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“DETECCION DE PARAQUAT EN FLUIDOS BIOLOGICOS”

1. RESUMEN

Debido a que el Paraquat es altamente toxico y a que puede causar la muerte
a un ser humano en pocas horas, es necesario contar con un método efectivo
para determinarlo, siendo los fluidos biolégicos la mejor via para su
identificacion. En este trabajo se evalu6 cada una de las técnicas analiticas y
asi determinamos la mas rapida y confiable para su deteccion, esto se logro
mediante la revisidon bibliografica (de articulos, libros, normas, etc.) ya que el
Paraquat es uno de los herbicidas mas utilizados en la actualidad.

2. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, se ha avanzado bastante en el control del uso y
comercio de dichos agroquimicos. Sin duda, estas medidas han permitido una
reduccion relativa del impacto negativo de estos productos en el ambiente y la
salud. Sin embargo, y a pesar de estos esfuerzos, la cantidad de intoxicaciones
con pesticidas sigue aumentando en el Mundo.

Se conoceran las diferentes técnicas y métodos que existen para detectar
rapidamente el Paraquat, el cual es un herbicida muy utilizado en todo el
mundo (mas de 130 paises lo emplean), que posee una toxicidad muy alta.
Debido a esto muchas personas lo utilizan para suicidios y aun algunos casos
para homicidios, especialmente en los paises del (llamado) tercer mundo
(OMS, 1990).

Este producto es sumamente téxico para el ser humano cuando es ingerido vy,
provoca dafios graves en los pulmones, riflones e higado. La muerte provocada
por una intoxicacion aguda con Paraquat se debe generalmente a lesiones
irreversibles en los pulmones. Cabe sefialar que, hasta la fecha, no se conoce
antidoto ni tratamiento eficaz para controlar un envenenamiento con este
producto. Nadie sabe con exactitud cuantas muertes fueron provocadas por
este herbicida desde que entré en el mercado en 1962, pero se estima que son
varios miles.

Los "defensores" del uso del Paraquat argumentan que su peligro se limita a la
ingestion intencional del producto concentrado (suicidio). Segun la empresa
ZENECA, fabricante del producto, el hecho de haber afiadido, a partir de 1987,
un colorante azul, un aditivo maloliente y otro aditivo emético (que provoca
vomito), eliminan potencialmente la posibilidad de un envenenamiento oral
accidental (Zeneca Chemicals, 1993).



Este plaguicida es el responsable de una alta Morbi-Mortalidad, solo es
superada por la intoxicacion con Fosfuro de Aluminio. Por lo que el médico y el
quimico deben de estar preparados para enfrentar los casos de intoxicaciones
por este plaguicida.

Abordaremos diferentes técnicas como: Cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC), Espectroscopia de masas (EM), Resonancia magnética
nuclear de protones (RMN'H), Espectroscopia de Infrarrojo de fourier (FT-IR)
entre otras.



3. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes.

Los herbicidas son compuestos quimicos utilizados por el hombre para luchar
contra las malas hierbas (plantas no deseadas por el agricultor, que afectan el
desarrollo de la cosecha). Estas sustancias son toxicas para el hombre
variando ampliamente de un tipo a otro de herbicida, en su mecanismo de
accion, su potencia, etc. (8)

El Paraquat es un herbicida de contacto, de amplio espectro perteneciente a la
familia de los Bipiridilos, utilizado mundialmente desde 1969. Fue sintetizado en
1882, pero su actividad se descubrié hasta 1959. (6,8)

El Paraquat es un herbicida del tipo Bipiridilo que se presenta en forma liquida
en concentraciones del 20% al 40% para uso agricola. Su nombre quimico es:
1,1"-dimetil-4,4- bipiridilo (Figura 1).

GHsNQ<\_ /N+CH3 + 2C1~

Figura 1. Estructura del paraquat. (1-1" dimetil, 4-4"bipiridilium ion (clorhidrato)).

De las familias de herbicidas, una de las mas utilizadas y de mayor interés
toxicolégico para el hombre, es la constituida por los compuestos bipiridilicos,
cuyos derivados mas importantes son el Paraquat, el Diquat y el Morfanquat,
siendo éste primero el mas empleado. (8)



3.2. Presentaciones comerciales.

El Paraquat es una sustancia quimica sintética utilizada como herbicida. Su
nombre comercial mas conocido es "Gramoxone" pero, también es
comercializado bajo otras marcas como son (1,16):

ACTOR FEDEXONE INVERQUAT
AGROQUAT FORMUQUAT KAYQUAT
ATILA FUEGO K-QUAT
CEKUQUAT GOLDQUAT MALEXON
CHAPEADOR GRAMECOOP PILARXONE
CRISQUAT GRAMINEX PREGLONE
DAVIQUAT GRAMOCIL QUATZONE
DEXURON GRAMONOL RADEX-D
CAFESAQUAT GRAMOXONE SERAXONE
CASUKU GRAMURAN SERQUAT
ESCOPETA HERBAXONE ULTRAGRASS
ESGRAM HERBIQUAT WEEDOL
EXPRONE HERQUAT

Tabla 1. Nombres comerciales del paraquat.

