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I  INTRODUCCION:



El paraquat es el herbicida mds importante del
grupo bipiridilo , por ser el mds activo ; es una sal del 1,1'-di
metil-4,4'~bipiridilio , cuyos dtomos de nitrégeno adquieren el
cardcter de amonio cuaternario , es decir catiénico , por lo que
se prepara en forma de sales con diversos aniones , como bromuro,

cloruro , yoduro , metil-sulfato 6 sulfato .

Se describid por primera vez en 1933 por Michae
lis y Hill , quienes descubrieron que estas sales eran capaces de
adicionar un electrdén y producir radicales libres intensamente co
loreados ; por ello la primera aplicacién del paraquat fue como
indicador de 6xido reduccién , con el nombre de metilviolégeno.La
actividad herbicida nb se descubre hasta 1950 , aplicdndose desde
entonces como herbicida , defoliante , desecante no selectivo en
vifias , praderas y semilleras y para el control de plantas acudti

cas .

En 1972 se acepta en ciento treinta paises del
mundo y su produccién aumenta desde nueve mil litros en el perio-
do 1964 -~ 1965 hasta dos millones ochocientos mil litros en 1972~
1973 .

Desde 1966 empieza a recogerse en la literatu-
ra la aparicién de casos de intoxicacidén por paraquat , cuyo meca
nismo fisiopatolégico consiste en la iniciacién de una reaccidén
en cadena de peroxidacién de los 1lfpidos de la membrana celular ,
que conduce , especialmente , a la destruccién progresiva del pa-

rénquima pulmonar .
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Debido a la gravedad de esta intoxicacidén, que
Se presenta con una etiologia de cardcter ocupacional o en inten-
tos de suicidio , hemos intentado contribuir con el presente tra-
bajo a mejorar los procedimientos actuales de diagnéstico analiti
co . Para ello se han estudiado independientemente técnicas de se
paracién de los bipiridilos a partir de muestras biolégicas,y por
otro lado se han ensayado modificaciones a los procedimientos de

identificacién y cuantificacién .



II PARTE TEORICA




IT-1 NATURALEZA QUIMICA DEL PARAQUAT




Estruectura guimica

La férmula empirica del paraquat es 012514N2 ’
de Pm = 186,3 ; es una sal del 1,1' dimetil - 4,4' bipiridilio ,
el anién que forma la sal puede ser : bromuro , cloruro , yoduro,
metil-sulfato § sulfato , pero éstos no influyen en 1la actividad
herbicida ; siendo los més usados

- Dimetil sulfato de 1,1' dimetil -~ 4,4' bipi

ridilio de férmula empfrica 014H20N20882 y Pm = 408,5

o -

2CH,S0,

== Dicloruro de 1,1° dimetil - 4,4‘ bipiridilio

de férmula empfrica 012H14012N2 y Pmn = 256,2

2 Cl




Grupo bipiridilo

El paraquat es el mds destacado de este grupo
de herbicidas porque es el mds activo y el primero que se introdu

jo en la agricultura .

El diquat de férmula qufmica : 1,1' etileno bi
piridilio , tiene unas propiedades muy parecidas al paraquat , pe

ro menos enérgico .

Otro herbicida més reciente es el morfamquat ¢
1,1 bis ( 3 = 5 dimetil morfolino carbonil metil ) 4,4 blpiridi
lio , descrito por Fox y Beech ( 1964 ) .

-0( HC -cu CO- n

O



Nombres comerciales

Entre los méds conocidos podemos citar @

- "Gramoxone W" es un lfquido oscuro al 20% de
paraquat en agua .

~~ "Weedol" es un sélido granulado al 5 % en pa&

raquat .

-= "Préglone” es una solucién al 5 % de para-
quat y al 5 % de diquat .

- "pp 745" compuesto por morfamquat .

Existen tambien otras marcas que son el resul-
tado de la combinacién de estos herbicidas con otras sustancias
qufmicas « A veces contiene tetrahidrotiofeno como agente de aler
ta olfatorio para prevenir la intoxicacién ( KNOWLES y ROBSON ,
1976 ) .



Historia

Se describen por primera vez las sales de 4,4
bipiridilio por Michaelis y Hill ( 1933 ) estudiando el grupo de-

nominado violégenos como indicador redox .

Las propiedades herbicidas se descubren en 1950
por cientificos de Plant Protection Ltd. , empresa subsidiaria del
Imperial Chemical Industries Ltd. ; por esta época recibe el nom=
bre de paraquat , presentdndose ya como el herbicida mds importan

te del grupo bipiridilo y el més efectivo .

Aplicdndose desde entonces como herbicida , de
foliante , desecante no selectivo en vifias , praderas ,*éemille-—

ros y para el control de plantas acudticas .

En 1962 se aplica en el Reino Unido ; en Fran-
cia se comercializa en 1965 ; en 1972 se acepta en ciento treinta

paises del mundo ,

La produccién de sales de paraquat aumenta des
de nueve mil litros en el periodo 1964 - 1965 hasta dos millones
ochocientos mil litros en 1972 - 1973 .
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Dosis usuales

Se han indicado las dosis minimas para que el
paraquat'sea activo , evitando aquellas concentraciones que pue

dan producir una cuantfa elevada de residuos .

Entre las dosis més utilizadas mencionamos
= Como herbicidas total : 1 = 22Kg / ha

-= Como herbicida de preemergencia ¢ 0,5 - 1

Kg / ba

-~ Para el control de plantas acudticas : de
0,4 a 0,8 Kg / >

Se establece oficialmente 0,2 ppm de catidén
como margen de tolerancia para los residuos de los compuestos ca
lificados como desecantes ( ANNON , 1975 ) .
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Obtencidén

El método més directo de obtener el paraquat
es haciendo reaccionar el 4,4' bipiridilo con dimetil sulfato o
cloruro de metilo , obteniéndose metil sulfato o0 cloruro de para-
quat , respectf{vamente , esta reaccién tiene un rendimiento del
90 - 95 % ( FISHBEIN , 1975 ) .

ZC%OSOS

2(cH,0),504 ‘ -

Tambien se obtiene a partir del 1,1' diacetil
4,4' bipiridina en solucién acuosa de NaOH - MeOH que reacciona
con 4,4* bipiridina , Me2804 ¥y cloraformo en reflujo, ﬁroduce un
90 % de paraquat ( DING' , 1972 ) .

Se determina el calor de formacidn a partir de
la energfa de combustién en oxfgeno y de la entalpfa de solucio
nes acuosas de dicloruro de paraquat . El valor de A Hf? es 183,2
¥ 3,7 KJ mol~' para la formacién del catién ( GUNDRY , HARROP ,
HEAD , 1978 ) .

El diquat se produce al reaccionar el 2,2' bi-
piridilo con el dibromuro de etileno en agua , obteniéndose un 95
% de pureza ( FISHBEIN , 1975 ) .
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Propiedades gquimicas

las sales de paraquat puras son un sélido blan
co , eristalino , el material técnico sélo es dtil en solucién
acuosa , es de color pardo rojizo , higroseépico , especialmente
las sales de bis metil sulfato , por ello debe secarse a 110 9C
durante varias horas y se almacena desecado .

Ias sales ni son voldtiles , ni inflamables ,
ni explosivas y funden de 175 a 180 2C , Estas sales son de base
fuerte , por ello son muy solubles en agua , ligera solubilidad
en etanol , metanol , en los alcoholes en general , pero insolu=
bles en disolventes orgdnicos inmiscibles con agua . Son muy es-
tables en medio £eido pero se hidrolizan en medio bdeico . Ata--

can al hierro y al aluminio .

Son amonios cuaternarios que tienen la facul-
tad de formar , al reducirse , unos radicales libres estables ,
que son muy coloreados y permiten su determinacidén ; la toxici—
dad mds espec{fica es debido a estos radicales libres: .

El paraquat presenta las reacciones clédsicas
de los cationes alquil piridilio , tales como oxidacién y ataque

por nucledfilo , algunas veces con apertura de ciclo .

Ias sales en disolucién estén completamente io
nizadas , el anién puede cambiarse por otros aniones mediante las

reacciones inorgénicas usuales 3
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Dicloruroc de Sulfato metil Bis metil sulfato
+ -

- paraquat de plata de paraquat

Y el bis metil sulfato de paraquat con una re-
sina de intercambio anidénico se convierte en dicloruro de para-
quat ( ZWEIG , 1967 ) .

Se degrada por radiacién UV , formando primero
sales de 1 metil 4 carboxi piridilio que por irradiacién poste--
rior forme metil amina ( ZWEIG , 1967 ) .

BENCHENASE , BERNARD y THEOFHANIDES ( 1975 )es
tudian soluciones de paraquat y derivados por espectroscopfa Ra-

man .

Muchos autores han estudiado las reacciones y
productos finales de la formacién de complejos a partir del para-

quat @

-~ Las sales de paraquat con las de clorometa-
latos tales como 3 CeClﬁL ,[CuClz]if y PdCli- forman unas estrue-
turas moleculares cristalinas en las que el catién paraquat es pla
no en los dos casos primeros , pero en el {ltimo los planos de
los grupos N metil piridilio estén inclinados con un 4dngulo de 509

uno con respecto & otro ( PROUT y MURRAY-RUST , 1969 ) .

—~~ MACFARLANE y WILLIAMS ( 1969,) analizan las
estructuras formadas a partir de una serie de sales dicatidnicas,
N,N' dimetil 4,4' bipiridilio , con aniones del %tipo MXE— s cCuan-
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do M puede ser mono , di 6 trivalente y X es cloruro , bromuro ,

yoduro .

-= WHITE ( 1969 ) estudid el compuesto formado

a partir de dicloruro de paraquat con :

- una serie de donadores 1
- una serie de donadores capaces de la par

ticipacién n

Encontré una correlacién lineal entre 1=
frecuencia de banda y la transferencia de carga para los dos ti-
pos de complejos . El caso tipico de le hidroquinona como donador
cambia la entalpfa , entropfa y energia libre en los comple jos,es

tos valores pueden ser determinados .

-- El paraquat y diquat forman complejos de ti
po transferencia de carga con los iones yoduro y ferrocianuro ,
mientras que con el ion ferricianuro forman complejos de tipo con
enlaces de pares iénicos ( HAQUE , COSHOW y JOHNSON , 1969 ) .

— El N,N' dihidro - 4,4' bipiridilio se trata
con dos moles de 7,7,8,8, tetraciano quindimetdn de 1litio(ILiTCNQ )

que por transferencia de carga da una sal .
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Esta transferencia electrénica no se observa con
N,N* dimetil - 4,4' bipiridilio ( REMBAUM , HADECK , YEN 1971 Y .

—— HAQUE y LILLEY ( 1972 ) estudian la forma-
c¢ién de complejos por transferencia de carga entre paraquat y di-
quat y un haluro ( eloruro , bromuro , yoduro ) ; la frecuencia vi
bracional de las bandas depende de la naturaleza del aniénm .

Pero indiscutiblemente la reaccién més impor—-

tante desde el punto de vista toxicolégico es la reduccién :

-— Por reduccién suave , tal como Zn o ditioni
to sédico, se forma un radical iénico azulado al producirse un com
puesto monohidrobipiridflico ( CALDERBANK , 1961 ) .

— Mediante una transferencia electrénica del
radical catidnico paraquat se reduce el radical tert-butoxi , for
méndose el ion tert butdxido ( LEDWITH , HOPKINS , 1971 ) .

-- El dicloruro de paraquat y diquat sufre una
fotorreduccién debido a los radicales catiénicos bipiridilos (BAR
NETT , HOPKINS , LEDWITH , 1973 ) .

—— BROWN , COWLEY y MURPHY ( 1973 ) estudian

la oxidacién dé los alcoholes primarios y secundarios por para-
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qu.at .

-- Se mide por radiolisis la proporecién cons-—
tante de ion paraquat ( 1,1' dimetil - 4,4' bipiridilio ) que se
reduce a radical paraquat ( FARRINGTON , EBERT , LAND , FLETCHER,
1973 ) .

- Se determina la cantidad de radical catiéni

co formada en la fotorreduccién de sales de paraquat,en esta reac

cién se oxida el propan-2-ol ( Me,CHOH ) en medio acuoso en pre

2
sencia de un fotocatalizador como la benzofenona y otras cetonas

( HYDE , LEDWITH , 1974 ) .

~-- BROWN , COWLEY y MURPHY ( 1976 )estudian la
oxidacidn de los alcoholes alifdticos en solucién acuosa de diclo
ruro de paraquat en presencia de irradiacidén con longitud de onda
de 254 nm . Ia proporcién de oxidacidn depende del tipo de al--

cohol

- Los alcoholes de tipo Me(CHz)nQH , siendo
n=13, 15, 19, 23 , son oxidados completamente ,

- El ciclododecanol , hexadecan-2-0l y octa

decan - 2 - 0l son oxidados en um 30 - 70 % .
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- EVANS , DODSON y RESS ( 1976 ) investigan la
reaceién del radical catiénico del paraquat con oxfgeno en metanol
desde temperaturas de 402 a =802 y la reaecién de dicho radical
con ion crémico en metanol desde 02 a 402 , Los datos ESR muestran
que este radical es paramagnético por encima de -20% en metanol ,
pero al disminuir la temperatura aparece una segunda especie para=-

magnética .
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Propiedades edafoldgicas

La utilizacién del paraquat en la agricultura

tiene una serie de ventajas ¢

-= El1 paraquat es muy estable en suelos , Si
adicionamos al suelo soluciones de paraquat con diferentes concen
traciones y condiciones distintas de tratamiento, despues aparece
rd un efecto acumulativo que depende del tipo de suelo ; la mayor
actividad se produce cuahdo el herbicida se administra con 24h de
desecacién ( RADAELLI , MARTELLI , 1969 ) .

—= EI tratamiento herbicida no afecta la con—
centracién de nitrégeno y fésforo #¥til o la proporcién de carbé=
nico ( MATHIUR , BELANGER , KHAN y col. , 1976 ) o

== No producen residuos en uva , no dejan re~
siduos en el suelo despues de cuatro afios de aplicacidén ( ZIVANQ
. VIC ,, 1976 )

— Tiene un gran valor econémico porque evita:
la erosién del suelo ( TEARE , 1976 ) .

