar de 20 mLmin™', de hidrégeno de
3 mLmin! y aire de 60 mLmin™.

Método de extraccion

En los estudios realizados se utiliza-
ron muestras de tomate (Solanum lyco-
persicum), certificadas como productos

organicos, obtenidas en supermercados
de cadena. Se lavaron con abundante
agua, y se retird todo material ajeno a
la fruta que pudiera encontrarse en su
superficie. Posteriormente, con el fin de
asegurar que las muestras se encontra-
ran libres de plaguicidas, se analizaron
mediante cromatografia de gases.

En la obtencién de los extractos se
emple6 una metodologia estandariza-
da y validada en ensayos previos. Para
realizar este proceso, en una probeta de
extraccion se tomaron 30 g de la matriz
homogeneizada, se le adicionaron 60
mL de acetato de etilo, 5 g de bicarbo-
nato de sodio y 30 g de sulfato de sodio
anhidro; se sometieron a extracciéon en
un homogeneizador de alta velocidad a
11.000 rpm durante 2 min. Posterior-
mente se centrifugd a 3000 rpm por 7
min, y con ayuda de una pipeta mecani-
ca se tomaron 10 mL del sobrenadante
(extracto A), los cuales se transfirieron
a un tubo de centrifuga de 50 mL.

Para el proceso de limpieza, por
cada mililitro de extracto (extracto A)
se adicionaron 25 mg de PSA (ami-
na primaria/secundaria) y 150 mg de
MgSO, anhidro, se agité con ayuda de
un vortex por 45 s y se centrifugd por 2
min a 1900 rpm. Con ayuda de una pi-
peta mecanica se transfirieron 5 mL del
sobrenadante (extracto B) a un tubo de
vidrio graduado y se llevo al concentra-
dor a una temperatura de 35 °C, donde
se redujo su volumen hasta aproximada-
mente 0,5 mL. Finalmente, se realizd
una transferencia cuantitativa a un balon
de 1 mL y se afor6 con acetato de etilo
(extracto C).
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Determinacion de la incertidumbre:
método combinado

El método analitico se dividi6 en dife-
rentes etapas. La Figura 1 muestra un
diagrama del método, en el que se es-
pecifican cada una de las etapas que se
tuvieron en cuenta en este estudio. Para
determinar la incertidumbre asociada de
cada etapa se fortifico con la mezcla de
plaguicidas antes de cada proceso, como
se indica a continuacién. En cada uno de
los ensayos se realizaron cuatro répli-
cas, a una concentracién equivalente al
nivel mas alto de la curva de calibracion
(0,500 pgmL™).

Experimento I (u,, . ): se fortifica-
ron 30 g de la muestra homogeneizada
con 600 uL de la mezcla de plaguicidas
de 10 pgmL'. Se realiz6 el proceso de
extraccion que se describid en la seccion
anterior.

Experimento 2 (uh.mpim): en un balén
de 50 mL se adicionaron 500 uL de la
mezcla de plaguicidas de 10 pgmL;
se aforaron con el extracto A (libre de
plaguicidas); posteriormente se tomaron
alicuotas de 10 mL a las cuales se les
realizaron los procesos de limpieza, con-
centracion y andlisis cromatografico.

Experimento 3 (u,, ..):en un ba-
L e iporacion
16n de 25 mL se adicionaron 250 uL de
la mezcla de plaguicidas de 10 pgmL;
se aforaron con el extracto B; por ulti-
mo se tomaron alicuotas de 5 mL, a las
cuales se les realizaron los procesos de
concentracion y analisis cromatografico.

Experimento 4 (u.;): en 4 balones
aforados de 1 mL se adicionaron 50 uL
de la mezcla de plaguicidas a la misma
concentracién en cada uno y se aforaron
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con el extracto C, para luego ser analiza-
dos por cromatografia de gases.

