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RESUMEN

En este estudio se determind la incertidum-
bre durante el procesamiento de la muestra u
homogeneizacion de diferentes matrices (to-
mate, lechuga y naranja), a temperatura am-
biente y con hielo seco. El método se basé en
la estimacion de las constantes de muestreo y
en la utilizacién de un compuesto de referen-
cia (**C-clorpirifos). Para ello fue necesario
desarrollar 5 experimentos por cada matriz y
tipo de homogeneizacion. Realizada la ho-
mogeneizacion, se tomaron 5 réplicas de
150 gy 15 g (porciones analiticas) por expe-
rimento. Para cada una de las porciones ana-
liticas se calculd su varianza y se evalu6 esta-
disticamente si no existla diferencia
significativa entre ellas. Cuando no existio
diferencia significativa entre las dos varian-
zas se calculd el coeficiente de variacion
para la porcién de mayor tamafio. A partir
de este CV'y el peso de la porcion analitica
de 150 g, se calcul6 la constante de mues-
treo. Obtenida la constante de muestreo, se
pudo determinar la incertidumbre para cual-

quier porcidn analitica. La incertidumbre en
la homogeneizacion con hielo seco de todas
las muestras no fue significativamente dife-
rente entre si, porque fue reproducible sin
importar la matriz, mientras que la homoge-
neizacién a temperatura ambiente demostrd
diferencias significativas en el procesamien-
to cuando se cambia el tipo de muestra. En
cada matriz se demostr6 que no existe dife-
rencia significativa entre la homogeneiza-
cién a temperatura ambiente y la realizada
con hielo seco. Se determiné que la incerti-
dumbre de la extraccién, comparada con la
incertidumbre durante el procesamiento de
la muestra, fue despreciable para todas las
matrices; por tanto, la incertidumbre duran-
te la homogeneizacién pudo determinarse
directamente de los experimentos.

Palabras clave: homogeneizacion de
la muestra, procesamiento de la mues-
tra, incertidumbre, constantes de mues-
treo, residuos de plaguicidas, porcion
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ABSTRACT

In this study, the uncertainty during sam-
ple processing or homogenization of se-
veral different matrices (tomato, lettuce
and orange) was determined at ambient
temperature and with dry ice. The met-
hod was based on surface treatment of
the matrix with a reference compound
(**C-chlorpyrifos) and estimation of the
sampling constants. The uncertainty de-
termination was carried out developing 5
experiments for each of the different ho-
mogenizations and matrices. After ho-
mogenization, 5 replicate analytical por-
tions of 15 g and 150 g were withdrawn
for each experiment. The variance was
calculated for each analytical portion.
The significant difference between the
variance of smaller analytical portion
and the variance of larger analytical por-
tion was evaluated. Then the coefficient
of variation (CV) was calculated for the
larger portion. This coefficient was used
to calculate the sampling constant. Then,
the uncertainty could be determined for
any analytical portion size. The sample
processing uncertainty obtained with dry
ice for all samples was not significantly
different. There was no any significant
difference between homogenization at
ambient temperature and homogeniza-
tion with dry ice for each matrix. The ex-
traction uncertainty was negligible for
all matrices compared to the sample pro-
cessing component. It allows one to
quantify the sample processing uncer-
tainty directly.

Key words: Sample homogeniza-
tion, sample processing, uncertainty,
sampling constant, pesticides, analyti-
cal portion.
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INTRODUCCION

La incertidumbre es un parametro que
describe el intervalo dentro del cual es
razonablemente verosimil encontrar el
valor de una medicién (1). Actualmente
los laboratorios de ensayo y calibracién
requieren determinar este parametro
para reportarlo con sus resultados, ya
que la norma ISO 17025 lo exige. Sin
embargo, dicha determinacion se efec-
ta con base en los esquemas de valida-
cion, los cuales incluyen etapas poste-
riores a la toma de la porcion analitica,
tales como la extraccion, concentracion
limpieza y analisis instrumental. Esto
desconoce el efecto que otras etapas
pueden tener sobre la incertidumbre to-
tal. Tal es el caso de la etapa de homoge-
neizacién o procesamiento de la mues-
tra, la cual no se tiene en cuenta al
momento de estimar la incertidumbre
total. Recientemente algunos investiga-
dores han propuesto considerar esta eta-
pa para el calculo de la incertidumbre
total del analisis de una muestra, ya que
podria tener efectos significativos sobre
ella (2). Dicha homogeneizacion se rea-
liza sobre la muestra de laboratorio para
obtener una muestra con distribucion
uniforme de los analitos (muestra anali-
tica), garantizando la toma de porciones
analiticas representativas, es decir, un
submuestreo representativo del mate-
rial. La incertidumbre durante esta eta-
pa se puede determinar a partir del con-
cepto de constantes de muestreo y con la
utilizacion de compuestos radio marca-
dos (3-5). La estimacién de la incerti-
dumbre con las constantes de muestreo
se basa en la toma de dos grupos de por-
ciones analiticas que deben diferenciar-
se en al menos un factor de 10, con res-
pecto a su peso (4). Con ello se puede
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establecer si no existe una diferencia sig-
nificativa entre las varianzas de las por-
ciones analiticas de menor y mayor ta-
mafio, en cuyo caso se puede calcular la
constante de muestreo a partir de los datos
obtenidos para la porcion analitica de ma-
yor tamafio (6); todo esto utilizando la re-
lacién establecida por Ingamels entre las
constantes de muestreo, el tamano de la
porcion analitica y el coeficiente de varia-
cién, como se muestra en la ecuacion 1(3).

