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Abstract- The objective of this research was to develop a rapid
method to identify and quantify chlorpyrifos and methamidophosin
soils by Thin Layer Chromatography. A mobile phase of chloroform:
acetone (80:20) wasused for methamidophos and for chlorpyrifos a
mixture of chloroform: cyclohexane (60:40) was used as mobile
phase. The developer consisted of a 0.12 M ethanolic solution of
silver nitrate. The stains were processed using "'Image J' software.
The results show retention factors "Rf*" of 0.19 and 0.82 for
methamidophos and chlorpyrifos respectively. Both methods for the
determination of chlorpyrifos and methamidophos are linear with
coefficients of determination R? greater than 0.99, precise with RSD
less than 15 % and accurate with % R close to 100 % . The analysis
of agricultural soil samples of Garlic and Onion showed the
presence of chlorpyrifos with concentrations of 0.067 and 0.047
mg/kg respectively. Also, methamidophos was found in alfalfa
agricultural soils with a concentration of 0.011 mg/kg. With the
results found, it is demonstrated that image processing with "Image
J" for the analysis of stains on silica gel platesdeveloped with silver
nitrate in the analysis of organophosphates can be taken into
account for demonstrative studies for educational purposes and
routine tests in toxicology and environment.

Keywords— Soils, Chlorpyrifos, Methamidophos, Thin Layer
Chromatigraphy, Image Processing.
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Resumen— La presente investigacion tuvo por objetivo
desarrollar un método rapido para identificar y cuantificar
clorpirifés y metamidofos en suelos por Cromatografia en Capa
Fina. Se utiliz6 como fase movil de cloroformo: acetona (80:20)
para metamidofosy para clorpirifés se us6 como fase mévil una
mezcla de cloroformo: ciclohexano (60:40). El revelador consistid
en una solucién etandlica de nitrato de plata 0.12 M. Lasmanchas
fueron procesadas utilizando el software “Image J”. Los resultados
muestran factores de retencion “Rf” de 0.19 y 0.82 para
metamidofos y clorpirifos respectivamente. Ambos métodos para la
determinacion de clorpirifés y metamidofos son lineales con
coeficientes de determinacion R mayoresde 0.99, preciso con DER
menores del 15 % y exactos con % R cercanos al 100 % . El anélisis
de muestras de suelos agricolas de Ajo y Cebolla demostraron la
presencia de clorpirifos con concentraciones de 0.067 y 0.047
mg/kg respectivamente. También, se encontrd6 metamidofos en
suelos agricolas de alfalfa con una concentracion de 0.011 mg/kg.
Con los resultados encontrados se demuestra que el procesamiento
de imagenes con “Image J” para el analisis de las manchas en
placas de silica gel reveladas con nitrato de plata en el analisis de
organofosforados pueden ser tomadas en cuenta para realizar
estudios demostrativos con fines educativos y ensayos de rutina en
toxicologiay medio ambiente.

Palabras clave—  Suelos, Clorpirifés, Metamidofos,
Cromatografia en Capa Fina, Tratamiento de Imagenes.

Abstract— The objective of this research was to develop a rapid
method to identify and quantify chlorpyrifos and methamidophosin
soils by Thin Layer Chromatography. A mobile phase of
chloroform: acetone (80:20) was used for methamidophos and for
chlorpyrifos a mixture of chloroform: cyclohexane (60:40) was
used as mobile phase. The developer consisted of a 0.12 M
ethanolic solution of silver nitrate. The stains were processed using
"Image J" software. The results show retention factors ""Rf'" of
1.19 and 0.82 for methamidophos and chlorpyrifos respectively.
Both methods for the determination of chlorpyrifos and
methamidophos are linear with coefficients of determination R2
greater than 0.99, precise with RSD less than 15 % and accurate
with % R close to 100 % . The analysis of agricultural soil samples of
Garlic and Onion showed the presence of chlorpyrifos with
concentrations of 0.067 and 0.047 mg/kg respectively. Also,
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methamidophos was found in alfalfa agricultural soils with a
concentration of 0.011 mg/kg. With the results found, it is
demonstrated that image processing with *"“Image J* for the
analysis of stains on silica gel plates developed with silver nitrate in
the analysis of organophosphates can be taken into account for
demonstrative studies for educational purposes and routine tests in
toxicology and environment.