Determinacion de la incertidumbre:
método botton up

Para la determinacion de la incertidum-
bre mediante este método, se tuvie-
ron en cuenta las recomendaciones de
la guia Eurachem/Citac; es decir, se
identificaron las principales fuentes de
incertidumbre, se calcul el aporte de
cada una de estas fuentes, se estimé la
incertidumbre estandar para cada una de
las fuentes, se combinaron y finalmente
se calculé la incertidumbre expandida.
En este estudio se tuvieron en cuenta las
siguientes fuentes:

Extraccion de los analitos (u,, .
wo): peso de 30,00 g + 0,01g de la
muestra y adiciéon de 60 mL + 0,05
mL de solvente.

Limpieza de la muestra(uﬁmpim): toma
de una alicuota de 10,00 mL 40,02 mL
del extracto.

Concentracién o evaporacion de la
muestra (u, p): toma de 5,00 mL +0,02
mL de la muestra y afore a un volumen
final de 1,00 mL + 0,006 mL.

Preparacion mezcla de calibracion
v dilucion W paracion)” primero, prepara-
cién de la solucion madre. Peso de 10
mg del estindar, afore a un volumen de
25,00 mL + 0,03 mL. Segundo, dilu-
cion de la solucion madre donde se toma
una alicuota de 100,0 uL+ 0,5 p L'y se

afora a 25 mL+ 0,03 mL.

Regresion(u__ ). para la curva

A ., regresion .
de calibracién se prepararon 5 nive-
les de concentraciéon, los cuales co-
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Figura 1.Componentes de incertidumbre asociados al método analitico. (Basado en R.Stepan et al.[17].

rrespondieron a 0,0125 pgmL?', 0,100
pgmL!t, 0,250 pgmL?', 0,350 pgmL!
y 0,500 pgmL. El aporte a la incerti-
dumbre proveniente de la regresion li-
neal empleada se determina mediante la
expresion [1].

S (XO -X promedlo)z

11
Uregresin = — x\/++ [1]
regresion ( )?
m p q 2 ><| -X promedio

Donde Sy/x corresponde a la desvia-
cion estandar de los residuales; m es la
pendiente de la curva de calibracion; p
es el nimero de determinaciones de cada
punto (p=1); g el nimero de puntos en

la curva (q=5); X la concentracion esti-
mada; X:la concentracion i€sima de cada
nivel de la curva de calibracion; Xpmm el
promedio de las concentraciones de los
niveles de la curva de calibracion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Botton up

La Figura 2 muestra los resultados ob-
tenidos en la determinacion de la incer-
tidumbre expandida mediante el método
botton up para cada uno de los compues-
tos a una concentracion de 0,200 mgkg'.
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Figura 2. Incertidumbre expandida (k=2) estimada mediante el método botton up para una concentracion

de 0,200 mgkg! de cada uno de los plaguicidas.

En esta figura se observa que los valores
de incertidumbre para cada compuesto se
encuentran en el mismo orden de mag-
nitud y presentan valores relativamente
similares; es de resaltar que estos valores
son muy bajos comparados con los re-
portados por otros autores en este tipo de
analisis (12).

La Unién Europea (3) y la guia 59-
2006 del Codex Alimentarius (18) esta-
blecen que en el andlisis de residuos de
plaguicidas en alimentos se permiten
valores de incertidumbre expandida de
hasta el 50% del valor determinado. Es
decir, para una concentraciéon de 0,200
mgkg! se podrian aceptar incertidum-
bres expandidas de hasta 0,100 mgkg!;
por tanto, al observar la Figura 2, se en-
cuentra que todos los valores de incerti-
dumbre determinados se encuentran muy
debajo de este umbral, pues el valor més
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alto lo presenta el diclorvos y correspon-
de al 7% de 0,200 mgkg™.

La Figura 3 presenta los resultados
de discriminar la incertidumbre por cada
uno de sus componentes o fuentes de in-
certidumbre. En esta figura se encuentra
que el aporte de la incertidumbre de ex-
traccion es muy bajo, lo que implica que
el empleo de la balanza (peso de 30 g)
y la adicion del solvente de extraccion
(60 mL) no aportan de una manera sig-
nificativa a la incertidumbre total combi-
nada. De igual manera, la incertidumbre
asociada a la limpieza de la muestra pre-
senta valores similares, lo que refleja el
aporte a la incertidumbre por la toma de
la alicuota de 10 mL para el proceso de
limpieza.

