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Resumen |

En el presente trabajo se describe laimplementacién de una metodologia multirresiduo para la determinacién de plaguicidas organoclorados
y triazoles en café verde. Los plaguicidas se extrajeron con una mezcla de acetronitrilo-agua (5:2), seguida de una particion liquido-liquido y
una extraccion en fase sélida con fase reversa RP18. Los extractos se limpiaron posteriormente por extracciéon en fase sélida con cartuchos
de carbdn activado-NHz2 para eliminar interferencias. La determinacién analitica se realizé por cromatografia de gases con inyeccion splitless
acoplada a espectrometria de masas. Se obtuvieron porcentajes de recuperacién por encima del 70%. Se evalud la precisién instrumental
y la linealidad en un rango de concentraciones inferior a los limites maximos de residualidad de cada plaguicida. Finalmente, se estimé la
incertidumbre de las mediciones y se obtuvo que todas las incertidumbres estuvieron por debajo del 15%, al igual que los porcentajes de error
en las concentraciones medidas.
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Abstract |

Implementation of a multiresidue methodology for the determination of organochlorine and triazole pesticides in green coffee is described.
Pesticides were extracted with a mixture of acetonitrile-water (5:2), followed by liquid -liquid partition and solid-phase extraction with
reversed phase RP18. Extracts were subsequently cleaned by solid phase extraction with activated carbon-NH2 cartridges to eliminate
interferences. Analytical determination was made by gas chromatography coupled to mass spectrometry with splitless injection. Recovery
percentages were all above 70%. Instrumental precision and linearity were evaluated below the maximum residual limits of each pesticide.
Finally, uncertainty and inaccuracy were below 15% for all our measurements.

Keywords: coffee; gas chromatography; mass spectrometry; uncertainty; pesticides

INTRODUCCION | producto agricola de exportacidn, ya que representa el 52% de

las exportaciones de todo el sector agropecuario (Espinal et

El café se ha constituido, en el marco de la economia co-  gl,, 2006), con una cosecha cercana a 12.9 millones de sacos

lombiana, en uno de los productos mas importantes delaagri-  anuales (Federacién Nacional de Cafeteros, 2017); sus expor-

cultura. Colombia se ha posicionado como productor de unos taciones se destinan a Estados Unidos, Jap6n y Bélgica, con el
de los cafés suaves mds apetecidos del mundo y es el principal 41.3%, el 9.3% y el 8.2%, respectivamente (Dinero, 2015).
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El componente agricola de la cadena productiva de café
(siembra, cosecha, recolecciénysecado)esaltamente generador
de empleo, con una ocupacidén aproximada de 500.000 empleos
directos. Los ingresos llegan a mas de dos millones de personas
en lazona rural, por lo que se considera el principal dinamizador
de la economia rural en Colombia (Mufioz, 2012).

En el cultivo, el almacenamiento y el trasporte del café se
usan pesticidas, como, por ejemplo, insecticidas, herbicidas,
nematicidas y fungicidas que, de no aplicarse de manera con-
trolada, podrian aportar residuos al producto final; ademas,
algunas especies de plantas han demostrado que tienen ma-
yores factores de bioacumulacién. Esta acumulacién de pesti-
cidas en la planta puede tener graves consecuencias a través
de la cadena alimentaria, lo que representa un potencial de
efectos nocivos para los seres humanos (Juraske et al., 2009;
Landau-Ossondo et al., 2009).

El uso de pesticidas en la agricultura es, por tanto, obje-
to de un seguimiento permanente debido al riesgo potencial
que suponen para la salud publica y los ecosistemas. Por esta
razén, se han establecido limites maximos de residualidad
permitidos de acuerdo con pardmetros nacionales e interna-
cionales (Dallos y Guerrero, 2005).

Internacionalmente, es la FAO (Food and Agriculture Orga-
nization of United Nations) la que establece los limites maximos
de residuos de pesticidas (LMR) para alimentos (World Health
Organization y Food and Agriculture Organization of United
Nations, 2017). A nivel nacional, el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural y el Ministerio de la Proteccién Social promul-
garon, en el 2007, la Resolucién 2906, por la cual se establecen
los LMR en alimentos para consumo humano, entre los cuales
se encuentra el café en grano (Instituto Colombiano Agrope-
cuario, 2017; Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural y de la
Proteccién Social, 2007).

En el andlisis de la residualidad se hace necesario el apo-
yo de laboratorios acreditados que cuenten con métodos de
analisis confiables, sensibles y robustos. La cromatografia de
gases acoplada a la espectrometria de masas es una técnica
con la capacidad de cuantificar pesticidas a las concentracio-
nes exigidas por la legislacién vigente, y sirve de apoyo para
los organismos de control en la certificacién de productos
agricolas de exportacion.