K, =W.CV,, [1]

A partir de esta ecuacién se deduce
que un cambio en los valores de la cons-
tante de muestreo se debe al cambio de la
incertidumbre en el procesamiento, cuan-
do el peso de la porcion analitica perma-
nece constante, debido a que la dispersién
generada durante el procesamiento de la
muestra se ve reflejada en la variabilidad
de la radioactividad promedio presente en
las porciones analiticas de igual peso.
Esta variabilidad depender4, entonces, de
la eficiencia en la homogeneizacién. Por
ello, la determinacion de la eficiencia de
un determinado procesamiento puede
efectuarse con base en las constantes de
muestreo (6).

La utilizaciéon de compuestos radio
marcados en los estudios de incertidum-
bre reviste gran importancia debido a las
ventajas que presenta. Con el uso de estos
compuestos es posible determinar la ra-
dioactividad directamente en los extrac-
tos sin tener que involucrar etapas adicio-
nales como la limpieza; esto disminuye
las fuentes de error (dispersion de los re-
sultados) y permite la cuantificacién del
analito en cualquier etapa de la metodolo-
gia (5). También hace posible una cuanti-
ficacion mas precisa del analito, debido a
la utilizacién de técnicas como el conteo

de centelleo liquido. Esta técnica posee
coeficientes de variacion muy bajos (CV
= 1%) con respecto a otras técnicas como
la cromatografia de gases (CV = 17%),
ampliamente utilizada en el analisis de re-
siduos de plaguicidas (7).

En los estudios donde se sugiere eva-
luar la incertidumbre durante la homoge-
neizacion de la muestra, se evidencia que
dicha incertidumbre depende de factores
como la naturaleza de los analitos, el equi-
poy las condiciones en las cuales se realiza
la homogeneizacion (5, 6, 2). Debido a
ello, y a la exigencia establecida en la nor-
ma ISO 17025 para los laboratorios de en-
sayo y calibracion, en este trabajo se deter-
mind la incertidumbre durante el procesa-
miento de la muestra con base en la utiliza-
cion de las constantes de muestreo y clor-
pirifos radio marcado (**C-clorpirifos)
como compuesto de referencia. Todo ello
con el objeto de establecer las mejores
condiciones de homogeneizacién que dis-
minuyan el efecto del procesamiento de la
muestra sobre los resultados analiticos. El
clorpirifos fue escogido como compuesto
de referencia porque se ha comprobado
que no sufre pérdidas durante la etapa de
homogeneizacion (7).

MATERIALES Y METODOS

Las soluciones empleadas en el estudio se
prepararon a partir de un estandar de
“C-clorpirifos con una actividad de 26,8
mCi/mmol, suministrado por el Organis-
mo Internacional de Energia Atomica, y
clorpirifos frio del 99,5% de pureza, ob-
tenido del doctor Ehrenstorfer. Las solu-
ciones para realizar los ensayos de incer-
tidumbre se prepararon en acetato de etilo
a partir de "“C-clorpirifos y clorpirifos
frio a una concentracion aproximada de
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0,026 mg/mL. La mezcla de éstos se
efectud con el fin de garantizar un com-
portamiento representativo del plaguicida
a los niveles de concentracién esperados
en las matrices y asegurar un nivel bajo de
radioactividad (8, 9). Se utiliz6 hielo seco
comercial para realizar las homogeneiza-
ciones. En las extracciones se utiliz6 ace-
tato de etilo grado residuo, bicarbonato
de sodio grado analitico y sulfato de sodio
anhidro grado residuo, los cuales se obtu-
vieronde J. T. Beaker y Mallinckrodt. La
actividad se determiné empleando cock-
tail de centelleo liquido Ultima Gold de
Packard BioScience, y un contador de
centelleo liquido Beckman LS 6500. Se
empled un procesador de alimentos Step-
han UM-12 con capacidad de 5 kg y una
licuadora industrial Waring con capaci-
dad de 1 L para efectuar las diferentes ho-
mogeneizaciones. Las extracciones se
realizaron con un homogeneizador de alta
velocidad Ultra-Turrax T 25 de IKA. El
peso de los extractos se determind en una
balanza analitica Scaltec SAC22 con
exactitud de 0,00001 g y el peso de las
porciones analiticas en una balanza de
platillo externo Mettler-Toledo con exac-
titud de 0,01 g. El refrigerador que se uti-
liz6 durante los experimentos fue un con-
gelador Frigidaire libre de escarcha,
capaz de alcanzar temperaturas de -20
°C. Debido a que el experimento se basod
en la lectura de la radioactividad del car-
bono 14 presente en la molécula de clor-
pirifos, las matrices utilizadas se emplea-
ron como blanco.