Figura 2. Presentaciones comerciales del Paraquat

En su presentacion comercial el Paraquat es un liquido oscuro altamente
soluble en agua pero poco Vvolatil. Bajo condiciones adecuadas de
almacenamiento, este producto se conserva indefinidamente.

Cuando se aplica en los campos, el Paraguat que cae en el suelo es rapida y
fuertemente adsorbido por las particulas de tierra, especialmente las de arcilla.
Estos residuos ligados a la tierra no pueden ser absorbidos por las plantas, las
lombrices de tierra ni los microorganismos.



Debido a esta caracteristica, el Paraquat tiene una media vida larga en el
suelo: desde 16 meses (estudios en laboratorio, condiciones aerodbicas) hasta
13 afos (estudio de campo).

El Paraquat no es movil en suelos arcillosos ni en suelos arenosos. Ademas
gue no es adsorbido por las particulas de tierra puede ser descompuesto por
las bacterias del suelo en un producto final no-toxico.

En el agua, los residuos de Paraquat son adsorbidos por los lodos o
absorbidos por las plantas acuéticas. Estudios de laboratorio han demostrado
que la media vida del Paraquat en el agua puede variar de 13.1 horas hasta 23
semanas.

3.3. Caracteristicas Fisico-Quimicas.

Para observar sus principales propiedades fisico-quimicas ver tabla 2.

Punto de fusion 175-180 °C

Punto de ebullicion 300 °C con descomposicion
Solubilidad en agua a 20 °C 700 g.L-1

pH de la formulacion liquida 6.5-7.5

Tabla 2. Propiedades Fisico-quimicas del Paraquat

Otras caracteristicas fisico-quimicas son:
= Compuesto polar
» Se presenta en forma de sales de cloruros (C12H14N2C)2) 0
dimetilsulfatos (C12H14N2(CH3S04),)
» Se ioniza rapidamente
» El Paraquat se reduce cediendo un solo electrén para formar un radica
cationico.

Los rayos ultravioleta y la luz solar en general descomponen el Paraquat en
productos menos toxicos. Sin embargo, como este herbicida es rapidamente
adsorbido por el suelo, las moléculas ligadas resisten a la fotodescomposicion.
Es asi que no se observd degradacion de Paraquat después de 2 afios de
exposicion a la luz natural en un suelo arenoso fumigado superficialmente con
este producto.



4. TOXICOCIDAD

La dosis Letal para hombre se ha calculado en aproximadamente 35 mg/kg.
Niveles plasmaticos mayores de 2mg/l resultan fatales para el hombre. (4)

La ingestion de tan so6lo 2-4 gr o hasta 20 mL de una solucién concentrada al
20% ha resultado en una muerte segura a través de varios dias, (en los que
algunos de sus Organos dejan de funcionar, principalmente rifiones y
pulmones). Con una ingestion de 60 mL 6 mas (de una solucidén saturada), el
inicio de la toxicidad y muerte es mas rapido aproximadamente de 12 a 18
horas dependiendo de la concentracion. (4,7)

El Paraquat pertenece a la "Docena Sucia", lista de los 12 pesticidas que por
su peligrosidad deberian estar prohibidos segun la red mundial "Pesticid Action
Network” (PAN). Este herbicida es prohibido en varios paises como Austria,
Bulgaria, Dinamarca, Finlandia, Moldavia, Suecia, Burkina Faso, Argentina,
Republica Dominicana y, es de uso restringido (quiere decir que se necesita la
"receta" de un profesional para comprarlo y sélo puede ser aplicado por un
operario certificado) en los Estados Unidos y Alemania.

4.1. Tipos de toxicidad.

4.1.1. Toxicidad aguda.

En seres humanos, la ingestion de 35mg/kg de peso corporal es letal (11), o
sea, una persona que pesa 65 kg. Muere después de ingerir 2.2 gramos de
Paraquat. Si se ingiere Paraquat en dosis menores, Se presentan
frecuentemente quemaduras en la boca y en la garganta seguidas de una
irritacion grave del tracto gastrointestinal que provoca dolores abdominales,
nauseas, vomitos y diarrea. Otros sintomas incluyen sed, respiracion corta y
frecuencia cardiaca acelerada. Como otros efectos toxicos se puede afadir
lesiones en los rifiones, higado y corazén asi como dafios y sangrados en los
pulmones.