Esta misma figura sefiala que la eta-
pa de evaporacion de la muestra presenta
valores de incertidumbre mayores que
las etapas de extraccién y limpieza, lo
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Figura 3. Incertidumbre estdndar (u) discriminada por componentes. Método botton up.

cual se atribuye a una mayor incertidum-
bre debido a la toma de la alicuota de
5 mL y al empleo del balén de 1 mL.
De otra parte, la U, cnaracion estindar PTESENEA
valores casi el doble de lau, .. dela
muestra. Estos resultados son congruen-
tes con las operaciones en el laboratorio,
pues en la preparacién de los estdndares
se tiene un mayor nimero de medidas, lo
cual trae consigo una mayor propagacion
del error, es decir, mientras que en las
etapas de evaporacion, extraccién y lim-
pieza se realizaron una o dos medidas,
en la preparacion de estandares se tiene
un mayor nimero de fuentes de incer-
tidumbre: incertidumbre de la balanza,
incertidumbre por pureza del estdndar,
incertidumbre por el balon donde se pre-

par6 la solucién madre, incertidumbre
en la medida del volumen de la alicuota
para preparar la mezcla de plaguicidas e
incertidumbre en la dilucidn.

Igualmente, la Figura 3 muestra que
el aporte de lau, . es de las dos fuen-
tes mas significativas; sin embargo, en
ninguno de los casos esta incertidumbre
es superior al 3%, lo cual indica que la
estimacion de los resultados mediante el
empleo de la curva de calibracion no tie-
ne un efecto apreciable sobre el resulta-
do final de incertidumbre. En la misma
figura también se puede observar que, a
diferencia de lau

AU | B u i
extraccion’® hmplezay preparacion

au varia de manera notoria

estandar” regresion

entre cada uno de los compuestos, lo cual
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se atribuye a los estimadores obtenidos
en la regresion, pues cada compuesto se
comporta en forma particular en el sis-
tema cromatografico; por ejemplo, la
desviacion estandar de los residuales S
depende del ajuste lineal de la respues-
ta cromatografica del compuesto con la
concentracion, lo cual ocasiona cambios

en la incertidumbre para cada compuesto.

En la Figura 3 también se observa
que la uexlraccién’ ulimpieza’uconce{ltraciép y upre—
paracion estngar 1O PTESENtAnN variacion apre-
ciable entre compuestos. Sin embargo,
en la preparacion del estindar la pure-
za no es igual para cada analito, lo que
implica que cada compuesto tendrd una
incertidumbre asociada diferente. En
esta figura no se aprecia esta diferencia
pues el aporte a la incertidumbre es muy
pequefio, pero en la Figura 4 se muestra
el aporte de cada componente a la incer-
tidumbre de preparacion del estindar. Se
encuentra que el componente que aporta
en mayor medida corresponde al peso del
estandar o sea a la incertidumbre aporta-
da por la balanza. Por su parte, el afore
de la muestra es el componente que me-
nos aporta a la incertidumbre, a pesar de
que esta operacion se realiza dos veces,
una para la preparacion del estindar y
otra para la dilucion. En la Figura 4 se
puede observar igualmente que el aporte
de la incertidumbre por pureza cambia
para cada uno de los compuestos y en
todos los casos es inferior a 0,3 %, razén
por la cual no se aprecia en la Figura 3.

