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RESUMEN 

El clorpirifos es un pesticida organofosforado de alta toxicidad, empleado para erradicar plagas 

en diversos cultivos y su presencia en alimentos de consumo humano como apio, cebolla, piña 

y ají amarillo hace necesario el empleo de métodos que sean factibles para su cuantificación. 

Para tal objetivo, se evaluaron y compararon dos métodos para la cuantificación de clorpirifos 

en bulbos de ajo mediante densitometría con TLC y HPLC, para ello se emplearon soluciones 

estándar de clorpirifos y se realizaron extracciones con n-hexano y una posterior purificación 

con florisil para minimizar interferencias de matriz. En cuanto a la validación de cada método 

se llevó a cabo bajo las directrices de la AOAC, evaluando parámetros como linealidad, 

precisión intermedia, repetibilidad, selectividad, límite de detección y cuantificación, así como 

exactitud. Ambos métodos mostraron un buen ajuste lineal con un R mayor a 0.999, sin 

diferencias significativas con un valor P de 0.1014, en cuanto a la selectividad por ambos 

métodos se logró distinguir el clorpirifos de su producto de degradación 2,3,5-tricloropiridina 

con picos definidos y diferencias notorias en el tiempo y factor de retención. Respecto a los 

parámetros del límite de detección y cuantificación, los valores de LOD y LOQ para la técnica 

de densitometría con TLC fueron de 2.9843 mg L-1 y 5.0510 mg L-1 respectivamente, mientras 

que el método de HPLC presentó valores de 0.0415 mg L-1 para LOD y 0.0578 mg L-1 para 

LOQ. En cuanto comparación de la precisión intermedia, el valor P fue de 0.0381 y 0.0297 para 

el parámetro de repetibilidad, lo cual indica que existieron diferencias significativas entre los 

métodos. Así mismo, en la evaluación del parámetro de exactitud, también existieron 

diferencias significativas donde el valor P fue de 0.0070 para la comparación de ambas 

metodologías, lo que evidencia que ambos métodos son exactos pero cada uno responde a las 

características propias de cada método. No obstante, el HPLC demostró mayor sensibilidad ya 

que detectó trazas de clorpirifos en las muestras de ajo de mercados de la ciudad de Arequipa 

permitiendo cuantificar concentraciones de clorpirifos que oscilaban entre 0.4084 y 3.9357 mg 

L-1, mientras que por la técnica de densitometría con TLC no se logró cuantificar debido al 

límite de cuantificación el cual fue 5.0510 mg L-1. Por ende, ambos métodos respondieron a los 

valores normados por la AOAC, en donde el HPLC ofreció una mayor sensibilidad y precisión, 

mientras que la técnica de densitometría con TLC resulta una opción práctica y económica para 

monitoreos rápidos en zonas agrícolas con niveles elevados de contaminación del pesticida. 

Palabras clave: HPLC, densitometría con TLC, clorpirifos. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Chlorpyrifos is a highly toxic organophosphate pesticide used to eradicate pests in various 

crops, and its presence in food products intended for human consumption, such as celery, onion, 

pineapple, and yellow chili, highlights the need for reliable methods for its quantification. For 

this purpose, two analytical methods for the quantification of chlorpyrifos in garlic bulbs were 

evaluated and compared: TLC-densitometry and HPLC. Standard chlorpyrifos solutions were 

prepared, and extractions were performed using n-hexane followed by purification with florisil 

to minimize matrix interferences. The validation of each method was carried out in accordance 

with AOAC guidelines, assessing parameters such as linearity, intermediate precision, 

repeatability, selectivity, detection and quantification limits, and accuracy. Both methods 

showed a good linear fit with an R greater than 0.999, with no significant differences and a P-

value of 0.1014. Regarding selectivity, both methods successfully distinguished chlorpyrifos 

from its degradation product, 2,3,5-trichloropyridine, showing well-defined peaks and 

noticeable differences in retention time and factor. For the detection and quantification limits, 

the TLC densitometric technique presented LOD and LOQ values of 2.9843 mg L⁻¹ and 5.0510 

mg·L⁻¹, respectively, whereas the HPLC method showed lower values of 0.0415 mg L⁻¹ (LOD) 

and 0.0578 mg L⁻¹ (LOQ). In the comparison of intermediate precision, the P-value was 0.0381, 

and for repeatability 0.0297, indicating significant differences between the two methods. 

Likewise, for the accuracy parameter, there were also significant differences where the P value 

was 0.0070 for the comparison of both methodologies, demonstrating that both methods are 

accurate but respond differently according to their analytical characteristics. However, HPLC 

demonstrated higher sensitivity, detecting traces of chlorpyrifos in garlic samples collected 

from markets in the city of Arequipa, with concentrations ranging from 0.4084 to 3.9357 mg 

L⁻¹. In contrast, the TLC densitometric technique was unable to quantify the pesticide due to its 

higher quantification limit (5.0510 mg L⁻¹). Therefore, both methods complied with AOAC 

standards: HPLC offered superior sensitivity and precision, whereas TLC densitometry proved 

to be a practical and economical option for rapid monitoring in agricultural areas with elevated 

levels of pesticide contamination. 

Keywords: HPLC, TLC-densitometry, chlorpyrifos. 
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INTRODUCCIÓN 

El clorpirifos, es un pesticida organofosforado usado en varios países en desarrollo debido a la 

toxicidad potencial que posee contra un amplio espectro de plagas en una variedad de cultivos 

a nivel mundial (1–4). No obstante, la exposición prolongada a dosis bajas de clorpirifos puede 

representar riesgos potenciales para la salud, ya que puede ingresar al cuerpo humano a través 

de la piel o el tracto digestivo causando daño a órganos, efectos neurológicos e incluso cáncer 

(3,5). También afecta la supervivencia de diversas especies, incluidos organismos acuáticos y 

aves, generando alteraciones significativas en los ecosistemas (6,7). En particular, el clorpirifos 

presenta una fuerte afinidad por las partículas del suelo y, debido a su baja solubilidad en medios 

acuosos dificulta su degradación en condiciones ambientales naturales (4,7), provocando su 

acumulación y contribuyendo a la contaminación ambiental (agua, suelo y alimentos) incluso a 

concentraciones muy bajas (8–11). Por ende, su uso está estrictamente regulado, lo que hace 

imprescindible su detección y cuantificación mediante técnicas analíticas confiables. En este 

contexto, se vuelve fundamental desarrollar métodos que sean altamente eficientes, precisos y 

accesibles para identificar compuestos organofosforados en distintas matrices (12,13). Las 

técnicas analíticas para detectar pesticidas organofosforados en alimentos se basan 

principalmente en técnicas cromatográficas como cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas, cromatografía de gases, cromatografía en capa fina (TLC) y 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), los cuales deben proporcionar alta resolución, 

precisión y repetibilidad de los resultados (14–18). Dependiendo las características 

fisicoquímicas del plaguicida y la instrumentación disponible, se puede emplear alguno de estos 

métodos (19). El ajo (Allium sativum), uno de los cultivos domesticados más antiguo (20), 

originario del oeste de Asia, desempeña un papel crucial en la agricultura mundial debido a sus 

usos culinarios y medicinales (21). Según la Organización de las Naciones Unidas para la 

Alimentación y la Agricultura (FAO), se producen casi 22 millones de toneladas métricas de 

ajo en todo el mundo (22). Siendo China el mayor productor y consumidor de ajo (22,23) con 

el 50% de área de plantación y 76% del rendimiento total a nivel mundial (21). El cultivo de 

ajo en la ciudad de Arequipa muestra una elevada producción entre los meses de setiembre 

hasta diciembre (24). Sin embargo, enfrenta pérdidas significativas postcosecha debido a la 

humedad, fluctuaciones de temperatura y las infestaciones de plagas tales como trips, 

nemátodos, roya del ajo (22,25) haciendo necesario el empleo de pesticidas ya que ayuda a 

erradicar y disminuir su presencia (26,27). Esto en consecuencia contribuye a la contaminación 

ambiental afectando a organismos no objetivo (6,15). 

https://ezproxy.ucsm.edu.pe:2056/topics/food-science/gas-chromatography
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El método de HPLC ofrece ventajas como la separación, purificación y cuantificación del 

analito de interés empleando cantidades pequeñas de muestra, pero también presenta 

desventajas como el largo tiempo de análisis requerido y el empleo de grandes volúmenes de 

disolventes orgánicos, que generan una contaminación secundaria (28). En cuanto al medio 

ambiente, los solventes pueden contaminar las aguas superficiales y subterráneas afectando la 

vida acuática y calidad de agua potable (29). Así también al evaporarse, contribuyen a la 

contaminación del aire y la atmósfera.  

Por otra parte, la cromatografía en capa fina (TLC) ofrece ventajas en este aspecto, ya que 

emplea solventes en menor volumen (30) y la generación de residuos es menor a la del HPLC 

ya que no requiere columnas ni equipos complejos. El principio cualitativo de esta técnica 

consiste en la comparación de valores del factor de retención (Rf) obtenidos de muestras y 

estándares en la misma placa. Sin embargo, al acoplarse con densitometría permite una 

estimación semicuantitativa al medir la intensidad de las bandas, las cuales se integran y 

evalúan según la altura o el área del pico, donde el valor de cada área es proporcional a la 

concentración analizada. Puede trabajar mediante mediciones de absorbancia o fluorescencia 

en modo de reflectancia o transmisión, es decir se mide la cantidad UV transmitida, fluorescente 

o reflejada (31). Por ello se desea comparar los parámetros de validación de ambas 

metodologías para la determinación de clorpirifos, considerando las características propias de 

cada técnica, con el fin de obtener resultados confiables, precisos y exactos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 

 

HIPÓTESIS 

Dado que HPLC es un método empleado para la cuantificación de clorpirifos según la AOAC, 

es probable que sea comparable a la técnica de densitometría con TLC y responda a estas 

necesidades. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

 

1. Validar y comparar los métodos analíticos de HPLC y densitometría con TLC para la 

determinación del pesticida organofosforado “clorpirifos” en ajo. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Desarrollar y validar la técnica de densitometría con TLC para cuantificar clorpirifos en 

ajo. 

2. Validar el método analítico de HPLC para cuantificar clorpirifos en ajo.  

3. Comparar los resultados obtenidos de ambos métodos en función de los parámetros de 

linealidad, precisión intermedia, repetibilidad y exactitud empleando como matriz bulbos 

de ajo. 
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 
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1. MARCO TEÓRICO 

Los pesticidas pueden definirse como sustancias orgánicas o inorgánicas que se utilizan para 

mitigar o prevenir malezas, plagas, protegiendo así a las plantas de enfermedades causadas por 

bacterias, virus, hongos, protozoos y algas (32,33). En el ámbito agrícola, estos productos 

químicos mejoran la eficiencia y productividad de los cultivos (34,35). Según la Organización 

de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), el uso de pesticidas en 

todo el mundo alcanzó aproximadamente 4,1 millones de toneladas en 2019, lo cual evidenció 

un aumento constante durante la última década (36). Sin embargo, su uso excesivo e inadecuado 

es uno de los principales contribuyentes a la contaminación ambiental y en consecuencia genera 

efectos dañinos en el ecosistema (32,34,37,38). Un estudio de Battaglin et al. (39) detectó 

residuos de glifosato en arroyos y ríos, lo que genera riesgos ecológicos para los organismos 

acuáticos. En el río Yangtsé, ubicado en una de las zonas agrícolas más productivas de China, 

se han detectado concentraciones elevadas de pesticidas, especialmente de los grupos 

organofosforados y piretroides en muestras de agua y suelo, lo que constituye un riesgo para la 

salud humana como para la biodiversidad (40,41). En cuanto a los efectos en el ser humano, la 

exposición a estos pesticidas ya sea por vía dérmica, consumo de agua o alimentos 

contaminados, provoca diversos problemas de salud como cáncer, alteraciones neurológicas y 

trastornos en la función reproductiva  (19). Según su estructura química, se dividen en cuatro 

grupos: organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides (6,28).  

1.1. Pesticidas organofosforados 

Los pesticidas organofosforados, también conocidos como ésteres de fosfato (42), son los 

insecticidas más utilizados a nivel mundial debido a su alta efectividad (43,44), baja 

persistencia (45,46) y por ser relativamente económico (15,47). Sin embargo, a pesar de su alta 

eficiencia para proteger a los cultivos de los insectos, su uso excesivo y descuidado puede 

causar daños significativos a loa ecosistemas y a la salud humana incluso después de varios 

años de exposición. Así mismo, esta situación conduce a la superación de los Límites Máximos 

de Residuos (LMR) establecidos por el Codex Alimentarius y la Comisión Europea (13). En 

los seres humanos, las principales vías de contacto ante una exposición por esta clase de 

pesticida son por absorción dérmica (48–50), inhalación (43,51) e ingestión (9,52). En casos de 

intoxicación, el tratamiento incluye la administración de líquidos, oxígeno y algunos fármacos 

como antagonistas muscarínicos y un reactivadores de acetilcolinesterasa (11). 
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1.1.1. Características generales 

Son compuestos orgánicos que llevan en su estructura una cadena lateral de éster de fosfato que 

consta de un átomo de fosforo central unido a un átomo de oxígeno conocido como oxón (P=O) 

o unido a un átomo de azufre conocido como tión (P=S) (9,15,42,43). Su toxicidad está 

determinada por el contenido de azufre y la valencia del fósforo en su estructura (10,11), 

desarrollando un efecto tóxico a través de la fosforilación de la enzima acetilcolinesterasa en 

las terminaciones nerviosas (53). En cuanto a la solubilidad, la mayoría de estos compuestos 

poseen una alta afinidad por los lípidos, lo que facilita su absorción a través de la piel (42), el 

sistema respiratorio y el tracto gastrointestinal (2,11,14). 

 

1.1.2. Clorpirifos  

El clorpirifos es uno de los pesticidas organofosforados ampliamente empleado a nivel mundial 

para el manejo de insectos en la agricultura (49). Es insoluble en agua, pero soluble en la 

mayoría de disolventes orgánicos. En cuanto a su estructura, la presencia del grupo cloro 

aumenta la liposolubilidad del compuesto y prolonga su vida media en el organismo (2,11). 
  

 
Figura 1. Estructura química de clorpirifos.  

                                        * Pubchem (54). 

En Perú, el clorpirifos se ha usado por más de 40 años para el control de plagas en cultivos 

como el maíz, maní, alfalfa entre otros. Sin embargo, debido a su alta bioacumulación en aguas 

superficiales y subterráneas, así como los riesgos que representa para la salud humana, se 

declaró prohibido su venta y uso a partir del año 2023 (55).  

1.1.2.1. Propiedades fisicoquímicas del clorpirifos 

Según la EPA, el clorpirifos presenta las siguientes propiedades fisicoquímicas (54) 

1.1.2.1.1. Propiedades químicas: 

- Fórmula molecular: C9H11Cl3NO3PS  

https://ezproxy.ucsm.edu.pe:2056/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/organic-solvents
https://ezproxy.ucsm.edu.pe:2056/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipid-solubility
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- Peso molecular: 350.6 g/mol 

- Estado físico: Sólido cristalino e incoloro 

- Olor: Olor suave similar al de los pesticidas organofosforados  

1.1.2.1.2. Propiedades físicas: 

- Solubilidad en agua: 1.66 mg/L a una temperatura de 25°C 

- Solubilidad en disolventes orgánicos: Alta en disolventes como acetona, metanol, 

etanol, cloroformo. 

- Log KOA (coeficiente de partición octanol agua): 4.96 

- Log KOC (coeficiente de adsorción en suelo): 3.70 

- Presión de vapor: - 44 mmHg 

- Punto de fusión: 42°C 

1.1.2.2. Mecanismo de acción 

El clorpirifos es una toxina de clase II, moderadamente tóxica según la EPA, con una dosis letal 

media oral (LD 50) que oscila entre 50–500 mg/kg (11). La intoxicación por clorpirifos implica 

la inhibición de la enzima acetilcolinesterasa (2) mediante la fosforilación del grupo hidroxilo 

de la serina presente en su estructura. Esta enzima tiene como función principal la degradación 

de la acetilcolina y cuando se encuentra inhibida, provoca una acumulación excesiva de 

acetilcolina en la sinapsis, lo que genera efectos neurotóxicos en el organismo (53) afectando 

directamente las funciones normales del sistema nervioso central y periférico (28,56) lo cual 

desencadena síntomas como náuseas, dolor de cabeza, desorientación, pérdida de memoria y 

síndrome de fatiga crónica (50). Ante una exposición crónica y prolongada, los efectos tóxicos 

pueden desencadenar enfermedades neurológicas como Alzheimer y Parkinson o también 

cáncer de próstata y linfoma de Hodgkin (10,56).   