Keywords-- Soils, Chlorpyrifos, Methamidophos, Thin Layer
Chromatigraphy, Image Processing.

|. INTRODUCCION

Los plaguicidas son estructuras organicas que son
aplicados para el control de plagas frente a las que resultan
efectivas, sin embargo, al no serselectivas pueden perjudicar a
especies noobjetivo [1], [2].

La determinacion de los plaguicidas requiere preparacion
de la muestra como su homogeneizacion, extraccion y
limpieza y los métodos cromatograficos tradicionales
empleados son la Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC), electroforesis capilar[3], cromatografia de gases y
espectrometria de masas[4]. Estos métodos, si bien es cierto
poseen una eficacia comprobada para el anélisis de estos
tdxicos en el medio ambiente, pero conllevan a ciertas
limitaciones, como la complejidad, la larga preparacion de las
muestras y la necesidad de disponer de aparatos carosy de
personas capacitadas para su manejo[3]. Por esto, una
alternativa para la identificacion de sustancia orgénicas es la
Cromatografia En Capa Fina (CCF) y se caracteriza porserun
procedimientosencillo que puedellevarsea cabo con éxito sin
instrumentacion sofisticada[5]. A estosesuma la aplicacion de
métodos de densitometria para el anélisis de las manchas en
las placas cromatograficas[6]. Sin embargo, esto también
puede traer consigo costos adicionales, frente a esto, hoy en
dia se han desarrollado diversas alternativas para determinar
diversos compuestos orgéanicos por CCF mediante anélisis o
procesamiento de imagenes [7], [8]. Una alternativa que
elimina costos adicionales es el software “Image J” que
presenta aplicaciones en el tratamiento o procesamiento de
imagenes en areas de la salud[9]-[13] y fitoquimica[14], por
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ello en la presente investigacion se buscd desarrollar un
método rapido para la cuantificacion de metamidofos y
clorpirifés por cromatografia en capa fina en suelos mediante
procesamiento deimagenes utilizando el software “Image J

I.MATERIALES YMETODOS
A. Reactivosy estandares

Todos los reactivos como acetonitrilo grado HPLC,
acetonap.a, ciclohexano p.a., etanolabsoluto, nitrato de plata
y cloroformo fueron obtenidos de Merck. El agua ultrapura
fue obtenidadel purificador de agua Simplicity SystemMerck
Millipore. Los estandares de clorpirifés (Dursban— Supelco) y
metamidofos (Fluka) fueron obtenidos de Sigma Aldrich. Las
estructuras quimicas de ambos pesticidas se presentan en las
Figuras 3y 4.

B. Faseestacionaria

La fase estacionaria consistio en placas de silica gel con
indicador de fluorescencia Fz3s que fueron obtenidas de
Merck. Se prepararon placas de 10cmde altura (Figura 1) las
cuales fueron marcadas divisiones de 1cm de distancia de los
extremos en la parte inferior (Area de sembrado) y superior
(limite de recorrido delsolvente).

| lem

Aren de sembrado

1em

Fig. 1. Acondicionamiento de la fase estacionaria.

C. Fasemovil

La fase movil para la identificacion de clorpirifds
consistié en unamezcla de cloroformo: ciclohexano (60:40) y
para metamidofos unamezcla de cloroformo: acetona (80:20).
Las fases moviles preparadas se llevaron a la cuba
cromatografica para la saturacion del medio con la fase mévil
15 minutos antes decolocar las placas de silica gel.

D. Sembrado enplacas

El sembrado de los pesticidas se realiz6 utilizando una
micro jeringa con laque se midieron cantidades adecuadas de
las soluciones con clorpirifos y metamidofos. El sembrado fue
por aplicacion directa en un punto del drea de sembrado

(Figura 1) y se esperd a que se evapore el solvente. Una vez
secas se llevaron las placas a una cuba cromatografica para
poner en contacto con la fase movil y se espero hasta que el
recorrido llegue a la linea limite (1 cm antes del final de la
placa), dicho proceso demoréentre 20a 25 minutos. Luego se
retiraron las placasy sesecaron atemperaturaambiente.