Una caracteristica de la intoxicacion aguda con Paraquat es que algunos
sintomas pueden aparecer varios dias después de la exposicidn al toxico. Los
tejidos pulmonares acumulan més el Paraquat que los de otros 6rganos.

Las personas con problemas pulmonares son mas susceptibles al producto. Si

se inhala Paraquat, se puede producir sangrado en la nariz e irritacién
pulmonar. Debido a su poca volatilidad, estas intoxicaciones no son frecuentes
y ocurren solamente cuando se fumiga el producto contra el viento y sin
proteccion.

El contacto con la piel puede causar quemaduras, dermatitis y dafios en las
ufias. La LD 50 dérmica en conejos es de 236 hasta 325 mg/kg (3). El contacto
con los ojos puede irritar, quemar y causar dafios a la cornea.



El Paraquat no es absorbido rapidamente por el estbmago y todavia mas
lentamente por la piel sana. Varios estudios indican que si la piel esta dafiada o
irritada, puede absorber muy facilmente Paraquat (2). Los metabolitos
formados por el Paraquat en el estbmago son absorbidos rapidamente pero se
desconoce su toxicidad (12). Cuando Paraquat se concentra en los tejidos de
los pulmones, se transforma en subproductos altamente toxicos (3).

En un estudio con animales de granja intencionalmente intoxicados con
Paraquat, se observd que los animales excretaron un 90% del herbicida
administrado oralmente después de algunos dias. El Paraquat fue levemente
absorbido y metabolizado en el tracto gastrointestinal. Se detectaron pequefas
cantidades de metabolitos en la leche y los huevos (12).

4.1.2. Toxicidad cronica.

Existen estudios realizados o encargados por empresas que producen o
comercializan el Paraquat que -por supuesto- indican que Paraquat no provoca
efectos negativos en la salud a largo plazo.

Sin embargo, se encontré un estudio realizado en humanos, que concluye que
esta sustancia tiene efectos toxicos cronicos: el Gramoxone tiene efecto
mutagénico en los linfocitos humanos (13).

En cambio, los efectos cronicos en otros organismos vivos han sido bien
documentados, entre otros, podemos mencionar:

e Efectos neurotoxicos en embriones de raton con efecto permanente.

e Genotoxicidad en ratones (malformaciones en los espermatozoides).

e Gramoxone tiene efectos mutagénicos en las células de Allium cepay
Vivia fabia.

e Enratas, Paraquat provoca malformaciones permanentes en los
pulmones.

Ademas de estos efectos, hay que sefialar que los operarios de bomba de
espalda (personas que realizan la aplicacion del herbicida en el campo) que
aplican Paraquat sufren a menudo de sangrado de la nariz, entre otros ver
tabla 3.

Fulminante : ingesta > 50 mg/Kg Fallo multisistémico y muerte

Fase gastrointestinal, fase hepatorrenal

Aguda : ingesta 20-40 mg/Kg y fibrosis pulmonar

Crénica Parkinsonismo irreversible

Tabla 3. Caracteristicas de la intoxicacién por Paraquat



4.2. Efectos en el medio ambiente

El Paraquat es desde moderada hasta altamente toxico para muchas especies

acuaticas. Las plantas acuaticas pueden ser una fuente de bioacumulacién. En
efecto, en un estudio, resulté que cuatro dias después de aplicar Paraquat
como herbicida acuatico, las plantas analizadas presentaban niveles
significativos de residuos del producto (11).

Por otro lado, el Paraquat tiene efectos altamente embriotoxicos en anfibios.
Un estudio de la Universidad de Milano, Italia, concluye que Paraquat no
solamente provoca la muerte de los renacuajos sino ademas, muchos de ellos
presentaban malformaciones (17). Esta dltima observaciéon pone en duda la
supuesta no teratogénicidad de Paraquat.



5. TOXICOCINETICA

La toxicocinética es el estudio de la velocidad de cambio de la concentracion
de las especies toxicas dentro del organismo. En otras palabras estudia el
comportamiento del toxico dentro del organismo y todos los cambio que alli
ocurren hasta su eliminacion.