Una de las inquietudes en la medicién de los niveles de re-
sidualidad se encuentra en la imperfeccion natural de la reali-
zacion de las mediciones, lo que hace imposible conocer con
certeza absoluta el valor verdadero del mensurando. Toda
medicién lleva implicita una incertidumbre. La incertidumbre,
junto con la trazabilidad, es uno de los conceptos metrolégicos
fundamentales; es el pardmetro asociado con el resultado de
la medicién que caracteriza la dispersién de los valores. Este
pardmetro, por lo general, se asocia con desviacién estandar,
lo que indica un cierto intervalo de confianza o de distribucién
mas probable de los valores repetitivos de una medicidn, pero
la diferencia determinante es el hecho de que el concepto de in-

certidumbre estd intimamente ligado con el concepto de traza-
bilidad, no asf el de precisién (Organo Nacional de Acreditacién
de la Republica de Cuba, 2016; Schmid et al., 2004). El término
incertidumbre pretende ser mas globalizador en el sentido de
considerar todas las fuentes de error que intervienen en el re-
sultado final y porque permite identificar los puntos clave del
proceso de medida, asi como las etapas susceptibles de mejora.

Existen diversas normas internacionales que sirven de
guia en el cdlculo de la incertidumbre. En especifico, para los
ensayos quimicos se pueden mencionar las gufas desarrolla-
das por Lupac, Eurachem, Citac y Nist. En ellas se plantean me-
todologias especificas para estimar la incertidumbre en este
tipo de mediciones (Organo Nacional de Acreditacion de la
Republica de Cuba, 2016).

El presente articulo describe la implementacién de una me-
todologia multirresiduo de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para la determinacion de pesticidas
organoclorados y triazoles en café verde de origen colombiano
destinado a exportacién, con el fin de certificar la inocuidad
del producto. Asimismo, se describe el cdlculo de la incerti-
dumbre de la metodologia al involucrar todas las etapas de
la determinacion.

MATERIALES Y METODOS |

Materiales de referencia, reactivos y soluciones

Los plaguicidas de referencia con porcentajes de pureza
entre el 97,5% y el 99,5% se obtuvieron de ChemService (West
Chester, EE.UU.). La acetona, el hexano, el tolueno, el metanol
y el acetonitrilo se obtuvieron de J. T. Beaker y Merck. A partir
de cada estdndar se prepararon soluciones patrén a una
concentracién de 5000 pg/mL; en la (Tabla 1) se relacionan los
solventes que se utilizaron para cada plaguicida.

Se preparé una mezcla de los plaguicidas con base en su
limite méximo de residualidad (LMR). Para esto se agregaron
los volimenes necesarios con el fin de que cada componente
quedara en una concentracion igual a 200 veces el LMR en ace-
tona-hexano (1:1); en el caso del disulfotdn, la concentracién
equivale a 100 veces el LMR . A partir de esta mezcla se reali-
zaron las diluciones para los niveles de calibracién en aceto-
na-hexano (1:1), las cuales se prepararon en concentraciones
entre 0.005 pg/mLy 0.8 ug/mL. Para los ensayos de extraccion
se utilizaron cartuchos en fase sélida RP18 (100 mg, 6 mL), y
para la limpieza de los extractos cartuchos en fase sdlida Envi-
carb-NH, (500 mg/500 mg, 6 mL).

Obtencion y preparacion de la muestra

Se analizaron muestras de café verde en grano calidad
excelso tipo exportaciéon suministradas por la Federacidn
Nacional de Cafeteros, yse conservaronenbolsasdepolietileno
a temperatura ambiente. Se procesaron aproximadamente 15
gramos de café verde, y se molieron en un molino marca IKA
referencia MF 10 Basic a 5500 rpm. Posteriormente, se pesaron
y sometieron al proceso de extraccidn.
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Tabla 1. Disolventes para la preparacién de disoluciones patrén de plaguicidas
individuales y el limite maximo de residualidadd (LMR).

ITEM NOMBRE SOLVENTE LMR (mg/kg)
1 Forato Tolueno 0.02
2 Terbufds Metanol 0.05
3 Disulfotén Metanol 0.2
4 Clorpirifds Acetona-hexano (1:1) 0.05
5 Triadimefén Acetona-hexano (1:1) 0.05
6 Triadimenol Tolueno-acetonitrilo (1:1) 0.1
7 Propiconazol | &I Acetona-hexano (1:1) 0.1
Instrumentacién

Las mediciones se realizaron en un cromatégrafo de gases
acoplado a espectrometria de masas marca Shimadzu, refe-
rencia Qp 2010, equipado con inyector automatico referencia
AOC 20i+s. Para el andlisis y el procesamiento de los datos se
empled el software Gcms lab-solution versidn 2.5.