METODOLOGIA
El estudio determind la incertidumbre ge-

nerada durante la etapa de homogeneiza-
cion con base en la utilizacion de un pla-
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guicida de referencia (**C-clorpirifos),
representativo del comportamiento de
otros plaguicidas. Esto se pudo efectuar
debido a que el clorpirifos es un compues-
to que no sufre pérdidas durante el proce-
samiento. Con ello, la dispersion de los
resultados (calculada a partir de la ra-
dioactividad del "*C-clorpirifos en los ex-
tractos) expresa la distribucion de los pla-
guicidas en la matriz, independien-
temente de los errores sistematicos origi-
nados por el tipo de analito presente en
ella. Las matrices involucradas en el estu-
dio (tomate, lechuga y naranja), se selec-
cionaron teniendo en cuenta las dificulta-
des que se pueden presentar al homoge-
neizarlas, debido a la naturaleza de su
céscara o textura.

Una vez se realizd la fortificacion super-
ficial de las matrices con la mezcla, se llevo
a cabo el procesamiento u homogeneiza-
cion de éstas para tomar las porciones ana-
liticas. Los extractos crudos se obtuvieron a
partir de la extraccion de las porciones ana-
liticas, para luego medir su radioactividad.
Con base en estos resultados se calcularon
las constantes de muestreo para cada matriz
y tipo de homogeneizacion.

Incertidumbre durante la extraccion

Se realizaron ensayos de repetibilidad
para cada matriz, previos al estudio de la
incertidumbre durante el procesamiento,
donde se determind la incertidumbre que
aporto la etapa de extraccion. Para ello se
tomo la matriz y se homogeneizd a tem-
peratura ambiente. De este homogeneiza-
do se tomaron 7 porciones analiticas de
igual tamafio y, justo después, se fortifi-
caron hasta alcanzar una actividad de 850
dpm/g de matriz. Una vez se realiz6 la
extraccion y determinacion de la activi-
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dad en los extractos crudos, se estimo la
incertidumbre durante la extraccidon con
base en la matriz de datos expuesta en la
Tabla 1.

Fortificacion superficial
de las matrices

Se pesé 1,5 kg de matriz y se le realizé la
preparacion de la muestra con el objeto de
obtener una muestra adecuada para el
analisis. Luego se procedi6 a cortar lon-
gitudinalmente la matriz y se colocé la
cara interior del producto sobre una ban-
deja cubierta con papel aluminio. Poste-
riormente se fortificd hasta alcanzar una
actividad aproximada de 3000 dpm/g de
matriz. Esta fortificacién se realizd con
una jeringa Hamilton de 50 uL, agregan-
do pequefias cantidades de la solucién de
clorpirifos sobre un area pequedia de la
superficie de la matriz para reproducir las
condiciones de falta de homogeneidad
que se presentan en la realidad. La fortifi-
cacion se hizo evitando escurrimientos
hacia el papel aluminio y dejando en repo-
so la matriz durante 15 minutos para per-
mitir la evaporacion del solvente. Pasado
este tiempo se procedi6 a efectuar el pro-
cesamiento de cada matriz para obtener
una matriz homogénea, lo cual se eviden-
cia cuando el tamafio de particula es < 2
mm (2, 5).

Procesamiento de tomate, lechuga y
naranja a temperatura ambiente. Des-
pués de fortificar la matriz, se procedi6 a
traspasar inmediatamente el material ha-
cia el tazén del homogeneizador Stephan.
La homogeneizacion se desarroll6 a tem-
peratura ambiente durante 1 minuto. Pa-
sado este tiempo se reintegré el material
adherido a las paredes del equipo. Este
proceso fue realizado 3 veces mas para

completar el primer paso de homogeneiza-
cion. Luego, se tomaron porciones de 400
g que fueron homogeneizadas nuevamente
en una licuadora industrial durante 2 mi-
nutos, proceso adicional que se requirié
para obtener particulas con didmetro < 2
mm, medidos teniendo en cuenta su forma
irregular. De este homogeneizado se to-
maron 5 porciones analiticas de 150 gy 5
porciones analiticas de 15 g, cada una de
las cuales se someti6 a extraccion.