E. Revelado de placas y procesamiento de imagenes en
“ImageJ”

Las placas se revelaron empleado una solucién de
AgNOs 0.12 M en etanol absoluto. El revelado fue por
nebulizacion directa sobre la placa. Posteriormente, se secaron
a temperatura ambiente. Una vez secas se llevo aunaestufa a
130 °C hastaeldesarrollo de color.

El procesamiento de imagenes se realizo en el software
“Image J” el cual consiste en escanear la placa revelada y
procesarla mediante ajuste de color con el comando
“Brightness/contrast”, seguido de “Plot/lanes” para obtener
picos que fueron integrados a la linea base facilitando la
lectura de las areas. Las areas procesadas con la herramienta
“Wand (Tracing) tool” resultanen un valor numérico (areaen
pixeles) que es directamente proporcional al tamafio de la
mancha.

F.  Extraccidondeclorpirifdsy metamidofos desuelos

La extraccion de pesticidas de suelo se realizd segun un
estudios previos [15]-[17] con ligeras modificaciones. El
procedimiento consistio preparar una jeringa de 20 mL con
dos discos de papelfiltro, 2 g de Na,SO.anhidro,5g de suelo
y 10 mL de acetato de etilo como solvente extractor (Figura
1). Posteriormente, se aplicé ultrasonido durante 15 minutos
utilizando un bafio de ultrasonido Branson a 40 kHz. Luego,
sefiltr6 el solvente con los pesticidas en estudio y se volvié a
repetirel proceso con 5mL de solvente. El filtrado se evapor6
utilizando N ) hasta sequedad, Finalmente, se reconstituyd
con 0.1 mL de acetonitrilo su posterior sembrado en placas de
silica gel.

— Acetato de etilo

5 g de suelo

——+— 2 g de Na;SO4 anhidro
——— Papel filtro

Fig. 2. Sistema de extraccion
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G. Proceso de validacion

Para la validacion del método se tomaron en cuenta la
evaluacion de pardmetros como linealidad, sensibilidad,
precision y exactitud [18], [19]. Las formulas empleadas en el
célculo de estos parametros sepresentanen la Tabla .

La linealidad del método consistié en sembrar en placas
04, 08, 1.2, 16, 20, 24, 28 y 32 nug de estandar de
clorpirifés. Porotro lado, también se sembr6 0.2,0.3, 0.6, 1.2,
1.8y 3.6 ug de estandar de metamidofos. Los estandares
fueron disueltos en acetonitrilo grado HPLC. Una vez
sembrados se procedié revelar las placas y calcular sus
factores deretencion (Ry) y procesar las manchasen “Image J”
unavezobtenidas las areas en pixeles se procedio a calcularel
coeficiente dedeterminacién R2.

La sensibilidad del método se determiné mediante el
célculo de los limites de deteccidn (LD)y cuantificacion (LC)
empleando las formulas de la Tabla 1, donde “Ybl”
corresponde al intercepto “@” de la ecuacion de la recta que
relaciona la cantidad de organofosforado en mgy el promedio
del &reaen pixeles obtenidas del software “Imaje J”,“Shl” al
intercepto “a” de la ecuaciénde la recta que relaciona la
cantidad de organofosforado enmg y la desviacion estandar
del area en pixeles obtenidas del software “Imaje J”,y “n”
corresponde al nimero de soluciones de calibracion que
fueron ocho para clorpirifés y seis parametamidofos.

La precision del método se realiz6 la extraccion de cada
organofosforado de suelos agricolas contaminados con
clorpirifés y metamidofos. Se realizaron 8 extracciones de
cadasuelocontaminadoy los solventes fueronrecolectados en
un tubo donde se evapord a sequedad utilizando N2 ¢y se
reconstituyé con 0.1 mL de acetonitrilo. Posteriormente, se
sembraron en placas de silica gely se procedié al revelado de
las placas. Una vez reveladas se procesaron en el software
“Imaje J” para obtener el &rea de la mancha en pixeles. Se
realizaron cinco repeticiones. Se calculé la desviacion
estandar relativa “DER” utilizando la formula de la Tabla 1.
Los célculos serealizaron con las areas.