Condiciones cromatograficas

Se utiliz6 una columna capilar marca Restek, referencia
RTX 5Sil Ms (30 m x 0.25 mm 1.D.; 0.25 pm fd). Las condiciones
cromatograficas utilizadas en el andlisis de los plaguicidas
fueron las siguientes: volumen de inyeccidn 2 pL; inyeccién en
modo splitless, flujo de purga de 3 mL/min y temperatura del
inyector de 250 °C. El gas de transporte fue helio con un flujo de
1 mL/min. El programa de temperaturas del horno se muestra
en la (Tabla 2), y las condiciones de deteccién en la (Tabla 3).

Procedimiento de extracciéon

Se tomaron 10 gramos de café verde molido y se sometie-
ron a extraccién por ultrasonido con 30 mL de una solucién de
acetonitrilo-agua (5:2) durante 15 minutos, luego se filtré. Al
residuo sélido se adicionan 20 mL de acetonitrilo y se agitaron
durante 15 minutos en el agitador orbital, luego se filtrd. Se
combinaron los filtrados y se realizé una extraccién liquido-li-
quido con 30 mL de solucidn salina en buffer fosfato pH 7. Se
toma la fase orgdnica y se paso a través de un cartucho para
extraccién en fase sélida RP18 (1000 mg, 6 mL), previamente
acondicionado con 10 mL de acetonitrilo. El efluente se recogié
en un matraz volumétrico (clase A) de 50 mL, luego se adicio-
naron al matraz 12.5 mL de tolueno y se aford con acetonitrilo.
Se vertid la mezcla resultante a un erlenmeyer de 100 mL y se
secé con 5 g sulfato de sodio anhidro (Japan Mistry of Health,
Labour and Welfare, 2006; Guo, Lv, Tan y Yu, 2009; Pizzutti et
al., 2012; Yang et al., 2011).

Procedimiento de limpieza

Para el proceso de limpieza se empled un cartucho de En-
vicarb-NH, el cual antes se acondicioné con 10 mL de acetoni-
trilo-tolueno (3:1). La muestra se pasé a través del cartucho y
el efluente se llevd a rotaevaporacion. Se adicionaron 10 mL

de acetonay se evapord de nuevo el solvente; luego se adicio-
naron 5 mL mds de acetona y se llevd hasta sequedad. Final-
mente, se recogid el extracto seco con 1.5 mL de una mezcla
de acetona-hexano (1:1), y se transfirié a un vial de inyeccién
ajustando el volumen a 1 mL (Japan Mistry of Health, Labour
and Welfare, 2006; Guo et al., 2009; Pizzutti et al., 2012; Yang
etal., 2011).

Tabla 2. Condiciones cromatogréficas para la separacion.

VARIABLE VALOR
Temperatura 1 120 °C
Tiempo 1 Dos minutos
Rampa 1 10 °C/min
Temperatura 2 270°C
Tiempo 2 0 minutos
Rampa 2 25 °C/min
Temperatura final 320°C
Tiempo final Dos minutos

Tabla 3. Condiciones de deteccién del espectrémetro de masas.

VARIABLE VALOR
Temperatura de interface 280 °C
Temperatura fuente de iones 260 °C

Modo de ionizacién Impacto electrénico (70eV)

Modo de lectura SIM

RESULTADOS Y DISCUSION |

Analisis cualitativo

A fin de verificar la identidad de los plaguicidas y asignar los
nombres a los picos cromatograficos correspondientes, se to-
maron sus espectros de masas en full scan y se compararon
con los de la base de datos WileyAccessPak 7th Edition. John
Wiley & Sons Inc., y se verificé que los indices de similitud fuer-
an superiores al 80%. En la (Tabla 4) se presentan los indices de
similitud encontrados para cada plaguicida.

Tabla 4. Similitud de los espectros experimentales con
la base de datos.

PLAGUICIDA INDICE DE SIMILITUD
Forato 94%
Terbufds 95%
Disulfotén 96%
Clorpirifés 90%
Triadimefdén 94%
Triadimenol 93%
Propiconazol | &I 81%
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Curvas de calibracién, linealidad y precisién instrumental

La relaciéon entre las concentraciones del nivel 1y 6 fue de
1a32. Unainspeccién visual de la grafica de calibrado permitié
observar la relacién lineal entre la sefial y la concentracién.
En la (Tabla 5) se registran los rangos de concentracion y los
pardmetros de regresion.