Procesamiento de tomate con hielo
seco. Después de fortificar la matriz su-
perficialmente, ésta se almacen6 durante
30 minutos a -20 °C. Pasado este tiempo
se llevé a cabo el procesamiento en el ho-
mogeneizador Stephan con hielo seco.
Este se efectud durante 4 intervalos de 1
minuto, agregando inicialmente toda la
matriz y 400 g de hielo seco. Después de
cada intervalo se procedi6 a reintegrar el
material adherido a las paredes del equipo
y se adicionaron 400 g de hielo seco.
Como resultado de esta homogeneizacién
se obtuvo un polvo fino, a partir del cual
se tomaron 5 porciones analiticas de 150
gy 5 porciones analiticas de 15 g, sin per-
mitir el descongelamiento del homoge-
neizado y la sublimacion del CO,.

Procesamiento de lechuga con hielo
seco. Realizada la fortificacién superfi-
cial, la lechuga se homogeneiz6 tal cual
se efectud el procesamiento del tomate
con hielo seco. Realizada la homogenei-
zacion, fue necesario esperar un tiempo
de 25 minutos para permitir el desconge-
lamiento de la matriz y la sublimacion del
CO,, con el objeto de realizar un segundo
paso de homogeneizacion, necesario para
obtener particulas de < 2 mm de didme-
tro. Esta segunda homogeneizacion se
efectud a temperatura ambiente después
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de tomar una porcion del primer homoge-
neizado equivalente a 400 g, la cual se
proceso en una licuadora industrial por 2
minutos. A partir de esta muestra se to-
maron 5 porciones analiticas de 150 gy 5
porciones analiticas de 15 g, cada una de
las cuales se someti6 a extraccion.

Procesamiento de la naranja con hie-
lo seco (procesamiento criogénico). Cul-
minada la fortificacion superficial, la ma-
triz se introdujo en un refrigerador a -20
°C durante 16 horas. Luego, se sac6 la
bandeja con la muestra y se pesaron 500 g
de hielo seco. Este tltimo fue adicionado
al homogeneizador Stephan, seguido de
la mitad de la fruta y 250 g més de hielo
seco. Inmediatamente, el recipiente se
tapd y se realiz6 la homogeneizacion por
20 segundos a velocidad lenta en el homo-
geneizador Stephan. Transcurrido este
tiempo se realiz6 el reintegro del material
adherido a las paredes del equipo. De
nuevo se agregaron 500 g de hielo seco, la
otra mitad de la muestra y 250 g més de
hielo seco. Se tapo el tazén y se realizd
una homogeneizacién final. Esta se efec-
tud a dos velocidades, lenta y alta, duran-
te 20 y 270 segundos, respectivamente,
hasta conseguir un polvo fino. La muestra
homogeneizada fue empacada en bolsas
dobles de polietileno y fue sometida nue-
vamente a refrigeracion durante 20 horas
para permitir la sublimacion del CO,. Pa-
sado este periodo, se tomaron las porcio-
nes analiticas, evitando cualquier parte
con signos de descongelacion.

Extraccion

Todas las porciones analiticas fueron ex-
traidas utilizando un método de extraccion
estandarizado en estudios previos (10-12).
La extraccion se realizé con acetato de eti-
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lo durante dos minutos en presencia de
0,17 g de bicarbonato de sodio y 1 g de sul-
fato de sodio anhidro, por cada gramo de
matriz. El acetato de etilo adicionado por
gramo de matriz fue de 2 mL y la veloci-
dad de extraccion fue de 11000 rpm.

Medicion de la actividad y calculo
de las constantes de muestreo

Para determinar la incertidumbre combi-
nada del procesamiento de la muestra se
efectuaron 5 experimentos por cada uno
de los procesamientos realizados sobre las
matrices. En cada experimento se tomaron
5 réplicas para cada tamafio de porcién
analitica (15 y 150 g). Por cada réplica de
las porciones analiticas se obtuvieron 3 ré-
plicas de 500 uL de sus extractos crudos,
las cuales fueron recolectadas sobre 10
mL de cocktail de centelleo. A estos ex-
tractos se les determind su actividad en el
contador de centelleo liquido. De esta for-
ma, para cada experimento y cada una de
las porciones analiticas se obtuvo una ma-
triz de datos como se muestra en la Tabla
1, donde los resultados de las mediciones
se expresaron como recuperados (5).