Uno de los problemas de los herbicidas es au
adsorcibén y desorcidén en los suelos,que en el caso del paraquat

Se ha estudiado ampliamente .

—-- KHAN ( 1974 ) investiiga la variacidén de ad
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sorcién del catidén paraquat o diquat por distintas sales de 4ci-
do hfimica , dependiendo de los cationes que forman las sales,. el
aumento de adsorcién sigue la secuencia & ntr< pt<<on®t <
< Mt <m®r<< co?tw < mF<<ca®'— m Y

=— JUO y OGINNI ( 1978 ) analizan seis tipos
de suelos , concluyendo que las tierras ricas en 6xido de hierro
derivadas de basaltos , adsorben mds que el suelo de dcido fmer-—
te: derivado de rocas sedimentarias ; se recupera del 40 al 7T0%
mediante 12 extracciones sucesivas con solucién diluida de cloru

ro cdlcico .

- Segfn SMITH y MAYFIEID ( 1978 ) la extrac-
cién depende de la capacidad de adsorcién del suelo y de las con
centraciones del catién . La adsorcién en suelos no se afecta por
el pH , pero si por la porosidad , contenido de humedad , tiempo
y capacidad de adsorcién del suelo; el herbicida se desplaza por
concentraciones altas de cationes ¢ NHZ:” K*", Haf"y ca’ . EL pz
raquat no se degrada quimicamente o microbioldgicamente en sueme

log durante periodos de incubaciém de 16 dfas a 252C ,

-— KARICKHOFF y BROWN ( 1978 ) indican un nue
vo factor que influye en la adsorcidn : el tamafio de partfcula ;
aunque el tamafio sea homogénec en suelos puros como hectorita y
montmorillonita el paraquat no debe distribuirse mniformemente: .
La méxima concentracién es con un tamafio medio de 0,065 - 0,44yum

y/ disminuye uniformemente en particulas grandes y pequefias .

Se han realizado numerosos ensayos de la acti
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vidad y adsorcién de estos herbicidas en distintos tipos de suee
los

~— HAQUE , LILLEY y COSHOW (1970) demuestran
que 1la adsorcién del paraquat y diquat en la Superficie de 1la
montmorillonita es debida a la formacién de complejoa . El espec
tro UV de paraquat tiene un pico a 258 mp y el de diquat tiene
dos picos a 309 y 318 ma al adicionar montmorillonita se produ
ce un cambio de 20 ma en el primero y de 10 ma en el segundo .

-- Esta fuerte adsorcidn es tambien verifica-
da por MITHYANTHA y col. ( 1974 ) al comprobar que el paraquat y
la montmorillonita se han unido y no puede ser extraido con s@--

les de cloruro amdénico .

-~ MITHYANTHA y PEKUR ( 1975 ) comparan va——
rios tipos de suelos , demostrando que la capacidad de adsorcidén
del suelo negro es diez veces mayor que la del suelo rojoj;los mi
nerales en las arcillas de los suelos negros son principalmeate
montmorillonita , mientras que el complejo de arcilla de los sue
los rojos y ferruginosos es dominado por minerales de caolinita.
Por tanto la capacidad de desactivacidn es : suelo negre:>rojo:>

> ferruginoso .

-- Estudios dfrigidos por RADAELLI y MARTELLI
( 1971 ) comprobaron que en ausencia de suelo 5 ppm de paraquat
en semilla inhiben la germinacién , pero 450 mg de paraquat/100g
de suelo producen poeca inhibicién ; debido a la desactivacidén es

tos mismos ensayos en suelos de ilita - momtmorillonita permiten
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un mayor porcentaje de germinacién .

—- La adsorcién del paraquat y del diquat por
muestras de sales de sodio producen cambios de entalpfa a 252C
que difieren de los producidos por muestras de montmorillonita o
vermiculita ( HAYES , PICK , STACEY y TOMS , 1973 ) .

—- BURDON , HAYES y PICK ( 1977 ) estudian la
distribucién de carga en los cationes de paraquat y diquat , las
cargas se distribuyen alrededor de las moléculas siendo mayores
en la posicidén orto ; los procesos de transferencias de carga se
relacionan con la adsorcién en montmorillonita y vermiculita se-

ca .

En los suelos orgédnicos varfa mucho la activi
dad de los herbicidas :

-~ El paraquat y diquat persisten més en sue-
los con alto contenido en materia orgdnica que en suelos arcillp
808 0 arenosos , ambos herbicidas tienen el mismo efecto fitoté-
xico ( STECKO y AKERBLOM , 1976 ) .

— Segln STECKO y SVENSSON (1976) la fitotoxi
cidad depende del tipo de suelo : suelos orgénicos =suelos are-

nosos = suelos de arcillas y disminuye con el espesor del suelo,

-~ Si el paraquat se aplica a suelos orgdni--
cos de un 83 a un 6 % de la cantidad inicial permanece a los cua

tro meses , recuperdndose aproximadamente un 50 % a los 15 meses.
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Los residuos son muy pequefios ; si el tratamiento es de 2,24 Kg
por ha , en cebolla se pueden encontrar 0,001 ppm y en lechuga
0,011 ppm ( KHAN y col, , 1976 ) .



II-2 TOXICIDAD
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Los efectos del paraquat se manifiestan tanto
en hombres como en animales y en plantas ; é€stos se han estudiado

y debatido ampliamente .

Este herbicida es muy téxico , pero no estd
clasificado entre los compuestos de mayor toxicidad , aunque el
desarrollo de la intoxicacién finaliza frecuentemente con la
muerte ; ello es debido a que la dosis aguda es de efecto tardig
porque el pardmetro tiempo influye en el mecanismo de accién .

Para descubrir una terapedtica adecuada se ob
servan los procesos de la intoxicacién en el hombre , para cono-
cer el mecanismo de accidn se investiga la intoxicacidén experi-—-
mental en animales , para argumentar y concretar los conocimien-
tos se fracciona el andlisis en plantas . Por estas razones tra-

zamos el siguiente esquemsa 3
-- Toxicidad en plantas .
-= Toxicidad en animales .

-- Poxicidad en hombres .,
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Toxicidad en plantas

NEUVILLE , DASTE y IONG~CHAMP en 1974 ensaya-
ron ocho pesticidas , siendo el paraquat y la atrazina los de ma

yor toxicidad ,

El mecanismo de toxicidad del paraquat ha si-

do muy estudiado debido al interds que presenta

- En la reduccidén de los herbicidas por el fo
tosistema I, el catidn pasa al estado de radical libre , este es
reoxidado por el oxigeno molecular dando lugar al radical superd
xido y al peréxido de hidrégeno que son enormemente téxicos (BAL
DWIN , DODGE , HARRIS , 1968 ; BESCOL-LIVERSAC , PAQUELIM , GI--
LLAUM , 1975 ) .

- Disminuye la relacién clorofila a/b , inhi-
biéndose el fotosistema II antes que el fotosistema I donde se
produce una ruptura del flujo electrdénico del aceptor primas-
rio de electrones ( BALDWIN , DODGE , HARRIS , 1968 ;ZWEIG,1969;
KRIEGER , LEE , BLACK , FUKUTO , 1973 ) .

- BALDWIN , DODGE , HARRIS ( 1968 ) demues —-
tran la oxidacién de los li{pidos insaturados en las células ; el
radical superéxido formado inicia la peroxidacidén de los lipidos
insaturados de la membrana produciendo la ruptura ( FARRINGTON ,
1971 - 1976 )

- KRIEGER , LEE , BLACK , FUKUTO ( 1973 ) com
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prueban que los herbicidas estimulan el NADP oxidasa microsomal
y confirman la formacidén de los radicales libres del paraquat ¥y
diquat en condiciones anaerébicas , pero FISHER y GARY en 1976
afirman que el paraquat requiere la presencia del oxigeno en las

plantas verdes y bacterias para ser activo .

VAN RENSEN (1975 ) estudia la influencia de de
terminados compuestos en la actividad del diquat : Los antioxidan
tes quimicos como butilato hidroxitolueno no afectan la peroxida-

¢ién lipfdica ni los niveles de clorofila .

En 1977 VANSTONE y STOBBE comprueban que aumen
ta la conductividad eléctrica en plantas pulverizadas con pars =-—

q_uat .
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Toxicidad en animales

A INVERTEBRADOS
A-1 Artrépodos-Clase Crustdceos - Subclase Malacostrdceos - Orden

Anffpodos .

Aplicando 2 ppm de paraquat , tres veces en 30
minutos , el nimero de anf{podos se reduce un 5 % ( BURNET ,1972)

Los anffpodos en un medio de 0,1 ppm de diclo

ruro de paraquat , despues de diez horas , un 70 % acumulan una
doeis letal de paraquat ( HUNT , 1974 ) .

A-2 Artrdépodos - Clase Insectos

MOFPETT , MORTON y MAC DONALD en 1972 demostra
ron que la adicién de paraquat en la miel de abeja es muy téxica

para los insectos .

Después de 12 h de tratamiento con una mezcla
de diquat - endotal en un pantano , de diquat hay 0,03 ppm en la
profundidad y 73 ppm en la superficie ., Este tratamiento no cau-
sa directamente un perjuicio en la poblacién invertebrada ( BE—-
RRY , SCHRECK , VAN HORN , 1975 ) .
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Los insectos acudticos son més sensibles al di
quat adicionado con cobre que los peces ( YEV , DECHORETZ , 1977)

B VERTEBRADOS
B=1 Clase Peces

NIEHUSS y BOERNER ( 1971 ) expusieron el Le-—-
bister reticulatus a la accién de varios herbicidas : dalapon |,

diuron , paraquat , durante periodos de tiempo variables ; ningu
no resulté téxico .

Sin embargo , ensayos con : Tinca tinca , Ca-

rassius carassius y Cobitis taenia , en medios con 250 ppm de pa

raquat , muestran lesiones localizadas especialmente en la piel
( MUSCARELLA y GALOFARO , 1973 ) .

KRIEGER y LEE ( 1973 ) sugieren como mecanisi
mo de toxicidad , para el diquat y otros dipiridilios , una rup-

tura del transporte electrdnico a nivel microsomal .

El paraquat una vez absorbido por el organiss
mo se acumula en los tejidos de los peces (SHAW , HOFKE , 1975).

La adicién de cobre en las fédrmulas herbicidas
influye en la actividad
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-- Para la especie Poecilia mexicana la CL

50
de paraquat es 12,53 ppm y la de sulfato de cobre - paraquat en

la proporcién 4 : 1 es 1,32 ppm ( SUN y GORMAN , 1973 ) .

- Empleando concentraciones de diquat superio
res a las usadas para el control de algas y con adicién de cobre
no hay alteracién en una poblacidén de truchas , pero no se pue=—
den exponer muchas horas a estas concentraciones ( YEV y DECHO=—
RETZ , 1977 ) ,

B-2 Clase Anfibios

Después de una aplicacién de diquat en el cam
po 4 COOKE ( 1977 ) estudié los efectos en rana ( Rans tempora-
ria ) , sapo ( Bufa bufo ) , renacuajo y tritén ( Triturus vulga

ris ) observando algunas modificaciones .

El paraquat altera el modelo de las proteinas

electroforéticas tanto en renacuajos ( Rana temporaria ) como en

adultos . Concentraciones de 1 , 10 y 100 ppm producen un 100 %
de mortalidad en renacuajos al cabo de 6,5 , 5y 4 dfas respecti
vamente ( PAULOV , 1977 ) .
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B~3 Clase Aves

DUNACHIE y FLETCHER ( 1970 ) observan la toxi
cidad de veinticinco herbicidas , resultando el dicloruro de pa-

raquat el més téxico .

La DL50 de paraquat en gallina es 260 mg / Kg
por via oral ( GAGE , 1969 ) ; en pavos es 100 mg / Kg por via i,
Pe » 20 mg / Kg por via i.ve , 290 mg / Kg por via oral y 500 mg

/ Kg en aplicacién dérmica ( SMALLEY , 1973 ) .

SMALLEY ( 1973 ) sefiala algunos sfitomas de la

intoxicacién de paraquat en pavos @

~El herbicida administrado por via oral produ

ce : diarrea fétida , somnolencia , anorexia y gastroenteritis .

-La aplicacién dérmica causa : enflaquecimien

to 4 ampollas y agrietamientos en la piel .

Tratando los embriones de pollo y codorniz de

ambos sexos con paraquat , OSTERTAG y HENOU ( 1974 ) observaron:
~Una disminucidén de gonocitos.
~Una seudofeminizacién en los machos al inhi-

birse la regresidén del conducto de Miller y alterdndose especifi

camente las génadas , dependiendo de la especie .
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-En las hembras , una alteracién en la estruc

tura de los ovarios y malformacién en el conducto de Muller .

En 1975 , OSTERTAG y HENOU siguen el mismo tra
bajo y analizan los efectos pulmonares observando que no se produ
cen las funciones alveolares , el mesénquima no retrocede y la zo

na subepitelial conjuntiva ( sic ) se espesa .

VERNE y col. ( 1975 ) estudian un cultivo de
hepatocitos de embridn de pollo al adicionar 100 ¥ paraquat/2ml ,
disminuye el fndice mitético desde 40 / 1000 a 20 / 1000 y dismi-

nuye la actividad enzimdtica de los lisosomas .

El diquat tiene efectos similares pero menos
potentes , LEAHEY , HEMINGWAY (1975) administran en gallinas do-
sis repetidas de 4 - 5 ug de diquat / g , se elimina un 70 - 80%
por heces , 4 h después de la dltima dosis se acumula en : pul--

mén , rifién , hfgado , misculo de la pechuga , grasa y sangre.