Finalmente, la exactitud del método se determind
mediante el calculo del porcentaje de recuperacion “%R”. El
procedimiento consistié en analizar muestras suelos agricolas
donde se evidenci6 la aplicacion de los organofosforados en
estudio. Estas muestras fueron analizadas de acuerdo a los
procedimientos descritos anteriormente. Una vez calculadas
las reas en pixeles de las muestras “Areau” se procedio a
enriquecer dichas muestras con 0.2mg de clorpirifés y 0.4 mg
de metamidofos y se procedi6 con su extraccion y revelado
dando origen al area enriquecida “Areag”. Paralelamente, se
afiadi6 0.2 mg de clorpirifés y 0.4 mg de metamidofos a suelos
sin residuos de los organofosforados en estudio para conocer
el area de la adicion estandar “Areasc”. Finalmente, se

procedio a calcular el %R de acuerdo a la con la formula
presentadaen la Tabla 1.
TABLAI
FORMULAS PARA EL CALCULO DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION DE

METODO PARA CUANTIFICAR CLORPIRIFOS Y METAMIDOFOS POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Parametro Férmula Especificacion | Fuente
b ZX‘ Y, ,ZX_‘ZY_'
XXh-"Ty
Linealidad aoNi=b2X R2>0.99 [18]
n
R2 ‘ ZX¥ - o )‘
! . @)y G
1 R o '7_“7)}‘
D _Ybl+3(shl) 1
Sensibilidad T m - [18]-
Lc_Ybl+1o(s,) 1 [20]
b n
Precision DER = sx=x100 DER<15 % 1]
Exactitud or —(Area: —Area, ) 14, 90<%Rr<110 | D81
Area, [19]

H. Calculo de la concentracion de clorpirifés y metamidofos
en muestras se suelos agricolas.

Para el célculo de la concentracién de cada clorpirifés y
metamidofos, en primer lugar, se calculo la cantidad de mg de
cada organofosforado en suelos agricolas con historial de uso
de estos dos pesticidas. El andlisis se realizo de acuerdo a lo
explicado en el ensayo de precision. Los ug de cada
organofosforado se calcularon a partir de la ecuacién de la
recta obtenida en el ensayo de linealidad. La ecuacion se
presenta a continuacion:

y = a+ bx @)

Donde, “x” corresponde a los mg de cada
organofosforado, “y” es el area en pixeles obtenido del

software “ImajeJ”,“ @ correspondeal intercepto con el eje x
y “b” a la pendiente de la recta que fueron calculado por el
método de los minimos cuadrados con las férmulas de la
Tabla 1. Finalmente, se utilizd la siguiente formula para
calcular la concentracién en mg/kg de cada organofosforado,
donde “M” es el pesode lamuestraen gramos que fueron40 g
yaque se realizaron 8 extracciones de 5g de muestrade suelo
agricola.

Area( pixeles) — a
bx M

Concentraddn (mg /kg)=

@
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 3, se observa el resultado del andlisis por
Cromatografia en Capa Fina del estandar de clorpirifés
mostrando una mancha de color anaranjado opaco en
presencia de AgNOs con un Rr de 0.82 con una fase movilde
cloroformo: ciclohexano (60:40).

R;=0.82

Fig. 3. Anélisis declorpirifés por Cromatografia en CapaFina.
Fase movil: cloroformo: ciclohexano (60:40).

Por otro lado, en la Figura 4, se observa el resultado del
analisis por Cromatografia en Capa Fina del estandar de
clorpirifés mostrando una mancha de color amarillo en
presencia de AgNO; con un Rr de 0.19 con unafase movilde
cloroformo: acetona (80:20).

Ry =0.19 4----

__'__

Fig.4. Andlisis de metamidofos por Cromatografia en Capa
Fina. Fase movil: cloroformo: acetona(80:20).

Respecto a la validacion del método por Cromatografia
En Capa Fina en la Figura 5 se muestran las placas de silica
gel procesadas en “Image J” con concentraciones ascendentes
de clorpirifés y metamidofos.

A)

L8]

Fig.5. Calculo de las Areas en pixeles por “ImageJ”enel
ensayo delinealidad parala cuantificacion de A) clorpirifés y

B) metamidofos por cromatografia encapa fina

En la Tabla | se observa las areas en pixeles calculadas
por procesamiento de imagenes en el software “Image J”
correspondientesa 0.4,0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4, 28y 3.2 mg de
clorpirifés sembradas en las placas desilica gel.