Antes de determinar la incertidumbre
combinada del procesamiento de la mues-
tra (incertidumbre del procesamiento mas
la extracciéon) o CV7py, fue necesario
evaluar si no existia diferencia significati-
va entre las varianzas de las porciones
analiticas de mayor y menor tamafio con
base en la ecuacion 2, en cuyo caso la
muestra se considera homogénea. Esto se
realizé mediante una prueba F a dos colas
y un nivel de confianza del 90% (5).

Vor = VPq (W% ) [2]
Gr
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Tabla 1. Matriz de resultados para el cilculo de la incertidumbre combinada durante el

procesamiento de la muestra (CV’py)

Porcion | Regplicas del extracto de la misma porcién
analitica analitica (I...n) Varianza analitica (V)
(2... k) Recuperados (Re
1 Ry R Ris) VRaRas) — Vs
2 Rei Rpo Rps) VR 1 Ros) = Vi
3 Rii) Rio Ris) VRs1:Rs3) — Vs
4 Ry Ry Rus) V(Rup:Rus) — Vi
5 Ry Rz Riss) V(Rs1:Ris3) — Vas

En la ecuacion anterior, V hace refe-
rencia a la varianza, W al peso de la por-
cion analitica, el subindice Pq a la por-
ciéon analitica de menor tamafio y el
subindice Gr a la porcion analitica de ma-
yor tamarfo.

Si la muestra se encuentra estadistica-
mente homogénea, se procede a calcular
la varianza del procesamiento de la mues-
tra mas la extraccion (V’p,) a partir de la
Tabla 1, y la diferencia que se establece
en la ecuacion 3 (5).

Veu =V =V, 3]

donde la varianza total (V;) se calculd to-
mando todos los datos de 1a Tabla 1 como
un grupo de datos con recuperado prome-
dio (R) y [(h*n)-1] grados de libertad. La
varianza del analisis (V,) se determind
como el promedio de las varianzas de
cada porcién analitica, donde V, posee
[h*(n-1)] grados de libertad. Sin embar-
go, antes de calcular V5, se comprob6 si
Vr era significativamente mayor que V,,
aplicando una prueba F a una cola y a un
nivel de confianza del 95%. Una vez se
obtuvieron los valores de V’p, para cada
experimento, éstos fueron agrupados por
matriz, tamaio de porcion analitica y tipo
de homogeneizacion, y se evaluaron me-

diante una prueba de Cochran. Se
promediaron los valores, por grupo, para
determinar una varianza promedio
(V’ ). Por medio de la ecuacién 4 se cal-
culé el CV’py, representativo para cada
tipo de homogeneizacién, matriz y tama-
fio de porcidn analitica, también denomi-
nado CV,,. A partir del CV,, obtenido
para la porcion analitica de 150 g y la
ecuacion 1, se calculdé la constante de
muestreo tipica (K,,) para cada tipo de
homogeneizacién y matriz (5).
Vo
=3 (4]

tip

Estas constantes también contienen su
propia incertidumbre, motivo por el cual
deben expresarse como un intervalo. Con
base en las varianzas (V’p,) evaluadas
mediante la prueba de Cochran, y una
distribucion Chi-cuadrada, se pudo esta-
blecer el intervalo al 95% de confianza,
donde el valor real de V’p, tiene un 95%
de probabilidad de estar incluido (6).

RESULTADOS Y DISCUSION

En todos los ensayos de repetibilidad se
observé que Vi no fue significativamente
diferente de V,, por tanto la incertidum-
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bre en la extraccion fue despreciable. De
esta manera se tiene que la incertidumbre
combinada del procesamiento de la mues-
tra (CV’py) fue equivalente a la incerti-
dumbre durante el procesamiento de la
muestra (CVpy).

Las V’p, obtenidas en cada experimen-
to, agrupadas por matriz, tamafio de por-
cion analitica y tipo de homogeneizacion,
se muestran en la Tabla 2. En esta tabla se
observa que algunos valores no fueron

considerados, ello se debe a que en el ex-
perimento, V; no fue significativamente
mayor que V, , y, por tanto, no se pudo
calcular V’p,,. También se observan datos
que no presentaron homogeneidad de va-
rianzas con la prueba de Cochran. A par-
tir de las varianzas promedio de cada por-
cién analitica se obtuvo un CV,,
representativo de cada porcion analitica,
matriz y tipo de homogeneizacion, como
se muestra en la Tabla 3 y en la Figura 1.
En esta figura se aprecia que tanto en el