B~4 Clase Mamiferos
B-4.1 Subclase Placentarios
B=4.1¢1e Orden Artioddctilos-Suborden Rumiantes

VERMA y BAHGA ( 1976 ) administraron a Dbifalos
por via oral una dosis de 100 mg de paraquat / Kg , al cabo de 6 h

observaron
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Respiracién alterada , latidos del corazdn dé-
biles e irregulares , panza hinchada , éstasis de sus funciones ,
somnolencia , depresién , marcha tambaleante, incordinacién, gra=-
ve debilidad muscular , postracién , convulsiones , coma y muer——
te .. Aumenta la actividad del glutdmico-oxalacético-transaminasa
¥y glutdmico-pirdvico-transaminasa ; disminuye la fosfatasa aleali
na en suero y la glucosa en sangre ; aumenta el valor de leucoci-
tos totales , de eritrocitos totales y de hemoglobina .

Los bifalos se trataron con glucosa: salina y
sulfato de atropina , esta terapedtica aumenta el periodo de sus—

pervivencia. , pero los animales mueren: .

| La intoxicacidén de diquat en los rumiantes pre
senta unos sintomas parecidos (CLARK y HURST, 1970; SCHULZ, KIRCH
NER , MUBLLER y ROTHE , 1976) .

B~4,1+2 Orden Roedores

DEMIDENKO (1972) compara diversas factores
en rata ,, de siete desecantes y defoliantes ¢ Dbﬁcoral » DLSO por
aplicacién dérmica , acumulacién , localizacién de la lesidén y do

sis méxima permitida , demostrando que el paraquat y el pentaclo~—
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rofenol son los mds téxicos .

La DL50 varfa dependiendo de la via de adminis
tracidén , de la especie animal tratada y del autor ; las diferen
cias suelen ser grandes , incluso algunos investigadores ( SHARP

y col. , 1972 ) expresan la DL_,. con amplios mdrgenes; exponemos

50
como ejemplos 3

El valor de este factor en ratas por via oral
seglin los diferentes autores es : 157 mg de paraquat / Kg ( JEN-
NINGS , 1967 ) ; 80 mg / Kg ( BAINOVA , 1969 ; BAINOVA y VULCHE-
VA , 1974 )} para rata adulta hembra 106 mg / Kg y para macho 110
mg / Kg ( KIMBROUGH y GAINER , 1970 ) ; 126 mg / Kg (MURRAY y GIB
SON , 1972 ) 60 - 180 mg / Kg ( SHARP y col. , 1972 ) ; 150 mg /
Kg ( MEHANI , 1972 ) .

En las mismas condiciones, los valores con di
quat aumentan considerablemente : 400 - 450 mg / Kg ( JENNINGS ,
1967 ) ; 130 mg / Kg (BAINOVA , 1969 ; BAINOVA y VULCHEVA ,1974)
281,9 mg / Kg ( PUSHKAR , 1969 ) ; 231 mg / Kg ( CLARK y HURST ,
1970 ) .

Los valores de CLSO por inhalacién en ratas
son : 10 mg Gramoxone / > y 83 mg Reglone / n (BAINOVA , 1974)

En ratones , por i.v. la DLSO es 16 - 225 mg
de paraquat / Kg ( SHARP y col. , 1972 ) ; por via i.p. es 20mg
de paraquat / Kg ( ROSE y col. , 1974 ) ; 30 mg / Kg (CAGEN y GIB
SON , 1977 ) .
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En conejillos de india por via oral es 30 mg
paraquat / Kg ( GAGE , 1969 ) ; 22 mg paraquat / Kg (MURRAY, GIB
SON:, 1972 ) ; 100 mg diquat / kg ( CLARK y HURST , 1970 ) .

Em conejos , si la administracién es oral, Ia

DLy, e= 50 ng paraquat / Kg ( MEHANT , 1972 ) 3 101 mg diquat/Ke
( CLARK y HURST , 1970 ) .

b Awmsorcién

El paraquat no es voldtil , se absorbe , len—
tamente ,, una cantidad mfnima por la piel (| GAGE , 1969 ) .

Si la administracién es oral se absorbe esca-
samente por el intestino ( GAGE , 1969 ) ; la absorcién se loca-
liza en el tracto gastrointestinal ( MURRAY y GIBSON, 1974; LIF-
CHFIEID , DANIEL , LONGSHAW , 1973 )

BURTON , GARDINER y SCHANKER en 1974 empleam
para la administracién del diquat un catéter con ajuste pexrfecto
a una cédnula traqueal y comprueban que para la absorcién del 50%
en pulmones de ratas se necesitan 51 minutos .

¢ Distribucién

Tanto si la absorcién es por via imdirecta co

mo por wia directa los herbicidas pasan a la sangre y se distri-
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buyen en el organismo ,

LITCHFIELD , DANIEL y LONSHAW ( 1973 ) inves
tigaron la distribucién en los tejidos de ratas y ratones des-
pu€s de la inyeccidén i.v. , tanto el paraquat como el diquat son
rdpidamente distribuidos por los tejidos , excepto en el cerebro

y médula espinal .

SHARP , OTTOLENGHI y POSNER ( 1972 ) aseguren
que la mayor concentracién se encuentra en pulmén .

Mientras que LITCHFIELD , DANIEL y LONGSHAW ,
(1973) 1o localizan preferentemente en higado y cartflagos , el
paraquat es selectivamente retenido en pulmén y misculo esquelé-
tico desde donde se excreta lentamente , mientras que el diquat

se elimina répidamente .

El diquat y el morfamquat se mide en homégeqi
zados de visceras de ratas tratadas, la acumulacién en orden de-
crecente es : higado > pulmén > rifién ( BAIDWIN , PASTI , MAC GRE
GOR , HINE , 1975 ) .

Media hora despu€s de la administracién por
via oral de paraquat en ratas y conejillo de indias se obtienen
valores altos en suero , méds tarde la concentracidén de paraquat

en suero disminuye vertiginosamente ( MURRAY y GIBSON , 1974 ).

Durante las primeras treinta horas la concen
tracién de paraquat en el pulmén sube progresivamente ( SMITH ,
WRIGHT , WYATT y ROSE , 1974 ; SMITH , WYATT , ROSE , 1978 ) .
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ROSE , LOCK , SMITH y WYATT ( 1976 ) estudian
in vitro la acumulacidén en tejidos de ratas , el pulmén expuesto
més de 2 h a una concentracién de 10-6M acumula una concentracién
de paraquat 10 veces superior a la del medio , en cerebro se lle
ga a una concentracifn doble . Esta misma experiencia con diquat

no es significativa .

Segin los estudios de ROSE , SMITH y WYATT |,
( 1974 ) la acumulacién de paraquat en pulmén depende de la ener
gla , ya que los inhibidores metabdlicos tales como iodoacetato
y KCN impiden la acumulacién de paraquat , igual sucede al adi
cionar un inhibidor de la respiracién mitocondrial como es la ro

tenena .

La acumulacién en pulmén de rata tambien se
inhibe cuando en el plasma existen sustancias como : noradrenali
na , 5 hidroxitriptamina oxalato , clorhidrato de betazol (LOCK,
SMITH y ROSE , 1976 ) .

El paraquat se acumula en la melanina de los
tejidos ( OSKARSSON , TJALVE , 1976 )

LARSSON , OSKARSSON , TJALVE ( 1977 ) estudis
ron este acimulo en la melanina tanto in vivo como in vitro ;los
experimentos demuestran que la asimilacién es inhibida por Nat y

+ . .
K as{ como por cationes divalentes .
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d Metabolismo

SHARP , OTTOLENGHI y POSNER ( 1972 ) exponen
que el periodo de desintegracién inicial de paraquat en plasma y

en tejide es de 20 - 30 minutos y en el misculo es de 4 - 5 dias.

Después de la administracién de paraquat por
via parenteral , LIFCHFIELD , DANIEL , LONGSHAW ( 1973 ) demos~—-

traron que el herbicida no se habia metabolizado .

En 1973 HUGHES , MILLBURN y WILLIAMS observa-
ron que el paraquat y el morfamquat se excretaba sin alteracién
en bilis y orina , mientras que el diquat fue metabolizado sélo

en el conejo .

Si administramos paraquat en ratas por via oral
no se detectan metabolitos en la orina ( MURRAY y GIBSON, 1974 ).

e Eliminacién

Despues de la administracién oral , del 6 al
22 4 de paraquat se elimina por orina ( DANIEL y GAGE , 1966; GA
GE , 1969 ; DE LAVAUR y col. , 1973 ; HUGHES , MILLBURN y WILLI-
AMS , 1973 ; LIFCHFIELD , DANIEL , LONGSHAW , 1973 ) .

Pero si la administracidén es s.c. se elimina
un 96 % ( DANIEL y GAGE , 1966 ).
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La excrecién renal va acompafiada de una excre
cién por el tubo digestivo , se elimina un 9,6 % de paraquat en
las heces y un 5,5 % de diquat durante cuatro dfas ( LIFCHFIELD,
DANIEL , LONGSHAW , 1973 ) .

Iratando ratas y conejillos de india con parz
quat por via oral se elimina un 17 % en heces y un 14 % en orina
( MURRAY , GIBSON , 1974 ) .

En rata , conejillo de india , conejo ,el gra
do de excrecién biliar de paraquat , diquat y morfamquat es menor
de un 10 % ( HUGHES , MILLBURN y WILLIAMS , 1973 ) .

f Aparato respiratorio

El paraquat y el diquat difieren en los efec-
tos pulmonares ( SHARP , OTTOLENGHI y POSNER , 1972 ) .

"El cardcter més tf{pico de la intoxicacién se
repite aunque varfe la via de administracién . Se altera el pa-
rénquima pulmonar , esto se manifiesta por adenomatosis después
de la administracidén de diquat y por proliferacién papilomatosa
del epitelio bronquial después de la administracién de paraquat
( BAINOVA , 1969 ) .

El pulmén de conejo es muy sensible al para-
quat administrado por via intrabronquial , moderadamente sensi-
ble si es i.v. y algo més resistente si es i.p. 6 s.c. j la le-

sidn pulmonar consiste en hemorragia focal , congestién de ma-—-—
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créfagos en capilares intraalveolar y moderado espesamiento del
séptum alveolar ( ZAVALA , RHODES , 1978 ) ,

En fatas hembras se inyectan 35 mg / Kg por
via s.c. , de 12 a 24 K después aparecen signos de deficiencia
respiratoria , con un aumento proporcional de ventilacién por es
pasmos de los misculos intercostales y atelectasia pulmonar ( RO
BERTSON , ENHORNING , IVEMARK , MALMQUIST , MODEE , 1970; CEGLA,
KROIDL , KRONBERGER , WEBER , 1975 ) .

Administrando paraquat por via i.p. produce
congestion broncopulmonar ( CAMBAR , AVIADO , 1970 ) .

La lesidn pulmonar se desarrolla en 4 dfas |,
consiste en colapso alveolar , alteracién de la membrana hialina
o inflamacidén intersticial ( GAGE , 1969 ; ROBERTSON' ,ENHORNING,
IVEMARK , MAIMQUIST , MODEE , 1970 - 1971 ; THURBECK y THURLBECK
1976 ; GREENBERG y EISENBERG , 1977 )

Tambien se produce hiperpnea , disnea , hipo-
xia ( ROBERTSON , ENHORNING ; IVEMARK , MAILMQUIST , MODEE ,1970;
NURRAY y GIBSON , 1972 ; VIZEK , MOLUSA , PALECER , 1975 ;RHODES,
ZAVALA , BROWN , 1976 ) y lesioh alveolar con sustancia osmof{li
ca ( KIMBROUGH y LINDER , 1973 ) .

A pesar de que disminuye el peso corpbral un
5% s €1 peso pulmonar aumenta més de un 7 % (FISHER , CLEMENTS,
WRIGHT , 1973 ; FISHER , CLEMENTS , TIERNEY , WRIGHT , 1975 ) .

El estudio del tejido pulmonar con microsco—-
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pfa electrédnica , después de una dosis oral , indica que el pri-
mer cambio discernible es el edema pulmonar ( KIMBROUGH y GAINES
1970 ) .

Estudios miecroscédpicos muestran una hemorra—
gia intraalveolar de tipo petequias , edema , fibrosis extensiva
y alteraciones en el epitelio ( KIMBROUGH y GAINES , 1970 ; BUT-
LER , 1975 ; PISHER , CLEMENTS , TIERNEY , WRIGHT , 1975 ; TSUNE
NARI , MUTO , INOVE , ZUGITA , KANDA , 1975 ; GREENBERG , BEISEN-
BERG , 1977 ) .

Después de una inyeccién i.p. en ratas , los
estudios microscédpicos indican una sintomatologfa similar con con
gestion sy exudados alveolares , infiltrado en los intersticios in
flamados ( VIJEYARATMAN y CORRIN , 1971 ; WITSCHI , KACEW , 1974;
MEERBACH y GRAEBNER , 1978 ) .

MEHANI ( 1972 ) compara la intoxicacién de pa
raquat en ratas y conejos , el herbicida implica trastornos en la
funcién pulmonar de ratas pero esta alteracién no se produce o es

muy moderada en conejos .

SMITH , HEATH y KAY ( 1974 ) observan que en
Yatas , pero no en conejillos de indias , la infiltracién va a
dar lugar a una fibrosis intraalveolar que progresa en los inters
ticios inflamados ; la fibrosis alveolar en ratas sélo se encuen
tra en estado crénico , en ella los macréfagos estdn alterados y

tienen un epitelio conbinuo de neumocitos granulares .

Ia mitosis es evidente en las células inters=



ticiales y cuboideas de los alveolos , los cambios degenerativos

del epitelio alveolar progresan en tres dfas a necrosis completa,
la alteracidén de los capilares es menos importante , la reaccién

inflamatoria produce diferencia del tejido conectivo que por pro

liferacién y maduracidn contribuyen a las alteraciones alveolares
( VIJEYARATNAN y CORRIN , 1971 ;'BROOKS y 1971 ) .

BOJAN , HAGY , HERMAN ( 1978 ) administraron
en ratones por via i.p. 100 mg butilato hidroxitoluenoc / Kg y 20
mg de paraquat / Kg, comprobando un aumento en el efecto carcino
genético del uretano al aumentar la actividad mitética de las cé

lulas alveolares tipo II .

BROOKS ( 1971 ) estudia la alteracién en 1las
células endoteliares y en la 14mina basal . Se produce lesién en
los neumocitos de tipo I y II ( ROUJEAU ; NOGUES , LECRERC,1974;
NEORAL , DUSEK , SMYSL , 1977 ) .