Abarca los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo o
biotransformacioén y su eliminacion (ADME)

5.1. Absorcion.

La principal via de absorcién es oral, aunque también se han encontrado
casos de intoxicacion por via dérmica y aérea aunque es muy poco frecuente,
sin embargo la absorcidbn se ve incrementada cuando existen lesiones
dérmicas, que permiten el facil ingreso al organismo. El contacto del paraquat
con la piel sana, dafia la dermis, lo que permite que se absorba mas facilmente.
(4.7)

5.2. Distribucion.

En esta fase se observa la distribucion por todos los organos y tejidos, con
excepcion del cerebro y medula. No obstante, hay dos 6rganos en los que el
paraquat se fija de modo especial: el pulmon vy el rifidn. (4)

Pico plasmatico. 1 hora postingesta.

Vida media plasmatica. 5 horas.

Vida media de eliminacion. hérzéi_zo horas. Media de 84
Volumen de distribucion. 2-8 I/Kg (es amplio).
Distribucién. Amplio.

Tabla 4. Distribucion del Paraquat

La concentracion selectiva del paraquat en pulmén, puede alcanzar cifras de
10-15 veces superior a la del plasma, esto se debe a un mecanismo de
trasporte activo, con enlaces covalentes a las proteinas plasmaticas, hasta
llegar a los neumocitos | y Il. Siendo principalmente los neumocitos Il las
células diana del paraquat. (4)



5.3. Metabolismo.

El paraquat no sufre ningun proceso de biotransformacion a través de su paso
por el organismo humano. (4)

5.4. Eliminacion.

Este herbicida se excreta principalmente por el riidn y una pequefia parte en
las heces fecales, la cual persiste por semanas. El mecanismo de excrecion es
doble: por filtrado glomerular y por secrecion tubular activa. El hombre en
promedio elimina el 70-80% aproximadamente en 48 horas y el restoen 2 0 3
semanas.

Hay que destacar los siguientes estudios y mencionar que fueron
desarrollados en animales de laboratorio.

El clearance de eliminacién o depuracion es de aproximadamente 20ml/min y
la dosis letal para hombre se ha calculado en 35 mg/kg. (4)

Se excreta por riidn en tres dias aproximadamente el 98% del paraquat
absorbido, quedando restos en sangre durante una semana. (16)

10



6. MECANISMO DE ACCION

El dafio causado por el paraquat i6nico se debe principalmente a la
peroxidacion lipidica, lo que produce:

1. Se inhibe el paso de NADP a NADPH, produciendo una depresion
pulmonar y al mismo tiempo interfiere en el transporte de electrones
para la formacion de energia.

2. Se generan radicales como: los superéxidos (Oz-), hidroperoxidos (HO3-)

y el peroxido de hidrogeno (H.O,), que atacaran las membranas y
produciran un dafio, para posteriormente causar la muerte celular. (4, 7)

>

Pq2 NADP
- NAD
q 0
Pq+2 O
o

Hidroperéxidos lipidicos

Danos a la
Membrana celular

Radicales lipidicos librese=—=>

Figura 3. Mecanismo de accién del Paraquat
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7. MANIFESTACIONES CLINICAS.

La intoxicacion por paraquat se manifiesta clinicamente en tres fases, las
cuales son:

o Primera Fase: Se observa inflamacién, edema y ulceracion de las
mucosas bucales, faringe, eséfago, estbmago e intestino (ver figura 4).
Pueden presentar vOmito, ardor y dolor orofaringeo, retroesternal,
epigastrico y abdominal. Puede haber disfagia, sialorrea, diarrea y
hemorragia digestiva. Estas manifestaciones pueden ser inmediatas o
presentarse en las primeras 24 horas después de la ingestion. (4,7,8)

Figura 4. Esofaguitis por paraquat

0 Segunda Fase: Aparece entre las 24-48 horas. Las principales
caracteristicas son: Dafio Hepatico, y en los tubulos renales proximales,
ademas del Miocardio y Musculo esquelético. (4,7,8)

o Tercera Fase: Aparecen de 2 a 14 dias después de la intoxicacion. Se
caracteriza por lesion pulmonar. La muerte sobreviene como
consecuencia de un severo deterioro del intercambio gaseoso que
produce anoxemia y anoxia tisular. (4,7,8)

Figura 5. Fibrosis pulmonar por paraquat

12



Por encima de los siguientes limites todos los tratamientos ensayados se han
revelado ineficaces para alterar el prondéstico de muerte.

Niveles de Paraquat en plasma que indican un buen prondéstico del paciente

(32):

% 2ppmalas4h.

s 0,6 ppmalas 6 h.

s 0,3ppmalas 10 h.

» 0,16 ppm alas 16 h.

s 0,1 ppmalas 24 h.