1.1.2.3. Persistencia del clorpirifos en el medio ambiente y en cultivos  

Los pesticidas organofosforados son persistentes en el medio ambiente en condiciones ácidas, 

elevada materia orgánica en el suelo, luz reducida y temperaturas por debajo de los 10°C. En 

los suelos, pueden permanecer mediante la aplicación directa del pesticida, donde generalmente 

permanece en formulaciones sólidas y de forma indirecta mediante el lavado de las plantas 

tratadas a las cuales se le aplicó el pesticida o por caída accidental durante la pulverización 

terrestre y aérea de los cultivos agrícolas (57,58). 

https://ezproxy.ucsm.edu.pe:2056/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/chronic-fatigue-syndrome
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Puede permanecer biológicamente activo por un periodo que oscila entre 20 días hasta tres 

meses dependiendo las condiciones ambientales (59). En condiciones reales de aplicación en 

campo, la persistencia del clorpirifos sobre la superficie del suelo suele ser limitada, con una 

duración aproximada entre varios días y hasta dos semanas. No obstante, cuando el compuesto 

se incorpora en el suelo, su actividad puede prolongarse entre uno y dos meses (60) motivo por 

el cual se clasifica como un pesticida de persistencia moderada (61). Entre los factores más 

relevantes que influyen en la degradación del clorpirifos en el suelo se encuentran las altas 

temperaturas (62–65), el pH elevado del suelo (66), el proceso de volatilización y una alta 

degradación microbiana (65). En consecuencia, la presencia prolongada de clorpirifos   en el 

suelo conlleva a un grave riesgo de contaminación tanto de las aguas subterráneas como de las 

superficiales (67). Esto impacta directamente la calidad del agua potable en áreas aledañas, y 

de manera indirecta el suelo y la cadena alimentaria, poniendo en peligro a los humanos y 

ecología acuática (68).  

Por otra parte, debido a su baja solubilidad en agua, el clorpirifos presenta una persistencia 

relativamente corta en medios acuosos. Un estudio evaluó su vida media de degradación y 

demostró que a una temperatura de 21°C fue de 4.8 días, mientras que a 4°C se extendió a 27 

días. Estos resultados evidenciaron que la temperatura es un factor determinante en la velocidad 

de degradación del clorpirifos en el agua (63). En los cultivos, los pesticidas son aplicados 

mayormente sobre las hojas (aplicación foliar), aplicaciones al suelo o tratamiento de semillas 

(69). Así mismo, estos pueden ser sistémicos, es decir una vez pulverizados tienen efecto en las 

hojas, raíces y tallos de las plantas, siendo absorbidos y transportados dentro de los tejidos de 

las plantas a través del floema principalmente (70,71). También pueden ser trasladados desde 

la raíz a las hojas de algunas plantas, donde los insectos mueren por ingestión de la sustancia 

química (10,47). Respecto a los pesticidas no sistémicos, estos tienden a ser lipofílicos como el 

clorpirifos y debido a que poseen una alta partición octanol-agua, no pueden translocarse hacia 

arriba después de ser absorbidos quedándose en la superficie donde fue aplicado ya sea en las 

hojas, tallos o suelo (72,73). Los cultivos de frutas contienen ceras epicuticulares, cuya 

composición y cantidad varían según la especie vegetal. Cuando un pesticida llega al cultivo, 

ya sea por aplicación agrícola o contaminación atmosférica, puede interactuar con la cutícula y 

las ceras epicuticulares mediante retención o absorción. El clorpirifos al actuar por contacto e 

ingestión, presenta una baja capacidad de translocación en los tejidos vegetales (hojas, frutos o 

raíces) debido a la barrera formada por la cutícula y ceras epicuticulares (73). Sin embargo, 

debido a su naturaleza apolar y elevado coeficiente de partición, el clorpirifos presenta una 

fuerte afinidad por la cutícula foliar y la capa cerosa de las plantas. 
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Esta propiedad le permite adherirse firmemente a la superficie vegetal, resistiendo el lavado por 

lluvias y prolongando su permanencia en el cultivo. Por ende, se incremente el riesgo potencial 

para el consumidor (73–76).   

 
 

Figura 2. Degradación del pesticida clorpirifos en el medio ambiente. 

                  * Sanchez (67). 

En la Figura 2, se encuentran los compuestos en los que se degrada el clorpirifos en el medio 

ambiente a diferentes condiciones ambientales. Se observa una desetilación que da lugar a un 

nuevo compuesto llamado desetil clorpirifos. Así también, el clorpirifos se degrada por 

hidrólisis o actividad microbiana en clorpirifos-oxon y este por acción de carboxilesterasas se 

oxida a tricloropiridinol y este nuevo compuesto se desmetila a triclorometoxipiridina (67,77). 

Todos estos nuevos compuestos son producto de la degradación del clorpirifos bajo diferentes 

condiciones ambientales. 

1.1.2.4. Marco legal del límite máximo de residuos de clorpirifos en Perú 

En Perú de acuerdo con la Resolución Ministerial Nº 1006-2016/MINSA y Decreto Legislativo 

N°1062, se estableció según la Ley de Inocuidad de los Alimentos, los Límites Máximos de 

Residuos (LMR) de plaguicidas de uso agrícola permitidos en los alimentos destinados al 

consumo humano, para fines de vigilancia y control sanitario. En cultivos como ajo, zapallo, 

quinua, maíz, lechuga, frijol el LMR era de 0.05 mg/kg de clorpirifos y en otros cultivos como 

arroz, tomate y uva el LMR permitido era de 0.5 mg/kg (78,79).   Sin embargo, en el año 2023, 

el Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego, a través de SENASA oficializó la Resolución 

Directoral N° 0032-2023-MIDAGRI-SENASA, en donde los Artículos N°1 y 4 contemplan la 

prohibición del empleo y comercialización de pesticidas que contengan clorpirifos como 

ingrediente activo en su formulación.  
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La disposición regulatoria se hizo efectiva a partir del 1 de agosto del año 2024 (80–82). No 

obstante, a pesar de su prohibición en el Perú, en septiembre del 2024 reportaron que 11 de un 

total de 60 muestras recolectadas de diversos mercados del país situados en Lima, Arequipa, 

Cusco, Huánuco y Ancash contenían clorpirifos en alimentos como apio, pimiento, cebolla 

china y tomate (83). Así mismo, en enero del año 2025, reportaron altos niveles de pesticidas 

en piñas en mercados concurrentes de la ciudad de Lima, entre los pesticidas detectados se 

encontraron clorpirifos, dimetoato y ometoato (84). Posteriormente en junio, a través de un plan 

de farmacovigilancia inspectores de SENASA recolectaron muestras en tres supermercados de 

Lima: Wong, Tottus y Plaza Vea. Los resultados del monitoreo revelaron que el 65 % de 

muestras analizadas superaron los niveles de contaminación permitidos por la normativa 

vigente. Además, en cinco de ellas se identificaron pesticidas prohibidos como el carbofurano, 

metamidofos y clorpirifos. Este último fue detectado en alimentos como pimiento, tomate y ají 

amarillo (85). 

1.2. Metodologías para la cuantificación de clorpirifos 

Se ha demostrado que varios métodos para la identificación de clorpirifos son factibles, incluida 

la cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC-MS) (86–88), la cromatografía líquida 

de alta resolución (HPLC) (89–91), así como cromatografía en capa fina (TLC) (92–94). Su 

detección directa en muestras reales suele representar un desafío debido a que suelen estar 

presentes en concentraciones bajas y su análisis se ve dificultado por la interferencia de matrices 

complejas (7,95). 

1.2.1. Tipos de cromatografía  

1.2.1.1. Cromatografía de fase normal 

En la cromatografía de fase normal, la fase estacionaria es más polar (hidrófila) que la fase 

móvil haciendo que los disolventes orgánicos apolares (hexano, cloroformo o éter dietílico) 

viajen más rápido y se eluyan primero debido a la menor afinidad que tiene por la fase 

estacionaria. Cuanto más fuerte sea la interacción entre el analito y la fase estacionaria, más 

larga será la retención de los compuestos polares de las muestras (43,96,97).  

1.2.1.2. Cromatografía de fase reversa 

La cromatografía de fase reversa se basa principalmente en interacciones hidrofóbicas o de Van 

der Waals donde la superficie de la fase estacionaria es menos polar que la fase móvil y se 

encuentra compuesta de un grupo funcional octilo (C8) u octadecilo (C18) unido al gel de sílice. 

https://ezproxy.ucsm.edu.pe:2056/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/high-performance-liquid-chromatography
https://ezproxy.ucsm.edu.pe:2056/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/high-performance-liquid-chromatography
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La fase móvil suele estar compuesta por disolventes moderadamente polares como agua, 

acetonitrilo o metanol, siendo los componentes polares los primeros en ser eluídos mientras que 

los componentes apolares quedan retenidos durante más tiempo (43,96–98). 

1.2.1.3. Cromatografía par iónico 

La cromatografía de intercambio iónico permite la separación de moléculas como aniones y 

cationes inorgánicos debido a las distintas afinidades que presentan los iones del analito hacia 

los sitios cargados de la fase estacionaria (99). 

1.2.2. Mecanismos de separación en cromatografía  

Los mecanismos de separación en cromatografía se basan principalmente en fuerzas 

hidrofóbicas e hidrofílicas. Así también procesos fisicoquímicos como adsorción, partición e 

intercambio iónico fundamentan la capacidad de retención y selectividad por parte del analito 

hacia la fase móvil y estacionaria del tipo de cromatografía (100). 

1.2.2.1. Adsorción 

Emplea una fase estacionaria compuesta por materiales adsorbentes como la sílica o alúmina, 

donde el eluyente oleoso (hexano, octano, diclorometano) fluye sobre rellenos acuosos 

(96,101). En el mecanismo de separación por adsorción, los componentes apolares son los 

primeros en ser eluídos y los analitos polares son los que presentan un mayor tiempo de 

retención por su afinidad hacia la fase estacionaria polar (100). 

1.2.2.2. Absorción o partición 

El término “partición” hace referencia a métodos de separación de carácter hidrofóbico donde 

el eluyente oleoso (metanol, acetonitrilo, agua) fluye sobre rellenos oleosos. Este mecanismo 

de separación emplea como sorbente gel de sílice recubierto con una cadena de 18 carbonos y 

su separación se basa en la diferencia de solubilidad o afinidad que cada compuesto tiene por 

una u otra fase donde los componentes no deseados polares son los primeros en ser eluídos por 

la columna, mientras que el analito apolar con un alto poder de absorción se queda retenido 

durante mayor tiempo gracias a la afinidad que tiene por la fase estacionaria apolar (100,101). 

1.2.2.3. Intercambio iónico 

Hace referencia a las fuerzas hidrofílicas que ocurren entre la parte polar de la molécula del 

soluto y los centros iónicos de la superficie del sorbente (100).  
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Los sitios activos presentes en los intercambiadores iónicos pueden estar constituidos por 

grupos con carga positiva (retienen aniones) o grupos con carga negativa (retienen cationes)  

(96). 

1.2.3. Adsorbentes empleados en cromatografía 

1.2.3.1. Sílica  

Es el soporte polar más común utilizado en cromatografía (102). 

1.2.3.2. Florisil 

Es un soporte polar selectivo compuesto de gel de sílice-magnesio útil para analizar residuos 

de pesticidas (103). Es un adsorbente poroso altamente polar y altamente activo que adsorbe 

compuestos objetivo de polaridad media y baja (104). Tales como pesticidas orgánicos que 

contienen cloro, nitrógeno y fósforo. 

1.2.3.3. C18 

Es el soporte no polar más utilizado, compuesto por gel de sílice modificado químicamente con 

grupos octadecilo (43,105). El sorbente C18 es empleado usualmente en cromatografía de fase 

inversa o reversa (106) y la elección de las condiciones más adecuadas para realizar una 

extracción está determinada por las características del analito, así como de la matriz en la que 

se encuentra. 

1.3. Cromatografía en Capa Fina (TLC) 

La cromatografía en capa fina es una técnica analítica versátil empleada para la separación e 

identificación de analitos en una matriz de forma cuantitativa (107–110) y cualitativa (111) en 

ensayos de control de calidad (112). Es ampliamente utilizada debido a su simplicidad, 

rentabilidad, rapidez, bajo consumo de solvente y tiempo corto de análisis (113–115) en 

comparación con otras técnicas de separación. Posee la flexibilidad para trabajar con 

componentes tanto volátiles como no volátiles y permite la detección de pesticidas de diversas 

clases químicas. Además, puede aplicarse eficazmente en una amplia gama de matrices de 

muestra (30). 

1.3.1. Cuantificación mediante densitometría con TLC  

La densitometría es un método para medir la concentración de las zonas cromatográficas en la 

capa de TLC revelada sin alterar las sustancias separadas (116).  
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Su principio se basa en la medición de la densidad óptica dentro del espectro UV-Visible, lo 

que permite una cuantificación precisa de los compuestos estudiados. El escaneo se evalúa 

registrando la luz reflejada cuando un haz estrecho de luz se mueve a través de la placa a una 

determinada longitud de onda. Posteriormente, la luz es transformada en una señal eléctrica 

mediante un fotomultiplicador, la cual es enviada a un sistema de registro donde las bandas 

aparecen en forma de picos cuya área es proporcional a la concentración del compuesto 

analizado (117). Dando como resultado densitogramas muy similares a los obtenidos en HPLC 

(31,109,118).  

1.3.2. Fundamento de la técnica cromatografía en capa fina 

Utiliza un adsorbente sólido que puede ser gel de sílice o alúmina, el cual funciona como soporte 

estacionario con una amplia gama de propiedades de sorción para optimizar la selectividad del 

método (118), mientras que la fase móvil está compuesta por disolventes orgánicos. Su 

principio se basa en la diferencia entre la fuerza de adsorción y el coeficiente de distribución, 

lo cual permite la separación de las mezclas (30). En cuanto al rendimiento de la técnica de 

cromatografía en capa fina, este depende de la concentración del analito y el disolvente 

empleado en la fase móvil (119). 

1.3.2.1. Factor de retención (Rf) 

El factor de retención se calcula como la proporción entre la distancia recorrida por el analito y 

la distancia alcanzada por el frente del solvente sobre la placa cromatográfica (118). Para 

aumentar la repetibilidad en la medición del factor de retención del analito en la muestra, se 

establece una relación comparativa con el valor de Rf correspondiente a un estándar (100). 

1.3.2.2. Aplicación de la muestra 

La aplicación de la solución de muestra a la capa adsorbente suele realizarse manualmente 

mediante microjeringas o capilares de vidrio (117). 

1.3.2.3. Cámaras de desarrollo y revelado 

Las cámaras de vidrio rectangulares con tapa se emplean habitualmente para un revelado lineal 

ascendente en mezclas de disolventes. La fase móvil se añade a la cámara y el eluyente migra 

por capilaridad por la parte inferior de la placa (100,117).  
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1.3.2.4. Derivatización post cromatográfica 

La derivatización consiste en la aplicación de reactivos químicos de detección a la placa ya sea 

por inmersión o pulverización para dar una coloración al analito en estudio y pueda ser 

visualizada químicamente por el espectro visible (100,117,120,121). Así mismo, si un 

componente de la muestra es indetectable, ayuda mejorar la selectividad o la sensibilidad de la 

detección. Sin embargo, si la sustancia analizada absorbe luz UV, blanca o puede excitarse para 

fluorescer, es posible realizar una evaluación densitométrica del cromatograma sin 

derivatización (100,117).  

1.4. Cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC) 

La técnica de cromatografía líquida de alto rendimiento es una forma mejorada de 

cromatografía líquida que se ha desarrollado con éxito para monitorear, identificar y cuantificar 

pesticidas organofosforados en matrices (17,43). 

El método de HPLC se fundamenta principalmente en la separación de los componentes de una 

mezcla según sus afinidades por la fase móvil y la fase estacionaria empleadas en el sistema de 

separación (43). Para garantizar una separación eficiente, es esencial que el pesticida de interés 

presenta una adecuada solubilidad en la fase móvil, ya que esta condición favorece su migración 

a través de la columna cromatográfica y su posterior detección (19). 

1.4.1.  Componentes básicos del HPLC 

1.4.1.1. Bombas impulsadoras 

El sistema de bombeo principal consta de una o más bombas capaces de suministrar fase móvil 

a través de una columna cromatográfica a presión constante (98).  

1.4.1.2. Sistema de almacenamiento de fase móvil 

En el sistema de HPLC, la fase móvil se almacena en envases de vidrio denominados 

reservorios. Esta fase, también denominada disolvente, suele estar compuesta por una mezcla 

de líquidos polares y no polares, cuyas proporciones se ajustan según las características de la 

muestra para lograr una adecuada separación y cuantificación de los analitos presentes (96). 