Se forman pequefios agregados de eritrocitos y
Plaquetas en venas y capilares , exudacién en los espacios alveo
lares , alveolos y lédmina bronquial , los macréfagos y neutrdéfis
los invaden los tabiques alveolares asi como los espacios alveo-
lares (BROOKS , 1971 ; WISTSCHI y KACEW , 1974 ; SMITH , HEATH y
KAY , 1974 ; SMITH y ROSE , 1977 ; SYKES , PURCHASE , SMITH,1977)

STYLES ( 1974 ) compueba que el paraquat y el
diquat , en un cultivo de tejidos , ejercen efectos téxicos irre

Versibles similares en macréfagos alveolares y peritoneales .

Aumenta el niimero de fibroblastos en el tabi-
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que alveolar y en el infiltrado exudativo del hinchazén alveolar
(BROOKS , 1971 ; STYLES , 1974 ) .

Estas alteraciones no se dan simultdneas :

MODEE , IVEMARK ¥ ROBERTSON ( 1972 ) comproba
ron que al inyectar paraquat por via s.c. a las 12-18h en la pa-
red alveolar habfa una obstruccién capilar y edema intersticial,
despues de 24 h se produce una degeneracién mitocondrial y vacuo
lizacién citoplasmética en neumocitos granulares , neumocitos mem
branosos y células endoteliares de los capilares ; pasadas 48 h
aparece una descamacién y necrosis de las células epiteliares al

Veolares .

MEERBACH y GRAEBNER 4 1978 ) observan que al
Producirse la infiltracién inflamatoria inicialmente dominan los
granulocitos , después de 8 h hay elementos linfoides e histioci

tos .

GARDINER y SCHANKER ( 1976 ) estudiaron la ab
sorcién de diversos compuestos en pulmones de rata in vivo antes
y despues de la administracién oral de 250 mg de paraquat , Ob—=
servando que aparentemente aumenta la porosidad del epitelio pul

monar en los pulmones dafiados .

A las 12 h de la intoxicacién el revestimienw
to de la capa alveolar se contamina con deshechos celulares de la
desintegracién del epitelio alveolar ; esto es consecuencia de la
inactivacién del sistema surfactante pulmonar ( ROBERTSON, ENHOR
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NING , IVEMARK , MAIMQUIST , MODEE , 1971 ; ROBERTSON , GROSS—-
MANN , IVEMARK , 1976 ) .

En la intoxicacidn hay alteraciones bioguimi-

cas pero eéstas no indican la gravedad de la lesién pulmonar .

Hay un desorden del sistema surfactante de los
pulmones , causado por la fosfolipasas liberadas y por la dismi-
nucidn de la sfntesis de surfactante . Los resultados indican que
el paraquat interfiere en el metabolismo de la lecitina del siste
ma surfactante ( ROBERTSON , ENHONING , IVENARK ; MAIMQUIST , MO
DEE , 1970 ; MAIMQUIST , GROSSMANN , IVEMARK , ROBERTSON , 1973;
ROBERTSON , ENHORNING , IVEMARK , MAILMQUIST , MODEE , 1971; MEER
BACH , GRAEBNER , 1978 ) .

El paraquat puede producir un gran aumento del
deido araquidénico y un pequefio incremento en la fraccidn éster
del colesterol , pero no varfa la fraccién fosfolip{dica ( FLET=-
CHER y WYATT , 1970 ) .

Disminuye la actividad de arilhidrocarburo-hi
droxilasa y monoamino-oxidasa , en cambio casi no varfa la utili
zacién de glucosa , la biosintesis de macromoléculas y la activi
dad de los enzimas ( WITSCHI y KACEW , 1974 ) .

14

Tejidos aislados muestran un aumento en 002

formado desde [11461 glucosa , pero no desde [614 d] glucosa, su

giriendo un aumento de la utilizacién de la via de la pentosa fosg
fato por oxidacidén de la glucosa [114 C] acetato ( FISHER , CLE-
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MENTS , TIERNEY , WRIGHT , 1975 ) . La actividad de la via de la
pentosa fosfato en ratas con diquat es mayor que la producida
con paraquat ( ROSE , SMITH y WYATT , 1976 ) .

Se observan continuos aumentos en el coldgeno
del tejido conectivo (KIMEROUGH y GAINE , 1970 ; CEGLA , KROIDL,
KRONBERGER , WEBER , 1975 ; GREEMBERG , REISER , LAST , 1978 ).

HOLLINGER , FUCKERMANN y GIRI ( 1978 ) ensaya
ron con distintas dosis de paraquat : Una dosis de 35 mg /Kg pro
duce un aumento transitorio de la sfntesis de coldgeno en los pri
meros dfas , al cabo de 18 dfas se acumula un 9 % de coldgeno .,
Pres inyecciones de 25 mg / Kg produce un 31 % en pulmén al 24 ©
afa .,

Dosis altas de paraquat produce un aumento de
prolil-hidroxilasa , a los 212 dfa el coldgeno total aumenta y la

1a
prolil-hidroxilasa vuelve normalidad ( HOLLINGER y CHVAPIL,1977).

THOMPSON , PATRICK ( 1978 ) miden la activie
dad de la coldgeno-prolil-hidroxilasa en varias visceras de rata
despu€s de una dosis letal de paraquat , el nivel del enzima en

pulmén se eleva 5 veces .

La incorporacién de I~leucina en la proteina
aumenta , as{ como la sintesis de proteinas , en cambio la bio=-
sintesis de DNA y RNA disminuyen significativamente (VAN OSTEN y
GIBSON , 1975 ; HOLLINGER y GIRI , 1978 ) .

La inhibicién del sistema enzimdtico desatura
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sa de dcido graso pulmonar puede explicar los efectos anoréxicos
( MONTGOMERY , 1976 ) .

Ia incorporacién de timidina en DNA pulmonar
disminuye significativamente tanto con paraquat como con diquat,
pero se eleva mds tarde en las ratas que han recibido paraquat
( SMITH y ROSE , 1977 )

WITSCHI , KACEW , HIRAI , COTE ( 1977 ) inyec:
tan en ratas por vfa i.p. paraquat , e€ste implica una disminucién
del cociente NADPH / NADP en pulmén .

Se alteran los valores de superdxido - dismu-
tasa y catalasa ( MONTGOMERY , 1977 3 REDDY , LITOV y OMAYEA977)
observan que la inyeccidn i.p. de paraquat produce un aumento de
superéxido-dismutasa ( 82 4 ) , glutation-peroxidasa ( 32,8 % ),
Y glutatidn-reductasa ( 36 4 ) en los pulmones de ratas .

SCIPENFELD , WYCOFF , ZAVALA y RICHERSON(1978)
trabajaron con conejos expuestos a distintas dosis de paraquat ,
advirtieron una disminucién significativa de la tensién de ox{-—-
geno arterial y un aumento de la inhalacién de ox{geno arterial

alveolar .
Pulmones de conejos con paraquat in vitro ,en
un medio con glucosa , aumentan el contenido de oxfgeno que dis-

minuye despue€s de una hora ( ROSSOW , ENGELBRECHT , 1978 ) .

El 50 % de ratas alimentadas con una dieta ba
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sal deficiente en selenio durante 40 dfas , muere 4 horas después
de ser inyectadas i.p. con 25 mg paraquat / Kg ; si se trata un
nuevo grupo de ratas en las mismas condiciones , pero con una die
ta suplementaria con selenio , sobreviven cortos periodo& de tiem
po ; los sintomas de la intoxicacidén son idénticos en ambos gru=-—
pos ( OMAYE , REDDY , CROSS , 1978 ) .

MALING , SUUL , WILLIAMS , BROWN , GILETTE |,
( 1978 ) administran en ratas paraquat e isoproterenol , disminu
Yendo la excrecién urinaria de paraquat y aumentando las concen-

traciones en el tejido .

HOLLINGER , GIRI , PREYWAID ( 1977 ) determia
naron el aumento de Zn en pulmén , administrando por via i.p. pa
raquat y sulfato de zinc , comprobando que dosis de 80 mg de sul
fato de zine / Kg aumenta un 81 % el contenido pulmonar de 2Zn.

En 1978 comprobaron que administrando 50 mg /
Kg , el Zn pulmonar disminuye un 25 % ; este efecto es reversi—-
ble .

g Aparato urinario

En la intoxicacién con paraquat se observa in
duccién del retfculo endoplasmético liso y la presencia de cito-
somas en las células del tdbulo proximal ; FOWLER y BROOK ,(1971)

sugieren que estas unidades poseen un cardcter lisosomal .

BUTLER y KLEINERMAN ( 1971 ) ensayaron con co
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nejos comprobando alteraciones a nivel renal .

THOMPSON y PATRICK ( 1978 ) midieron la actiw
vidad del coldgeno-prolil-hidroxilasa en ratas , pero en el Tri-—-

#ién no se producen cambios .

Segin SHARP s OTTOLENGHI y POSNER ( 1972 ) 1a
toxicidad estd relacionada con la concentracién en pulmén y riee
ﬁén .

Después de 126 mg de paraquat / Kg por via
oral , aumenta la incorporacién de I~leucina en la proteina en
el rifién , a las 64h disminuye la biosfntesis del DNA y a las 16
h se reduce la si{ntesis de RNA ( VAN OSEEN y GIBSON , 1975 ; HO=
LLINGER , GIRI , 1978 ) .

ECKER , GIBSON , HOOK ( 1975 ) estudian la acu
mulacién de paraquat en la zoma cortical renal del ratén que inu
tiliza la influencia del p-amino hipurato ( PAH ) sobre la acumu
lacién de N-metil-nicotinamida ( NMN ) , se propone para el and-

lisis de la intoxicacién 3

~La concentracién del PAH y NMN sirven para me
dir la funcién del tdbulo proximal en cortes corticales . La fun
cién tmbular in vivo se ha medido por la desaparicién del plasma
de fenolsulfoftaleina ( PSP ) y'[14c] paraquat .La funcién glome
rular in vivo se ha medido por la desaparicién del iodotalamato
del plasma .

La superdxido-dismutase es actiwa en los mi-
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cromosomas del rifién ( MONTGOMERY , 1977 ) .

Un, pretratamiento cons BeSO4? Cd304, CrCSO4)3
no afecta la DBBO oral de paraquat en raténm , las alteraciones
histolégicas en rifién son més marcadas ( BERENCSI , NAGYMAJFTEN--
YI , 1977 ; NAGYMAJTENYI , BERENCSI , 1977 ) '

HOLLINGER , GIRI y PREYWALD ( 1978 ) estudian
las alteraciones en el contenido de Zn renal en ratas intoxicgwe

das con paraquat .

Al tratar las ratas con isoproterenol disminu

ye la excrecién urinaria de paraquat, ya que el fluido renal efeg
tivo es menor (MALING , SUUL , WILLIAMS , BROWN , GILBITE, 1978).

h Aparato digestivo
Iracto gastrointestinal

las ratas tratadas con diquat experimenten una
rdpida acumulacién de agua en el lumen del tracto gastrointesti-
nal ; poco antes de morir se observa una disminucién de agua en:
el lumen ( CRABTREE , LOCK y ROSE , 1977 ) .

Hfgado

La administracién de paraquat por via oral dis
minuye la colinetarasa en el tejido hepdtico ( BAINOVA , 1969 ) .
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KRIEGER , LEE , BLACK y FUKUTO ( 1973 ) admi=-
nistraron diquat o paraquat en la fraccién microsomal del higado
de rata , este tratamiento inhibe completamente 1la epoxidacidn
del aldrf{n microsomal,produciendo una desorganizacidn en el sis-

tema de transporte electrénico microsomal .

Ia asimilacién de oxfgeno en los picrosomas
del higado de ratén aumenta con dosis de paraquat y se acrecenta
con el pretratamiento de fenobarbital ( NETTER, STEFFEN, 1978) .

ROSE , CRABTREE , FLETCHER , WYATT (1974) ad-
ministraron por via i.p. 20 mg paraquat / Kg antes de 48h de ina
nicién , esta dosis impide la usual deplecién del glicbégeno hepd
tico .

VERNE , HEBERT y MACHI ( 1976 ) evitan este
efecto glicogenol{tico del paraquat al adicionar sales de litio:

Li_co

€0, é gluconato de litio .

Ia glucosa , la biosintesis de macromoléculas
¥y los enzimas alteran su actividad , estos pardmetros son indica
dores de la toxicidad en hfgado ( WITSCHI , KACEW , 1974 ) .

VAN OSTEN y GIBSON ( 1975 ) , 16 h después de
administrar una dosis de paraquat ; comprueban una disminucién en
la sintesis del RNA , mds tarde aumenta la L-leucina y disminuye
la biosi{ntesis del DNA .

A las 24 h del tratamiento el glutatidn hepd-
tico se reduce ( CAGEN , JANOFF , BUS , GIBSON , 1976 ) .
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CAGEN , GIBSON ( 1977 ) determinan la funcién
hepdtica evaluando la adtividad en plasma del glutdmico-pirdvico-
transaminasa ( SGPT ) y la concentracién plasmética de indociani
na verde ( ICG ) ; el ratén tratado con paraquat tiene un aumen-

to significativo de la actividad SGPT ¥ retiene en plasma ICG .

MONTGOMERY (1977) estudia la actividad de 1la&
superéxido-dismutasa en higado de rata tratada .

Ia lesién producida en higado se potencia en
ratén si se trata simultdneamente con sulfato drémico , sulfato
de berilio o sulfato de cadmio , pero no con sulfato de mniquel
(BERENCSI , NAGYMAJTENYI , 1977 ; NAGYMAJTENYI, BERENCSI, 1977).

THOMPSON y PATRICK ( 1978 ) miden la actiwde
dad del coldgeno-prolil-hidroxilasa en higado de rata , la acti-

vidad enzimftica inicial es baja .