En la siguiente figura (6) indican los valores de concentracion (mg/L) con
respecto al tiempo (horas) en que se ingirié el toxico, hay que destacar que si
se encuentra por encima de estos valores ocurrird una muerte segura. (6)

7.0

S.0

.0

0.7

Q.5

o.1Q

-

Concantraciones plasmaucas de paragual (mgh)

—q
—— -4
- N

Q.07

0,05

ol-ﬂ

Figura 6. Relacion entre la concentracion de Paraquat en el plasmay la

< 8 [ 10 12 14 16 18 20

Tiempo postinguation thoras)

supervivencia del paciente.

22

24

26
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8. PROBLEMATICA

En todo el mundo se utiliza frecuentemente el Paraquat como herbicida (en
México ocupa el segundo lugar en ventas), que al ser ingerido en cualquier
cantidad y concentracion produce toxicidad grave y una alta mortalidad, sin
haberse encontrado un tratamiento eficaz para la recuperacion de los
intoxicados, debido a esto también es utilizado para fines suicidas (6,10).

Se calcula que aproximadamente 8 de cada diez casos son por suicidio, de los
cuales un 81.25% son hombres y 18.75% mujeres, con un rango de edad de 15
a 78 anos. Los casos por accidentes son de aproximadamente 1.5% y suceden
principalmente en nifios, el porcentaje restante corresponde a casos de
homicidio. (6, 8,10)

En los paises en desarrollo o de tercer mundo, los plaguicidas causan
aproximadamente un millon de casos de intoxicacion llegando hasta 20,000
muertes anuales. (8)

En Estado Unidos de Norte América, el Paraquat es usado ampliamente en la
agricultura, y en muy diversos productos, como se muestra en la figura 7.

PARAGQUAT

ESTIMATED ANMRNUAL AGRICULTURAL USE

Averai;e usa of

Active Ingredient
Pounds per soquara mila
of county pear year Crops Total Percem
- Pounds Applled Natlonal Lise
g Mo Estimated Usea com }_ 240,472 % g
scrybeans , 222, 523
< 0.078 cotton 534, 304 15. 00
O o.ors — o.se7 alfal‘f%t;ay Hg 831 2. g
pPaan , 997
[ c.saa - 1.519 sarghum 1D€, 352 2 52
orapas 98, 385 233
[ 1.320 - a.321 almeonds 79, 250 1. 87
_ les 74, 026 1. 75
B >-a322 all eitrus 55, 571 1. 57

Figura 7. Uso de Paraquat en los E. U.
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9. METODOLOGIA

9.1 El problema.

Debido a que el Paraquat es altamente toxico y puede causar la muerte a las
pocas horas de haber sido auto-administrado, ademas de que esta demostrado
que es comunmente ingerido, ya sea por accidente (principalmente nifios al
confundir algin envase) o por suicidio, es necesario contar con un método
rapido y efectivo para determinarlo, y asi utilizar los medios necesarios para su
tratamiento y futura recuperacion.

9.2 Hipdtesis.

Al finalizar esta investigacion se podra decir cual es el método mas eficaz para
determinar el paraquat en personas intoxicadas, Yy en que tipo de fluido
biol6gico es mas conveniente realizar su estudio.

9.3 Objetivos

1. Describir los fundamentos de las técnicas de identificacion.

2. Determinar el método de identificaciébn para el parquat que sea mas
rapido y confiable.

9.4 Tipo de estudio.

El tipo de estudio que se realizo de tipo documental.

15



10. DESCRIPCION DE TECNICAS Y METODOS PARA
DETERMINAR PARAQUAT.

Varios métodos han sido reportados para determinar Paraquat en diversas
matrices como, saliva, orina y plasma sanguineo, estos métodos pudieran ser
colorimétricos, espectrofotométricos, radioinmunoensayo, HPLC.

16



11. TECNICAS Y METODOLOGIAS

11.1. Prueba del Ditionito de sodio.

Esta prueba se realiza en orina ademas de ser facil y rapida de realizar,
teniendo su inconveniente en el limite de deteccion (LD de 0.2ug/ml), ya que
contiene cantidades muy pequefias, ademas de que solo es una técnica
cualitativa.

Consiste en agregar a 5 cc (centimetros cubicos) de orina 0.1 g de
bicarbonato de sodio para alcalinizar la muestra y 0.1 g de ditionito (hidrosulfito
de sodio) recién preparado. Si en la orina hay presencia Paraquat ionico,
aparecera casi de inmediato una coloracién azul cuya intensidad depende de la
concentracion del téxico. Debe de realizarse dentro de las primeras 24 horas
después de la ingesta. (2,16)

11.2 Método para determinar Paraquat en orina utilizando un
Espectrofotometro de UV — Visible

11.2.1. Fundamento del Espectrofotometro de UV — Visible

El espectro Ultravioleta y Visible de las moléculas esta asociado a transiciones
electronicas entre los diferentes niveles energéticos en ciertos grupos o atomos
de la molécula y no caracterizan a la molécula como entidad.