1.4.1.3. Inyectores 

La función del inyector en el HPLC es añadir un volumen pequeño de la solución que contiene 

a la muestra, en la fase móvil. Este proceso puede realizarse mediante un sistema de inyección 

manual o automatizado (98). 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/selectivity
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/selectivity
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1.4.1.4. Detectores 

El proceso de detección se fundamenta en registrar la absorbancia de los analitos a medida que 

atraviesan el detector, lo que permite su identificación y posterior cuantificación (96,98).  

1.4.1.5. Columna 

La columna cromatográfica constituye el componente principal del sistema HPLC, ya que está 

específicamente diseñada para llevar a cabo la separación de los componentes de una muestra 

(98). 

1.4.1.6. Sistema de control y procesamiento de datos 

El sistema de control y datos en HPLC es una computadora con capacidad de adquisición de 

datos que integra la respuesta del detector a cada componente y la coloca en un cromatógrafo 

que es fácil de leer e interpretar (96,98). 

1.4.2.  Métodos de elución en HPLC  

La elución del soluto se lleva a cabo mediante dos métodos en HPLC como se indica a 

continuación. 

 

1.4.2.1. Elución isocrática 

El modo de elución isocrática emplea un solo disolvente o una combinación constante de 

disolventes a lo largo de toda la corrida cromatográfica, lo que permite la separación de 

compuestos con propiedades similares. Es especialmente popular en aplicaciones rutinarias 

debido a su facilidad de operación, ya que requiere una sola bomba para bombear los 

disolventes (43,96). 
 

1.4.2.2. Elución en gradiente 

Se emplean disolventes con una polaridad significativamente diferente. Una vez iniciada la 

elución, la composición del eluyente cambia continuamente con el tiempo, lo que conlleva un 

cambio constante en la interacción entre el eluyente y la fase estacionaria. La elución en 

gradiente mejora considerablemente la eficiencia de separación (43). En la literatura, se han 

adoptado métodos de elución isocrática y de gradiente de acuerdo a la composición de la 

muestra, es decir, si contiene diferentes clases de pesticidas o una mezcla de pesticidas 

organofosforados. 

 

https://www-sciencedirect-com.ezproxy.ucsm.edu.pe/topics/chemistry/gradient-elution
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1.5. Método analítico  

El método analítico se refiere a la forma de realizar el análisis que incluye preparación de 

estándares, muestras, así como la generación de una curva de calibración y un posterior 

tratamiento estadístico de los datos obtenidos. Se pueden utilizar para diferentes propósitos, 

como control de procesos, desarrollo de productos, control de calidad e investigación. 

1.5.1. Validación de un método analítico  

La validación de un método analítico certifica que el método funcione conforme a los objetivos 

para los cuales fue desarrollado. Consiste en el ajuste de condiciones para que un método 

proporcione resultados confiables, precisos y exactos brindando valores cercanos al real para el 

contenido del analito en la muestra en cada futura medición (122,123).  

1.5.2.  Parámetros analíticos  

1.5.2.1. Linealidad 

La linealidad de un método analítico indica la dependencia lineal entre la concentración de una 

sustancia y la respuesta del detector. Tanto para TLC como para HPLC se construyen curvas 

de calibración con estándares de referencia (98).  

1.5.2.2. Precisión  

La precisión se determina a través de la repetibilidad y la precisión intermedia, la repetibilidad 

se refiere a la precisión obtenida por un solo operador en un determinado laboratorio 

empleando el mismo equipo, reactivos e instrumentación (124). La precisión intermedia se 

estima de la misma manera que la repetibilidad. Sin embargo, las muestras pueden ser 

preparadas por otro analista y empleando diferentes equipos (98,124). 

1.5.2.3. Límite de detección 

La menor cantidad de un analito que se puede detectar, pero no necesariamente cuantificar en 

condiciones experimentales establecidas (111,119,123,125).   

1.5.2.4. Límite de cuantificación 

Concentración mínima de un analito que permite obtener resultados cuantitativos con precisión 

y exactitud bajo condiciones experimentales definidas (98,111,119).  

 

https://ezproxy.ucsm.edu.pe:2056/topics/agricultural-and-biological-sciences/quality-control
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1.5.2.5. Selectividad 

La selectividad hace referencia a la capacidad de un método analítico para identificar y 

cuantificar con precisión el analito de interés, incluso cuando se encuentra acompañado de otras 

sustancias como productos de degradación o componentes propios de la matriz, sin que estas 

interfieran en el resultado (126). 

1.5.2.6. Exactitud 

La exactitud se define como la relación entre el valor promedio obtenido experimentalmente y 

el valor real. Se determina mediante el cálculo del porcentaje de recuperación de una 

concentración previamente conocida (126). 

1.5.2.7. Reproducibilidad y robustez 

La reproducibilidad se refiere al grado de concordancia entre los resultados obtenidos de 

manera independiente, es decir por diferentes analistas en distintos laboratorios y diferentes 

equipos. Mientras que la robustez confirma la capacidad del método analítico para mantener la 

consistencia de los resultados aun cuando se realizan cambios en las condiciones 

experimentales (126,127). 

1.6. Cultivo de ajo en el Perú  

El Allium sativum, conocido comúnmente como ajo, es una hortaliza de origen asiático (25,128–

130) utilizado como sazonador en su forma fresca, molida o deshidratada y también se consume 

directamente de forma cruda con y sin cáscara ya sea en asado, infusiones, al horno, confitado, 

encurtido o hervido (131,132). El consumo de ajo está asociado con diversos efectos positivos 

para la salud, entre ellos la prevención de enfermedades cardiovasculares (21), el tratamiento 

de infecciones respiratorias (133) así como en la estimulación del sistema inmunológico (134). 

Estos efectos se atribuyen principalmente a los compuestos organosulfurados presentes en su 

composición (135) siendo Perú el principal productor y exportador de ajo dentro de la 

Comunidad Andina (129). En diciembre del 2024, se exportó 2614 toneladas de ajo por $7.5 

millones (136), siendo México el país donde se destinó la mayor parte de ajo cosechado (137). 

1.6.2. Cultivo de ajo en Arequipa y su exportación 

El ajo se cultiva a lo largo de todo el año, siendo Arequipa la principal región productora a nivel 

nacional. En el año 2024 presentó más del 72% de área sembrada por la calidad de su producto 

y el alto rendimiento, según reportes de MIDAGRI (139).  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Campo de verificación 

2.1.1. Ubicación espacial 

El estudio se llevó a cabo en el laboratorio de investigación “Proyecto Mercurio”, Campus 

Central Universidad Católica de Santa María, ubicado en el Pabellón H, Aula 202. 

2.1.2. Ubicación temporal 

El trabajo experimental se realizó entre los meses de noviembre del 2024 y junio del 2025 

conforme a la disponibilidad de los equipos analíticos. 

2.1.3. Unidades de estudio 

Se realizó la comparación de los parámetros de ambas metodologías de HPLC y densitometría 

con TLC para la cuantificación de clorpirifos empleando como matriz bulbos de ajo en estado 

comercial. 

2.2. Técnicas, instrumentos y materiales de verificación 

2.2.1. Materiales y reactivos 

Equipos:  

- Cromatógrafo Líquido de Alta Resolución Hitachi® 

- Densitómetro TLC Explorer Documentation System Merck® SN 24050083 

- Baño de ultrasonido BRANSONIC® 2510E – DTH  

- Centrífuga de laboratorio Dr.N.GERBER® 

- Unidad de purificación de agua ultra-pura Simplicity UV® 

- Balanza digital Sartorius® 

- Campana extractora de gases BIOBASE FH1000 

Materiales:  

- Viales de 2 mL para HPLC 

- TLC Silicagel 60 𝐹254 Supelco 

- Columna SUPELCOSILTM LC-PAH RP18, tamaño de partícula de 5 µm y dimensiones 

de 250 cm × 4.6 mm 

- Anotop Millex LCR C/Membrana PTFE modificada para filtración de solventes 

orgánicos 0,45 µM 13 mM  



 

21 

 

- Tubos Falcon de 15 mL CytoOne 

- Micropipetas de 5-50 µL, 20-200 µL y 100-1000 µL 

- Tips para micropipetas 

- Pipetas graduadas de 5 y 10 mL 

- Pipetas volumétricas de 2 mL 

- Pipeta pasteur 

- Capilares Laboratory glass, 75 mm 

- Matraz aforado de 2 mL 

- Nescofilm 

- Papel aluminio 

- Lápiz mecánico con mina 

- Jeringa 1 mL 

- Beakers de 50 mL, 100 mL 

- Regla 

- Fiolas 

- Tubos de ensayo 

- Soporte universal 

- Pinza doble nuez 

- Erlenmeyer de 250 mL 

- Pinzas universales de laboratorio 

- Cámara cromatográfica con tapa para TLC 

- Pinza disección 

- Espátula 

- Placa petri de vidrio 

- Agua destilada  

Reactivos: 

- Estándar de clorpirifos Sigma Aldrich 94114  

- Estándar de 2,3,5-tricloropiridina Sigma Aldrich 102443176 

- Sulfato de sodio (grado QP) Merck 

- Florisil® (grado PA) Merck 

- Éter dietílico (grado QP) Merck 

- Cloroformo (grado QP) CDH 

- Ciclohexano (grado QP) Merck 
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- Acetonitrilo (grado HPLC) LiChrosolv® Merck  

- n-hexano (grado HPLC) LiChrosolv® Merck  

- Nitrato de plata (grado QP) Merck 

- Etanol 96% 

 

2.2.2. Proceso de extracción de clorpirifos y posterior purificación empleando como 

matriz bulbos de ajo 

La técnica de extracción se fundamenta en un método estándar donde el analito deseado se 

libera de la matriz de la muestra con la consecuente limpieza de interferentes propios de la 

matriz que ayuda a mejorar la detección y cuantificación del analito (140). 

2.2.2.1. Extracción de clorpirifos en los bulbos de ajo 

El desempeño de la técnica de extracción va a depender de las propiedades específicas del 

pesticida como la volatilidad, polaridad, solubilidad en agua y densidad (43,54,140).    

Adicionalmente, como parte del método de extracción, la agitación manual  (141), mecánica y 

ultrasónica es necesaria (47,142). La extracción asistida por ultrasonido ayuda a mejorar la 

eficiencia de la extracción mediante el uso de ondas ultrasónicas que generan microburbujas 

que provocan ruptura en las paredes celulares del ajo, lo que hace eficaz la extracción del 

pesticida de la matriz de la muestra (140). Durante el proceso de extracción, los residuos de 

pesticidas se concentran y se separan del resto de la muestra utilizando un disolvente orgánico 

adecuado, la elección del disolvente para la extracción varía según la naturaleza del sustrato y 

el tipo de pesticida a analizar, siendo de vital importancia que posea una buena solubilidad en 

el pesticida y no modifique ni reaccione químicamente con el pesticida (140). Investigaciones 

previas reportaron que los disolventes frecuentemente empleados para evaluar pesticidas 

organofosforados en frutas y verduras son hexano, acetonitrilo (18,86,143), acetato de etilo 

(6,18,143), diclorometano (6,43,144), metanol (43)  y tolueno (47), los cuales mejoran la 

recuperación de los métodos (6). Por otra parte, el clorpirifos al ser un compuesto insoluble en 

agua (1.66 mg/L a 25 °C) (54,145), los solventes apolares son ideales para su extracción. Es 

por ello, que para la extracción del pesticida en bulbos de ajo se empleó hexano ya que posee 

una solubilidad de 0.0095 mg/mL a 25°C (146), lo cual lo hace ideal para su adecuada 

extracción (18,47,147,148). Para todos los tratamientos de extracción en ajo se pesó 1 gr de 

muestra en tubos Falcon debidamente rotulados, luego a cada tubo se le agregó 1 mL de hexano 

y se agitaron en vortex durante 8 minutos.  

 



 

23 

 

Seguidamente se realizó una sonicación durante 8 minutos a una temperatura menor 15°C y 

finalmente un paso de centrifugación de 10 minutos a 6000 rpm. 

Este procedimiento se realizó tres veces consecutivas y se recolectó cada sobrenadante hasta 

obtener el volumen de 2 mL en un matraz aforado el cual también se sumergió en un baño de 

hielo a 10°C hasta realizar el procedimiento de clean up para evitar su degradación. 

2.2.2.2. Procedimiento de clean up de los extractos 

La etapa de preparación de la muestra constituye el paso más determinante del procedimiento 

analítico, ya que de ella depende en gran medida la eficiencia de la recuperación del analito. 

Los nuevos requisitos legislativos exigen extraer los residuos de plaguicidas con alta 

selectividad, eliminando las interferencias de la matriz mediante una limpieza adecuada y así 

obtener una excelente resolución cromatográfica (18). Para cumplir con estos requisitos, se 

realizó una metodología modificada en base a los lineamientos propuestos por el método “U.S. 

EPA 3620C, el cual sugiere el empleo de florisil como fase sólida y como fase extractante al 

hexano ya que poseen una excelente capacidad de extracción de clorpirifos (149) mostrando un 

porcentaje de recuperación mayor al 80% (150). El Florisil® es un adsorbente poroso altamente 

polar compuesto de gel de sílice adherido a óxido de magnesio, su principio se basa en la 

adsorción de compuestos objetivo de polaridad media o baja, es decir pesticidas que presentan 

moléculas de cloro, nitrógeno o fósforo en su estructura (103,151). La limpieza con Florisil® 

se puede lograr empleando cartuchos de extracción en fase sólida que contengan dicho 

adsorbente (148). El disolvente propuesto en el método “U.S. EPA 3620C” es el hexano para 

la extracción de pesticidas organosfosforados en alimentos. Por ello, para el procedimiento de 

limpieza de los extractos obtenidos, primero se pesó 300 mg de sulfato de sodio anhidro (2 

horas, 120°C) y 600 mg de florisil. Luego se procedió a implementar el contenido del cartucho 

añadiendo primero florisil en la parte inferior y en la parte superior una capa de sulfato de sodio 

anhidro. Después se realizó un acondicionamiento con 3 mL de hexano y antes de exponer la 

capa de sulfato de sodio al aire, se cargó 2 mL de cada extracto que se obtuvo en diferentes 

cartuchos, se añadió 2 mL de hexano para realizar el lavado de excipientes y se dejó secar el 

cartucho al vacío por un tiempo de 20 minutos con el fin de eliminar el agua retenida en el 

adsorbente y evitar la pérdida del pesticida organofosforado (105). Transcurrido el tiempo, se 

agregó una fase eluyente compuesta por hexano y éter dietílico (15:85) para un volumen de 10 

mL, los cuales fueron recolectados en diferentes tubos de ensayo ya que es la fracción que 

contiene al clorpirifos. 
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Posteriormente se evaporó al medio ambiente en beakers para su concentración y finalmente se 

reconstituyó en un volumen de 2 mL de acetonitrilo para su análisis correspondiente por HPLC 

y densitometría con TLC.   

Este procedimiento se realizó para la validación del parámetro de exactitud y para el tratamiento 

de las muestras de bulbos de ajo. 

2.2.3. Validación de la técnica de densitometría con TLC para la determinación de 

clorpirifos  

La validación de un método analítico según la AOAC requiere una evaluación rigurosa de 

diversos parámetros que garanticen su fiabilidad. Por consiguiente, la técnica de densitometría 

con TLC fue validada mediante la verificación de criterios como la linealidad, precisión, 

selectividad, exactitud, límite de detección y límite de cuantificación, considerando la 

naturaleza de la técnica y su aplicación para la determinación de clorpirifos empleando como 

matriz bulbos de ajo. Para la estandarización de la fase móvil, se probó de forma independiente 

el disolvente orgánico cloroformo y ciclohexano, cada uno en un volumen de 5 mL. Sin 

embargo, el clorpirifos en la fase móvil de ciclohexano no eluyó debido a que presentó una 

mayor afinidad por el solvente que por la sílica a diferencia de la fase móvil de cloroformo que 

si logró eluírse. Por consiguiente, se empleó una mezcla de ambos disolventes en una 

proporción de 40:60 (v/v) de ciclohexano:cloroformo respectivamente. Así también, se 

estandarizó el tiempo de saturación de la fase móvil dentro de la cámara cromatográfica a 30 

minutos. A continuación, se mencionan las condiciones ejecutadas en todos los procedimientos 

realizados empleando este método:  

- Placa cromatográfica: TLC Silica gel 60 F254 Sigma Aldrich 

- Tamaño de placa: 6 cm largo x 5 cm ancho 

- Cámara cromatográfica de doble canal 

- Fase móvil: ciclohexano:cloroformo (40:60) 

- Volumen de fase móvil: 5 mL 

- Tiempo de saturación de fase móvil en la cámara cromatográfica: 30 minutos 

- Volumen de siembra: 40 µL 

2.2.3.1. Linealidad  

El primer parámetro validado fue la linealidad y se evaluó preparando una curva de 

calibración de al menos cinco concentraciones calculando el coeficiente de correlación (R) 

que relaciona el área del pico del compuesto con la concentración evaluada. 
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Para ello, a partir de una solución estándar de 2554 mg L-1 de clorpirifos disuelto en acetonitrilo 

se prepararon estándares a concentraciones de 30, 35, 40, 45 y 50 mg L-1, estas soluciones se 

sembraron en la placa con capilares en un volumen de 40 µL por siembra y se corrieron bajo 

las condiciones mencionadas anteriormente. Posteriormente, se capturaron las bandas en el 

equipo mediante exposición a radiación UV a una longitud de onda de 254 nm en el equipo 

densitométrico TLC Explorer, el cual registra y cuantifica de acuerdo con la intensidad de las 

áreas en función de la absorbancia. Finalmente, la placa fue teñida con nitrato de plata 0.12 M, 

se secó a temperatura ambiente y posteriormente se llevó a una temperatura de 140 °C sobre 

una hornilla eléctrica hasta el desarrollo de color. Esta evaluación fue realizada por triplicado.  
 