Cada concentracién se inyectd por triplicado y se evalué la
precision instrumental en los diferentes puntos de las curvas
de calibracidn con base en la desviacidn estandar de las dreas
bajo cada pico correspondiente. En general, las desviaciones
estdndar relativas (%DER) se mantuvieron por debajo del 5%,
con la excepcién de forato y propiconazol, para los cuales
en el primer nivel fue del 5,94% y 6,49%, respectivamente.
Sin embargo, si se tiene en cuenta que la variacion en los
extremos de la curva es mayor que en el centro de gravedad
de esta (Schmid et al., 2004), cabria esperar mayor variabilidad
en los primeros niveles; ademas, porque los datos se acercan
al ruido instrumental. En conclusidn, los valores de %DER para
forato y propiconazol en el primer nivel son aceptables.

Limites de deteccion (LoD) y cuantificacion (LOQ)

Se calculd la relacién sefial ruido (s/R) de todos los picos
cromatograficos en cada uno de los niveles de calibracion.
De cada plaguicida se obtuvieron tres datos de relacién sefial
ruido por cada concentracidn. Con los datos de concentracion
y relacién sefial ruido promedio se realizé una regresion
lineal, y con la ecuacidn resultante se calculé la concentracion
necesaria para obtener las relaciones sefial ruido de 3y 10,
correspondientes al limite de deteccidn y cuantificacidn,
respectivamente. En la (Tabla 6) se presentan los resultados
para todos los plaguicidas.

Todos los limites de cuantificacién calculados estuvieron
por debajo de la concentracién menor en su respectiva curva
de calibracién, excepto clorpirifés y triadimefdn. Sin embargo,
la precisién del instrumento en los niveles menores de estos
dos plaguicidas es inferior al 5%, lo que significa que se puede
cuantificar confiablemente en estas concentraciones a pesar
de que el limite de cuantificacidn calculado sea mayor.

Tabla 5. Rangos de concentracién y parametros de regresién para cada curva.

RESULTADOS DE REGRESION

PLAGUICIDA RANGO DE CONCENTRACION (MG/L) PENDIENTE INTERCEPTO COEFICIENTE DE CORRELACION R*
Forato 0.0050-0.1600 2179914 -3692 0.998 0.996
Terbufds 0.0125-0.4000 558828 -2181 0.999 0.998
Disulfotén 0.0250-0.8000 1684304 -13602 0.999 0.998
Clorpirifés 0.0125-0.4000 167325 -1921 0.999 0.998
Triadimefdn 0.0125-0.4000 359968 -171 0.999 0.999
Triadimenol 0.0250-0.8000 305146 -9086 0.997 0.994
Propiconazol 0.0250-0.8000 542550 -8425 0.998 0.997

1&I11

Tabla 6. Limites de deteccién y de cuantificacién de los plaguicidas.

PLAGUICIDA LIMITE DE DETECCION (MG/L) LIMITE DE CUANTIFICACION (MG/L)

Forato 0.0048 0.0051

Terbufds 0.0078 0.0080
Disulfoton 0.015 0.015
Clorpirifds 0.016 0.017
Triadimefdn 0.013 0.015
Triadimenol 0.021 0.021
Propiconazol | &I 0.014 0.015
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Efecto matriz

El andlisis del efecto matriz se determinéd mediante
la relacion sefal-ruido (s/R) (Aguirre, Pérez y Pujol, 2001),
debido a que los patrones con los que se construyd la curva
de calibracién fueron soluciones en las que solo estuvieron
presentes los analitos y el solvente; por tanto, la relacién sefial
ruido calculada sobre estos patrones no refleja el efecto de
la matriz sobre la sefial de fondo del instrumento. Si bien el
procesamiento de la muestra busca, ademas de extraer los
analitos, retirar la mayor cantidad posible de constituyentes

de matriz, algo de estos constituyentes logra llegar al extracto
final. Por esta razén fue necesario evaluar el efecto que
estos interferentes tienen sobre el ruido y las consecuencias
sobre los limites de deteccidn y cuantificacion. Para esto se
procesaron 15 muestras de café verde libre de plaguicidas y
se calculd la relacién sefial ruido en los intervalos de tiempo
en que aparecen los picos de los plaguicidas. El promedio
de estos datos se multiplicé por tres y diez para recalcular
los limites de deteccidn y cuantificacidn. Los resultados se
muestran en las (tablas 7y 8).

Tabla 7. Relacién sefal ruido de las muestras de café verde en blanco para evaluar el efecto de la matriz.