Cuando dos atomos forman un enlace quimico, los orbitales atomicos de cada
uno de ellos se combinan para formar dos orbitales moleculares, uno de baja
energia que es el orbital enlazante y otro de energia mayor, que es el orbital
antienlazante. Los enlaces covalentes que se originan entre los orbitales de
dos atomos que se enlazan quimicamente pueden ser de dos tipos y se
conocen como enlaces gy enlaces .

La absorcion de energia radiante en el Ultravioleta o Visible por los electrones
n, ¢ 6 © resulta en la excitacién de éstos, los cuales pasan a ocupar alguno de
los orbitales antienlazantes. La absorcion de radiacion Ultravioleta o Visible es
capaz de efectuar dichas transiciones.

Mientras mayor sea la energia requerida para una determinada transicion,
menor es la longitud de onda de la radiacidn que debe suministrarse para
conseguir tal fin.

La transicidon n—n+ es la que requiere de menor energia y mayor longitud de
onda.
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La mayoria de las aplicaciones de la espectroscopia de absorcién a
compuestos organicos se basa en transiciones de electrones n 6 1 al estado
excitado n* ya que las energias que se requieren para estos procesos
conducen a picos en una regidn espectral conveniente experimentalmente
(200-700 nm, zona del ultravioleta visible), ambas transiciones requieren la
presencia de un grupo funcional que suministre los orbitales =. Hablando
estrictamente, es a estos centros absorbentes insaturados a los que se les
aplica el término cromaoforo.

Existen ademas los Auxocromos, el cual es un grupo funcional que no absorbe
por si solo en la region del ultravioleta pero tiene en efecto de desplazar los
picos de los cromoforos hacia longitudes de onda largas, ademas de aumentar
su intensidad.

Se utilizan mas frecuentemente los disolventes no polares como los
hidrocarburos, ya que estos no afectan las posiciones de los maximos de

absorbancia. Entre los disolventes comunes para espectroscopia UV se
incluyen el agua, el etanol del 95%, el ciclohexano y el 1,4 dioxano.

Desarrollo del método

Las soluciones estandar se realizaron en una soluciéon saturada de cloruro de
amonio para obtener: 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 ug/ml de lon Paraquat.

Se preparo la solucion reductora, que contenia 1% de ditionito de sodio en 1N
de hidréxido de sodio, y se preparo dentro de las 2 horas previas al tratamiento
de las muestras y estandares.

A las muestras y estandares se les agrego 2ml de una solucion reductora de
ditionito de sodio al 1%.

Se dejaron reposar las muestras por 5 minutos.

La absorbancia fue medida a 369 nm y se utilizaron celdas de cuarzo de 4 cm.

dbsorbonce
Q
o

0 0.25 05 075 # 10
concentration 0! paraquet lon }lg[il

‘Figura 8. Curva de calibracién del Paraquat
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11.3. Método para determinar Paraquat en plasma sanguineo usando
un detector de par de iones.

11.3.1 Fundamento del HPLC

La cromatografia liquidos es un método usado primordialmente para la
separacion de los componentes de una muestra, en el cual estos se

distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria mientras que
la otra es movil.

La cromatografia se basa en las fuerzas de competitividad de ambas
fases, en donde las fuerzas de retencién por la parte de la fase
estacionaria y las de dilucién o elusion por parte de la fase movil;

Dependen de la estructura molecular, resultando que adquieren
magnitudes distintas segun se trate de un soluto u otro, de una fase
estacionaria u otra de una fase movil u otra.

Asi una mezcla de varias sustancias o solutos depositada en la cabeza
de la columna, saldra al final de la misma de modo que cada componente
fluira antes o después que los otros, diferenciandose de ellos.

Se trata de un proceso de migracién diferencial y su consecuencia es la
separacion cromatografica. Si se dispone de un detector a la salida de la
columna, se obtendra informacidn relativa a las cantidades de moléculas
qgue salen de la columna frente al tiempo transcurrido desde la inyeccion.

Cromatogararma de los
esteres ™metilicos de

Naosioc sp.

< | &0

10)9916Q (ap eisendsey

B NS [

" 21 =3

-s
Tiempo [mimn)

Figura 9. Ejemplo de cromatograma
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Desarrollo del método.