2.2.3.2. Precisión de repetibilidad 

La repetibilidad hace referencia al grado de concordancia entre los resultados obtenidos al 

aplicar un mismo procedimiento analítico, es decir el mismo analista, utilizando el mismo 

equipo y en un intervalo de tiempo reducido. Para ello, se emplearon los mismos estándares 

usados en la evaluación del parámetro de linealidad. Se capturaron las bandas en el equipo 

después de la visualización, se detectaron y se integraron en un densitómetro para el análisis de 

sus áreas. Esta evaluación fue realizada por triplicado y los resultados se expresaron como CV 

(coeficiente de variación) 

2.2.3.3. Precisión intermedia  

La precisión intermedia se estima de la misma manera que la repetibilidad. Sin embargo, las 

muestras pueden ser preparadas y sembradas por otro analista en días diferentes, con distintos 

instrumentos y en un mismo laboratorio. Para ello, se prepararon nuevos estándares de 30, 35, 

40, 45 y 50 mg L-1, se construyó un nuevo capilar, se sembró cada placa en tres días 

consecutivos y se corrieron bajo las condiciones mencionadas en el punto 2.2.3. Posteriormente, 

se capturaron las bandas en el equipo y se integraron para el análisis de sus áreas. Esta 

evaluación fue realizada por triplicado y los resultados se expresan como CV (coeficiente de 

variación). 

2.2.3.4. Límite de detección (LOD) y límite de cuantificación (LOQ)  

El límite de detección (LOD) se define como la menor cantidad o concentración de un analito 

que puede ser identificado por un método analítico, pero no necesariamente cuantificado. Su 

valor se calcula empleando la Ecuación 1 y 2: 
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                                          𝐿𝑂𝐷 =
𝑌𝑏𝑙+3 𝑆𝑏𝑙

𝑏
∗  

1

√𝑛
                                            (Ecuación 1) 

El límite de cuantificación (LOQ) se define como la menor concentración de un analito que 

puede ser cuantificado con un grado aceptable de precisión, se emplea la siguiente ecuación: 

                                        𝐿𝑂𝑄 =
𝑌𝑏𝑙+10 𝑆𝑏𝑙

𝑏
∗  

1

√𝑛
                                           (Ecuación 2) 

Donde, “Ybl” corresponde al intercepto de la ecuación, mientras que “Sbl” corresponde al 

intercepto de la ecuación de la recta que relaciona las distintas concentraciones de clorpirifos 

con la desviación estándar de las áreas obtenidas por triplicado en el ensayo de linealidad, “b” 

denota la pendiente de la curva de calibración evaluada en dicho ensayo y “n” indica el número 

de estándares empleados. A partir de esta curva de calibración, se determinaron los valores 

LOD y LOQ mediante la Ecuación 1 y 2 las cuales se fundamentan en la desviación estándar 

de la respuesta y la pendiente de la curva de calibración. 

2.2.3.5. Selectividad 

La selectividad de este método fue evaluada mediante la comparación de los Rf del clorpirifos 

y su compuesto de degradación 2,3,5-tricloropiridina. Para ello, se empleó la misma fase 

móvil de ciclohexano:cloroformo (40:60). 

2.2.3.6. Exactitud 

La exactitud evalúa qué tan cerca está el valor medido del valor real y se determina mediante 

el porcentaje de recuperación. Según los lineamientos de la AOAC, la recuperación aceptable 

se da entre 70 y 125% dependiendo el nivel de concentración que se está evaluando. Este 

parámetro se evaluó mediante la técnica de adición estándar y para ello, se trabajó con tres 

tipos de muestra: 

2.2.3.6.1. Estándar de clorpirifos  

Para evaluar el porcentaje de recuperación de solo el estándar de clorpirifos a través del 

procedimiento de extracción y clean up se añadió 40 mg L-1 de clorpirifos a un volumen de 2 

mL de hexano en un tubo Falcon y se siguió el mismo procedimiento detallado en el punto 

2.2.2.1. para la extracción y en el punto 2.2.2.2. para el procedimiento de clean up. 
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2.2.3.6.2. Muestra de ajo fortificado con clorpirifos 

En cuanto al porcentaje de recuperación del estándar de clorpirifos en la muestra de ajo 

fortificada primero se trituró el bulbo de ajo en estado fresco y se añadió 40 mg L-1 de 

clorpirifos, luego en un tubo Falcon se pesó 1 gramo de la muestra triturada previamente, se 

adicionó el volumen de 2 mL de hexano y se siguió el mismo procedimiento detallado en el 

punto 2.2.2.1. para la extracción y en el punto 2.2.2.2. para el procedimiento de clean up.  

2.2.3.6.3. Matriz de ajo no fortificada (blanco) 

Finalmente, para evaluar si en la muestra de ajo no fortificada hay trazas del pesticida primero 

se trituró el bulbo de ajo en estado fresco, luego en un tubo Falcon se pesó 1 gramo de la muestra 

triturada y se adicionó el volumen de 2 mL de hexano. Posteriormente se siguió el mismo 

procedimiento detallado en el punto 2.2.2.1. para la extracción y en el punto 2.2.2.2. para el 

procedimiento de clean up.  

2.2.3.7. Reproducibilidad y robustez 

Los parámetros de reproducibilidad y robustez no fueron evaluados en el presente estudio, 

dado que la Universidad dispone únicamente de un equipo densitométrico TLC Explorer, lo 

que impidió realizar una comparación entre laboratorios requerido para validar la 

reproducibilidad del método. En cuanto a la robustez, la exclusión de este parámetro se 

fundamenta en la naturaleza químicamente inestable del clorpirifos, cuya estructura puede 

verse comprometida ante cualquier variación en las condiciones de analíticas (152,153), 

originando productos de degradación no deseados y por ende afectar la interpretación de los 

resultados. 

2.2.4. Validación de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) para la 

determinación de clorpirifos en ajo 

Luego de realizar la validación de la técnica de densitometría con TLC, se procedió a validar el 

método de HPLC. Por consiguiente, también se evaluaron los parámetros de linealidad, 

precisión de repetibilidad, precisión intermedia, LOD, LOQ, selectividad y exactitud con el fin 

de comparar ambas metodologías. Las condiciones empleadas en todas las corridas 

cromatográficas son las siguientes: 

- Columna: SUPELCOSILTM LC-PAH, 5 µm con dimensiones de 250 cm x 4.6 mm 

- Longitud de onda: 210 nm 
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- Temperatura: 25°C 

- Flujo: 2 mL/min 

- Fase móvil: acetonitrilo: agua ultra-pura (60:40) 

- Volumen de inyección: 20 µL 

- Lámpara: DAD 

- Elución isocrática 

2.2.4.1. Linealidad 

La linealidad como se ha mencionado anteriormente es uno de los parámetros esenciales en la 

validación de métodos analíticos dado que relaciona la respuesta instrumental con la 

concentración del analito dentro de un rango definido.  Para su evaluación se preparó una curva 

de calibración a concentraciones de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 mg L-1 de clorpirifos enrazados con 

acetonitrilo en fiolas de 2 mL.  

Luego los estándares de clorpirifos preparados fueron filtrados con anotop para su posterior 

lectura en viales de HPLC y se procedió a la construir curvas de calibración, las cuales se 

realizaron por triplicado en un mismo día. 

2.2.4.2. Precisión de repetibilidad 

Verificada la linealidad del método en los seis niveles de concentración, se continuó con la 

evaluación de la precisión de repetibilidad del método, Para ello, se tomaron los datos de la 

curva linealidad, la cual fue elaborada por triplicado en un mismo día manteniendo constante 

las condiciones experimentales. 

2.2.4.3. Precisión intermedia 

La precisión intermedia fue realizada en diferentes días, se prepararon nuevos estándares bajo 

las mismas concentraciones de la curva de linealidad, así como una nueva preparación de fase 

móvil de acetonitrilo:agua (60:40). 

2.2.4.4. Límite de detección (LOD) y cuantificación (LOQ) 

Para estimar los valores de LOD Y LOQ se utilizaron las áreas reportadas en la evaluación de 

la linealidad y se construyó una gráfica que relaciona las concentraciones estudiadas con sus 

respectivas desviaciones estándar, obteniéndose Ybl y Sbl. 
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2.2.4.5. Selectividad 

En cuanto a la selectividad del método de HPLC, se corrió la muestra de clorpirifos y su 

compuesto de degradación 2,3,5-tricloropiridina. Esto con el fin de distinguir el analito de otras 

sustancias que puedan estar presentes en la matriz (126). De esta forma se logró garantizar su 

selectividad bajo las condiciones establecidas en cada corrida cromatográfica. 

2.2.4.6. Exactitud 

La exactitud del método de HPLC fue evaluada mediante ensayos de recuperación a un nivel 

de concentración de 4 mg L-1 realizado por triplicado, este paso se realizó en simultáneo con el 

método de densitometría con TLC. Es decir, se trabajó también con tres tipos de muestra como 

el estándar clorpirifos puro, muestra de ajo fortificada con 4 mg L-1 del estándar clorpirifos y 

muestra de ajo no fortificada.  

2.2.4.6.1. Estándar de clorpirifos  

Para evaluar el porcentaje de recuperación correspondiente únicamente al estándar de 

clorpirifos, se adicionó 4 mg L-1 de clorpirifos a un volumen de 2 mL de hexano contenido en 

un tubo Falcon. Posteriormente, se siguió el mismo procedimiento detallado en el punto 2.2.2.1. 

para la extracción y en el punto 2.2.2.2. para el procedimiento de clean up.  

2.2.4.6.2. Muestra de ajo fortificada con clorpirifos 

En cuanto a la evaluación del porcentaje de recuperación del estándar de clorpirifos en la 

muestra de ajo, primero se trituró el bulbo de ajo en estado fresco y se añadió 4 mg L-1 de 

clorpirifos. Luego en un tubo Falcon se pesó 1 gramo de la muestra triturada y se adicionó el 

volumen de 2 mL de hexano. Posteriormente, se siguió el mismo procedimiento detallado en el 

punto 2.2.2.1. para la extracción y en el punto 2.2.2.2. para el procedimiento de clean up. 

2.2.4.6.3. Matriz de ajo no fortificada (blanco) 

Finalmente, para evaluar si en la matriz no fortificada había trazas de clorpirifos, se trituró el 

bulbo de ajo, luego en un tubo Falcon se pesó 1 gramo de la muestra triturada y se adicionó el 

volumen de 2 mL de hexano. Seguidamente, se aplicaron los procedimientos descritos en los 

apartados 2.2.2.1 y 2.2.2.2 para la extracción del pesticida y el procedimiento de clean up 

respectivamente. Cada eluato fue recolectado en diferentes beakers, se concentraron, se 

reconstituyeron en 2 mL con acetonitrilo y finalmente fueron analizados por el equipo de 

HPLC. Este procedimiento se realizó por triplicado a un nivel concentración de 4 mg L-1. 
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2.2.5. Recolección de muestras 

Para realizar la cuantificación de clorpirifos en los bulbos de ajo, se realizó un muestreo 

aleatorio simple en mercados mayoristas y minoristas de la zona Norte, Sur y Este de la 

ciudad de Arequipa y se escogieron los mercados más representativos por cada zona (Tabla 

1). Las muestras fueron registradas con criterio de trazabilidad considerando la procedencia 

geográfica del cultivo, así como la variedad del ajo las cuales fueron Napurí, Chino, 

Arequipeño y el recientemente lanzado en el mercado INIA 105 DONAJUS, el cual presenta 

la peculiar característica de tener un ciclo vegetativo de 5 meses con el fin de obtener un 

mejor rendimiento y calidad del cultivo de ajo (139).   

Tabla 1. Lista de mercados muestreados en la ciudad de Arequipa. 

 

Mercado 
 

Zona 
Tipo de 

mercado 

 

Variedad 
Origen del 

cultivo 

Mercado Señor de 

Huanca 

 

Zona Norte 
 

Mayorista 
INIA 105 

DONAJUS 

 

Chivay 

Mercado Señor de 

Huanca 

 

Zona Norte 
 

Mayorista 
 

Ajo Chino 
 

Tiabaya 

Mercado Acomare Zona Norte Mayorista Ajo Arequipeño Polobaya 
 

Mercado Acomare 
 

Zona Norte 
 

Mayorista 
INIA 105 

DONAJUS 

 

Tambo 

Mercado Río Seco Zona Norte Mayorista Ajo Arequipeño Río Seco 

Mercado Río Seco Zona Norte Mayorista Ajo Napuri La Joya 
 

Mercado Altiplano 
 

Zona Este 
 

Minorista 
INIA 105 

DONAJUS 

 

Tambo 

Mercado Altiplano Zona Este Minorista Ajo Chino Tambo 

Mercado 4 de agosto Zona Sur Minorista Ajo Napuri Arequipa 

Mercado 4 de agosto Zona Sur Minorista Ajo Chino Tambo 

2.2.6. Determinación de clorpirifos en las muestras de ajo recolectadas y su análisis por el 

método de HPLC y la técnica de densitometría con TLC 

Para determinar clorpirifos en las muestras de ajo por el método de densitometría con TLC y 

HPLC previamente validados, cada muestra se procesó primero por extracción y luego por 

clean up descritos en el punto 2.2.2.1. y 2.2.2.2 respectivamente. Las condiciones para cada 

análisis son las mismas tanto para el método de extracción y clean up como para su lectura para 

cada método. 

2.3. Estrategia y recolección de datos 

El objetivo de la metodología empleada en esta investigación fue comparar el método de 

densitometría con TLC y HPLC. 
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Para realizar esta comparación, se emplearon estadísticos que ayudaron a evaluar si existen 

diferencias significativas en cuanto a los parámetros de validación y así realizar su posterior 

aplicación para la determinación de clorpirifos en bulbos de ajo como matriz. 

2.3.1. Análisis estadístico 

Para el correcto procesamiento de los datos obtenidos en ambos métodos, los parámetros de 

linealidad, exactitud, precisión intermedia y de repetibilidad se compararon a través del 

estadístico F para comparar las varianzas de los resultados obtenidos a través la técnica de 

densitometría con TLC y el método de HPLC. Luego se empleó el estadístico t con el propósito 

de comparar las medias de los parámetros evaluados para determinar si existe alguna diferencia 

significativa en su desempeño.  
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3. RESULTADOS  

3.1. Procedimiento de extracción y clean up 

Respecto a la metodología empleada para la extracción de clorpirifos en bulbos de ajo, se inició 

con la preparación de las muestras, las cuales fueron previamente trituradas para facilitar la 

liberación del analito. Posteriormente se llevó a cabo la extracción en tubos Falcon utilizando 

hexano como disolvente, el cual fue añadido a las muestras de ajo seguido de un proceso 

secuencial que incluyó agitación vorticial, sonicación y centrifugación. Este protocolo fue 

repetido por triplicado con el fin de maximizar la eficiencia de recuperación del compuesto. 

Luego se realizó una metodología de clean up modificada en base al método “U.S. EPA 3620C” 

propuesto por la EPA, el cual sugiere el empleo de florisil como fase sólida y como fase 

eluyente una mezcla de hexano y éter dietílico (85:15). Al ejecutar la misma proporción, el 

porcentaje de recuperación de clorpirifos fue del 26.70 % para la matriz de ajo. Sin embargo, 

invirtiendo la proporción de hexano y éter dietílico a 15:85 respectivamente la recuperación 

aumentó a 65.70 %. Luego se ajustaron los volúmenes agregados en cada etapa de la extracción, 

3 mL para el acondicionamiento, 2 mL de lavado y una fase de elución de 10 mL (1.5 mL 

hexano y 8.5 mL éter dietílico) resultando un porcentaje de recuperación por encima de 90 % 

corroborado por ambas metodologías. Estos hallazgos evidencian que factores como el volumen 

de acondicionamiento y lavado con hexano, la proporción y volumen de la fase eluyente, así 

como la cantidad en gramos de florisil dentro del cartucho juegan un papel crucial para obtener 

una adecuada recuperación del pesticida clorpirifos a través del proceso de extracción y clean 

up empleando como matriz bulbos de ajo. 