; FORATO TERBUFOS DISULFOTON CLORPIRIFOS TRIADIMEFON TRIADIMENOL PROPICONAZOL

REPLICA s/rR s/r N s[rR s/rR s/rR s/rR
1 2.47 18.84 0.29 5.47 4.52 1.10 0.77

2 2.1 20.39 0.15 16.12 3.12 0.03 0.64

3 2.69 1.71 0.47 8.64 2.95 1.48 2.43

4 2.51 24.07 0.37 11.30 6.10 1.56 1.24

5 0.98 18.84 2.81 15.09 114 0.16 2.01

6 1.53 4.61 1.1 2.68 2.39 2.08 0.43

7 1.33 13.65 1.28 24.14 5.08 0.92 0.98

8 1.39 7.91 0.96 13.79 4.24 1.50 0.79

9 0.87 17.14 1.91 17.68 1.69 1.13 1.68

10 2.70 26.43 0.12 5.67 0.97 3.67 0.56

1 1.70 21.56 0.21 19.39 1.65 1.31 2.46

12 1.21 11.45 2.01 11.76 4.95 0.42 1.55

13 2.57 14.87 1.57 21.40 2.79 2.63 1.96

14 1.47 9.89 1.68 9.32 0.52 0.57 0.59

15 0.79 10.54 3.51 14.87 2.48 1.08 1.47
Promedio 1.75 15.46 1.23 13.15 2.97 1.31 1.30
(s/rR)*3 5.26 46.38 3.69 3946 8.92 3.93 3.91
(s/R)*10 17.55 154.60 12.30 131.54 29.73 13.10 13.04

Tabla 8. Limites de deteccidn y cuantificacién al considerar el efecto matriz.

PLAGUICIDA  perecion(Ma)  CACION(MGI)
Forato 0.0049 0.0053
Terbufds 0.0094 0.014
Disulfotén 0.015 0.015
Clorpirifés 0.019 0.025
Triadimefdn 0.015 0.022
Triadimenol 0.021 0.021
Propiconazol | & II 0.015 0.016

Se puede observar en la (tabla 7) que el resultado de mul-
tiplicar la relacién sefial ruido por tres nunca supera ninguno
de los datos individuales, lo que se encuentra conforme con la
definicidny, sobre todo, con lajustificacién de limite de detec-
cién. La alta variabilidad en los datos es de esperarse puesto
que nos encontramos en el nivel del ruido.

La (tabla 9) presenta la comparacion entre el limite de
cuantificacion calculado a partir de la curva de calibracién (LC-
1), el limite de cuantificacién con el efecto de matriz (LC-2) y el
valor de concentracién minimo de la curva de calibracién (N1).

Se observa en la (tabla 9) que la mayor afectacién por
matriz la sufrieron terbufds, clorpirifds y triadimefdn. Esto no
representa un problema puesto que el limite de cuantificacidn,
a pesar de todo, se mantiene 20 veces por debajo del LMR.
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Tabla 9. Comparacién de los limites de cuantificacion.

PESTICIDA LC-1(MGJL) LC-2 (MG/L) N1(MG/L)
Forato 0.0051 0.0053 0.0050
Terbufds 0.0080 0.014 0.013
Disulfotén 0.015 0.015 0.025
Clorpirifés 0.017 0.025 0.013
Triadimefén 0.015 0.022 0.013
Triadimenol 0.021 0.021 0.025
Propiconazol | & I 0.015 0.016 0.025

LC-1 es el limite de cuantificacién calculado de la grafica de calibracion sin tener
en cuenta el efecto de la matriz en la sefal. LC-2 es el limite de cuantificacién
al considerar el efecto de la matriz en la sefal. N1 es el nivel de menor
concentracién usado en la curva de calibracién.

Porcentajes de recuperacion

A fin de evaluar los porcentajes de recuperacion se prepa-
ré una solucion de referencia con concentraciones igual a cin-
co veces el LMR de cada plaguicida, se tomaron tres muestras
de 10 g de café verde molido libre de plaguicidas y se adiciond
a cada una de las muestras 1 mL de la solucién de referencia;
luego se sometieron a extraccidn y se realizé la lectura instru-
mental de los extractos, se calculd el porcentaje de recupe-
racién como la relacién entre el drea de cada analito en cada
una de las muestras y el drea de cada analito en la solucién de
referencia, con el objetivo de evitar el error por interpolacién.
En la (tabla 10) se muestran los resultados de los porcentajes
de recuperacidn para cada plaguicida.

Tabla 10. Porcentajes de recuperacién en la extraccién de plaguicidas a partir
de muestras de café verde en grano.