Tabla 2. Incertidumbre analitica e incertidumbre durante la homogeneizacion de las

matrices en estudio

Matriz /tipo Experimento
de p i VA5 V4150 Verd$ Vng150
procesamiento
o 3,86032x10 [ 2,05861 x10*| 262830 x1072| 421546 x10°
22 2 2,10872 %10 203223 x10°*] 1,18186x10°|  6,36945 x10™
£ 3 2 2.37355x10*| 2,56350 x10*| 1,23327x107%|  1,70575x10°
=g g 2,75678 x10*| 3,72986 x10*| 1,62150x107|  1,29427 x107
= 433184 x10"] 297637x10*| 506171x107°| 1,19519x10°
. 193937 x10*[  9,10193x107| 228959 x10”| 3.91025 x10™
23 1,46813x10™*|  8,60082x10°| 1,55986x10°| 291870 x10™*
g _2 2,01692x10”| 320067 x10°*] 6,79726 x10™|  6,20396 x10™
=2 327695 x10™*| 524808 x10™| (8,79360 x107) | (4,76610 x107)
3,74114 x10*| (2,06539 x107) [ (1,51228 x10D)|  1,79079 x10~

1,04834 x10™

8,10288 x10~

4,65860 x10™

8,13344 x107

1,18237 x10™*

5,82751 x10°

2,29501 x10™

1,09725 x10™*

1,53439 x10™

(9,14035 x10™

1,41514x10™

1,84122 x10°

ambiente

2,98714 x10™

2,65614 x10™

2,24219 x10™

(1,08957 x107)

Lechuga
temperatura

1,03828 x10™

6,19144 x10°

2,12009 x10™

1,30411 x10*

(1,50191 x107)

(1,93932 x107)

(741178 x10~)

(447978 x107°)

1,69722 x107

3,32893 x107

2,57639 x10

7.45299 x10”

6,77536 x10°

2,12818 x10”

7,05660 x10™

3,40508 x10™

480398 x10°

2,37480 x10°

7,19959 x10™

1,49516 x10™

Lechuga
hielo seco

(1,72253 10

3,83613 x10°

6,52299 x10™

7,77942 x10°

3,90166 x10™*

1,40706 x107°

3,85815 x10™

2,11607 x10*

BlWR[ =AW= [W|N=n] W[ [—= ]| W] =[] —

<
g § 2 3,34950x10™*|  6,73208 x10*| 1,34174x10™|  3,99231x10”
g3 3 1,35989 x10™*|  4,65989 x10* | 1,56914 x10° | 6,89002 x10™*
ZE £ 2,20421 x107| (1,68455x10%)| 4,19019x10”|  2,05978 x10™
= 1,59456 x10™ | (2,55830 x10%) | 5,81254x10™|  2.42441 x10™
o 1,36801 x107| 3,86621 x10™ * 8,04562 x10™
22 6,49152x10*| 331162 x10*] 1,33202x10°|  7.05567 x10™*
g% 745003 x10*| 6,28278x10™| 1,99385x10°| 1.18594x10°
Z g 1,47662 x10*|  6,82524 x10°| 6,37716 x10™ 1,53802 x10™*

w

1,24324 x10™

1,14244 x10™

4,45491 x10™

2,19936 x10™

Los datos entre paréntesis fueron descartados debido a que sus varianzas no mostraron homogeneidad con la

prueba de Cochran.
* Varianza despreciable.
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Tabla 3. Incertidumbres tipicas de las diferentes matrices res para las porciones de

homogeneizadas y las diferentes porciones analiticas

150 g en todas las matri-
ces y en todos los procesa-

Matriz y tipo de homogeneizaciéon CVy 1S CVip150 | mientos. Esto demuestra
- que la constante de mues-

Tomate temperatura ambiente 0,129 0,0461
treo debe ser calculada
Lechuga temperatura ambiente 0,0 172 0,01 02 con los datos de la porci()n
Naranja temperatura ambiente 0,0279 0,0195 analitica de mayor tama-
Tomate hielo seco 0,0473 0,0270 no/ para thener un valor

mas preciso.

Lechuga hielo seco 0,0262 0,0140

Naranja tratamiento criogénico 0,0362 0,0263 El tratamiento estadisti-

tratamiento a temperatura ambiente como
con hielo seco, la lechuga y la naranja tie-
nen incertidumbres de homogeneizacion
menores a las obtenidas para tomate, sin
importar el tamafio de la porcion analiti-
ca. Esto puede atribuirse a la diferencia
en el grado de maduracion del producto
durante la realizacién de los experimen-
tos, lo cual afecta su homogeneizacion,
debido a la naturaleza elastica de la casca-
ra de tomate. En la Figura 1 también se
aprecia que las incertidumbres son meno-

co aplicado a las varianzas
V’my también se aplico a las
varianzas V, obtenidas por experimento y
reportadas en la Tabla 2, con el fin de cal-
cular una varianza analitica promedio (V,),
y con este valor hallar un CV, representati-
vo para cada tipo de homogeneizacién, ma-
triz y tamafio de porcién analitica. A partir
de estos datos se obtiene la Figura 2, en la
cual se aprecia que en la mayoria de los ca-
sos se obtuvo un CV, aproximado del 2%,
valor que incluye la variabilidad producida
en la manipulacion de las porciones analiti-
cas y la variabilidad del contador de cente-