3.2. Validación del método de densitometría con TLC  

Una vez establecido el procedimiento para la extracción de clorpirifos en bulbos de ajo, se 

procedió a validar el método de densitometría con TLC donde las condiciones realizadas 

resultaron ser las adecuadas para la cuantificación del pesticida. Cada siembra se realizó en un 

volumen de 40 µL en placas de TLC para luego ser eluídas con 5 mL de fase móvil ciclohexano 

y cloroformo (40:60) saturada previamente dentro una cubeta cromatográfica durante 30 

minutos, lo cual favoreció la migración del pesticida clorpirifos obteniéndose un valor Rf de 

0.5. En cada corrida, las lecturas fueron analizadas bajo la luz UV a una longitud de onda de 

254 nm por el equipo densitométrico TLC Explorer. 
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3.2.1. Linealidad 

Como parte del proceso de validación del método de densitometría con TLC, se evaluó el 

parámetro de linealidad con el objetivo de verificar la capacidad del sistema para generar una 

respuesta proporcional a distintas concentraciones del analito. Esta evaluación resultó 

fundamental para confirmar que el método permite una cuantificación confiable dentro del 

rango estudiado. Para ello, se prepararon soluciones estándar de clorpirifos en concentraciones 

de 30, 35, 40, 45 y 50 mg L-1, las cuales fueron sembradas por triplicado en un volumen de 40 

uL sobre placas cromatográficas de TLC en una fase móvil de ciclohexano y cloroformo 

(40:60). Luego del desarrollo y revelado con la fase móvil, se midió la intensidad de las bandas 

mediante el sistema densitométrico, registrando así el área correspondiente a cada señal. 

Adicionalmente, se realizó una derivatización post cromatográfica a cada placa con nitrato de 

plata 0.12 M (disuelto en etanol 96 %) por el método de inmersión, después se secó al medio 

ambiente para luego ser colocada sobre una hornilla eléctrica durante 3 minutos a 140 °C, 

transcurrido el tiempo las bandas propias del pesticida desarrollaron un color amarillo. 

Finalmente, para la construcción de la curva de calibración, se relacionaron los valores de las 

áreas con las concentraciones evaluadas (Figura 3) y de esta forma se evaluó el ajuste lineal del 

método. En la Tabla 2, se muestran esto valores obtenidos mediante el método de densitometría 

con TLC para las diferentes concentraciones del estándar de clorpirifos: 30, 35, 40, 45 y 50 mg 

L-1. Cada nivel de concentración fue evaluado por triplicado, como parte del proceso de 

validación de la linealidad del método en donde se observó un incremento progresivo en el área 

de los picos cromatográficos conforme aumentaba la concentración del analito, lo cual 

evidencia que la curva de calibración se ajusta a los datos experimentales.  

Tabla 2. Áreas correspondientes al parámetro de linealidad del método densitometría con TLC. 

Concentración 

(mg L-1) 

N° réplica (Área) 
 

Promedio 
Desviación 

estándar 

 

CV 
1° 2° 3° 

30 53.1 51.7 52.6 52.47 0.71 1.35 

35 62.1 62.9 63.8 62.93 0.85 1.35 

40 71.1 74.5 72.7 72.77 1.70 2.34 

45 82.6 83.6 84.5 83.57 0.95 1.14 

50 94.2 94.1 93.5 93.93 0.38 0.40 
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Figura 3. Curva de calibración para la evaluación de linealidad y repetibilidad de la técnica 

de densitometría con TLC. 

La Figura 3 relaciona la concentración del analito (mg L-1) en el eje X con el área de los picos 

obtenidos por el equipo densitométrico TLC Explorer en el eje Y donde el valor del coeficiente 

de correlación (R) para la curva de calibración de clorpirifos fue de 0.9999 lo cual demuestra 

que hubo un buen ajuste lineal. Adicionalmente se acopló los errores estándar representados 

por barras verticales para cada nivel de concentración, donde a un nivel de 40 mg L-1 la 

variabilidad es mayor respecto a los otros puntos lo cual sugiere una ligera disminución de la 

repetibilidad del método a esta concentración.  

3.2.2. Precisión de repetibilidad 

La precisión de repetibilidad se expresó como el coeficiente de variación (CV) entre réplicas, 

el cual fue evaluado con los datos generados en linealidad, considerando que se obtuvieron bajo 

las mismas condiciones en un mismo día por un único analista, empleando los mismos 

estándares e instrumentos. Este parámetro refleja el grado de dispersión de los datos respecto a 

su media y constituye un indicador clave para determinar la repetibilidad del método. En la 

Tabla 2 se detallan los valores del coeficiente de variación (CV) obtenidos para cada una de las 

concentraciones evaluadas. Los resultados mostraron que todos los valores se encontraron por 

debajo del 7.3 %, cumpliendo con el criterio de aceptación establecido por la AOAC para 

métodos cuantitativos (Tabla 3) demostrando así ser un método preciso bajo las concentraciones 

estudiadas. 
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En la Tabla 3, se detallan los valores de CV aceptados por la AOAC: 

Tabla 3. Valores aceptables de CV para el parámetro de precisión de repetibilidad según la 

AOAC. 

Concentración CV 

100 % 1.3 

10 % 1.9 

1 % 2.7 

0.1 % 3.7 

100 mg/kg 5.3 

10 mg/kg 7.3 

1 mg/kg 11 

100 ug/kg 15 

10 ug/kg 21 

                                    * AOAC International (126) 

3.2.3. Precisión intermedia 

Luego de haber evaluado la precisión de repetibilidad con un rango aceptable de valores de CV 

según las directrices de la AOAC, se procedió a realizar la evaluación de precisión intermedia 

el cual consistió en mediciones realizadas por diferentes analistas, preparación de nuevos 

estándares para cada día, así como el empleo de nuevos capilares. En cuanto a los valores de 

CV aceptados para este parámetro, los porcentajes vienen a ser el doble a lo estipulado en la 

Tabla 3, es decir para una concentración 10 ppm el valor aceptable será hasta 14.6 %. Los 

valores de CV se observan en la Tabla 4, así como el promedio y desviación estándar de las 

áreas obtenidas para cada nivel de concentración. 

Tabla 4. Áreas correspondientes al parámetro de precisión intermedia del método de 

densitometría con TLC. 

Concentración 

(mg L-1) 

N° réplica (Área) Promedio Desviación 

estándar 

CV 

1° 2° 3° 4° 

30 52.6 50.6 53.1 51.7 52.00 1.10 2.11 

35 63.8 63.3 62.1 62.9 63.03 0.72 1.14 

40 72.7 72.6 71.1 74.5 72.73 1.39 1.91 

45 84.5 82.7 82.6 83.6 83.35 0.89 1.07 

50 93.5 95.7 94.2 94.1 94.38 0.94 0.99 

Para cada nivel de concentración estudiado se calculó el CV con el propósito de determinar la 

precisión intermedia del método, estos fueron inferiores al 14.6 % cumpliendo con los criterios 

de aceptación estipulado por la AOAC dentro del rango evaluado.   
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3.2.4. Límite de detección (LOD) y límite de cuantificación (LOQ) 

Luego de corroborar la linealidad, precisión intermedia y repetibilidad del método propuesto, 

se procedió al cálculo de los parámetros de límite de detección (LOD) y cuantificación (LOQ). 

Dichos valores fueron determinados a partir de la pendiente y desviación estándar de la curva 

de calibración, donde las ecuaciones de la recta de ambas gráficas (Figura 4 y 5) ayudaron a 

determinar los valores de límite de detección y cuantificación.  

 
Figura 4. Gráfica empleada para la evaluación de LOD y LOQ del método de densitometría 

con TLC. 

 
Figura 5. Gráfica que relaciona la desviación estándar y concentración de clorpirifos 

para el método de densitometría con TLC. 
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En la Figura 5, se construyó una recta que relaciona las desviaciones estándar de las áreas y las 

concentraciones del pesticida de 30, 35, 40, 45 y 50 mg L-1, considerando que la desviación 

estándar de las respuestas Sbl corresponderá al valor de la ordenada de origen de la recta. A 

partir de las ecuaciones generadas en la Figura 4 y 5, LOD y LOQ se calcularon aplicando las 

fórmulas previamente descritas (Ecuación 1 y 2), obteniendo un valor de 2.9843 mg L-1 para 

LOD y 5.0510 mg L-1 de clorpirifos para LOQ, esto evidencia que el método presentó una 

adecuada capacidad analítica, permitiendo la cuantificación confiable de concentraciones 

superiores a 5.0510 mg L-1 con un nivel apropiado de exactitud y precisión, empleando un 

volumen de muestra de 40 µL por cada siembra.  

3.2.5. Selectividad 

Luego de haber determinado los valores de LOD y LOQ, posteriormente se procedió a evaluar 

la selectividad de la técnica de densitometría con TLC con el objetivo de verificar su capacidad 

para identificar al analito de interés frente a posibles interferencias presentes en la matriz de 

ajo. Para ello, se compararon los valores del Rf obtenidos para el estándar clorpirifos y su 

producto de degradación 2,3,5-tricloropiridina, con el fin de establecer que ambos compuestos 

presentan diferentes factores de retención y que de esta forma ambos se puedan diferenciar a 

pesar de estar estructuralmente relacionados. Por consiguiente, bajo las condiciones propias 

de la metodología planteada, se observó que el clorpirifos presentó un Rf de 0.51, mientras 

que el compuesto 2,3,5-tricloropiridina un valor ligeramente menor de 0.48. Si bien 

presentaron Rf similares, al momento de realizar la derivatización química con AgNO3 0.12M 

a una temperatura de 140°C, las bandas propias del pesticida clorpirifos desarrollaron un color 

amarillo mientras que el compuesto 2,3,5-tricloropiridina no presentó ningún cambio de color. 

Por lo tanto, este método demostró una selectividad analítica adecuada, garantizando que la 

detección y cuantificación del clorpirifos no se vean interferidas por la presencia de productos 

de degradación o compuestos coextraídos de la matriz de ajo. 

3.2.6. Exactitud 

Tras la evaluación de selectividad, se procedió a determinar la exactitud del método de 

densitometría con TLC. Este parámetro resultó útil ya que ayudó a confirmar la veracidad de 

las mediciones, especialmente en matrices vegetales como el ajo, donde la presencia de 

compuestos sulfurados puede interferir en la detección del pesticida. Para ello, se evaluó la 

exactitud a través del porcentaje de recuperación del pesticida a partir del método de 

extracción con hexano y clean up con florisil a un nivel de concentración de 40 mg L-1. 
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Así también, se evaluó la muestra de ajo fortificada con 40 mg L-1 estándar clorpirifos a partir 

del método de extracción con hexano y clean up con florisil y por último la muestra de ajo no 

fortificada con el fin de evaluar si en esta última muestra estaba presente el pesticida. Estas tres 

muestras se evaluaron a través de las metodologías descritas anteriormente en los apartados 

2.2.2.1. y 2.2.2.2. 

Tabla 5. Áreas correspondientes al parámetro de exactitud del método de densitometría con 

TLC. 

 

N° de réplica 

Áreas del pico 

Estándar 

40 mg L-1* 

Muestra de ajo fortificada 

con 40 mg L-1 

Muestra de ajo no 

fortificada 

1° réplica 70.8 68.0 < 5 % 

2° réplica 68.1 67.2 < 5 % 

3° réplica 70.1 66.7 < 5 % 

Promedio 69.67 67.30 - 

Desviación estándar 1.40 0.66 - 

Concentración calculada 38.3270 37.1844 - 

% Recuperación 95.82 92.96 - 

* El estándar de 40 mg L-1, hace referencia a la recuperación del estándar preparado a esa 

concentración a través del proceso de extracción y clean up.  

La Tabla 5, presenta los resultados obtenidos de la evaluación del parámetro de exactitud, donde 

el porcentaje de recuperación para cada muestra cumple con el criterio establecido por la AOAC 

con un rango aceptable de recuperación de 80-110 % (Tabla 6). En cuanto al porcentaje de 

recuperación del estándar puro de clorpirifos 40 mg L-1 fue de 95.82 % en promedio 

demostrando una buena eficiencia del proceso de extracción y limpieza en ausencia de la matriz. 

Respecto a la muestra fortificada con 40 mg L-1 del pesticida, la recuperación del mismo fue 

del 92.96 %, confirmando que el método también es adecuado al aplicarse sobre matriz real. 

Sin embargo, se observó una ligera disminución del porcentaje de recuperación frente al 

estándar y esto puede atribuirse a interacciones con compuestos propios del ajo. Y en referencia 

a la muestra de ajo fortificada, no se detectó ninguna banda visible teniendo en cuenta que el 

límite de cuantificación para el método de densitometría con TLC fue de 5.0510 mg L-1. Por lo 

tanto, estos resultados obtenidos evidencian que el procedimiento validado presenta una 

adecuada exactitud para la recuperación de clorpirifos en muestras de ajo confirmando así la 

eficiencia del proceso de extracción con hexano y posterior clean up en cartuchos de florisil. 
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Tabla 6. Valores aceptables del porcentaje de recuperación según la AOAC. 

Concentración Recuperación 

100 % 98 – 102 

10 % 98 – 102 

1 % 97 – 103 

0.1 % 95 – 105 

100 mg/kg 90 – 107 

10 mg/kg 80 – 110 

1 mg/kg 80 – 110 

100 ug/kg 80 – 110 

10 ug/kg 60 – 115 

                                   * AOAC International (126). 

3.3. Validación del método de HPLC 

Las validaciones de la técnica de densitometría con TLC y el método de HPLC fueron evaluadas 

en simultáneo, donde las condiciones realizadas en el método de HPLC también resultaron ser 

favorables. Para tal fin, se empleó como fase móvil una mezcla de acetonitrilo y agua ultra-pura 

en una proporción de 60:40 respectivamente bajo un flujo constante de 2 mL/min y a una 

temperatura establecida de 25 °C en donde el pesticida clorpirifos presentó un tiempo de 

retención (tR) de 11.4 minutos a una longitud de onda de 210 nm. Estas condiciones 

cromatográficas permitieron lecturas de picos definidos, lo que respalda la confiabilidad del 

método para la cuantificación del analito en bulbos de ajo 

3.3.1. Linealidad 

La linealidad del método fue el primer parámetro en ser evaluado mediante la construcción de 

tres curvas de calibración a partir de soluciones estándar de clorpirifos disueltas en acetonitrilo 

a concentraciones de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 mg L-1, las cuales presentaron un tR de 11.4 minutos. Las 

señales obtenidas de este método se registraron como áreas de pico a una longitud de onda de 

210 nm empleando una columna C18, la cual favoreció la retención del analito debido a su 

naturaleza apolar y las interacciones hidrofóbicas que se establecen con la fase estacionaria. En 

la Tabla 7 se observa el aumento proporcional entre la concentración del estándar y el área del 

pico demostrando un comportamiento lineal a lo largo del rango establecido bajo condiciones 

cromatográficas constantes.  
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Tabla 7. Áreas correspondientes al parámetro de linealidad del método de HPLC. 

Concentración 

(mg L-1) 

N° réplica (Área) 
 

Promedio 
Desviación 

estándar 

 

CV 
1° 2° 3° 

0.5 3791 3745 3764 3767 23.12 0.61 

1 7821 7891 7839 7850 36.35 0.46 

2 16916 17193 17056 17055 138.50 0.81 

3 25451 25478 25527 25485 38.53 0.15 

4 34233 34299 34364 34299 65.50 0.19 

5 43319 43260 43369 43316 54.56 0.13 

 
Figura 6. Curva de calibración para la evaluación de linealidad y repetibilidad del método 

de HPLC. 