TABLAII

AREAS EN PIXELES PARA LA DETERMINACION DE LA LINEALIDAD DEL METODO
POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA LA CUANTIFICACION DE

MCLORPIRIFOS EN SUELOS
Clorpirifés (mg) | Area 1 (Pixeles) | Area 2 (Pixeles) X S

0.4 2320.846 2401.120 2360.983 | 56.762

0.8 4727.054 4803.296 4765.175 | 53.912

1.2 7408.832 7528.330 7468.581 | 84.497

1.6 9304.844 9084.176 9194.510 | 156.036

2 11859.480 11907.012 11883.246] 33.611

2.4 13559.399 12667.679 13113.539| 630.542

2.8 15976.836 16234.526 16105.681| 182.215

3.2 17472.232 17542.261 17507.246| 49.518

También, en la Tabla Il se observa las areas en pixeles
calculadas por procesamiento de imagenes en el software
“Image J” correspondientes a 0.2, 0.3, 0.6, 1.2, 1.8 y 3.6 mg
de metamidofos sembradas enlas placas desilica gel.

TABLAII

AREASEN PIXELES PARA LA DETERMINACION DE LA LINEALIDAD DEL METODO
POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA LA CUANTIFICACION DE
METAMIDOFOS EN SUELOS

Metamidofos

(mg) Area 1 (Pixeles) | Area 2 (Pixeles) X S

0.2 2325.959 2406.409 2366.184 | 56.887

0.3 3564.148 3621.634 3592.891 40.649

0.6 12383.480 12583.213 12483.347| 141.233
1.2 26849.439 26212.693 26531.066 | 450.247
1.8 37428.887 37578.902 37503.894 | 106.077
3.6 73197.996 68384.202 70791.099 | 3403.867

Para evaluar la linealidad del método para cuantificar

ambos organofosforados se elaboré los graficos de calibracion
de la Figura 6 donde se observa que los coeficientes de
determinacién R? para clorpirifés y metamidofos son de
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0.9947 y 0.9945. Al ser estos valores Rz mayores de 0.99[18]
se define al presente método como lineal.

800007 @ Clorpirifés
# Metamindofos y=20191x-3665
600004 R’ =0.9945
E
£ 40000+ y =5427x-531.1
< R? = 0.9947
20000+
e
0_ T T T 1
0 1 2 3 4

Organofosforado (ug)

Fig. 6. Grafico de calibracion correspondiente a mg de
clorpirifés versus Area (Pixeles).

La sensibilidad del método se calculo hallando Ila
ecuacion de larecta entre la cantidad de cada organofosforado
versus ladesviacién estandar de las Tablas Iy 1ll. Utilizando
las férmulas de la Tabla I se logré calcular que los limites de
detecciény cuantificacion para clorpirifés son de 0.0626 y
0.1384 mg respectivamente y 0.004 y 0.093 mg
respectivamente para metamidofos.

Los resultados de la evaluaciénde la precision del método
se presentan en la Tabla IV. Se observa que para la
determinacion de clorpirifés el método presenta una
desviacion estandar relativa “DER” de 9.67 %y 12.54 % para
la determinacion de metamidofos. Al ser estos valores
menores el 15 % se podria decir que el método resulta ser
preciso parael analisis deambos organofosforados.

TABLAIV
AREASEN PIXELES PARA LA DETERMINACION DE LA PRECISION DEL METODO
POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA LA CUANTIFICACION DE
METAMIDOFOS EN SUELOS

Repeticion ) Area (Pixeles)
ClorpIrtos Metamidotos

1 11861.610 12021.213
2 13331.104 10923.423
3 12055.388 14300.567
[} 14347.359 11254.493
5 11374933 14023.413
X 12594.079 12504.622
S 1217.60141 1567.549

DER (%) 9.67 12.54

Haciendo uso de las ecuaciones de la recta de la Figura 6
y adaptandolas a la “ecuacion 2 se identificé y cuantificd
clorpirifés y metamidofos en suelos agricolas del distrito de
Vitor, Arequipa, Peru.

Entonces, la “ecuacion 3” fue utilizada para cuantificar
clorpirifés en muestras de suelos agricolas de cultivode ajoy
cebolla.