En la Figura 2 se observa una varia-
cion entre las incertidumbres estimadas
para cada uno de los compuestos. Esta
variacion se atribuye en su gran mayoria
a la incertidumbre que aporta la curva de
calibracioén, pues como se puede obser-
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var en la Figura 3, es la Unica fuente que
varia notoriamente entre compuestos, a
excepcion de la de preparacion de estan-
dares que se discuti6 previamente; esto
hace pensar que si esta fuente de incerti-
dumbre se omitiera, todas la incertidum-
bres darian aproximadamente el mismo
valor, pues la Unica diferencia que que-
daria corresponderia a la incertidumbre
asociada a la pureza del estiandar. Este
hecho no refleja la realidad de un pro-
ceso analitico en donde existen pérdidas
en los procesos de extraccién, concen-
tracion, limpieza y determinacién cro-
matogréfica, los cuales son directamente
asociados a procesos de particién (matriz
y fase extractante), hidroélisis, oxidacion,
adsorciébn o termodescomposicion que
puedan ocurrir durante las diferentes
etapas de la metodologia de analisis (19,
20). En otras palabras, mediante este mé-
todo no se contemplan algunas fuentes de
errores sistematicos y aleatorios propias
del proceso analitico, lo que se traduce
en una subestimacion de la incertidum-
bre global. Sumado a esto, otros autores
han encontrado que el aporte por errores
aleatorios y sistematicos de los procesos
analiticos corresponden a los componen-
tes que mas influyen en la magnitud de la
incertidumbre global (21).

METODO COMBINADO

La tendencia actual en la determinacion
de la incertidumbre para el anilisis de
contaminantes debe considerar todo el
proceso analitico; por tanto es importante
observar el comportamiento de los anali-
tos tanto en la matriz de anélisis como en
todo el proceso involucrado (13).Stépan
desarroll6 un método que permite tener
en cuenta las variaciones propias de los
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Figura 4. Aporte (%) de cada componente a la incertidumbre de preparacion del estandar.

analitos y, a su vez, identificar las fuen-
tes criticas de incertidumbre, lo cual
tiene una ventaja respecto a los métodos
tradicionales (17).

El método propuesto por Stépan se
basa en cuantificar los errores sistema-
ticos y aleatorios mediante ensayos de
recuperacion y repetibilidad realizados
en las diferentes etapas del método ana-
litico. Para ello, la determinacién de la
incertidumbre estindar de los errores
aleatorios (u(r)E‘apa) se realiza mediante
las ecuaciones [2] a [5].

U(Pes =[%CVEy, 2]
U evaporacion = 4 %Cvszxps - u(r)é [3]
U0 s =%V gz = U agornin ~ (D [4]

U et = HCVe ~ U s ~ UV s~V [5]

Donde %CVEXID . corresponde al co-
eficiente de variacion obtenido en el k
experimento (k=1,2,3 o 4, ver secciéon
experimental), y u(r), corresponde a la

incertidumbre estandar en la n etapa.

Por su parte, para la determinacién
de la incertidumbre asociada a los erro-
res sistematicos en cada uno de los expe-
rimentos se emplea la ecuacion [6].

u _ 05 X (100 B %R Experimento k) [6]
Experik — \/§

Donde k representa el experimento
realizado (k=1, 2, 3 o 4, ver seccion
experimental) y %R representa el por-
centaje de recuperacion obtenido en el
k experimento. Posteriormente, median-
te las ecuaciones [7] a [10], se deter-
mina la incertidumbre proveniente de
los errores sistematicos para cada eta-
pa (extraccioén, limpieza, evaporacion,
analisis cromatografico).
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Uu(s)es = Ugpa [7]

U(S) et = U ~U(S)E [8]

Ui = U2 ~ U emorsion ~U(S)G [9]

U earn =U(z01 Ui ~USewgrssn ~USe [10)]

donde u(s), corresponde a la incerti-
dumbre estandar de los errores sistemati-
cos para la n etapa.

Una vez determinada la incertidum-
bre asociada a componentes aleatorios
y sistematicos (u(a) y u(s)), se procede
a calcular la incertidumbre estandar de
cada etapa (uextracci(’)n’ ulimpieza’ uevaporacién y
u.,), mediante la siguiente expresion:

u, =-/u(@)?+u(s)? [11]

donde u_ corresponde a la incerti-
dumbre estandar de la n etapa.

Finalmente, mediante la expresion
[12] se determina la incertidumbre estan-
dar global (ug).

_ 2 2 2 2 2 2 2
ug - \/u Extraccion + LjLimpieza + uEvaporacién + uLimpieza + UG +u preparacion estandar +u Regresion [12]

Donde los primeros 4 términos de la
ecuacion provienen de resultados experi-
mentales y andlisis estadistico, es decir,
célculos tipo top down, y los siguientes dos
términos provienen de los célculos realiza-
dos por medio del método botton up.