Así también para demostrar esta linealidad, se construyó una curva de calibración (Figura 6), 

la cual presentó un R de 0.9999 evidenciando un buen ajuste lineal. Es decir, existió una relación 

directamente proporcional entre las diferentes concentraciones del analito y la respuesta de 

medición registrada por el sistema HPLC siendo de importancia para continuar con la 

validación de los parámetros de precisión, selectividad, exactitud, límite de detección y 

cuantificación. Adicionalmente se acoplaron barras verticales que representan las desviaciones 

estándar, las cuales son apenas perceptibles debido a que las áreas medidas por el método de 

HPLC fueron de gran magnitud en comparación con las áreas obtenidas por la técnica de 

densitometría con TLC.  
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3.3.2. Precisión de repetibilidad 

La precisión de repetibilidad constituye un parámetro crítico en la validación analítica ya que 

refleja la capacidad del método para generar resultados consistentes bajo condiciones idénticas 

de operación. Para su evaluación, al igual que en la técnica de densitometría con TLC, se 

emplearon los datos obtenidos por el parámetro de linealidad para los niveles de concentración 

analizados por el método de HPLC bajo las mismas condiciones. Es decir, en un mismo día, un 

solo analista y el empleo de los mismos estándares de clorpirifos a fin de minimizar variables 

externas del procedimiento. En la Tabla 7 se puede apreciar los valores obtenidos de CV para 

cada nivel de concentración, los cuales se encontraron por debajo de 7.3 %, cumpliendo con el 

criterio de aceptación establecido por la AOAC para métodos cuantitativos (Tabla 3). 

3.3.3. Precisión intermedia 

Una vez establecida la linealidad y confirmada la repetibilidad del método, se procedió a 

evaluar la precisión intermedia. A diferencia del parámetro de repetibilidad evaluado 

anteriormente, en este caso se realizaron variaciones en las condiciones de trabajo como el 

empleo de diferentes instrumentos, preparación de nuevos estándares, mediciones en diferentes 

días, así como diferentes analistas. El propósito de estas variaciones fue verificar la estabilidad 

frente a cambios operativos habituales en un laboratorio, asegurando que los resultados 

obtenidos mantuvieran la confiabilidad y consistencia en escenarios reales de la aplicación de 

la técnica. La Tabla 8 presenta los valores de CV para el parámetro de precisión intermedia. 

Tabla 8. Áreas correspondientes al parámetro de precisión intermedia del método de HPLC. 

Concentración 

(mg L-1) 

N° réplica (Área) Promedio Desviación 

estándar 

CV 

1° 2° 3° 4° 

0.5 3815 3764 3745 3791 3778.8 30.66 0.81 

1 7838 7839 7891 7821 7847.3 30.31 0.39 

2 16986 17056 17193 16916 17037.8 118.23 0.69 

3 24983 25527 25478 25451 25359.8 253.13 1.00 

4 34277 34364 34299 34233 34293.3 54.57 0.16 

La Tabla 8 presenta los resultados obtenidos, expresados como el porcentaje del coeficiente de 

variación (CV) para cada concentración de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 mg L-1 del estándar clorpirifos, las 

cuales fueron evaluadas en cuatro réplicas. Los valores obtenidos para la precisión intermedia 

fueron inferiores al 14.6 % cumpliendo con el criterio de aceptación establecido por la AOAC 

para métodos cuantitativos, esto demostró que el método de HPLC fue preciso para la 

cuantificación de clorpirifos en las condiciones analíticas establecidas. 
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3.3.4. Límite de detección (LOD) y límite de cuantificación (LOQ) 

Posterior a la evaluación de los parámetros de linealidad, precisión intermedia y de 

repetibilidad, se determinaron los límites de detección y cuantificación del método HPLC, con 

el objetivo de establecer la mínima concentración de clorpirifos que se puede detectar y 

cuantificar de manera confiable dentro del rango validado. Ambos parámetros permiten 

asegurar que las señales analíticas registradas se encuentran por encima del umbral del ruido 

instrumental, garantizando así la confiabilidad de los resultados en términos de exactitud y 

precisión en cuanto a la cuantificación del pesticida clorpirifos en muestras de ajo. Los valores 

fueron calculados a partir de la ecuación de la curva de calibración (Figura 7) y la ecuación de 

la gráfica que relaciona la desviación estándar de las señales analíticas con los niveles de 

concentración evaluados (Figura 8), siguiendo los criterios establecidos por la AOAC. Con 

ambas ecuaciones de la recta se calcularon los límites de detección y cuantificación aplicando 

las fórmulas de la Ecuación 1 y 2 mencionadas anteriormente, los resultados fueron de 0.0415 

mg L-1 y 0.0578 mg L-1 para LOD y LOQ respectivamente, lo cual indica que el método 

presentó una adecuada capacidad analítica. Es decir, por el método de HPLC se logró detectar 

concentraciones superiores a 0.0578 mg L-1 siendo relevante en el análisis de residuos en el 

bulbo de ajo, donde la presencia del pesticida puede encontrarse en cantidades pequeñas.  

 
Figura 7. Gráfica empleada para la evaluación de LOD y LOQ del método de HPLC. 
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Figura 8. Gráfica que relaciona la desviación estándar y concentración de clorpirifos para el 

método de HPLC. 

3.3.5. Selectividad 

El parámetro de selectividad al igual que en el método de densitometría con TLC, se evaluó 

mediante el análisis de los tiempos de retención (tR) del pesticida clorpirifos, así como de su 

compuesto de degradación 2,3,5-tricloropiridina con el fin de verificar la capacidad del 

sistema para distinguir de manera específica el clorpirifos frente a posibles interferencias 

propias de la matriz o productos de degradación del pesticida. Para ello, ambos compuestos 

fueron disueltos en acetonitrilo y analizados bajo las mismas cromatográficas, donde el 

compuesto 2,3,5-tricloropiridina presentó un tR de 3.8 minutos mientras que el clorpirifos un 

tR de 11.4 minutos. Esto permitió confirmar una adecuada selectividad del método, 

evidenciando su capacidad para distinguir el analito objetivo de su compuesto de 

degradación, el cual podría estar presente en la matriz. 

3.3.6. Exactitud 

La exactitud en el método HPLC se llevó a cabo de manera simultánea al procedimiento 

realizado para la técnica de densitometría con TLC, con el fin de comparar ambos métodos. 

Para tal objetivo, se evaluó mediante la técnica de adición estándar calculando el porcentaje 

de recuperación del estándar clorpirifos 4 mg L-1, muestra de ajo fortificado con estándar 

clorpirifos 4 mg L-1 y muestra de ajo no fortificada. 
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Los valores del porcentaje de recuperación se muestran en la Tabla 9.  

Tabla 9. Áreas correspondientes al parámetro de exactitud del método de HPLC. 

 
 

N° de réplica 

Áreas del pico 
 

Estándar 4 

mg L-1 

 

Muestra de ajo 

fortificada con 4 mg L-1 

Muestra de ajo 

no fortificada 

* mg L-1 

1° réplica 33616 32344 1190 

2° réplica 33853 32093 1217 

3° réplica 33765 31939 1164 

Promedio 33744.7 32125.3 1190.3 

Desviación estándar 119.80 204.43 26.50 

Concentración calculada 3.9240 3.6043 0.2199 

% Recuperación 98.10 90.11 - 

*Muestra de ajo no fortificada, hace referencia a la muestra de ajo a la que no se añadió estándar 

clorpirifos. 

La Tabla 9, presenta los resultados obtenidos durante la evaluación del parámetro de exactitud 

por el método de HPLC, donde la AOAC establece valores de recuperación por encima del 80 

%. En cuanto a la recuperación del estándar puro de clorpirifos (4 mg L-1), presentó un 98.10 

% similar al valor de recuperación obtenido por el equipo densitométrico TLC Explorer. Por lo 

que se confirmó una excelente eficiencia del proceso de extracción y limpieza cuando se trabaja 

sin matriz interferente. Respecto a la muestra fortificada con 4 mg L-1, la recuperación fue de 

90.11 %, esto confirma que el método también fue adecuado al aplicarse sobre matriz real. Sin 

embargo, se observó una ligera disminución del porcentaje de recuperación en la muestra de 

ajo fortificada frente al porcentaje de recuperación del estándar, esto se puede atribuir a 

interacciones con compuestos propios del ajo. Para la muestra de ajo no fortificada se cuantificó 

un área de 1190.3 en promedio (tR clorpirifos:11.4 minutos). Esta área se reemplazó en la 

ecuación de la curva de calibración y se calculó una concentración de 0.2199 mg L-1, siendo 

oportuno resaltar que este valor de concentración no se detectó por el método de densitometría 

con TLC debido a que el valor de LOQ para este último método fue de 5.0510 mg L-1.  

3.4. Tratamiento de muestras 

3.4.1. Recolección de muestras de ajo en mercados de la ciudad de Arequipa 

Una vez concluido el proceso de validación de los métodos analíticos de densitometría con 

TLC y HPLC, se continuó con la etapa de análisis de clorpirifos en muestras de ajo reales 

obtenidas de diferentes mercados dentro de la ciudad de Arequipa.  
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Las validaciones realizadas fueron un paso esencial, ya que permitió asegurar que ambos 

métodos cumplieran con los criterios de linealidad, precisión, selectividad, exactitud, límite 

de detección y cuantificación establecidos por la AOAC garantizando de esta forma la 

fiabilidad de los resultados obtenidos en el análisis de muestras de ajo reales. Para la 

recolección de las muestras se realizó un muestreo aleatorio simple en 12 mercados 

representativos de distintas zonas de la ciudad de Arequipa, incluyendo tanto mercados 

mayoristas como minoristas. En cada mercado se adquirieron bulbos de ajo enteros, 

considerando variedades comerciales como el ajo Chino, Napurí, INIA 105 DONAJUS y el 

Arequipeño. Cada muestra fue registrada y codificada con el fin de preservar su trazabilidad, 

luego fueron transportadas en condiciones ambientales controladas al laboratorio para su 

posterior análisis. 

3.6.2. Determinación de clorpirifos en ajo 

Tras completar el proceso de extracción y limpieza para las 12 muestras de ajo recolectadas, 

cada extracto se analizó por ambos métodos en simultáneo. En el caso de la técnica de 

densitometría con TLC, no se logró detectar la presencia del pesticida clorpirifos en las 

muestras de ajo. No obstante, al analizar los resultados de las muestras de ajo procesadas por el 

método de HPLC, si se lograron cuantificar picos de clorpirifos con un tR de 11.4 minutos en 6 

de las 12 muestras de ajo que fueron analizadas (Tabla 10).  

Tabla 10. Concentración de clorpirifos en muestras de ajo mediante análisis por HPLC. 

 

Mercado Tipo de 

mercado 

 

Variedad Concentración 

(mg L-1) 

Concentración (mg 

clorpirifos/kg ajo) 

Mercado Señor de 

Huanca 

 

Mayorista 
Ajo INIA 105 

DONAJUS 

 

0.8919 
 

1.7832 

Mercado Señor de 

Huanca 

 

Mayorista 
 

Ajo Chino 
 

0.9766 
 

1.9523 

Mercado 4 de agosto Minorista Ajo Napuri ND ND 

Mercado 4 de agosto Minorista Ajo Chino ND ND 
 

Mercado Acomare 
 

Mayorista 
Ajo INIA 105 

DONAJUS 

 

3.9357 
 

7.8676 

Mercado Acomare Mayorista Ajo Arequipeño 0.4084 0.8163 

Mercado Acomare Mayorista Ajo Napuri 3.7557 7.5055 

Mercado Río Seco Mayorista Ajo Arequipeño 2.2719 4.5420 

Mercado Río Seco Mayorista Ajo Napuri ND ND 
 

Mercado Altiplano 
 

Minorista 
Ajo INIA 105 

DONAJUS 

 

ND 
 

ND 

Mercado Altiplano Minorista Ajo Napuri ND ND 

Mercado Altiplano Minorista Ajo Chino ND ND 
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Por otra parte, para el método de densitometría con TLC se propuso una derivatización post 

cromatográfica con reactivo de nitrato de plata (0.12 M) disuelto en etanol 96 %, y para el 

desarrollo del color se colocaron las placas cromatográficas a una temperatura de 140°C en 

una hornilla eléctrica por 3 minutos para mejorar su visualización, transcurrido este tiempo 

solo la banda del primer carril donde se encontraba sembrado el estándar de clorpirifos 

desarrolló un color amarillo, mientras que en los otros carriles donde se sembraron las muestra 

no.  Por lo tanto, la derivatización post cromatográfica en TLC resultó útil para las placas 

donde se sembraron las muestras de los ajos recolectados, ya que al ser visualizadas por el 

espectro UV-Visible a una longitud de onda de 254 nm, las bandas en cada carril presentaron 

un valor de Rf similar al estándar de clorpirifos. Sin embargo, cuando se sumergió la placa en 

nitrato de plata, las bandas no se colorearon del mismo tono que el estándar lo cual ayudó a 

descartar falsos positivos. Es decir, la derivatización compensó en cierta medida la baja 

resolución e interferencia de compuestos migratorios no deseables propios de la matriz (100). 

En cuanto al método de inmersión de las placas en una solución de reactivo produce una 

distribución más homogénea del reactivo sobre la superficie de la capa, lo que minimiza la 

influencia de los errores inherentes a la pulverización manual. Así mismo, el calentamiento 

de las placas (5-10 minutos de 100 a 120 °C) generalmente es necesario para una 

derivatización exitosa. Es por ello, que las placas con los estándares y muestras sembrados 

fueron inmersas en nitrato de plata, secadas al medio ambiente y posteriormente llevadas a 

una hornilla eléctrica a una temperatura de 140°C por 3 minutos para el desarrollo de color 

amarillo y así facilitar su identificación visual. Otros estudios reportaron el cloruro de paladio 

para la observación del pesticida clorpirifos en el espectro visible (92,154). 

3.5. Análisis estadístico para comparar el método de densitometría con TLC y HPLC 

Como parte del tratamiento estadístico para la comparación de los valores obtenidos por ambos 

parámetros, evaluaron los estadísticos F y t con el propósito de determinar si existían 

diferencias significativas entre la técnica de densitometría con TLC y el método de HPLC. La 

prueba F permitió contrastar la igualdad de varianza entre los métodos, mientras que la prueba 

t se utilizó para comparar las medias y establecer si las diferencias observadas eran 

estadísticamente relevantes.  

3.5.1. Comparación del parámetro de linealidad 

Para comparar el comportamiento del parámetro de linealidad en ambos métodos, se evaluó el 

coeficiente de correlación (R) realizando tres réplicas independientes por técnica. 
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Los valores obtenidos se muestran la Tabla 11 donde se observa que en todos los casos el 

coeficiente de correlación se mantuvo cercano a la unidad, lo que confirma la confiabilidad por 

parte de ambos métodos. 

Tabla 11. Prueba F y t para la comparación del parámetro de linealidad en ambos métodos. 

LINEALIDAD (R) 

Densitometría con TLC HPLC 

0.9991 0.9999 

0.9991 0.9999 

0.9978 0.9999 
 

                          Prueba F: P -valor 

                          Prueba t: P valor (α=0.05) 

0.0015 

0.1014 

  Nivel de significancia α = 0.05. 

La Tabla 11 presenta los valores de coeficiente determinación (R) obtenidos para evaluar la 

linealidad del método de HPLC y densitometría con TLC en la determinación de clorpirifos. 

Este parámetro fue determinado a partir de curvas de calibración obtenidas a diferentes niveles 

de concentración del analito con el fin de comprobar la capacidad del método para generar una 

respuesta proporcional a la concentración del compuesto. Los valores del coeficiente de 

correlación (R) para la técnica de densitometría con TLC oscilaron entre 0.9978 y 0.9991, 

mientras que para el método de HPLC las tres curvas presentaron valores R de 0.9999, 

evidenciando que ambos métodos presentan una relación directamente proporcional entre la 

concentración del analito y la respuesta instrumental. 

Para determinar si existían diferencias significativas entre ambos métodos, se aplicó primero la 

prueba F, el valor de P fue de 0.0015 menor al valor teórico, lo cual concluye que el coeficiente 

de correlación (R) calculado para los dos métodos son heterogéneos. Es decir, ambos métodos 

presentaron una dispersión diferente en cuanto a sus valores dentro del rango evaluado para 

cada uno. Sin embargo, esta diferencia en la varianza no necesariamente implica una diferencia 

en la media de los valores, por lo que se aplicó la prueba t para muestras con varianzas 

desiguales. El resultado de la prueba t presentó un valor P de 0.1014 mayor al valor teórico, lo 

cual demuestra que no existió diferencias estadísticamente significativas para el parámetro de 

linealidad en ambos métodos a un nivel de significancia de α igual a 0.05. 

3.5.2. Comparación del parámetro de precisión de repetibilidad 

Respecto a la evaluación del parámetro de precisión, se evaluó la repetibilidad y la precisión 

intermedia mediante el CV. Por ambos métodos se realizaron tres réplicas independientes para 

cada técnica, los valores obtenidos se muestran en la Tabla 12. 



 

49 

 

Tabla 12. Prueba F y t para la comparación del parámetro de precisión de repetibilidad en 

ambos métodos. 

PRECISIÓN DE REPETIBILIDAD (CV) 

Densitometría con TLC HPLC 

1.35 0.61 

1.35 0.46 

2.34 0.81 

1.14 0.15 

0.40 0.19 

 0.13 
 

 

   Prueba F: P - valor  

   Prueba t: P - valor (α=0.05) 

0.0382 

0.0381 

Nivel de significancia α=0.05. 