DESVIACION

PLAGUICIDA 1 2 3 PROMEDIO ESTANDAR %DER*
Forato 73.5 814 67.9 74.3 6.8 9.13
Terbufds 84.3 91.8 89.9 88.7 3.9 4.43
Disulfotén 87.6 96.0 98.0 93.9 5.5 5.88
Clorpirifds 92.7 854 785 85.5 7.1 8.30
Triadimefén 68.0 75.4 72.4 71.9 3.7 5.13
Triadimenol 81.0 86.2 932 86.8 6.1 7.04
Propiconazol 88.0 97.9 93.7 93.2 5.0 5.35

&1

*%DER: desviacion estandar relativa

Todos los porcentajes de recuperacion promedio estuvie-
ron entre el 70% y el 95%, con una baja dispersién de los datos
(%DER por debajo del 10%). Es importante que las desviaciones
estandar relativas (dispersiones) sean pequefias, ya que influ-
yen directamente en la incertidumbre de medicién, es decir,
en la precisién del método. Ademas, proporciona una idea de
la reproducibilidad en la extraccion.

Incertidumbre

Para la determinaciéon de la incertidumbre (Ellison, Wi-
lliams y Eurachem Working Group on Uncertainty in Chemical

Measurement, 2012) se inicid con la realizacién de un esquema
del proceso, y se observaron asi de manera independiente sus
etapas. Véase la (Fig. 1).

Molienda — Pesaje — Extraccién - Purificacion

|

Lectura Ajuste volumen
cromatogréfica de extracto
Interpolacién
resultado
y Curva de Patrones de
calibracién calibracién

Figura 1. Diagrama del método de determinacién de plaguicidas en
café verde.

Inicialmente, se debe considerar que las moléculas de pla-
guicidas estan contenidas en un medio sdlido que constituye
la matriz, en este caso el café. Con el fin de cuantificarlas se
extraen con un solvente adecuado para la medicién instru-
mental; el porcentaje de recuperacion en la extraccién y el
volumen final de extracto, asi como la masa inicial de matriz,
constituyen variables de entrada en el cdlculo de la concentra-
cién que es la variable de salida. La otra variable de entrada
es la concentracion de plaguicida en el extracto determinada
en la lectura instrumental. El modelo matematico se describe
a continuacion:

Cext * Vex
Cm = 10052 (1)
Donde:
e C_=concentracién de plaguicida en la muestra (mg/kg).

e (_.=concentracién de plaguicida en el extracto (mg/L).

e V_,=volumen de extracto (mL).

ex

e 7R =porcentaje de recuperacién (no tiene unidades).
* m_=masade lamuestra(g).

Lo anterior permitid establecer como fuentes de incer-
tidumbre:

1. La pesada de la muestra cuya variabilidad se obtuvo del
certificado de calibracidn; la incertidumbre expandida esta
expresada en la ecuacidn (2), posteriormente la muestra se
sometid al proceso de extracciény limpieza de los plaguicidas;
este proceso conllevd pérdidas de analito que se evaluaron
al procesar por triplicado muestras contaminadas con con-
centraciones conocidas: todas las incertidumbres resultantes
de las mediciones de volumen fortificadas en el proceso (es
decir, del uso de pipetas, probetas, etc.), quedaron incluidas
en el calculo de incertidumbre por recuperacion (Ecuacién 3).

U = (0.00010 + 0.0000013 m)/x (2)

En donde X corresponde al factor de coberturay m a la masa
de la muestra (g). Para el forato se determind la incertidum-
bre estandar en la pesada con un factor de cobertura de 2,
como se indica a continuacion:
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Para la determinacidn del calculo de la incertidumbre por
recuperacion se tiene que DS, corresponde a la desviacién
estandar del porcentaje de recuperaciéon promedio y n al
ndmero de mediciones.

U%R) = 22 (3)

Para el forato se obtuvo una recuperacién promedio del
74,3%, con una desviacion estandar de 6,8% para tres repeti-
ciones. Asi, entonces:

6,80
V3

2. Al final de la extraccién y la limpieza, los analitos se
transfirieron al vial de inyeccidn y se ajusté el volumen de ex-
tracto a 1 ml. Estos viales se calibraron por pesada y la incer-
tidumbre en el volumen se calculé a partir de la dispersién de
las masas resultantes (Ecuacién 4), en donde DS, corresponde
a la desviacion estandar de los valores promedio de la medi-
cién por gravimetria y n al nimero de mediciones.