En la Figura 5 aparecen los resulta-
dos obtenidos en la estimacién de la in-
certidumbre expandida mediante el mé-
todo combinado. En esta figura se puede
observar que, al igual que en el método
anterior, la estimacion realizada es infe-
rior a 0,100 mg/kg, correspondiente al
50% de la concentracién a la cual se le
estimO la incertidumbre. Por otro lado,
si se comparan estos resultados con los
presentados en la Figura 2, los valores
estimados mediante este método resultan
ser mas del triple para la mayoria de los
compuestos, y en algunos casos, como
anilofos y edifenfos, estos valores son
de mas de cinco veces los obtenidos me-
diante el método botton up. De acuerdo
con los reportes en literatura (21), el ran-
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go en el que se encuentran los valores de
incertidumbre obtenidos resultan ser bas-
tante acordes y se correlacionan de mejor
manera que los encontrados mediante el
método botton up.

La Figura 6 muestra los aportes de
cada una de las fuentes a la incertidumbre
global; en términos generales, se encuen-
tra que al comparar las Figuras 3 y 6, el
método combinado presenta un compor-
tamiento heterogéneo de las incertidum-
bres, mientras que mediante el primer
método (Figura 3), se observan valores
similares entre las incertidumbres de los
compuestos, y en algunos casos iguales,
como por ejemplo lau_ ... Wiiera Y
U, aporacion” De otra parte, en la Figura 3 se
puede clasificar cada fuente en un orden
descendente de aporte, mientras que la
heterogeneidad que se observa en la Fi-
gura 6 impide esta clasificacién a simple
vista, pues el aporte de incertidumbre de
cada etapa del proceso es diferente para
cada compuesto. Sin embargo, de mane-
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ra general se observa que las fuentes que
menos aportan a la incertidumbre corres-
ponden ala upreparacién estandar y uregresién’
lo cual resulta ser otra diferencia respec-
to a lo encontrado en el método borton
up, pues para este ultimo método estas
fuentes de incertidumbre son las que més
aportan a la incertidumbre global.

La Figura 6 indica que la u_; presen-
ta diversos valores; por ejemplo, para
compuestos como diclorvos, edifenfos,
fenamifos o metilazinfos se presentan va-
lores inferiores al 2%, mientras que para
clorpirifos o iprobenfos se tienen valores
cercanos al 5%, lo cual resulta ser una
fuente més significativa en el calculo de
la incertidumbre global. El aumento en
la incertidumbre de estos plaguicidas se
atribuye a procesos de descomposicion o
adsorcion de los analitos en el puerto de
inyeccion o en la columna cromatografi-
ca, lo que afecta tanto la exactitud como
la repetibilidad de las medidas. Mediante
este segundo método la determinacion
u., no solo incluye errores que pueda
ocasionar el instrumento de medida, sino
otras fuentes como la integracion de las
sefiales cromatograficas, lo cual le con-
fiere una ventaja a este método respecto
al botton up, para el cual se tendria que
incluir una nueva fuente de incertidum-
bre mediante experimentos similares al
experimento 4.

Asimismo, la Figura 6 muestra que el
proceso de evaporacién en algunos casos
influye de manera notoria sobre algunos
compuestos, y en otros casos presen-
ta valores de incertidumbre muy bajos.
Para el caso de diclorvos y fenitrotion se
encuentran algunos de los valores més
altos de u lo cual se atribuye a

evaporacion’

pérdidas por volatilizacion, pues se tra-
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ta de los compuestos de menor punto de
ebulliciéon (cercanos a 140 °C) de este
grupo de plaguicidas. Sin embargo, para
el caso de edifenfos se encuentra un
punto de ebullicién aproximadamente
10 °C mayor y se tiene un alto valor de