La precisión de repetibilidad para ambos métodos se evaluó mediante el CV a partir de la curva 

de calibración obtenida del parámetro de linealidad. Es decir, ambas curvas fueron elaboradas 

bajo las mismas condiciones experimentales con un solo analista empleando los mismos 

estándares e instrumentos en un solo día con el propósito de evaluar la consistencia de las 

mediciones en un mismo día. En la Tabla 12 se observan que los valores de CV para el método 

de densitometría con TLC fluctuaron entre 0.4 y 2.3 % mientras que para el método de HPLC 

un rango de 0.1 a 0.9 % evidenciando una menor dispersión en las mediciones realizadas por 

HPLC. Así mismo, estos valores indican una adecuada repetibilidad del método ya que, según 

los criterios de aceptación de la AOAC, los valores deben ser inferiores a 7.3 %. No obstante, 

al aplicar la prueba F, se obtuvo un valor P de 0.0382 menor al valor teórico, lo cual demuestra 

que las varianzas de ambos métodos son heterogéneas y que la dispersión de los datos no es 

igual. Posteriormente, la prueba t para muestras con varianzas desiguales mostró un valor P de 

0.0381 inferior también al valor crítico de 0.05, lo cual confirma que existen diferencias 

significativas a un nivel de significancia de α igual a 0.05 entre los valores de CV para el método 

de densitometría con TLC y HPLC. Estos resultados pueden deberse a las características 

inherentes de cada técnica, ya que la técnica de densitometría con TLC depende de procesos 

manuales (aplicación de muestras, desarrollo de la placa y lectura densitométrica) que implican 

ligeras variaciones en cuanto a su medición mientras que el método de HPLC emplea un sistema 

de inyección y detección automatizada, lo que reduce significativamente los errores operatorios. 

3.5.3. Comparación del parámetro de precisión intermedia 

Al igual que en el parámetro de repetibilidad, para la precisión intermedia también se 

calcularon los CV para cada nivel de concentración.  



 

50 

 

Sin embargo, para la evaluación de la precisión intermedia los ensayos se realizaron en 

diferentes días, con la preparación de nuevos estándares, diferentes instrumentos y analistas. 

En la Tabla 13, los valores para la técnica de densitometría con TLC variaron entre 0.7 y 2.2 

% mientras que para el método de HPLC oscilaron entre 0.2 y 1.6 % evidenciando una buena 

variabilidad con valores inferiores a 14.6 % cumpliendo con las normativas de la AOAC. 

Tabla 13. Prueba F y t para la comparación del parámetro de precisión intermedia en ambos 

métodos. 

PRECISIÓN INTERMEDIA (CV) 

Densitometría con TLC HPLC 

2.11 0.81 

1.14 0.39 

1.91 0.69 

1.07 1.00 

0.99 0.16 

 1.28 
 

 
 

 

   Prueba F: P - valor  

   Prueba t: P - valor (α=0.05) 

0.2890 

0.0297 

        Nivel de significancia α=0.05. 

 

Para la comparación estadística del parámetro de precisión intermedia se aplicó también la 

prueba F cuyo valor obtenido fue de 0.2890 mayor al valor teórico de 0.05 lo que indica que 

no hubo diferencias significativas entre las varianzas de los resultados reportados por ambos 

métodos. Posteriormente, se aplicó la prueba t para determinar si existían diferencias 

significativas entre las medias de los CV donde el valor P fue de 0.0297 menor al valor teórico 

de 0.05 demostrando que existieron diferencias significativas entre los valores del CV para la 

técnica de densitometría con TLC y el método de HPLC. Este comportamiento puede 

atribuirse a la naturaleza automatizada del HPLC, que permite mantener condiciones más 

controladas en cuanto a la inyección de las muestras, el flujo de la fase móvil minimizando 

errores de operación. Por el contrario, en la densitometría con TLC, las pequeñas variaciones 

en la aplicación del estándar o en la elución de las placas pueden generar leves fluctuaciones 

en la respuesta analítica, lo que se refleja en los valores de CV.  

3.5.4. Comparación del parámetro de exactitud 

Para la comparación del parámetro de exactitud se analizaron tres tipos de muestra: el estándar 

clorpirifos 40 mg L-1, matriz de ajo fortificada con estándar clorpirifos 40mg L-1 y la muestra 

de ajo no fortificada. 
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En donde la muestra de ajo fortificada permitió verificar la capacidad del método para recuperar 

el analito en presencia de la matriz, mientras que el control negativo sirvió para evaluar si la 

matriz no fortificada contenía al pesticida. Cada procedimiento de recuperación se evaluó por 

triplicado, en donde se observa que los valores fueron mayores al 80 % cumpliendo con el 

criterio de aceptación de la AOAC (Tabla 14 y 15).   

Tabla 14. Prueba F y t para la comparación del parámetro de exactitud (recuperación del 

estándar clorpirifos) en ambos métodos. 

RECUPERACIÓN ESTÁNDAR CLORPIRIFOS 

Densitometría con TLC (40 mg L-1) HPLC (4 mg L-1) 

96.34 97.73 

93.93 98.41 

97.19 98.16 

 

  Prueba F: P - valor  

   Prueba t: P - valor (α=0.05)                       

0.0390 

0.1490 

         Nivel de significancia α= 0.05. 

La Tabla 14 muestra la comparación del parámetro de exactitud en cuanto al porcentaje de 

recuperación del estándar clorpirifos, para el método de densitometría con TLC se evaluó a una 

concentración de 40 mg L-1 y para el método de HPLC una concentración de 4 mg L-1 

obteniéndose un valor P de 0.0390 demostrando que las varianzas son heterogéneas. En 

consecuencia, se aplicó la prueba t para varianzas desiguales donde el valor P fue de 0.1490 

mayor al valor teórico de 0.05 concluyendo que no existe diferencias significativas a un nivel 

de significancia de α igual a 0.05 entre el porcentaje de recuperación promedio obtenido por 

ambos métodos demostrando ser adecuados, precisos y confiables en condiciones controladas 

(en ausencia de matriz). 

Tabla 15. Prueba F y t para la comparación del parámetro de exactitud (recuperación de ajo 

fortificado con estándar clorpirifos) en ambos métodos. 

RECUPERACIÓN AJO FORTIFICADO CON CLORPIRIFOS  

Densitometría con TLC (40 mg L-1 en 

matriz de ajo) 

HPLC (4 mg L-1 en 

matriz de ajo) 

93.81 90.73 

92.84 89.65 

92.24 89.94 

 

  Prueba F: P - valor  

   Prueba t: P - valor (α=0.05) 

0.3323 

0.0070 

        Nivel de significancia α = 0.05. 
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En cuanto a la técnica de densitometría con TLC se añadió una concentración de 40 mg L-1 y 

para el método de HPLC se añadió 4 mg L-1. Como se puede observar en la Tabla 15, el valor 

P para la prueba F fue de 0.3323 demostrando que las varianzas son homogéneas. Para 

corroborar que no existe diferencia estadísticamente significativa, se realizó la prueba t donde 

el valor P fue de 0.0070 menor al valor teórico de 0.05 demostrando que a pesar de poseer 

varianzas homogéneas si existieron diferencias significativas a un nivel de significancia de α 

igual a 0.05 entre los valores del porcentaje de recuperación para TLC y HPLC. Esta diferencia 

se atribuye principalmente a la baja sensibilidad del método de densitometría con TLC, el cual 

no permitió detectar la presencia de clorpirifos en la muestra de ajo no fortificada. Sin embargo. 

por el método de HPLC si fue posible detectar y cuantificar el pesticida. Es por ello que para 

este último método se calculó la exactitud restando el área correspondiente a la muestra de ajo 

no fortificada del área obtenida del ajo fortificado resultando en un porcentaje menor de 

recuperación. Este procedimiento no pudo aplicarse al método de densitometría con TLC, dado 

que no se logró detectar ni cuantificar clorpirifos en el bulbo de ajo durante la evaluación del 

parámetro de exactitud. Por ende, con la evaluación estadística de este parámetro se concluye 

que el método de TLC al poseer valores más grandes de límite de cuantificación respecto al 

método de HPLC no logró cuantificar concentraciones menores a 5.0510 mg L-1-de clorpirifos 

en la muestra de ajo. 
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DISCUSIÓN 

El presente estudio tuvo como objetivo validar y comparar la metodología de densitometría con 

TLC con el método de HPLC para la determinación del pesticida organofosforado clorpirifos 

empleando como matriz bulbos de ajo.  La acumulación de este pesticida no solo puede dañar 

el medio ambiente sino también la salud de los humanos debido a su fácil acumulación y 

liposolubilidad. Diversas investigaciones han reportado el uso de métodos como cromatografía 

de gases (GS), cromatografía en capa fina (TLC), espectroscopía de masas y cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC) para detectar plaguicidas en diferentes matrices (28,155). 

La determinación del procedimiento para la cuantificación de un pesticida organofosforado se 

fundamenta en las propiedades del analito y la matriz, así como en el tiempo de detección, en 

la presencia de interferentes, la facilidad de preparación de la muestra, la factibilidad de la 

técnica de extracción siendo deseable procedimientos analíticos de bajo costo, selectivos, 

rápidos y sencillos para cuantificar pesticidas en alimentos (5) . Es por ello, que se validó dos 

métodos como TLC y HPLC, el método de HPLC si bien es un método altamente sensible (5), 

suele ser costoso por el empleo de grandes volúmenes de solventes y requiere un largo tiempo 

de respuesta (156) mientras que el método de densitometría con TLC ofrece un rápido tiempo 

de análisis, de bajo costo y facilidad de uso (30,157) lo que lo convierte en un método ideal 

para la determinación de clorpirifos en bulbos de ajo. El método de densitometría con TLC se 

empleó para realizar el escaneo de bandas de clorpirifos bajo la luz UV para la validación del 

método, así como para la determinación de clorpirifos en las muestras de ajo a una longitud de 

onda de 254 nm. El equipo densitométrico TLC Explorer brindó áreas propias de cada banda, 

así como densitogramas, de este modo fue posible que la técnica de TLC sea cuantificable (158) 

destacando como una herramienta útil gracias a su relación costo-beneficio y simplicidad. Sin 

embargo, su rendimiento puede verse influenciado por una serie de factores como la 

composición de la fase móvil y la saturación de la cámara de revelado, la cual se ve influenciada 

por la temperatura y el tiempo (111). El factor de retención (Rf) por su parte es un valor 

adimensional que describe numéricamente la posición de una mancha en un cromatograma y se 

basa en el proceso de distribución de sustancias entre la fase estacionaria y la fase móvil (159). 

En esta investigación el análisis del pesticida organofosforado en TLC brindó un Rf de 0.51 en 

promedio empleando como fase móvil ciclohexano y cloroformo (40:60), un tiempo de 

saturación de 30 minutos para un tamaño de placa de 6 cm de largo y 5 cm de ancho.  
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Según una investigación realizada por Gonzales et al. (92) “Development of a rapid method for 

the quantification of methamidophos and chlorpyrifos by Thin Layer Chromatography in soils 

using image processing”, analizaron y determinaron clorpirifos en muestras de suelos agrícolas 

de ajo y cebolla empleando el método de TLC y una posterior cuantificación de las bandas por 

el Software ImageJ, a través de su metodología reportó un Rf de 0.83 para clorpirifos. Las 

condiciones bajo las que se realizó fueron en un tamaño de placa de 10 cm de largo, en una fase 

móvil de ciclohexano:cloroformo (40:60) y un tiempo de saturación de la cámara 

cromatográfica de 15 minutos. Así mismo, Ramírez et al. (160) presentaron un trabajo “Estudio 

preliminar para la determinación de plaguicidas en vegetales comercializados en una zona de 

Michoacán (México)”, donde ensayaron con muestras vegetales para la determinación de 

clorpirifos usando como fase móvil hexano y acetona (80:20), el valor de Rf fue de 0.75 con un 

volumen de carga de 10 µL. Adicionalmente, Khan et al. (154) en el estudio llamada 

“Evaluation of TLC (Thin Layer Chromatography) Methods for Pesticide Residue Analysis” 

reportaron diferentes valores de Rf para clorpirifos de 0.65, 0.69 y 0.77, cada uno de estos 

valores dependía de la fase móvil las cuales fueron etil acetato, diclorometano y óxido de 

aluminio con acetato de etilo respectivamente. El tiempo de saturación, así como el tamaño de 

la placa fueron validados a 30 minutos y en placas de 10 cm de largo. Sherma (161) en su 

investigación “Recent Advances in the Thin-Layer Chromatography of Pesticides: A Review”, 

informó acerca de un valor de Rf de 0.93 reportado en la determinación de clorpirifos con una 

fase móvil de hexano y etil acetato en una proporción de 30:70 respectivamente. Las variaciones 

en los valores reportados del factor de retención (Rf) dependen en gran medida de la fase móvil 

que se emplee, así como del volumen de muestra cargada y el tiempo de saturación de la cámara 

cromatográfica. Igualmente, el volumen de siembra es importante para mejorar la eficiencia de 

separación por TLC. Este objetivo se puede lograr aplicando volúmenes de muestra de 1 a 5 µL 

en TLC, sin embargo, cuando la concentración de soluto es muy baja, se debe utilizar un 

volumen de siembra considerablemente mayor. Por lo tanto, en este trabajo se empleó un 

volumen de 40 µL con el fin de garantizar una concentración suficiente para cada lectura y así 

realizar su posterior cuantificación por el equipo densitométrico TLC Explorer.  

En cuanto a la derivatización post cromatográfica en TLC, también resultó ser otra herramienta 

de gran importancia, ya que ayudó a distinguir al pesticida clorpirifos con el posterior desarrollo 

de un color amarillo. Esto se debe a la interacción entre el nitrato de plata con los átomos de 

cloro presentes en la estructura del clorpirifos dando lugar a un nuevo compuesto cloruro de 

plata, un sólido blanquecino que se precipita sobre la fase estacionaria.  
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Sin embargo, al emplear temperatura se cataliza la reducción térmica del cloruro de plata en 

partículas de plata metálica tornándose de esta forma de un color amarillento o pardo. Gonzales 

et al. (92) así como Khan et al. (154) emplearon también una derivatización con nitrato de plata 

mientras que Sherma (161) por su parte mencionó el empleo de vapor de yodo para su 

coloración visible. 

Por otra parte, en cuanto a la validación del método de HPLC el tiempo de retención (tR) fue un 

término de importancia debido a que permitió a identificar al pesticida clorpirifos en los bulbos 

de ajo examinados. Para lograr tal identificación, las corridas cromatográficas se realizaron bajo 

una elución isocrática, es decir a un flujo constante de 2 mL/min en una columna RP18 de 5 

µm de tamaño de partícula y dimensiones de 250 cm × 4.6 mm, a una temperatura de 25°C y 

empleando como fase móvil acetonitrilo:agua (v/v) en una proporción de 60:40 respectivamente 

obteniendo un tiempo de retención de 11.4 minutos para clorpirifos. Mauldin et al. (162) en su 

investigación “A Simple HPLC Method for the Determination of Chlorpyrifos in Black Oil 

Sunflower Seeds”, realizaron una cuantificación de clorpirifos en semillas de girasol empleando 

una columna de fase reversa C18 de 5 µm de tamaño de partícula (dimensiones de 250 mm × 

4.6 mm) con una fase móvil (v/v) de acetonitrilo y solución de ácido fosfórico en una proporción 

de 75:25 respectivamente, a una longitud de onda de 230 nm y un flujo de 1 mL min-1 

obteniendo un tiempo de retención de 15 minutos. En otro estudio “Validation of UV 

Spectrophotometric and HPLC Methods for Quantitative determination of chlorpyrifos”, 

reportaron un tiempo de retención del clorpirifos a los 2.5 y 3.8 minutos en una columna reversa 

C18 de 5 µm (250 mm × 4.6 mm) con una mezcla de fase móvil (v/v/v) de 

acetonitrilo:agua:ácido acético glacial (90:10:0.1) a una longitud de onda de 230 nm y un flujo 

de 1 mL min-1 (163). Un tiempo de retención similar reportó Gonzáles (164) en su 

investigación” Procedimiento Simple Y Rápido de Extracción Asistida por Ultrasonido para la 

Determinación de Clorpirifós y Profenofós en Suelos por Cromatografía Líquida de Alta 

Resolución”, de 2.9 y 4.6 minutos empleando una columna RP 18e (4.6 × 100 mm), fase móvil 

(v/v) acetonitrilo:agua (60:40), flujo de 2 mL min-1 y longitud de onda de 205 nm. Por otro lado, 

Quenguan et al. (165) en su estudio “Determinación de plaguicidas organofosforados y 

carbamatos en agua para consumo humano del departamento de Nariño mediante 

cromatografía liquida de alta eficiencia (HPLC-VWD)”, emplearon una columna C18 de 5 µm 

(250 mm × 4.6 mm) donde el clorpirifos presentó diferentes tiempos de retención con valores 

que oscilaban desde los 7 hasta los 17 minutos debido a la variación de las proporciones 

estudiadas de la fase móvil de acetonitrilo:agua, así como de la longitud de onda y el flujo 

(mL/min).  
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Es decir, los diferentes valores reportados acerca del tiempo de retención (tR) del pesticida 

clorpirifos en el HPLC, varían de acuerdo con el flujo, la composición de fase móvil y la fase 

estacionaria, así como de las dimensiones de la columna cromatográfica y la longitud de onda 

al cual el clorpirifos presenta una mayor absorción. 