HOLLINGER , GIRI , FREYWALD ( 1978 ) adminis-~
tran por via i.p. paraquat comprobando un aumento de Zn en higa~

do , este efecto es reversible .

i Aparato circulatorio

El paraquat produce focos necréticos en mio——
cardio de ratas ( PUSHKAR , 1969 ) y taquicardia en ratas y cone
jillos de indias ( MURRAY y GIBSON , 1972 ) . No tiene efectos
sobre el contenido de 2Zn en corazén ( HOLLINGER , GIRI , FREY —-
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WAID , 1978 ) .

El paraquat y el diquat producen irritacién té
xica en el sistema hematopoyético , en sangre hay un aumento de
hemoglobina , de eritrocitos y de leucocitos (BAINOVA, 1969;PUSH
KAR , 1969 ) .

BAINOVA y PUSHKAR , as{ mismo , comprobaron un
aumento de la actividad de la catalasa sangufnea , aumento de la
glucosa-6 flosfato-isomerasa y ligera hipoglucemia . En cambio RO
SE , CRABTREE , FLETCHER y WYATT ( 1974 ) despu€s de 1 h advier-

ten una hipoglucemia que al cabo de 7 h se normaliza .

Se elevan los valores de corticosteroides y
ACTH en plasma (ROSE , CRABTREE , FLETCHER y WYATT , 1974 ; CRAB
TREE , ROSE , 1976 ) .

RESTUCIA , FOGLINI , DE ALBINTIS ( 1974 ) es-—
tadian conejos con deésis de paraquat , destacando un aumento en
la absorbancia a 232 nm y 282 nm al analizar los lfpidos séricos

en espectrofotometrfa de UV .

Ia concentracién de paraquat en plasms permae—
nece relat{vamente constante en las primeras 30 h (SMITH, WRIGHT,
WYATT , ROSE , 1974) produciendo cambios histolégicos en el mio
cardio ( BAINOVA y VULCHEVA , 1974 ) .

CAGEN , JANOFF , BUS , GIBSON ( 1976 ) admi——
nistran paraquat con bromosulfoftalefna (BSP ) o indocianina ver
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de (' ICG ) , el BSP § ICG se acumula en plasma ; 24 h después del
tratamiento disminuye la temperatura . Se piensa que la reten—-
cién se relaciona con la temperatura , pero no sucede as{ con la
bromosulfoftaleina .

J Sistema nervioso

El paraquat produce alteracién en el tejido ce
rebral , as{ como focos necréticos ( BAINOVA, 1969 ; PUSHKAR,1969)

Con pequefias dosis de Gramoxdne , se desarro-
lla , en ratas , un reflejo de huida condicionado , al disminuir
la dosis , disminuye la respuesta ( BILLEWICZ - STAMKIEWICZ, PAW
LOWSKI , 1971 ) .

k Sistema endocrino

Pequefias dosis de paraquat administrado en co
nejos atrofian el timo ( BUTLER y KLEINERMAN , 1971 ) .

ROSE , CRABTREE , FLETCHER , WYATT ( 1974 )des
pues de tratar ratas con dosis i.pe. de paraquat o diquat observan
un aumento de respuesta de la corteza suprarrenal al ACTH , aune
que ambos aumentan la sfntesis de los esteroides suprarrenales su
ponen que el efecto es debido a un aumento de la respuesta de l=a
corteza suprarrenal al ACTH , pero en 1976 , CRABTREE y ROSE ad-
miten que puede ser causado por una descarga pituitaria .

Después de una dosis de paraquat por via oral
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en ratones machos , no se alteran las génadas ( BAINOVA y VUL~
CHEVA , 1974 )

No se han encontrado efectos mutagénicos en
lag fases de espermatogénesis en ratones machos CD - 1 iratados,
No es de efecto antifértil en estos animales (ANDERSON , Me GRE=-
GOR y PURCHASE , 1976) .

1l Sistema sensorial
Gusta

Liebres tratadas con dosis normal de paraquat
presentan un& ulceracidén grave en la membrana de la mucosa lin—e
gual ( DE LAVAUR , GROLLEAU y col. , 1973 ; RAMACHANDRAN y col.,
1974 ) .

Tacto

Me: ELLIOT ( 1972 ) estudiam la toxicidad dérmi

ca del diclorurc de paraquat en conejo .

El concentrado 1fquido irrite la piel y las mem
branas mucosas , produciendo ampollas e irritacién local (CARSON
y CARSON , 1976) .

Olfate

Aunque el paraquat no es voldtil , en su atmos
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fera puede sangrar la nariz de forma transitoria ( GAGE , 1969 ).

Vista

SINOW y WEI ( 1973 ) administraron difekentes

dosis de paraquat en los ojos de conejos

Con dosis pequeflas ( 12 % ) se lesiona la cor
nea , prodmciéndose un enrojecimiento tfpico de los vasos conjun
tivales e hinchazén , implicando un cierre caracterfstico de pég
pados, descargas mucopurulentas , aros difusos de opacidad cor—-
neal , Con dosis mayores ( 25 % ) el iris se hincha y queda con-
gestionado , el grado y el area de opacidad corneal aumenta.Con
un 50 4 de concentrado puede darse una opacidad corneal complets,

una iritis grave y una conjuntivitis .

Se produce catarata experimental en ratones
mediante la administracién de diquat ( PIRIE , REES , HOLMBERG,
1969 ; PIRIE , REES , 1970 ) .

La adicidén en saco conjuntival de conejo irri
ta el ojo (CLARK , HURST , 1970 ; PIRIE , REES , HOLMBERG, 1970).

Asf mismo se ha estudiado la opacidad crista-
lina en ratas a las que se les habfa administrado diquat en las
dietas ( STANCLIFFE y PIRIE , 1971 ) .
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1l Efectos embrionarios

Dosis altas de paraquat en el 62 dfa, o diver
sag dosis repetidas , implican teratogénesis , pero los efectos
son menos pronunciados que los producidos por diquat (KHERA, WHI
TTA ,, CLEGG , 1970)

BATNOVA y VULCHEVA ( 1974 ) al administrar 05
de la DL50 oral em ratas prefiadas en los dfas 62 y 92 después de

la concepeidn no detectan malformacidén en el embrién .

PAST , EMBREE y col. ( 1974 ) observam en es-—
tado de preimplantacién , pérdida del huevo y en estado de post—
implantacién puede producir muerte fetal. No obstante , tanto el

paraquat como el diquat disminuye el fndice de prefiez .

Pero ANDERSON , Mc GREGOR y PURCHASE ( 1976 )
piensan que estos efectos no son evidenxes;,Segﬁn LuTY , CIZAK ,
LATUZYNSKA y PRAYLEPA ( 1978 ) con pequefias dosis no tienen efec:

to en el desarrollo embridénico en ratas .

la toxdicidad fetal del diquat es superior a
la del paraquat; si se administra en el dfa 212 de gestacidén se
acumula en el tejido pulmonar fetal , pero éaxo no sucede si el
tratamiento es en el dfa 162 (BUS y GIBSON , 1975 ; BUS , FREA-
CHE , CAGEN , POSNER y cole , 1975 ) »



m Mecanismo de accién

KLIEGER y col. (1973 ) adicionaron paraquat en
la fraccién microsomal hepdtica de rata , produciendo:

-~ Una inhibicién de la epoxidacién microsomal,

desorganizando el sistema de transporte electrénico microsomal .,

~ In vitro se observa una peroxidacién lipfdi
ca: que aumenta en presencia de NADPH y NADPH dependiente de ecito

cromo ¢ reductasa .

El paraquat estimula la generacién microsomal
del radical superéxido y del perdxido de hidrégeno en pulmén de
rata , éstos se eliminan por la superéxido-dismutasa y catalasa
respect{vamente ( ILETT , STRIP y col, , 1974 ; MONTGOMERY,1977;
MEERBACH y GRAEBNER , 1978 ) .

BUS , CAGEN , OLGAARD y GIBSON ( 1976 ) expu=—
sieron un mecanismo de iniciacién de la peroxidacién lipfdica :
El paraquat se reduce con NADPH formdndose el radical reducido,
pero éste es rdpidamente reoxidado por moléculas de oxigeno,for-
méndose en esta reaccién radicales superdxidos . Estos se rompeh
de forma no enzimética , produciéndose un singulete de ox{geho ,
molécula muy reactiva , que ataca a los lipidos no saturados de
las membranas celulares , formando hidroperdéxidos lipfdicos ; és
tos , espontdneamente , se descomponen , en presencia de trazas
de iones met4licos de transicién , en radicales lipfdicos libres,

iniciando la reaccién de la peroxidacién lipfdica .
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PARAQUAT NADPH
OXIDADO -
PARAQUAT | NADP
REDUCIDO 02
PARAQUAT a0, Superdxido H,0, . 0,
OXIDADO dismutasa
catalasa
0
2 HZO
Lipidos poliinsaturados
selenio
peroxidacién
GSH lipfdica
peroxidasa
Alcoholes Hidroperéxidos Radicales libres vitamina E
lipidicoi‘(/"“~\\ lipfdicos lip{dicos
GSSG GSH
GSH '
redyctasa Dafio membrana
NADFPH NADH
G6P | Malonil dialdehfdo ( MDA )

deshidrogenasa
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Tambien observaron , al tratar ratas y ratones
con paraquat , una disminucidén de antioxidantes hidrosolubles(Glu
tatién reducido )en higado y de antioxidantes liposolubles (Toco-
feroles ) en pulmén . Ia administracién a ratas de 100 ppm de pa-
raquat en el agua de bebida durante tres semanas aumentd signifi-
cativamente la G6P-deshidrogenasa y la GSH~reductasa pulmonares ,,
pero no la GSH-peroxidasa , lo que indica la lesidn oxidativa pro

vocada por el paraquat .

Recientemente se ha comprobado que ratones y
ratas pretratados con dietil maleato y dietas deficientes en se-
lenio o vitamina E son més sensibles a la intoxicacién del para=
quat , porque aumenta la lesién hepdtica , de tal forma que l=
DL50 SeCe ( en ratones ) es 30 mg / Kg y se convierte en 10,4 mg
por Kg ( BUS , AUST y GIBSON , 1975 ) .

n Tratamiento

CLARK ( 1971 ) utiliza como tratamiento la& ad
ministracién oral de adsorbente como bentonita , tierra de Fullers
SMITH , WRIGHT , WYATT y ROSE ( 1974 ) adicionan a la bentonita un
lavado estomacal y purgantes . VAN DIJK y col. ( 1974 ) aconsejan

estos adsorbentes combinados con hemodidlisis .

COMBAR y AVIADO ( 19790 ) administraron por via

oral cinco expectorantes :

El gliceril guayacolato previene la disminUes

cidn en la actividad del sistema surfactante en pulmén . Ia esen
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cia de aniz realiza el mismo efecto y aumenta la resistencia pul-
monar. El cloruro aménico o yoduro potdsico afecta el sistema sur

factante pulmonar.

Hay una potenciacidén de los efectos tdxicos si
los animales intoxicados se exponen en atmdsfera de ox{geno con
proporciones mds altas de lo normal (FISHER , CLEMENTS , WRIGHT ,
1973 ; RHODES , ZAVAIA y BROWN , 1976; DOUZE y VAN HEIJTS , 1977;
NEORAL , DUSEK , SMYSL , 1977 ; WITSCHI , KACEW y col., 1978).

Al administraries a 1los ratones fenobarbital

y paraquat se observa un aumento de la DI siempre que se contis

50
nue el tratamiento con fenobarbital .

Este fdrmaco compite por los electrones que
podrfan ser utilizados en la reduccién del paraquat , ’disminnyeg
do por tanto la toxicidad ( BUS , AUST , GIBSON , 1975 ; BUS y
cole , 1976 ; MONGOMERY , 1976 ) .

El 4ecido ascdrbico previene la toxicidad del
paraquat en ratén ( BARABAS , SUVEGES , 1978 ) .

B-4.1.3 Orden Carnivoros - Suborden Fisipedos

En perros el paraquat se absorbe mejor que el

diquat ; dependiendo de la dosis , se asimila de un 8% a un 66 %



( BENNET , DAVIES , HAWKESWORTH , 1976 ) .

El proceso de acumulacién en perros es simi-
lar al producido en ratas ( ROSE , IOCK , SMITH y WYATT , 1976 )
y la intoxicacién presenta los mismos efectos ( HOESCI , 1977 ;
KELLY , MORGAN y col. , 1978 ) .

CLARK ( 1971 ) , MAINI y WINCHESTER ( 1975 )
administraron por via oral diferentes adsorbentes en gatos into-
xdcados , comprobaron que la bentonita y la tierra de Fullers son

los mds efectivos .

Se trataron perros intoxicados con diuresis
salina , comprobando una reabsorcién del paraquat en rifién , pro
bablemente por el tdbulo proximal ( PERGUSON , 1971 ) .

B=4.1.4.1 Orden Primates - Suborden Pitecoideos -Monos antropomorfos

Ia DL, por via oral es 50 mg / Kg , en monos,
los sintomas son comunes a los que se presentan en roedores , pe-—
ro no sobreviene una disfuncidén hepdtica y renal . ( MURRAY y GIB
SON , 1972 - 1974 ; ROSE , LOCK , SMITH y WYATT , 1976 ) .
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B=4e1e4.2 Orden Primates-Suborden Pitecoideos-E1l hombre

‘BEs dificil conocer la dosis que el paciente ha
ingerido , el andlisis de orina suministra alguna informacién; el

valor de la dosis letal no se ha concretado .

Por unanimidad los riesgos existentes en ca-
sos de suicidio se consideran grandes , la polémica se produce en

los casos accidentales ,

Ia intoxicacién con paraquat es mortal , pero

el desarrollo del proceso es lento .

Una dosis pequefia produce la muerte ( BULLI-
VANT , 1966 ; MALONE y cole. , 1971 ; STAIFF , IRLE , FELSENSTEIN
1973 ; RAMACHANDRAN , 1974 ) MASTERTON y ROCHE ( 1971 ) concre--

tan mds porque se refieren a tres ml .

NIENHAUS y EHRENFELD (1971) trataron a un pa

ciente que tomé 2 g y murié , BONINI y col. { 1973 ) atendieron
un intoxicado que habia tomado 5 g .