evaporacion® lo cual se cree es debido a pro-
cesos de descomposicion adicionales a
las pérdidas por volatilizacion (22). Vale
la pena resaltar que para el caso de feni-
trotion, fenamifos y diclorvos la fuente
que aporta en mayor medida corresponde
a la evaporacion de la muestra. Al com-
parar la U, avoracion de los dos métodos se
halla una gran diferencia, pues median-
te el método botfon up no hay diferen-
cia entre cada uno de los compuestos,
mientras que con el segundo método se
presenta una incertidumbre diferente con
cada compuesto, e incluso se observa
una leve correlacion con las propiedades
fisicoquimicas de los compuestos anali-
zados. Respecto a la Uniers, @l COMPpa-
rar los resultados de la Figura 3 con la
6, se observan diferencias similares que
en las demds comparaciones realizadas,
mientras que para el caso de la Figura
3,lau, . esla menor de las fuentes
de incertidumbre; en la Figura 6 se tiene
que esta fuente es de las de mayor con-
tribucién. Asimismo, esta ultima figura
sefiala que cada uno de los compuestos
presenta valores relativamente diferen-
tes: mientras algunos compuestos como
el azinfosmetil o el fenamifos presentan
valores cercanos al 2 %, otros como el
clorpirifos o el triazofos exhiben valores
que superan el 5%. Estas diferencias se
cree son debidas a procesos de interac-
cioén con la PSA y especificamente a ad-
sorcién de los plaguicidas (23).

En general se encuentra que la fuen-
te de incertidumbre que aporta en ma-
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yor medida corresponde alau_ . . lo
cual correlaciona satisfactoriamente con
lo reportado en literatura(16). Sin em-
bargo, como se menciond anteriormente
para fenitrotion, fenamifos y diclorvos,
lau_ .. no es la fuente principal, sino
que,por el contrario, es de las que menos
influye en el valor global de la incerti-

dumbre (menos del 3%).

Por dltimo, la Figura 7 muestra el
promedio del aporte de cada una de las
fuentes a la incertidumbre global para to-
dos los plaguicidas. En esta figura son

més evidentes las diferencias entre los
dos métodos. Mientras que con el méto-
do botton up se indica que la regresion y
la preparacion de los estdndares aportan
casi un 90% a la incertidumbre global,
mediante el método combinado se en-
cuentra que es inferior al 7%. De igual
manera, para los procesos de extraccion
y limpieza mediante el primer método se
tiene un aporte de apenas el 0,8 %, mien-
tras que el segundo método indica que
estas son las fuentes de mayor incerti-
dumbre, cerca al 70%.

Combinado
u Evaporacion; 21,7% Uce; 6,7%
_— u preparacion estandar, 3,9%
\U regresion, 2,3%
Lo 0
U Limpiezas 18,7% ~-u Extraccion; 46,7%
Botton up u preparacion

u Evaporacién; 8r5

u Iimpieza; 0r3

U extraccions 0r5

u regresién; 3715

Figura 7. Promedio de la incertidumbre de cada componente (extraccion, limpieza, preparacion estandares,

regresion), obtenido por los dos métodos.

estandar»
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CONCLUSIONES

En este estudio se encontr6 que la esti-
macion realizada mediante los dos mé-
todos arrojo valores de incertidumbre
expandida inferiores al 50% del valor al
cual se le determind la incertidumbre, lo
que implica que mediante la metodologia
en estudio se logran obtener incertidum-
bres adecuadas para este tipo de determi-
naciones analiticas.

En la comparacion de las dos meto-
dologias, se hall6 que mediante el méto-
do combinado se estiman valores hasta 5
veces més altos a los calculados mediante
la aproximacion botton up. Adicional-
mente, con el método combinado se lo-
gran obtener resultados mas acordes con
los reportados en la literatura. Por otro
lado, mediante el método combinado se
obtuvieron valores de incertidumbre que
representan de una manera mas adecua-
da todas las etapas del proceso analitico,
hasta tal punto que se observa una re-
lacién de los aportes de cada etapa con
las propiedades fisicoquimicas de algu-
nos compuestos. Finalmente, mediante
el método combinado se encontrd que la
fuente de incertidumbre que maés influ-
ye sobre el valor de incertidumbre final
corresponde al proceso de extraccion,
seguido por la limpieza y la evaporacion.
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