U(%R) = =3.93

Uvol) =2% ()

n

En la evaluacidon de este pardmetro el vial de inyeccidn se
sometid a calibracién por gravimetria, la desviaciéon estandar
de los valores medidos fue de 0.060 mL con 80 mediciones:

0.060
U(UOI) = ﬁ = 0.0067 mL

3. La incertidumbre de la concentracién del extracto se
estimd por la combinacién de las incertidumbres en el drea
y en la interpolacién. La desviacién estandar de las areas en
las seis repeticiones fue 3953 unidades. En la (Tabla 11) se
muestran los resultados.

Tabla 11. Variabilidad en las dreas bajo el pico de forato.

INCERTIDUMBRE EN LA INYECCION

REPLICA AREA

1 205.95

2 214.01

3 202.87

4 208.76

5 204.97

6 209.54

Promedio 207.68
Desviacién estandar 3.95
%RSD 1.90

4. Después de esto, el extracto se inyectd en el instrumen-
to para la obtencidn de los respectivos picos cromatogréficos
y sus dreas, las cuales se interpolaron en la gréfica de calibra-
do del instrumento con el fin de determinar la concentracion
de plaguicida en el extracto. La medicidn del volumen de in-

yeccidn, las pérdidas de analito en el puerto de inyeccidn, la
eficiencia de la ionizacidn en la fuente, la pérdida de iones en
el cuadrupolo y la respuesta del detector suponen fuentes de
incertidumbre en el drea medida bajo el pico. Todas estas se
cuantificaron de manera global al inyectar seis repeticiones
del patrén de referencia con el que se doparon las muestras
para evaluar el porcentaje de recuperacion, y con la determi-
nancién de la dispersidn de las dreas resultantes. La incerti-
dumbre estdndar en la inyeccidn estd determinada por la
ecuacion (5).

Area

U(iny) = == (5)

Para el forato se determind la siguiente incertidumbre
estdndar por inyeccién de la muestra:

, 3953 , )
U(iny) = W = 1613.85 unidades de area

A fin de combinar la incertidumbre de las areas con la in-
certidumbre en lainterpolacidén, se multiplicé por su coeficien-
te de sensibilidad; para calcularlo se derivé la concentracidon
con respecto al area en la ecuacién de la linea de calibrado:

ol _ % = 0.00000046 (6)

Area—b
[] - m " 0 Area

El calculo de la incertidumbre en la interpolacién es un
poco mas complejo; en primer lugar, se calcula el estadistico
S, segun:

Sy = |93 @)

Donde y, es el drea medida para cada concentracion
usada en la curva de calibracién (en este caso corresponde
al promedio de tres repeticiones), "y es el valor de area
corregido o calculado con la ecuacidn de la gréfica resultante,
y n es el nimero de puntos de calibracion (seis en este caso).
Obtenido S el error en la interpolacidn se calcula con:

_ Syix fl 1 (¥0-7)*
Sx() ) m + n + b2%;(x;— x promedio)? (8)

Donde b es la pendiente de la grafica de calibrado, m es el
nimero de mediciones del extracto (en este caso se hicieron
seis mediciones, pero en el trabajo de rutina las muestras
se miden, por lo general, una sola vez), n nuevamente es
el nimero de puntos de calibrado, y, es el drea medida o
promedio de dreas medidas para el extracto y es el promedio
de las dreas de los patrones § de calibracién.

Para el Forato se obtuvieron los siguientes valores:

Sy,x = 8586.14 unidades de area

U(int) = S,,, = 0.0028 mg/L

O
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Finalmente:

P 2
U(ext.) = [U(Area) * %] + [U(int)]?

(9)

Para el forato se determiné:
U(ext.) = 0.0029 mg/L

En cuanto a la interpolacidn, por ser la gréfica de calibrado
un instrumento de medida, tiene una incertidumbre asociada
que se cuantificé con cdlculos matematicos basados en los re-
siduales (las diferencias entre los valores de area medidos y los
valores de drea calculados a partir de la ecuacidn resultante de
la regresion lineal). De manera que el error en la concentracién
del extracto se cuantificé al combinar la incertidumbre en el
area con el error en la interpolacién (24.26).

Coeficientes de sensibilidad

El coeficiente de sensibilidad describe qué tan sensible
es el mensurando con respecto a variaciones de la magnitud
de entrada correspondiente. Se calcula mediante la derivada
parcial de la funcién que relaciona las variables de entrada con
respecto a la correspondiente variable de entrada [24].