Area ;e +531.1
5427x40

Clopirifés (mg/kg) = (3)

Asimismo, la “ecuacién 4” se utilizd para cuantificar
metamidofos en muestras de suelos agricolas de cultivo de
alfalfa.

Area ;.. +366.5 @)
20191x 40

Metamidofos (mg / kg) =

A continuacion, en la Figura 7 se observa que suelo
agricola para cultivo de Ajo analizado con la metodologia
propuesta presenta clorpirifés ya que se notauna manchaaun
R de 0.82 y luego del procesamiento de imagenes en el
software “Image J” da un area de 13951.98 pixeles que
correspondea unaconcentracion de 0.067 mg/kg.

Muestra= Suelo "Ajo" =2

- @ |R=08z Clorpinfos ———— |
Image J [

]

L | Area=13951.98

Fig. 7. Areaen pixeles de clorpirifés presente en unamuestra
de suelo agricola para cultivo de Ajo del distritode Vitor,
Arequipa, Peru.

En la Figura 8 se observa que suelo agricola para cultivo
de Cebolla analizado con la metodologia propuesta presenta
clorpirifés con una mancha a un R: de 0.82 y luego del
procesamiento de imagenes en el software “Image J” da un
area de 9773.12 pixeles que corresponde a una concentracion
de 0.047 mg/kg.

En la Figura 9 se observa que suelo agricola para cultivo
de alfalfa analizado con la metodologia propuesta presenta
metamidofos con una mancha a un R¢ de 0.19 y luego del
procesamiento de imagenes en el software “Image J” da un
area de 8640.64 pixeles que corresponde a una concentracion
de 0.011 mg/kg.
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Fig. 8. Areaen pixeles de clorpirifos presente en una muestra
de suelo agricola paracultivo decebolla del distrito de Vitor,
Arequipa, Peru.
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Fig.9. Areaen pixeles de metamidofos presente enuna
muestra de sueloagricola para cultivo dealfalfa del distrito de

Vitor, Arequipa, Peru.

Finalmente, se evalud la exactitud del método mediante el
calculo del porcentaje de recuperacién. En la Tabla V se
presentan los resultados. Los porcentajes de recuperacion
“%%R” para clorpirifés y metamidofos son de 99.87 y 93.61
respectivamente. Con estos resultados se corrobora la
exactitud del método ya que ambos valores de %R estan entre
90y 110 %[18].

TABLAV
DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RECUPERACION (%R) PARA EVALUAR
LA EXACTITUD DEL METODO POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA LA
CUANTIFICACION DE CLORPIRIFOS Y METAMIDOFOS EN SUELOS

Adicion estandar Muestra
Muestra Area (Pixeles) enriquecida
Muestra | Area Ane Area %R
desuelo (Plzeles) Clorpirifés | Metamidofos | (Pixeles)
" (0.4mg) (0.2mg) Ae
Ajo 13951.98 | 2360.983 - 16309.173 99.84
Alfalfa 8640.64 - 2325.959 10817.982 93.61

IV. CONCLUSION

Se logré desarrollar un método simple para la
identificacion y cuantificacion de clorpirifos y metamidofos
por Cromatografia en Capa Fina mediante procesamiento de
imagenes utilizandoelsoftware “Image J” esto seguido de un
proceso de extraccion de cada organofosforado de suelos
mediante un proceso rapido asistido por ultrasonido a 40 kHz.
Los pesticidas muestran factores de retencion Ry de 0.19 para
metamidofos utilizando como fase movil cloroformo: acetona
(80:20) y un R¢de 0.82 para clorpirifés con unafase movil de
cloroformo: ciclohexano (60:40). Ambos métodos cumplen
con los parametros de linealidad, precision y exactitud, y
cuentan con una sensibilidad aceptable para las muestras de
suelo estudiadas. Se logrd identificar y cuantificar clorpirifs
en muestras de suelos agricolas de ajo y cebolla encontrando
concentraciones de 0.067 y 0.047 mg/kg respectivamente.
Asimismo, se encontré presencia de metamidofos en suelos
agricolas de alfalfa con una concentracion de 0.011 mg/kg. El
método desarrollado resulta ser simple y muestra resultados
que pueden ser aprovechados para realizar estudios con fines
educativos y podrian extenderse a mas organofosforados.
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