Con 500 ml aproximadamente se puede sobrevivir
de 16 h a 23 dfas ( RAMACHANDRAN y col. , 1974 ) . Un caso de sui
cidio con una dosis de 300 mg / Kg evoluciond rdpidamente , mu—-—
riendo a las 23 h ( GUYON y BISMUTH , 1974 ) . En una intoxica—
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cién con paraquat se puede producir la muerte a las 8,5 h ( TSU~
NENARI y col. , 1975 ) . MUKADA , SASANO y SATO ( 1978 ) descri-
ben el proceso y autopsia de un intoxicado accidental con 2-3 ml
al 20 % .

b Absorciém:

MATTE® ( 1969 ) considera el paraquat como un
herbicida de fédeil absorcién por el hombre , pero otros investi-
gadores ( GAGE , 1961 ; VAN DIJK y col. , 1975 ) estiman que sé=-
lo de un 5. a2 un 10 % de la dosis ingerida es absorbido .

Hay que evitar las particulas muy pequefias ya
que pueden ser inhaladas y penetrar en las regiones alveolares:
pulmonares ( KIMBROUGH y GAINE , 1970 ; STAIFF , COMER , ARNS—-
TRONG , WOLFE , 1975 ) .

Tambien existen preparados granulados en el co
mercio , pero al presentar un estado sélido disminuyem las posibi
lidades de ingestidn accidental ( CARSON y CARSON. , 1976 ) .

El paraquat tamhien se puede absorber por 1la
riel ( GAGE , 1969 ) FEIDMAN y MAIBACH ( 1974 ) aplicaron al ani
tebrazo humano doce herbicidas y pesticidas , entre ellos el di-

quat , elimindndose por orina un 0,3 % .
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¢ Distribucién

El paraquat si se inyecta directamente en 1la
circulacién sangufnea , ésta se encarga de distribuirlo potr todo
el organismo , pero si la via de administracién es indirectsz, pa

sa a sangre desde donde se distribuye .

No hay evidencias de que el tejido mds afecta
do contenga mayor concentracién de paraquat , aungue la acumula-

cibn de téxico es un factor que favorece la lesién .

Principalmente se acumula en pulmén , higado,
rifibn , cartflagos y misculo esquekético ( CARSON., 1972 ) .

TSUNENARI , MUTO y col. ( 1975 ) en el examen
histopatolégico valora la concentracién de téxico en distintos
8rganos : 2,67 mg / 100 mg contenido géstrico ; 1,83 mg / 100 mg
contenido intestinal ; 2,88 mg / 100 mg sangre ; 6,43 mg / 100mg
orina ; 0,51 mg / 100 mg cerebro ; 0,64 mg / 100 mg pulmén; 2,40
mg / 100 mg hfgado ; 7,35 mg / 100 mg rifién .

Es evidente después de estos estudios que el
paraquat puede ser detectado en un gran némero de tejidos .
4 Metabolismo

EL paraquat no es metabolizado en el hombre y
el compuesto inalterado se detecta en orina ( CARSON y CARSON. ,,
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1976 ) .

e Eliminacién

Ia mayorfa de los investigadores afirman que
se elimina por via urinaria : con rapidez ( MATTEW , 1969 ) y en:
pequefias cantidades ( FELDMANN y col. , 1974 ) que son cada vexz
menores: a lo largo del proceso ( GAGE , 1969 ; BONY y col.,T97T;
CARSON: , 1972 ) ..

Algunos autores sugieren que se excreta prin-—
cipalmente en las heces ( GUYON y col. , 1974 ; VAN DIJK y col.,,
1975 )

Lo que parece evidente es que no se elimina

por via respiratoria ya que no es voldtil .

f Aparato respiratorio

Hay una sorprendente disociacién entre los ca
rébteres.clinicosf, la patologfa descubierta y los cambios radia
18gicos porque no reflejan la naturaleza y severidad de la le-=
s8ién pulmonar .

Los estudios de transferencias radiolégicas
estédn correlacionados con la naturaleza: y gravedad de la lesién
pulmonar .
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Ia reaccién mds tfpica es el efecto pulmonar,
causa: una& degeneracién progresiva de los pulmones , produciéndo-—
se wna fibrosis alveolar e intersticial irreversible (HEYNDRICKX
SHEPENS , SCHEIRIS , 1969 ; BONY y col. , 1971; MURRAY y GIBSON,,
1972 ; AIMOG y SIEGELHAUM, 1974 ; KODAGODA y col. , 1974; GULIC,
¥y col. , 1975 ; CEGLA , KROIDL y cols , 1975 ; THURLBECK y THURL
BECK , 1976 ; HARLEYI, GINSPAN y ROOT , 1977 ) .

Ia evolucién clfnica de esta neumopatia téxi-
ce recuerda las formas agudas de la enfermedad de Hamman Rich ,
de las proteinas alveolares de Delarue , del sindrome de membra-
na hialina o del sindrome de Mendelson , ‘pero las lesiones histo
1égicags son diferentes ( GUYON y cole , 1974 )

MATTEW ( 1969 ) trata un paciente intoxicado
accidentalmente , al poco tiempo de ser ingresado , presenta le-
s8ién pulmonar . Le radiograffa tordxica era normal , pero una ex
ploracién respiratoria funcional revela una afeccién obstructivas,

Ia ascultacidén descubre sonides de bronquitis
difusa , con silbidos en el campo superior izquierdo ( GUYON ¥y
col,. » 1974 ) Y |

Dos dfas mds tarde la funcién/respiratoria em
peora encontrdndose una granulacién fina en el pulmén izquierdo;
desapareciendo completamente la estructura normal del pulmén (mgA
TTEW , 1969 ; BONY y col. , 1971 ) .

Muestra una progresiva destruccién de los al-
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Veolos pulmonares , la intoxicacién afecta las arteriolas y venie
llas y bronquiolos terminales: ,, produciendo una cirrosis pulmonar,
lesionando asf{ mismo las membranas basales y epitelio alveolar de
los pulmones ( VAN DER HARDT , 1971 ) .

Después de: 4 a 7 dfas en el que hay un periode
de latencia es evidente un impedimento respiratorio,la respirawe
cién puede no afectarse en esta etapa , los signos clfnicos pue—-
den ser pequefios , pero las pruebas de la funcién pulmonar es li—
geramente anormal y los cambios pueden ser visibleslen RX o Se de

sarrolla cianosis progresiva ( RAMACHANDRAN y col, , 1974 ; CARS-
SON y CARSON , 1976 ) .

Entra en coma , con hiporeflexia y polipnea in.
tensa , polipnea superficial con un ritmo de 40 / min. , no hay
perturbacién metabdlica que pueda explicar el coma . La simiomato
gfa pulmonar es muy pobre fuera de la polipnea s Pero la radiogrg
f{a pulmonar muestra imdgenes difusas bilaterales de condensacién
( BONY y cols , 1971 ) . |

Las caracterfsticas de esta intoxicacidén en la
autopsia han sido estudiadas por : GUYON y col. , 1971 ; RAMACHAN
DRAN y col, , 1974 ; TSUNENARI y col., , 1975 ; CARSON y CARSON ,,
1976 ; MUKADA , SASANO y SATO , 1978 ; entre otros :

-E1l pulmén estd congestionado y presenta edema
microscépico , un aspecto préximo a la neumonfa , son frecuentes

las hemorragias pulmonares .

-La seccién revela claramente una estructura
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fibrética , un tejido anormal con abundante fibrosis , los f£ibro
blastos se observan en la pared alveolar y espacio alveolar y se
desarrolla una proliferacidén caracter{astica del epitelio bronquial,
produciéndose una disminucién de ventilacién en los tejidos pule

monares .

~En los alveolos los macréfagos se cargan de
lisosomas , raramente hay multinucleados , a veces predominan neu

tréfilos , polinucleares .

-Un signo notable es el revestimiento alveo=e
lar , pocas veces totalmente descamado , reemplazado o sustitui-

do por un depésito fibrinoso .
~Las células endoteliares son turgentes .

-En los intersticios se esparcen trozos de co

l4geno con finos hilos fibrinosos .

-En zonas localizadas se observan granuloma
inflamatorio formado por polinucleares , histiocitos , mastoci—-—

tos .

~La luz de los bronquiolos contiene residugs

celulares : macréfagos y polinucleares .

~La pleura lleva células endoteliares , globu
lares , a veces descamadas reemplazadas por un conducto fibrino~-

s0 o El tejido subpleural contiene unos vasos dilatados y presen
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ta inhibicién edematosa marcada .

g Aparato urinario

Los pacientes intoxicados con paraquat presen
tan primero una lesién renal reversible , después un periodo de

latencia y sobrevienen todas las alteraciones pulmonares .

Desde un principio se observa una insuficien-
cia renal , oliguria , hipercatabolismo , deshidratacién ( BONY
y col. , 1971 ; AIMOG y SIEGELHAUM , 1974 ; RAMACHANDRAN , RAJA=-
PAKSE , PERERA , 1974 ; PROCHICHA y col. , 1977 ; MUKADA , SASA-
BO y SATO , 1978 ) ,

Usualmente , la anuria se atribuye & una ne-
crosis corticorrenal , pero en esta intoxicacién la alteracién
es debida a una hemorragia glomerular y tubular ( KODAGODA , Jh~
YEWARDENE , ATTYGALLE , 1973 ) .

A simple vista , el rifién est4 un poco hincha
do y pdlido ( CARSON y CARSON , 1976 ) .

Tn andlisis mds detallado muestra lesiones di
fusas debido a las alteraciones celulares asociado con guemadue=
ras . La luz de algunos tdbulos disminuye por los deshechos celu
lares y albdmina . Hay congestidn en los glomérulos y en el teji
do intersticial aparece edema ( GUYON y col. , 1973 ) .
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Los tiibulos colectores proximales estdn dilata
dos por contener sustancias albuminosas o deshechos celulares H
el epitelio es casi normal , as{ como el glomérulo de Malpigio .
(BESCOL y col. , 1975)

h Aparato digestivo
Tracto gastrointestinal

Las manifestaciones gastrointestinales aguda
no son de cardcter prominente . Por administracién oral es un co
rrosivo potente , produciendo quemaduras ( MATTEW , tggg ; GUYON
¥ col. , 1974 ; RAMACHANDRAN y col. , 1974 ; CARSON y CARSON ,
1976 ) .

GUYON y col. ( 1974 ) estudian las quemaduras
epigdetrica , el dolor abdominal ¥ la diarrea acuosa persistentes
Observan el edema del corién de la mucosa esofaringea , mientras
que el epitelio pavimentoso se desgasta debido a una serosidad
externa . Se producen \lceras gdstricas , vellosidades intestina:
les tumefactas . A veces los efectos necréticos estdn acompafiam—

dos: de una. reaccidén inflamatoria .
Higado

Los enfermos presentan en el comienzo de la.
intoxicacién una lesién hepdtica y renal con ictericia y altera-
ciones transitorias y reversibles ( GUARDASCIONE , DI BOSCO, J969;
BONY y col. , 1971 ; KODAGODA y col. , 1973 ; RAMACHANDRAN , RA=
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JAPAKJE , PERERA , 1974 ; AIMOG y SIEGELHAUM , 1974 ; CARSON y
CARSON , 1976 ; MUKADA , SASANO y SATO , 1978 ) .

VERNE y col. ( 1975 ) al tratar enfermos into

Xicados con paraquat observamon que ¢

Ia luz de los vasos contiene hematfes y deshe
chos celulares de origen hepatocitario . Los sinusoides estdn di
latados y los hepatocitos que lo bordean se transforman debido a
necrosis . Los sintomas y caracterf{sticas pueden ser interpreta-
dos como resultado de un colapso , pero tambien puede ser causa—
do por la presencia de numerosos: deshechoz celulares en las luw-

ces vasculares .

Se produce necrosis en los hepatocitos , éstg
sis biliar con notable aumento de los valores de la fosfatasa al
calina ( RAMACHANDRAN y cole. , 1974 )

i Aparato circulatorio
, El paraquat puede producir paro cardfaco (CAR
SON , 1972 ; KODAGODA , JAYEWARDENE , ATTYGALLE , 1973 ; ISUNENA.

RT y col. , 1975 ) .

El examen cardiovascular realizado por GUYON
y col. , ( 1974) revela :

-la presién arterial es 150 / 100 mm Hg
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~Presién venosa a 6 m de agua

-Una imagen cardiaca de radiograffa normals
ICG , RS a 12/ 100 , RS a 8 / 100 , un ritmo sinusal a 160 |,

gran onda SP en D VF , gran onda T en todas las desviacio-

2 D3 ’
nes .

~Después: de una transfusién no existe ningunsm

mejorfa, sin modificacidén del trazado electrocardiogréfico excep

to la normalizacién de las ondas T .

-E1l pulso de las carftidas se percibe , pero
Se anula el femoral .

~Arteria pulmonar : 7,5 mm Hg
~Ventriculo derecho : 12,5 mm Hg

~Aurfcula derecha : 2,5 mm Hg con un déficitt

cardfaco a 21 .

Uns ingestion de 300 mg de paraquat / Kg en
un caso de suicidio evoluciond hacia una insuficiencia circulae
toria refractaria ( GUYON y col. , 1974 ) .

En principio , la intoxicacién muestra un au
mento de urea y de creatinina en sangre ( GULIC , HOJS y ROGL ,,
1975 )
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Entre el nono y décimotercer dfa se produce
una disminucién de bilirrubina en suero y valores de urea en san
gre ; mds tarde aparece una grave hiperbilirrubinemia simultanesa
al fallo renal agudo ( RAMACHANDRAN y col. ?97Ae) .

i Sistema nervioso

Es as{ mismo téxico para el SNC ( MATTEW,1969)
Se detecta en las cubiertas neurolégicas (HEYNDRINCKX , SHEPENS ,
SHEIRIS , 1969), pero no se detecta el paraquat en el cerebro en
el caso traido por KODAGODA y col. ( 1974 ) .

El examen neurolégico realizado por GUYON y
cole ( 1974 ) revela &

-Conciencia normal , el enfermo responde las

Preguntas con gran agitacién , de modo agresivo y euférico .
-Reflejos neos-tendinosos vivos y difusos .