En este método se utilizo un estandar interno de “ethyl viologen dibromide”. Y
todos los reactivos que se usaron fueron grado HPLC.

Hay que indicar que al estandar de paraquat se le dio el mismo tratamiento
que a la muestra. (9)

Tratamiento previo de la muestra.

A 1ml de suero se le agregan 10uL de una solucion acuosa de “ethyl viologen
dibromide”, y a esto se le adiciono 1ml de acetona.

La solucion restante se agito en un vortex y luego se coloco 5 min en una
centrifuga a 2500g. El sobrenadante obtenido se filtro con un tamafio de poro
de 0.45um. de aqui tomamos 10ml para introducirlos al equipo HPLC. (9)

Condiciones del equipo HPLC.

Flujo de 1.0ml/min. Para la fase mévil de 0.1% (v/v) de solucion acuosa de
IPCC-MS3/acetonitrilo en proporcion de 92:8

La columna fue Inerstil ODS-3 (4.6mm X150mm, tamafio de particula de 5um)
La temperatura permanecio constante a 40°C.

Se utilizo un detector de arreglo de diodos (SPD-M10A) a una longitud de onda
de UV290nm. (9)

10.0
7.5 Ethyl viologen dibromide
Diquat
5.0 4
Paraquat

M

0 5 10 15 20 25 30

Absorbance in mAU

Retention time (min)

Figura 10. Cromatograma de HPLC para determinar paraquat. (9)
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11.4. Determinacién de Paraquat por Espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protones ("H RMN) en orina

11.4.1. Fundamento de ("H RMN)

La espectroscopia de RMN se puede considerar como la herramienta mas
poderosa de que se dispone para la determinacion de la estructura de los
compuestos organicos. Como la espectroscopia IR, la de RMN permite hacer
uso de muestras en pequefias cantidades (del orden de 10 mg e incluso
cantidades inferiores) sin alterarlas.

El espectro de RMN proporciona una gran cantidad de informacién acerca de
la estructura del compuesto, pudiendo incluso llegar a poder determinar la
estructura de moléculas sencillas tan solo con el analisis del espectro de RMN.
Sin embargo, en la mayoria de los casos para poder determinar la estructura
de una molécula hay que utilizar esta técnica en conjunto con las otras técnicas
espectroscopicas y con el analisis quimico para poder determinar dicha
estructura.

La espectroscopia de RMN se emplea fara estudiar una gran variedad de
nticleos, entre los que se incluyen el *H, °C, "N, "*F y *'P. Como el carbono y
el hidrégeno son los principales componentes de las moléculas organicas, para
los quimicos resultan ser muy utiles. La RMN basa en el protén ('H) y el
isotopo de carbono (°C).

Un nucleo con un numero atdmico impar o con un nhumero de masa impar tiene
un spin nuclear que se puede observar en el espectrometro de RMN. El nucleo
mas simple es el protdn, y su numero atdmico impar, es 1, lo cual indica que
tiene spin.

Cuando se somete el proton al efecto de un campo magnético externo (Ho)
puede suceder que el campo magnético del protdn este alineado con el campo
magnético externo o bien alineado contra el campo magnético externo.

Hg H I
Campo magnético
externo

estado de spin a estado de spin
{menor energia) {mavor energia)

Figura 11. Estados de spin nuclear
Cuando un proton interacciona con un fotén con la energia electromagnética

adecuada, el spin del protdn puede cambiar de estado pasando del estado a al
estado B y viceversa.
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Dicho de otra manera un nucleo que tiene su campo alineado con el campo
externo absorbe la energia necesaria y cambia de estado. Cuando en un
nucleo la combinacion de campo magnético y radiacion electromagnética es la
correcta, se dice que esta en resonancia y su energia de absorcion se
determina en el espectrometro de RMN.

Desde el punto de vista simple, un espectrometro de RMN consta
fundamentalmente de cuatro partes (ver figura 8):

1.

2.

3.

4.

Un potente iman estable y un controlador sensible que nos permite
obtener un campo magnético preciso.

Un transmisor de radio-frecuencia, capaz de emitir las frecuencias que
se requieran.

Un detector que nos permita determina la absorcion de energia por parte
de la muestra.

Un registrador que nos representa graficamente la senal del detector.

Ademas de estos cuatro también consta de:

5.

Un registrador que imprime una grafica de la absorcién (eje Y) como
funcién del campo magnético (eje X). Los valores mayores del campo
magnético se situan hacia la derecha (campos altos), y los valores
menores hacia la izquierda (campos bajos). Los protones mas
protegidos, como los grupos metilo, absorben a campos altos (parte
derecha del espectro), mientras que los protones menos protegidos
presentan absorciones que se desplazan hacia campos bajos (parte
izquierda del espectro).