14,0
] Oisg
12,0 W 150g
10,0
Q
é 8.0
R
>
o 60
4,0
2,0
0,0
Tomate Lechuga Naranja Tomate Lechuga Naranja
temperatura  temperatura  temperatura hielo seco hielo seco criogénico
ambiente ambiente ambiente

Figura 1. Incertidumbre tipica de las diferentes matrices, tipo de homogeneizacion y porciones analiticas.
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8,00

7,00 dli5g
W150g

6,00

5,00

4,00

CVa(%)

‘aadnh

Tomate Lechuga Naranja Tomate Lechuga Naranja
temperatura  temperatura  temperatura  hielo seco hielo seco criogénico
ambiente ambiente ambiente

Figura 2. Incertidumbre analitica para las diferentes matrices, tipo de homogeneizacién y porciones analiticas.

lleo liquido. Sin embargo, se encontré un
valor alto para la porcién analitica de 150 g
en naranja a temperatura ambiente, lo cual
puede atribuirse a las diferencias entre los
extractos de las porciones analiticas de 15 y
150 g. Estas diferencias pueden ser causa-
das por la dificultad que existe al efectuar la
extraccion de la naranja a temperatura am-
biente en el ultraturrax, ya que ésta formaba
una pasta gelatinosa que tendia a adherirse a
las paredes del recipiente de extraccion y el
equipo de extraccién no fue lo suficiente-
mente grande para lograr una extraccion
uniforme de la pasta gelatinosa.

Las constantes de muestreo tipicas y
sus intervalos estadisticos se observan en
la Figura 3. Con base en estos intervalos
estadisticos, se aprecia que a temperatura
ambiente, Kj;, para tomate es significati-
vamente diferente del K, para naranja y
lechuga. Esto nos demuestra que la incer-
tidumbre del procesamiento de la muestra
depende de la matriz que se va a homoge-
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neizar. También nos expresa la necesidad
de efectuar la validacién de la etapa de
homogeneizacién, todo ello con el fin de
establecer las incertidumbres adecuadas
para las correspondientes matrices. En la
Figura 3 también se observa que las cons-
tantes de homogeneizacion con hielo seco
no son significativamente diferentes entre
si, lo cual indica que el hielo seco logra
una homogeneizacion reproducible, dis-
minuyendo las diferencias que pueden
surgir al variar la matriz. Se esperaba que
la homogeneizacion con hielo seco fuese
un mejor método de procesamiento que la
efectuada a temperatura ambiente; sin
embargo, al comparar estos dos tipos de
procesamiento en cada matriz, se aprecia
que no existe diferencia significativa en-
tre ellos. En la naranja este comporta-
miento se debe a dos razones: una corres-
ponde a la poca segregacion que se da en
la fruta cuando es homogeneizada a tem-
peratura ambiente, lo cual evita que exis-
tan diferencias significativas entre la dis-
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Tomate Lechuga Naranja Tomate Lechuga Naranja
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ambiente ambiente ambiente

Figura 3. Constantes de homogeneizacion (K;,) y sus intervalos de confianza para las matrices y tipos de pro-

cesamiento.

tribucidn de los analitos homogeneizados
a temperatura ambiente y con hielo seco;
la otra raz6n se debe al tamafio de particu-
la muy similar (< 2 mm) que se alcanza
al final de ambos procesamientos. En el
caso de la lechuga, tal comportamiento se
atribuye a la segregacién que se presentd
durante el tiempo de descongelamiento en
la homogeneizacién con hielo seco, ya
que la segregacion produjo una matriz no
homogénea. El resultado fue que las por-
ciones de 400 g, tomadas para efectuar el
segundo paso de homogeneizacion, tuvie-
ron actividades promedio diferentes. De-
bido a esto se obtuvieron porciones anali-
ticas con mayor variabilidad entre si, de
la actividad leida, lo cual condujo a inter-
valos de K, mayores en el tratamiento
con hielo seco. Al incrementarse dichos
intervalos, éstos se solaparon con los ran-
gos establecidos para el K;;, de la homoge-

neizacion a temperatura ambiente. En el
caso del tomate la equivalencia entre los
dos tipos de homogeneizacion puede atri-
buirse a la gran dispersién de los datos
que existe tanto en la doble homogeneiza-
cioén a temperatura ambiente como en el
procesamiento con hielo seco. Esta dis-
persion puede atribuirse a las diferencias
en el grado de maduracion del producto
durante los experimentos, debido a que la
naturaleza eldstica de la cascara del toma-
te varfa.