Coeficiente de sensibilidad de la pesada

Ocy, Coxt*Vext
— 10 ex ex
Omm Y%R*m,,2 (10)

Coeficiente de sensibilidad de la recuperacion

0Cm =10 Cext*Vext( )
0%R %RZxmy,

Coeficiente de sensibilidad de volumen de extracto

acm —_ Cext
OVext =100 %R *My, (12)

Coeficente de sensibilidad de concentracién del extracto

aCm — 100 Vext (13)

0Cext %R* My,

A fin de obtener la incertidumbre combinada, que a la vez
es la incertidumbre estandar de la variable de salida (concen-
tracién del plaguicida en la muestra de café verde), se estimé
el peso que cada una de las incertidumbres estandar calcula-
das anteriormente tienen sobre el resultado final. Esto se con-
sigui6 al calcular el producto de cada incertidumbre estandar
por el coeficiente de sensibilidad, entonces, la incertidumbre
combinada se obtuvo mediante:

U(Cn) =
\/(u(ext.) & Jom )Z + (u(vol) 4 2m )2 + (u(m) * ::l_z)z + (u(%R) * ac’")z

Cext Wexe A%R.

(14)

Se utilizé el factor de cobertura k = 2 para calcular la in-
certidumbre expandida con un nivel de confianza del 95.45%.

U(Cp) = 0.00065 * 2 = 0.0013 mg /Kg

El resultado final para la concentracién de forato en la
muestra se calculd con la ecuacidn (1), y el resultado final fue:

Cn = 0.0098 + 0.0013 mg/Kg

Analisis de muestras

En la (Tabla 12) se relacionan los resultados para todos los
plaguicidas evaluados con sus respectivas incertidumbres.
Alli se puede observar que en la ultima columna de la tabla
se muestran las incertidumbres relativas para el forato, la
concentracion final es de 0.0098 mg por Kg de café verde,
con una incertidumbre de 0.0013 mg/Kg, lo que corresponde
al 13,4% del valor de concentracion. A fin de evaluar la
exactitud final del método se calculé el porcentaje de error en
la concentracién; los resultados se muestran en la (Tabla 13).

Finalmente, se tiene que los porcentajes de error en la
concentracion medida estuvieron por debajo del 6%, con in-
certidumbres inferiores al 13.5%, a un grado de confiabilidad
del 95%. En consecuencia, la metodologia propuesta en este
trabajo es vdlida para cuantificar los plaguicidas forato, terbu-
fds, disulfotdn, clorpirifds, triadimefdn, triadimenol y propico-
nazol en café verde tipo exportacion.

Tabla 12. Resultados de la cuantificacién de plaguicidas en café

verde.

PESTICIDA CONCENTRACION u* U RELATIVA
Forato 0.0098 0.0013 13.4
Terbufés 0.026 0.0020 7.7
Disulfotén 0.051 0.0041 8.0
Clorpirifds 0.025 0.0030 12.0
Triadimefén 0.026 0.0020 7.6
Triadimenol 0.047 0.0059 12.5
Propiconazol | & |1 0.048 0.0041 8.6

*U:incertidumbre en cuantificacién de plaguicidas en café verde.

Tabla 13. Error en el calculo de concentracién de plaguicidas en café
verde.

CONCENTRACION CONCENTRACION

PESTICIDA ESPERADA CALCULADA %ERROR
Forato 0.010 0.0098 2.0
Terbufds 0.025 0.026 2.4
Disulfoton 0.050 0.051 2.2
Clorpirifés 0.025 0.025 1.2
Triadimefén 0.025 0.026 4.0
Triadimenol 0.050 0.047 5.8
Propiconazol | &I 0.050 0.048 3.8
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CONCLUSIONES]|

Los resultados de la estandarizacidon de la técnica multirre-
siduo empleada para determinar plaguicidas organoclorados
y triazoles en café verde tipo exportacién indican que la exac-
titud y la precision (%RsD), en todos los casos, fueron mayores
al 94% para cinco niveles de concentracién. Las correlaciones
de las curvas de calibracion oscilaron entre 0.996 y 0.999, y
para rangos lineales de trabajo entre 0.005 y 0.800 ppm. Los
limites de deteccién fueron en todos los casos inferiores a
0.025 ppm, de manera que cumplieron con las necesidades
legislativas. Los porcentajes de recuperacidn oscilaron entre
el 71.9% y 93.9%, con dispersiones inferiores al 9.13%. El efecto
de matriz influyd sobre los plaguicidas terbufds, clorpirifés y
triadimefdn, enlos que sus limites de deteccién se duplicaron.
Para el cdlculo global de la incertidumbre se tuvieron en cuen-
ta las fuentes mas significativas del proceso y el resultado final
fue, para todos, inferior al 13.5% de incertidumbre, con lo cual
se cumplieron los criterios de aceptacién en andlisis de resi-
duos de plaguicidas.
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