~Mioclonias predominantemente de los miembros

inferiores .

-La zona. cutdnea de la planta del pie izquier

do es indiferente , pero la derecha estd en flexién .

MUKADA , SASANO y SATO ( 1978 ) tratan a un

enfermo intoxicado accidentalmente con paragquat, observan una he
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morragia purpirica especialmente en la materia blanca del cere
bro y nervios ; el efecto del paraquat en los vasos sanguineos ce

rebrales es directo .
k Sistema endocrino

Se produce necrosis cérticosuprarrenal (NAGI,
1970 ; BONY y col. , 1971 ; KODAGODA , JAYEWARDENE , ATTYGALLE ,
1974 ; GUYON , BISMUTH y col. , 1974 ; MUKADA , SASANO y SATO ,

1978 ) .

Bs una necrosis eosimffila total con marcads:
infiltracién de neutréfilos polinucleares (GUYON y cole. , 1974).

Em el tiroides , el paraquat produce lesién mo
derada ( MUKADA , SASANO y SATO , 1978 ) .

1l Sistema sensorial
Gusto

En administracién oral es un potente corrosi=
vo en la boca , produciendo quemaduras ( MATTEW , 1969 ; TSUNENA
RI , MUTO y col.. , 1975 } , en los labios se produce cianosis(GU
YON y col. , 1974 ) .

Tacto

El 1fquido concentrado irrita la piel ( GAGE,
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1969 ; CARSON y CARSON , 1976 ) .
Olfato

Si la intoxicacién ha sido por inhalacién, de
forma transitoria , la nariz sangra ( GAGE , 1969 ; CARSON y CAR
SON , 1976 ) .

Vista:

El trauma corneal em agricultores es relativa
mente frecuente ( GAGE , 1969 ; GUARDASCIONE , DI BOSCO , 1969 ;
BONY y col. , 1971 ) .

As{ mismo , el diquat causa trastornos ocula-
res ; el diquat y el oxfgeno oxidan el dcido ascdrbico producien
do peréxido de hidrégeno en el humor acuoso o vitreo ( PIRIE |,
REES y HOLMBERG , 1970 ) .

El paraquat , generalmente , no causa trastor
nos visuales , tan solo hay lesidén ocular en los casos de aplica
cién local ( KODAGODA y col. , 1974 ) .

Pero la toxicidad ocacionada en la vista em
grave porque la lesidn es irreversible , si la dosis ha sido muy’
leve puede causar una inflamacién temporal (CARSON' y CARSON ,,

1976 ) .
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11 Mecanismo de accién

Ia accidén selectiva del péraquat es probables
mente debida a la formacién de hidroperéxidos inestables que reac
cionan con el tejido alveolar ( NIENHAUS y EHRENFELD , 1971 ) .

Se supone una peroxidacién lipfdica responsam
ble de las anomalfas pulmonares ( POUZE y col. , 1974 ) .

El paraquat estimula la generacién microsomal
de: los radicales superéxidos y peréxido de hidrégeno , estos dos
oxidantes se inhiben por superéxido-dismutasa y por catalasa,res
pectf{vamente ( MONTGOMERY , 1977 ) .

m Tratamiento

Esta intoxicacién no tiene un buen tratamiento,
pero si son efectivas las medidas profildcticas : para evitar
los riesgos se utilizan envases etiquetados , se aconseja el usoa
de méscara facial ( MALONE y col. , 1971 ) , el uso de guantes
protectores ( STAIFF y col. , 1975 ) .

MATTEW ( 1969 ) ante la gravedad de una intos
xicacién estimé conveniente un trasplante pulmonar . Una semens:
despuds de la operacién sobrevino de nuevo las dificultades res~
priratorias al nivel del pulmén trasplantado y muere veinte dfas

después o
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Varias fueron las hipétesis propuestas, demos—
tréndose que a pesar de la excrecién , teéricamente rdpida , del
paraquat, la cantidad existente en el momento de la operacidén es
suficiente para dafiar el pulmén trasplantado ..

Bajo el tratamientao de oxfgeno , el enfermo se
recupera , las lesiones localizadas cicatrizan (BONY y col.,1971)
Pero es neceszsrio mantener una iensidn de oxfgeno ideal y no uti
lizario como tratamiento ya que la oxigenoterapia agrava la le——
sién pulmonar (NIENHAUS y col., 1971; FISHER, CLEMENTS, WRIGHT ,
1973; GUYON y col., 1974; DOUZE y VAN HEIJTS, 1977 ) .

POUZE y col. ( 1974 ) sugieren que la tensifin
de oxfgeno arterial esté comprendida entre 50 y 70 mm de Hg me—-
diante la disminucién de oxifgeno alveolar y la administracién de

prednisona en dosis de 1000 mg/ 24 h .

La utilizacién de corticoides eventualmente
disminuye las lesiones pulmonares ; el uso de antimitéticos e in
munosupresores no mejora el prondstico (BONY y col. , 1971 ; GUY
TON y col. 4, 1974 )

Las dosis masivas del 4cido ascédrbico pueden
ser un tratamiento preventivo de la intoxicacidén de paraquat (Hé
LLIVELL , 1976 ; BARABAS , SUVEGES , 1978) .

HARLEYI , GIINSPAN , ROOT ( 1977 ) adminis——
tran superéxido-dismutasa , xtocoferol , 4cido ascérbico y pred

nisona , pero no es efectivo .
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Generalmente , se aconseja la diuresis admi—e
nistrando diurético como Furosamida ( BONY y col. , 1971 ; GUYON
¥y col. 1974 ; ALNOG y col. , 1974 ; CARSON y CARSON , 1976 ).

STAIFF y col. ( 1973 ) aconsejan eliminar las
toxinaw del tracto gastrointestinal por un lavado catdrtico y ad
sorbente , como adsorbente : el carbén activo ( OKONEK , HOFMANN
HENNINGSEN , 1976 ) la bentonita y la tierra de Fuller ( CLARK ,
1971 ; POUZE y col. , 1974 ; VAN DIJK y col. , 1975 ; CARSON y
CARSON , 1976 ) , la resina de Amberlita CG-120 ( STAIFF y col.,
1973 )

E1l lavado estomacal y del tracto gastrointess
tinal es un tratamiento sintomdtico de poco efecto ( BONY y col.
1971 ; STAIFF , IRLE , FELSENSTEIN , 1973 ; GUYON y col. , 1974;
SMITH: , WRIGHT , WYATT , ROSE , 1974 ; CARSON y CARSON , 1976 ;
OKONEK , HOFMANN , HENNINGSEN , 1976 ) .

Otros tratamientos de menor interés som : la
didlisis peritoneal ( GUYON y col, , 1974/ ; CARSON y CARSON ,
1976 ) la hemoperfusién ( BONY y col. , 1971 ; OKONEK y HOFMANN
1975 ) la hemodiflisis ( AIMOG y col. , 1974 ; POUZE y col. ,,
1974 ; OKONEK y HOFMANN , 1975 ; OKONEK , HOFMANN y HENNIGSEN,,
1976 ) |

-

“wse
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El paraquat se detecta en orina , sangre , te
jidos orgdnicos , pero no es posible relacionar la concentracién
con la gravedad de la intoxicacién ( BERRY y GROVE , 1971 ) .

A Preparacién de la muestra
A-~1 Desproteinizacidén

RADEELLI y BOSETTO ( 1968 ) para una muestra
de 1 a 10 g de suelo adicionan unas gotas de H2804 al 504 y 10
ml de HF , después de evaporar se repite dos veces mds , al re-
siduo se adicionan 100 ml de H,SO, y centrifugan, al sohrenadan
te le afiladen EDTA ,

En cambio, ZHEMCHUZHIN j, MARKOVA ( 1969)tra=~

tan: 1a fraccidn de suelo con piridina y cloruro aménico .

El tratamiento varfa en muestras vegetales ;
ARERBIOM ( 1974 ) determina la concentracién en semilla de coif
za basdndose en el proceso original de CALDERBANK y col.(1961),,
modificado por KIRSTEN ( 1966 ) .

Los residuos de las plantas se obtienen por
el procedimiento de hidrélisis 4cida con sulfirico (ZWEIG,1967;
KHAN , 1975 ; ALARY , VERGNES , COEUR y CANTIN , 1975 ) .

Las muestras bioldgicas se desproteinizan con

4cido en caliente , se centrifuga , se lava el precipitado con
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TADJER ( 1967 ) trata 100 - 200 g de tejido
orgédnico con. 200 ml de tetracloruro de carbono .

Otros autores lo tratan con un 4cido fuerte
como sulfirico y lo mantienen a ebullicidén durante 3 h ( HEYN-
DRICKX , SHEPENS , SCHEIRIS , 1969 ; BEYER , 1970 ).

CARSON. ( 1972 ) prepara la muestra adaptanda
los métodos de DANIEL y GAGE (1966) descritos anteriormente pa~
ra el andlisis de residuos de paraquat en cosechas de alimentos
( CALDERBANK y YUEN , 1965 ) .

Pero el método mds usado es aon deido tricle
roacético usando primeramente 40 ml al 5 % y en los lavados 25
ml al 5 % ( LIFCHFIEID ,DANIEL , LONGSHAW , 1973 ; GUYON y col.
1974 ; MARTENS , VAN BETEGHEM , HEYNDRICKX , 1975 ; VAN DIJK y
col. , 1977 ) pero tambien utilizan el 4cido tricloroacético al
10 % ( LIFCHFIELD , DANIEL , LONGSHAW , 1973 ) & al 20 % ( BONI
NI , SAUX y LARCEBAN , 1973 ) .

*

A=-2 Paso por colummna

La muestra preparada se pasa por columna de
intercambio iénico con una velocidad de 5 ml / min , Ia colums
previamente se lava con agua destilada , HC1 2 N , agua , cloru
ro aménico al 2,5 % y agua destilada . Se eluye con cloruro amé
nico saturado en una proporcién de 1 ml / min ; TSUNENARI (1975)
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eluye con HCl 5N ; CARSON ( 1972 ) eluye con cloruro aménico 5M

HEYNDRICKX , SHEFENS , SCHEIRIS ( 1969 ) trae
bajaban con carbén activo y con florisil activo , obteniendo ma-
los resultados , el mejor resultado lo obtiene con columna de re
Sina Zeokarb 225, la muestra la introduce a pH 8 para reducir la
ionizacién de las bases orgdnicas débiles ; el rendimiento es de
un 80 % .

la resina de Zeokarb 225 se utiliza frecuente
mente para el paraquat ( LIFCHFIELD , DANIEL , LONGSHAW s 1973 3
GUYON y col. , 1974 ) .

Ia resina de intercambio catidénico IR-120 per
mitte buenos resultados ( BEST , WEBER , WEED , 1972 ; VAN FETE-——
GHEN , HEYNDRICKX , 1975 ) , BONINI , SAUX , LARCEBAN (1973)acon

sejan un pH! entre 5,5 y 6 para obtener una fijacién mejor .

BEST , WEBER y WEED ( 1972 ) realizaron estu
dios con la resina de tipo IR , concluyendo que tanto la IR-120
como la IRC-50 tienen una proporcién de purificacién del diquat

superior al paraquat .

A Otras resinas utilizadas son: Dowex AG-50 (BO
. NINT ,, SAUX , LARCEBAN , 1973) , Dowex 50w-4 ( TSUNENART , 1975 )
y Dowex AG 50w - x8 (RADEELLI , BOSETTO , 1968; FISHBEIN ,1975).
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B Determinacién
B~1 Espectrofotometria de UV - visible

Ia determinacién colorimétrica se puede reali
zar debido a la propiedad que presenta el paraquat de reducirse
formando un radical coloreado o ElL 1,1' dimetil-4,4' bipiridilie

Se reduce formando un derivado monohidrobipiridilo .

El método fue empleado por CALDERBANK y YUEN
(1965) , modificado por KIRSTEN (1966) , por YUEN , BAGNESS ,NY
LER (1967) y por YOUDEN (1968) .

El método colorimétrico fue adoptado como ofi
cial por la Asociation of American Pesticide Control Officials
( CARISTROM , 1971 ) .

La: reduccién se realiza mediante la adicién
al residuo de eluato de 2 ml de una solucién de ditionito de 80—
dio al 1% en NaOH y midiendo a 600 nm ( ZWEIG, 1967 ; RADEELLT ,,
BOSETTO , 1968 ; CARISTROM , 1968 ; ZHEMCHUZHIM y col. , 1969 ;
BONINI , SAUX , LARCEBAN , 1973 ; RIVERA , 1973 ; PAYNE , PODE ,
BENNER , 1974 ; GUYON y col. , 1974 ; VAN DIJK y col., 1975; KNE
PIL , 1977 ) .

CARSON ( 1972 ) adiciona el ditionito de s0=-

dio en la proporcién de 0,2 % .

TOMPSETT ( 1970 ) por cada 0,1 g de ditioni—m
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to sddicvo afiade 0,1 g de bicarbonato sédico ; la absorbancia se

mide & 625 nm s el color permanece una hora .

HEYNDRICKX , SHEPENS , SCHEIRIS (1969) modifi.
ca la longitud de onda porque a 392-401 nm los constituyentem ox
génicos en determinadas muestras interfieren menos , tambien se:
ha medido a 250 nm pero esto no es adecuado por la absorcién de
la materia orgdnica .

~ A 396 nm miden la concentracién algunos inves
tigadores (BEYER , 1970 ; KLISENKO , CHMIL , 1973 ; ALARY y col,
1975 ) |

Al agitar la muestra reducida puede provocar
la desaparicién del color , tambien influye el tiempo y la cOnww
centracién de reductor , esto puede haber influido en la bisque~

da de nuevos reductores .

VENGERSKAYA y cole ( 1972 ) usan el reactivo
de Nessler's en medio 4cido . GAMESAN y col. (1979) utilizanla
solucién de tetraiodomercurato potdsico neutro dando un compues

to de composicién paraquat-Hg14

Para medir el diquat CARISTROM (1968) mide I=m
absorbancia a 310 nm , el método se recomienda oficialmente,VEN=-
GERSKAYA (1972) emplea el reactivo de Nessler's en medio alcali-
no forméndose un complejo coloreado del diquat . La muestra de
diquat se trata con 0,2 g de metabisulfito sédico en 100 ml de
sosa 0,3 N, la absorbancia se mide a 179 nm ( KLISENKO , CHMIL,
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1973 ) Como agente reductor se puede utilizar 2 ml de ditionito
sédico al 0,2 % con tetraborato de sodio al 5% ( LIFCHFIEID y
col, » 1973) .