En cuanto a la validación de ambas metodologías, cada parámetro fue evaluado de manera 

simultánea pero analizado de manera independiente, es decir para la técnica de densitometría 

con TLC, las concentraciones estudiadas fueron de 30, 35, 40, 45 y 50 mg L-1 donde la relación 

entre las áreas de los picos y las concentraciones demostraron tener un buen ajuste lineal con 

un coeficiente de correlación (R) de 0.9999, así también presentó una adecuada precisión, ya 

que se obtuvieron valores de CV inferiores al 7.3 % para el parámetro de precisión de 

repetibilidad y valores de CV menores al 14.6 % para el parámetro de precisión intermedia. 

Con referencia a los valores de LOD y LOQ estos fueron de 2.9843 y 5.0510 mg L-1 

respectivamente, así también se logró una buena selectividad del clorpirifos respecto a su 

compuesto de degradación 2,3,5-tricloropiridina y finalmente en la evaluación del parámetro 

de exactitud, se obtuvieron valores de recuperación mayores al 80 % cumpliendo de aceptación 

de la AOAC. Por otro, lado en el método de HPLC se evaluaron concentraciones de 0.5, 1, 2, 

3, 4 y 5 mg L-1, donde la curva de calibración también presentó una adecuada validación 

analítica con R de 0.9999 y valores de CV inferiores a 7.3 % y 14.6 % para el parámetro de 

repetibilidad y precisión intermedia respectivamente. Así también el valor de LOD para el rango 

estudiado fue de 0.0415 y 0.0578 mg·L⁻¹ para el valor de LOQ, lo que demostró una mayor 

sensibilidad frente a la técnica de densitometría con TLC. En cuanto a la selectividad, el HPLC 

permitió una separación clara con un tR de 11.4 minutos para clorpirifos y 3.8 minutos para 

2,3,5-tricloropiridina garantizando de esta forma la identificación del analito en presencia de 

interferencias estructuralmente relacionadas. Respecto a la exactitud, también se obtuvieron 

valores de recuperación superiores al 80 % cumpliendo con las normas establecidas por la 

AOAC.  

En cuanto a la comparación de los parámetros de ambos métodos de TLC y HPLC, no se 

encontraron diferencias significativas en los parámetros de linealidad y exactitud. Sin embargo, 

en cuanto a los parámetros de precisión de intermedia y de repetibilidad, a pesar de que ambos 

métodos presentaban valores de coeficiente de variación menores a 14.6 y 7.3 % 

respectivamente, existieron diferencias significativas. En estudios similares, Bahgat et al. (166) 

reportaron valores similares, es decir valores de R2 de 0.9998 para la técnica de densitometría 

con TLC y 0.9999 para el método de HPLC, así como coeficientes de variación menor a 2 % 

para ambas metodologías. 
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De acuerdo con la prueba t y F no presentaron diferencias significativas. Ahmed et al. (167) en 

su investigación comparativa, ambos métodos presentaron un R2 de 0.9999 y coeficientes de 

variación menor a 2 % no existiendo diferencias significativas. Así mismo, Nessiem et al. (157) 

compararon también ambos métodos de HPLC y densitometría con TLC para la separación 

quiral de isómeros de besilato de atracurio, concluyendo que no existían diferencias 

significativas en la evaluación de los parámetros de exactitud y precisión. Adicionalmente, 

Adamczuk et al. en su estudio, compararon también ambos métodos para la cuantificación de 

antocianinas en frambuesa y sus resultados demostraron que cada método puede emplearse 

indistintamente. En cuanto a los valores del límite de cuantificación, debido a que el método de 

densitometría con TLC presentó valores de LOQ más altos, no permitió la determinación 

cuantitativa del analito a concentraciones por debajo de 5.0510 mg L-1. Sin embargo, resultó 

ser una alternativa más económica, ya que requirió un equipo especializado mínimo y menos 

laborioso permitió un análisis más rápido de muestras simultáneamente en poco tiempo lo que 

la hace potencialmente un método más aplicable (158). Por ende, los resultados de estas 

investigaciones demuestran que el método de densitometría con TLC para diferentes matrices 

presenta una buena precisión de resultados, así como valores aceptables de coeficiente de 

correlación (R) al igual que el HPLC cumpliendo con las directrices de la AOAC para métodos 

cuantitativos. En contraste, el HPLC, si bien ofrece una alta sensibilidad y precisión, el empleo 

de reactivos y el mantenimiento del propio equipo resulta ser costoso, así como el tiempo que 

conlleva cada análisis en comparación con el método de TLC (168).  Walily et al. (169), 

también sugirieron que el método de densitometría con TLC propuesto resultó simple, rápido, 

requirió volúmenes mínimos de solventes y también presentó como ventaja el análisis de varias 

muestras al mismo tiempo sin comprometer la precisión, por lo que el método es adecuado para 

laboratorios de control de calidad, donde la economía y el tiempo son esenciales. 

Con relación a la cuantificación propiamente dicha del clorpirifos en los ajos muestreados de 

12 mercados de la ciudad de Arequipa, se reportó por el método de HPLC la presencia de este 

pesticida en 6 mercados (50 % de muestras), los cuales presentaban concentraciones que van 

desde 0.4084 hasta 3.9357 mg L-1 de clorpirifos. Por el método de densitometría con TLC, no 

se lograron visualizar estas concentraciones ya que el LOQ era por encima de 5.0510 mg L-1, 

lo cual impidió su detección y cuantificación. Según la trazabilidad documentada, los ajos que 

contenían este pesticida fueron cosechados en Tiabaya, Chivay, Tambo, Polobaya y en la propia 

ciudad de Arequipa. Estos valores son de particular relevancia ya que demuestran que a pesar 

de la restricción del empleo y venta de clorpirifos en el Perú vigente desde el año 2023, su uso 

persiste en las cosechas de ajo dentro de la ciudad Arequipa.  
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Purnama et al. (170) en su investigación “Multiple pesticide residues in rice and chlorpyrifos 

persistence in peat soils”, reportó presencia de clorpirifos en 21 de 40 cultivos de arroz (48,7%) 

que fueron muestreados en la provincia de Riau, Indonesia a pesar de que en el país su uso se 

encuentra prohibido. Las concentraciones oscilaron entre 0,002 y 0,100 mg clorpirifos/kg arroz, 

así mismo evaluaron la persistencia de clorpirifos en los suelos lo cual evidenció que a pesar de 

no haberse empleado el pesticida durante más de un año, las tierras seguían impregnadas de 

clorpirifos. Su retención a largo plazo se debe al entorno elevado en materia orgánica y 

condiciones hidrológicas facilitando así a su absorción por las plantas y la contaminación de 

aguas subterráneas.  Lo que refleja un uso indebido y una consecuente repercusión negativa en 

la salud humana y el medio ambiente. En cuanto a la presencia de un pesticida no sistémico en 

un cultivo, se sabe que este tipo de pesticidas como el clorpirifos, son de carácter lipofílico y 

se absorben en la cutícula cerosa de las plantas. La penetración en los tejidos de la planta (frutos, 

hojas o raíces) es mínima para esta clase de pesticidas, es decir no pueden translocarse.  Sin 

embargo, en un estudio propuesto por Łozowicka et al. (73), “Systemic and non-systemic 

pesticides in apples from Kazakhstan and their impact on human health”, reportaron la 

presencia de pesticidas no sistémicos en manzanas, donde el clorpirifos presentaba una 

concentración de 0.425 mg clorpirifos/kg manzana.  

Es decir, el mecanismo de esta investigación y el reporte de sus resultados se concreta a través 

de la adsorción cuticular o penetración a través de la cera, epicuticular y posteriormente la 

cutícula siendo la concentración del ingrediente activo y el carácter lipofílico, factores que 

impulsan la transferencia. En contraste con los resultados de esta investigación, si bien la 

continuidad del empleo de clorpirifos por parte de los agricultores es un factor directo, no se 

descarta la idea de la persistencia residual del pesticida en el medio ambiente ya que debido al 

extenso periodo de uso, es probable que el clorpirifos se mantenga en el ecosistema agrícola 

incluso después de la interrupción de su aplicación, ya sea por la presencia del clorpirifos en 

tierras donde han sido aplicados anteriormente o por aguas contaminadas con el propio 

pesticida.  
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CONCLUSIONES 

1. Se validó la técnica de densitometría con TLC, donde se obtuvo un valor R de 0.9987 y R2 de 

0.9998 en promedio, valores de CV inferiores 14.6 % para el parámetro de precisión 

intermedia y valores menores a 7.3 % para repetibilidad, también presentó un LOD de 2.9843 

mg L-1 y un LOQ de 5.0510 mg L-1. En cuanto al parámetro de selectividad, se observaron 

diferentes valores de Rf  de 0.51 para clorpirifos y 0.48 para el compuesto de degradación 

2,3,5-tricloropiridina. Así mismo, el porcentaje de recuperación del pesticida fue mayor al 80 

% consolidando su validez para el análisis de clorpirifos en bulbos de ajo. 

2. Se validó el método de HPLC, obteniendo un R de 0.9999 y R2 de 0.9999 en promedio, valores 

de CV menores a 14.6 % para el parámetro de precisión intermedia e inferiores a 7.3 % para 

la repetibilidad. Respecto a la sensibilidad, el valor para LOD fue de 0.0415 mg L-1 y para 

LOQ 0.0578 mg L-1, en el parámetro de selectividad, el método de HPLC mostró una mejor 

separación del clorpirifos y el compuesto 2,3,5-tricloropiridina con un tR de 11.4 y 3.8 minutos 

respectivamente. Así también, el porcentaje de recuperación del pesticida fue mayor al 80 % 

confirmando su aplicabilidad para el análisis de clorpirifos en bulbos de ajo.  

3. La comparación entre ambos métodos se realizó mediante la aplicación de dos pruebas 

estadísticas, la prueba F y t, donde se obtuvieron valores P de 0.0297 para la precisión 

intermedia, 0.0381 para repetibilidad y 0.0070 para el parámetro de exactitud existiendo 

diferencias significativas. Por el contrario, en cuanto a la comparación del parámetro de 

linealidad no hubieron diferencias significativas con un valor P de 0.1014, lo que confirma 

que ambos métodos fueron validados correctamente bajo condiciones controladas, pero 

poseen distintas capacidades analíticas.  
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RECOMENDACIONES 

• Desarrollar una técnica para límites de cuantificación menores a 5 mg L-1 para la 

determinación de trazas de clorpirifos en muestras de ajo. 

• Desarrollar la aplicabilidad del método propuesto de extracción de clorpirifos y limpieza 

en matrices similares taxonómicamente al bulbo de ajo y de gran importancia comercial 

dentro de la ciudad de Arequipa, como la cebolla. 

• Dado que se hallaron concentraciones de clorpirifos en bulbos de ajo en un rango de 0.4084 

a 3.9357 mg.L-1 por el método de HPLC, se sugiere el monitoreo periódico de residuos de 

clorpirifos en campo dentro de la ciudad de Arequipa, antes de su ingreso a la cadena de 

comercialización.  
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Anexo 1. Esquema del proceso de extracción del estándar clorpirifos en matriz de ajo para 

la validación del parámetro de exactitud en ambas metodologías. 

 

 

 
Anexo 2. Esquema del proceso de extracción de clorpirifos en bulbos de ajo. 
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Anexo 3. Cromatograma estándar clorpirifos por el método de HPLC (tR=11.4 min). 

 

 

Anexo 4. Visualización UV (254 nm) curva de calibración clorpirifos (Rf= 0.51). 
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Anexo 5. Derivatización en TLC curva de calibración de clorpirifos, inmersión en reactivo 

AgNO3 0.12 M (140°C). 

 

 

Anexo 6. Densitograma de la curva de calibración de clorpirifos por el método de 

densitometría con TLC (Rf= 0.51). 
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Anexo 7. Evaluación del tiempo de retención del compuesto 2,3,5-tricloropiridina en HPLC 

(tR=3.8 min). 

 

 

Anexo 8. Cromatograma evaluación de selectividad en HPLC de clorpirifos (tR=11.4 min) y 

su compuesto de degradación 2,3,5-tricloropiridina (tR=3.8 min) en matriz de ajo. 
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Anexo 9. Visualización UV (254 nm) evaluación de selectividad del clorpirifos y su compuesto 

de degradación 2,3,5-tricloropiridina por el método de densitometría con TLC. 

 

 

 

Anexo 10. Visualización UV (254 nm) evaluación de selectividad del clorpirifos y su compuesto 

de degradación 2,3,5-tricloropiridina por el método de densitometría con TLC. 
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Anexo 11. Densitograma del estándar clorpirifos (pico verde, Rf= 0.51) y su compuesto de 

degradación 2,3,5-tricloropiridina (pico amarillo, (Rf= 0.48). 

 

 

Anexo 12. Extracción del estándar clorpirifos en cartucho florisil con sulfato de sodio anhidro. 
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Anexo 13. Extractos recuperados por el método de extracción y clean up para la validación 

del método de exactitud. 

 

 

Anexo 14. Cromatograma del estándar clorpirifos 4 mg L-1 recuperado por el método de 

extracción y clean up (tR=11.4 min, área=33853).  

ST 
AJO NO 

FORTIFICADO 
AJO + ST 
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Anexo 15. Cromatograma de la muestra de ajo fortificada con estándar clorpirifos 4 mg L-1 

recuperada por el método de extracción y clean up (tR=11.4 min, área=32093). 

 

 

Anexo 16. Cromatograma de la muestra de ajo no fortificada recuperada por el método de 

extracción y clean up (tR=11.4 min, área=1190). 
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Anexo 17. Visualización UV (254 nm) evaluación exactitud por el método de densitometría con 

TLC (40 mg L1). 

 

*A.  *B.  

Anexo 18. Derivatización evaluación de exactitud en TLC, inmersión en reactivo AgNO3  

0.12 M (140°C). 

*A. Visualización en tono sepia de la placa cromatográfica. 

*B. Visualización sin ajuste de color de la placa cromatográfica. 
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Anexo 19. Densitograma de la evaluación de exactitud por el método de densitometría con 

 TLC (40 mg L-1). 

 

 

Anexo 20. Bulbos de ajo en fresco triturado para la cuantificación de clorpirifos. 
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Anexo 21. Bulbo de ajo Napurí. 

 

 

Anexo 22. Bulbo de ajo INIA 105 DONAJUS. 
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Anexo 23. Bulbo de ajo Arequipeño. 

 

 

Anexo 24. Bulbo de ajo Chino. 
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Anexo 25. Clorpirifos cuantificado por el método de HPLC en bulbo de ajo Napurí del mercado 

Acomare. 

 

 

Anexo 26. Clorpirifos cuantificado por el método de HPLC en bulbo de ajo INIA 105 

DONAJUS del mercado de Señor de Huanca. 
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Anexo 27. Clorpirifos cuantificado por el método de HPLC en bulbo de ajo INIA 105 

DONAJUS del mercado Acomare. 

 

 

Anexo 28. Clorpirifos cuantificado por el método de HPLC en bulbo de ajo Chino del mercado 

de Señor de Huanca. 



 

96 

 

 

Anexo 29. Clorpirifos cuantificado por el método de HPLC en bulbo de ajo Arequipeño del 

mercado Acomare. 

 

 

Anexo 30. Clorpirifos cuantificado por el método de HPLC en bulbo de ajo Arequipeño del 

mercado Río Seco. 
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Anexo 31. Visualización UV (254 nm) bulbos de ajo muestreados en mercados de la ciudad de 

Arequipa por el método de densitometría con TLC. 

 

 

*A.  *B.  

Anexo 32. Muestras de ajo sembrados por el método de densitometría con TLC y derivatización 

con el reactivo AgNO3 0.12 M (140°C). 

*A. Visualización en tono sepia de la placa cromatográfica 

*B. Visualización sin ajuste de color de la placa cromatográfica 
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Anexo 33. Densitograma de bulbos de ajo muestreados de mercados dentro de la ciudad de 

Arequipa por el método de densitometría con TLC. 

 

 

 

 