\ L
AN _,-J\_i

[

H

[ Campo magnetico

Figura 12. Diagrama de un espectrometro de H'RMN
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Desarrollo del método

A un volumen de 0.5ml de orina se le agregaron 50l de ?H,O (deuterada) que
contenian sodio-3-trimethylsilyl-(2,2,3,3-°H4)-1-propionate (TSP), la
concentracion final de TSP fue de 0.193mmol/L.

El equipo usado fue un Espectrometro Brucker AMX400, que operaba con un
campo de fuerza de 9.4 Tesla (4000MHz frecuencia de "H). Todo se mantuvo a
una temperatura de 22° C.

paraguat
2nd]3“aiﬁ“é“ht]
L | LI L l rrrrrrrroTrT I TrrroroTTT I rrrrrrrrioT I IIIIIIIII I lllllllll | T
pRm 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

Figura 13. Espectro a 400MHz para determinacion de paraquat en orina
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12. RESULTADOS

La prueba del Ditionito de sodio es una técnica muy rapida, ya que a la
muestra de orina no hace falta realizarle ningun tratamiento previo, también
resulta en un bajo costo, la desventaja radica en que la técnica por si misma no
Nnos proporciona una concentracion real, ademas de que no es especifica y por
ello puede dar faltos positivos, ademas de tener un limite de deteccion muy
alto, con lo cual no podriamos determinar cantidades muy pequenas.

Método para determinar Paraquat con un Espectrofotometro de UV — Visible,
nos da resultados muy rapidos y tiene la ventaja de que con el se puede
obtener la concentracion de Paraquat en orina, su desventaja radica en que
puede ser alterado muy facilmente por alguna molécula presente en la orina,
por lo tanto no es especifico, y al igual que la técnica anterior tiene un limite de
deteccion muy alto.

El método para HPLC con detector de par de iones, tiene la principal ventaja
de que cuantifica la concentracion presente de paraquat en la muestra, ademas
de que (como toda molécula en HPLC) tiene su tiempo de retencién especifico
(12 minutos) para cada técnica especifica.

La gran desventaja de este método radica en el tiempo, ya que la elaboracion
de soluciones, junto con el tiempo de corrida, nos da aproximadamente de 30
minutos (dependiendo del analista), siendo muy lento para determinaciones en
casos de emergencia.

El método de Espectroscopia de resonancia magnética nuclear en orina tiene
la gran ventaja de que a la muestra no tiene que realizarsele tratamiento previo,
ademas de que se pueden ir monitoreando las funciones de los 6rganos, esto
con la misma muestra, solo basta cambiar la longitud de onda y las moléculas
principales de cada uno como creatinina, glucosa, citrato, lactato, etc. Y con
ello observar si existe un deterioro o una mejoria.

La gran desventaja del método de resonancia magnética nuclear, radica en el
equipo, ya que este es excesivamente caro, ademas de que necesita de
condiciones especificas (temperaturas bajas, sitios sin carga magnética y
alejados de metales, etc.) ademas de utilizar disolventes especificos para que
no interfieran con la lectura del equipo, todo esto nos produce un costo por
mantenimiento muy elevado, por lo cual no resulta muy accesible.
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13. CONCLUSIONES

Dado que el Paraquat es un herbicida muy usado en todo el mundo y tiene un
efecto toxico fulminante, mucha gente lo utiliza como vehiculo suicida, es
necesario contar con un meétodo para su determinacion rapido y efectivo.

En este trabajo abarcamos diferentes técnicas y meétodos para conocer Si
existen trazas de Paraquat o no, en una muestra biolégica, ademas de saber
su concentracion y con ello intentar salvar una vida mediante un tratamiento
mas acertado.

Se analizaron técnicas colorimétricas, de espectroscopia UV-Visible y de
resonancia magnética nuclear, HPLC con detector de par de iones.

Todas estas con sus ventajas y desventajas; la mas eficaz para determinar
Paraquat en muestras biolégicas en un caso de urgencia, seria la técnica de
espectroscopia de UV — visible, dado que es un método muy rapido y si se
cuenta ya con una curva estandar, se podria determinar la concentracién
facilmente. Otra ventaja de este método es el costo, ya que tanto el
mantenimiento como las soluciones que utiliza no son muy costosos en
comparacion con otros equipos.

En caso que solo se contara con una muestra sanguinea, la técnica idonea

seria por HPLC, ya que esta solo necesitaria 5 minutos en una centrifuga para
eliminar las proteinas y se inyecta al equipo.
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