CONCLUSIONES

De los ensayos de repetibilidad se deter-
miné que la incertidumbre durante la ex-
traccion es despreciable, con lo cual se
tiene que durante el procesamiento de la
muestra dicha incertidumbre se calculd
directamente del disefio establecido.
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El procesamiento con hielo seco opti-
mizé las condiciones de homogeneiza-
cidn, evitando los efectos debidos al cam-
bio de matriz; sin embargo, la homoge-
neizacion a temperatura ambiente fue un
procesamiento menos complicado, mas
econdmico y con la misma eficiencia que
el procesamiento con hielo seco para ho-
mogeneizar una determinada matriz.

La diferencia en las constantes de
muestreo obtenidas para la homogeneiza-
cion a temperatura ambiente demostraron
la importancia de evaluar el procesamien-
to de la muestra al evidenciar los efectos
que se presentan al cambiar de matriz, lo
cual puede dar origen a dispersiones sig-
nificativas en los resultados finales de los
residuos de plaguicidas.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen al Organismo
Internacional de Energia Atémica y a la
Universidad Nacional de Colombia por
su colaboracidn y financiacion durante la
ejecucion de este trabajo, a la doctora M.
El-Bidaoui por compartir sus conoci-
mientos y experiencia en el area de estu-
dio, y a todos los integrantes del Labora-
torio de Andlisis de Residuos de
Plaguicidas de la Universidad Nacional
de Colombia por su colaboracion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Ellison, S. L .R.; Roesslein, M.;
Williams, A. EURACHEM/CITAC
Guide CG4: Quantifying uncertainty
in analytical measurement. 2000.

2. Hill, A.; Harris, C.; Warburton, G.
Effects of sample processing on pes-
ticides residues in fruits and vegeta-

174

bles. En: Principles and Practice of
Method Validation. Cambridge Ro-
yal Society of Chemistry: 2000; pp.
41-48.

Ingamells, C. O. New approaches to
geochemical analysis and sampling.
Talanta. 1974; 21:141-155.

Wallace, D.; Kratochvil, B. Visman
equations in the design of sampling
plans for chemical analysis of segre-
gated bulk materials. Anal. Chem.
1987; 59:226-232.

Maestroni, B.; Ghods, A.;
El-Bidaoui, M.; Rathor, N.; Jarju,
O.; Tom, T.; Ambrus, A. Testing
the efficiency and uncertainty of
sample processing using
14C-labeled chlorpyrifos: Part I.
Descrption of methodology. En:
Principles and Practice of Method
Validation. Cambridge Royal So-
ciety of Chemistry: 2000; pp. 49-58.

Maestroni, B.; Ghods, A.; EI-Bi-
daoui, M.; Rathor, N.; Jarju, O.;
Tom, T. and Ambrus, A. Testing the
efficiency and uncertainty of sample
processing using “C-labeled chlorp-
yrifos: Part II. En: Principles and
Practice of Method Validation.
Cambridge. Royal Society of Che-
mistry: 2000; pp. 59-74.

El-Bidaoui, M.; Jarju, O.; Maestro-
ni, B.; Phakaeiw, Y.; Ambrus, A.
Testing the effect of sample proces-
sing and storage on the stability of re-
sidues. En: Principles and Practice
of Method Validation. Cambridge.
Royal Society of Chemistry: 2000;
pp- 75-88.



REVISTA COLOMBIANA DE QUIMICA, VOLUMEN 35, No. 2 DE 2006

10.

FAO-OMS. Codex Alimentarius.
1996. Vol 2B.

International Atomic Energy Agency.
Laboratory Training Manual on the
use of nuclear and associated techni-
ques in pesticides research. Vienna:
IAEA 1991; pp. 23, 63.

Guerrero, J. A. Estudio de residuos
de plaguicidas en frutas y hortalizas
en areas especificas de Colombia.
Revista Agronomia Colombiana.
2003; 21:198-209.

11.

12.

Montano, M.; Guerrero, J. A. Vali-
dacion de una metodologia multiresi-
duo para la determinaciéon de resi-
duos de plaguicidas en fresa
(Fragraria spp.) por cromatografia
de gases. Rev. Colomb. Quim. 2001;
30:37-46.

Moreno, M. L.; Guerrero, J. A. Va-
lidacién de una metodologia multire-
siduo para la determinacion de resi-
duos de plaguicidas en repollo
(Brassica Oleracea var. Capitata)
por cromatografia de gases. Rev. Co-
lomb. Quim. 2002; 31:19-32.

175

itica

Vé

Aplicada y Ana