B-2 Cromatograffa en capa fina

Las placas utilizadas pueden ser de silicagel
@ ( TADJER y col. , 1967 ; KOSMATYI , CHEBOT'KO y col. , 1968 ;
COHA , 1969 ; SHARP y LORES , 1974 ; TSUNENART , 1975 ; FISHBEIN
1975 ) de celulosa ( SHARP y LORES , 1974 ; TSUNENARIT , 1975 )de
celulosa MN. 3000 ( HEYNDRICKX , SHEPENS , SCHEIRIS , 1969 ) de si
licagel KSK ( KOSMATYI , CHEBOT'KO , 1972 ) .

las cantidades aplicadas varfan desde 5 pE
({ HEYNDRICKX , SHEPENS , SCHEIRIS , 1969 ) a 30 P (ROSMATYT |,
CHEBOT'KO , 1972 ) .

Como sistema de solventes para el desarrallo
TADJER y cole. ( 1967 ) emplean : cloroformo : diisopropil éter
( 332 ) ; eiclohexano & diisopropil éter ( 5 : 1 ) ; metanol ;
n-hexano ; metanol : cloroformo ( 1 : 1) metanol ¢ clorofor-
mo ( 13

roformo : n~hexano ( 18

“-e

-2 ) ; metanol : cloroformo ( 19 : 1 ) ; metanol : clo

1: 1),

e

(1)

HEYNDRICKX , SHEPENS , SCHEIRIS ( 1969 ) wuti
lizan metanol : £cido férmico : agua ( 85 : 5 : 10 ). E1 Rf para
el paraquat es 0,62 y para el diquat es 0,55 .

VIICEANU , NEAMTIV , KNEJEV ( 1971 ) ensayan
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con cloruro aménico 2,5 # : dioxano : tert BuOH ( 7:2,5:0,5 ) »

KOSMATYI , CHEBOT'KO ( 1972 ) usan etanol &
agua & butanol ( 1:0,5:1 ) obteniendo un Rf de 0,7 .

SHARP y ILORES (1974) emplean ben@ena«: pentil
alcohol : metanol g HCI N en las proporcionmes ( 1 : T : 2 : 1),
( 1,3 :4+8¢8), (1,4:7s:14:5) ; butanol : metanol 3
HCL 6N (3 : 3¢ 2 ) ; cloruro aménico 5M s butanol : HCI 5N(2:23)
alcohol pentil : HCL 2N ( 3:97 ) .

(1]

TSUNENARI ( 1975 ) desarrolla: con metanol: c¢lo
rhidrico 6N ( 20 ¢ 30 ) , ( 35 ¢ 16 ) ; metanol : Hé$04 6N( 40:10)

FISHBEIN ( 1975 ) prueba con doce disolventes:
cloroformo ; cloroformo & acetona ( 9 & 1 ) ; hexano : acetona ;
(9 : 1) ; cloroformo : acetona ( 8 : 2 ) ; hexano : agetona ,
( 8 :2) ; dioxan ; benceno ; benceno : acético glacial ( 15:1)
isopropanol : amonfaco 25% : agua ( 8 ¢+ 1 : 1) ; isopropanocl :

4cido clorhfdrico s agua ( 6 ¢+ 1 ¢ 3 ) ; etanol : deido clorhf-
drico concentrado 3 agua ( 6 ¢ 1 ¢ 3 ) ; metanol : deido clorh{
drico concentrado : agua ( 6 = 1 ¢ 3 ) y concluyen que sélo con

Ssiguen desplazar sl paraquat y al diquat los tres dltimos siste
mas ; el Rf pava el paraquat es 0,26 ; 0,19 ; 0,11 respectivamen
te y para el diquat es 0,25 ; 0,22 ; 0,10 respect{vamente .

Se visualiza al pulverizarlo con reactivo de
Dragendrff's apareciendo ( en los solventes alcohdlicos ) una

mancha anaranjada o rojiza anaranjada ( TADJER y col. ,f967;$$§f
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NENART , 1975 ) , en caso & que no se distinga la misma placa
puede pulverizarse con iodoplatinato ( 4 # KI , 0,4 &% Pt014 )
(TADJER y col., 1967 ; HEYNDRICKX , SHEPENS , SCHEIRIS , 1969)
Tambien se puede pulverizar con alizarina azul ( 1 %4 en cloro-
formo , NaOH 1N ) ( HEYNDRICKX , SHEPENS , SCHEIRIS , 1969 ) .

Se puede pulverizar la placa con iodo en clo
roformo o bien colocarla en un tanque saturado de vapor de iodo,
dan manchas pardo oscuras , estas manchas se suprimen al calen-
tar a 802C o por exposicidén al aire (TADJER y cole. , 1967 )

Una vez desarrolladas las placas tambien se
pueden detectar por fluorescencia bajo luz UV ( VILCEANU , NEAM
TIV. , KNEJEV , 1971 ; BONINI , SAUX , LARCEBAN , 1973 ) .

B-3 Cromatograffa gaseosa

Se ha utilizado para el andlisis de agua (SO
DERQUIST , CROSBY , 1972 ; UKAI , HIROSE , KAWASE , 1973 ; MAR-
TENS , HEYNDRICKX 4 1974 ) , para el andlisis de suelos ( KHAN,
1974 ; PAYNE , PODE , BENNER , 1974 ) , para tejidos orgénicos
( KHAN , 1975; MARTENS , VAN PETEGHEM , HEYNDRICKX , 1975 ; DRA
FFAN , CLARE y col. , 1977 ; UKAI , HIROSE , KAWASE , 1977 ) .

La técnica requiere reduccidn previa que se
hace mediante NaBH, y NiCl, ( UKAT , HIROSE , KAWASE , 1977 )bo
rohidruro de sodio ( DRAFFAN , CLARE y col. , 1977 ) .

La columna de separacién puede contener meg-
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cla de Tritén x-100 y KOH en DMCS sobre Chromosorb G (SODERQUIST,
CROSBY ,, 1972) Chromosorb WAW DMCS (MARTENS , HEYNDRICKX , 1974)
3% SE , 30,5% Reoplex 400 , 3% Carbowax 20 M § 3 % Carbowax 20 M
y 1% KOHI ( KHAN , 1974 ) .

Seglin la reduccién empleada por UKAIL , HIROSE,
KAWASE ( 1973 ) del paraquat se aisla : 1,1',2,2%,3,3',6,6"o0cta
hidro-4,4*'~bipiridilo ; del diquat se aisla : N,N'-etileno .

En el tratamiento propuesto por UKAI, HIROSE,,
KAWASE ( 1977 ) obtuvieron desde el paraquat : 1,7' dimetil 4,4"
bipiridina y desde el diquat: trans,cis-dodecahidrodipiridilo-pi

razina .

DRAFFAN y col. (1977) concluyen que todos los

borohidruros de sodio producen hexahidro derivados .

El gas portador es nitrégeno y se utiliza de-

tector de ionizacién de llama .

La sensibilidad varfa para cada uno de los au
tores: 0,1 ppm ( SODERQUIST , CROSBY , 1972 ) , 5,65 ppm ( UKAT,
HIROSE y KAWASE , 1973 ) , 0,01 ppm ( KHAN:, 1974 ) , 0,05 ppm
( KHAN , 1975 ) & |

Se recupera un 84% en muestras de suelos (KHAN
1974 ) en tejidos varfa de un 75 % & un 86 % (KHAN , 1975) y en
orina de un 89% a un 95% ( MARTENS , VAN PETEGHEM , HEYNDRICKX ,
1975 )
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Ia cromatograffa de gases se puede acompafiar
por espectroscopfa de masas ( MARTENS , VAN PETEGHEM, HEYNDRICKX
1975 ; DRAFFAN , CLARE y col. , 1977 )

B~4 Cromatograffa l{quida

Tanto el paraquat como el diguat se determi
nan por cromatograffa lfiquida usando un detector de UV ,

PRYDE y DARBY ( 1975 ) no encuentran interfe-
rencias con el diquat en el andlisis de paraquat , ni con el pa=-
raquat en el andlisis del diquat .

Se puede usar una columna compacta con amino—
propil trietosixilano unida a la alymina y como fase mévil MeOH
buffer ( 14 &+ 11 ) ( PRYDE , 1975 ) .

El 1fmite de deteccidn es : 100 pg / 1 ( KAWA
NO , AUDINO , EDLUND , 1975 ; PRYDE , 1975 ; PRYDE y DARBY ,1975;
VAN DIJK , EBBERINK y col. , 1977 ) . |

B-5 Otros métodos

Bioensayo

El método es aplicar inhibidores fotosintéti
cos en discos de cotiledones , se ensaya con herbicidas fuertes
de diversos modo de accidn ; es positivo tanto para el paraquat
como para el diquat ( DA SILVA , PADAYOMI , WARREN , 1976 ) .
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Antibiograma

REPETTO y SANZ ( 1976 ) adaptaron este método
para el andlisis toxicolégico mediante 1la difusiém en placa de
agar inoculado con algas unicelulares ; se colocan discos de pa-
pel de filtro impregnados en las muestras problemas , si la muesg
tra es de paraquat el halo de inhibicién es grande aunque la con
centracién sea pequefia .

Radioinmunoensayo
IEBVITT ( 1977 ) aplica esta técnica para Iz

determinacién de paraquat § el diquat y el morfamquat no dan

reacciones cruzadas con el antisuero .



III PARTE EXPERIMENTAL




III-1 MATERIAL Y METODOS
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En primer lugar , iniciamos nuestro trabajo ex
perimental poniendo a punto las técnicas de deteccién y determina
cién de paraquat , intentando conseguir aportaciones o mejoras en

las mismas .

Se realizaron numerosas pruebas con reductores,
probdndose asf{ mismo el reactivo clédsicamente utilizado ( el di--
tionito sddico ) , midiendo las densidades épticas y comprobando

si son proporcionales a las concentraciones .

Examinamos los sistemas de lfquidos de desarro
llo y revelados empleados por distintos investigadores en la cro
matograffa en capa fina . Se aplicaron al revelado aquellos reac-

tivos que anteriormente nos dieron reacciones coloreadas .

En la préctica no determinaremos el paraquat
en soluciones puras sino que es necesario extraerlo de muestras

biolégicas , proceso que se lleva a cabo mediante resinas .

Para la separacién del paraquat se emplean re
sinas de intercambio catidnico , por lo que reproducimos los tra
tamientos efectuados en la resina de Amberlita IR-120 por diver-

sos autores .

Por otra parte hemos estudiade la aplicacién

de la resina XAD-2 al aislamiento del paraquat .
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III - 1 Reactivos

-Paraquat ( Gramoxong )
-0-Tolidina ( Schuchardt )
-o-Dianisidina ( Merck )
~Yoduro potdsico ( Merck )
~Fenol ( Merck )
~Hidroquinons ( Panreac )
-Formaldehido 35 - 40 % ( Panread )
-Acido pirogdlico ( Probus )
~Nicotinamida ( Merck )
~Sulfosalicflico ( Merck )
-Oxalato disbédico ( Merck )
~Cloruro erémico ( Riedel )
~Fosfato de piridoxal ( Merck )

-Resorcinol ( Yudex )
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~Clorhidrato de hidroxilamina ( MercK )
-Sulfato de hidracina ( Merck )
~Ferrocianuro potdsico ( Panreac )
~Cloruro estannoso { Panreac )
-Hidrosulfito sédico ( Panreac )
-Acido ascédrbico ( Merck )
-Sulfato ferroso ( Mallinckrodt )
~Ditionito sédico ( Merck )
-Hidréxido sédico ( Panreac )
~Molibdato aménico ( Panreac )
~Cloruro bérico ( Merck )
-Bicarbonato sédico ( Panreac )
~Fluoruro sédico ( Merck )
-Glucosa ( Merck )

~Tartrato sédico ( Panreac )



-Acido tartdrico ( Panreac )

~Metanol ( Panreac )

~Cloroformo ( Panreac )

-Acido clorhfdrico 35 % ( Panreac )

-Iodo ( Panreac )

~Glicocola ( Panreac )

~Ninhidrina ( Merck )

~-Etanol (Panreac )

~Cloruro aménico ( Panreac )

-Acido tricloroacético ( Panreac )

-Resina de Amberlita IR-120 ( Mallinckrodt)
-Resina de Amberlita XAD-2 ( Mallinckrodt )
' -Eter etflico ( Panreac )

~Fenolftalefna ( Riedel )

~-Eter de petroleo ( Panreac )



g
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-Sulfato de sodio ( Panreac )
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III -~ 2 Reacciones coloreadas

Pretendemos encontrar una sustancia de fdcil
conservacién y manejo , que habitualmente se encuentre en los la-
boratorios .

Hemos probado con ¢

- o=Tolidina

- o-Dianisidina

- Yoduro potdsico

- Fenol

- Hidroguinona

- Formaldehida

- Acido pirogdlico

- Nicotinamida

- 8ulfosalicflico

- Oxalato disddico



- Cloruro crémico

- Posfato de piridoxal

- Resorcinol

- Clorhidrato de hidroxilamina

- Sulfato de hidracina

- Clorhidrato de hidracina

-~ Ferrocianuro potdsico

- Cloruro estannoso

- Hidrosulfito sédico (Ditionite sddico)

- Acido ascérbico

- Sulfato ferroso

De cada reductor preparamos dos concentragio=-
nes , porque el color es estable solamente en exceso de reactivo
reductor , si estd en defecto el radical se oxida .

Una agitacién fuerte provoca la desaparicién

rdpida del color porque el oxfgeno del aire oxida el radical de
paraquat .
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Segin BONINI , SAUX y LARCEBAN ( 1973 ) si la
concentracién final de reductor es muy superior al contenido de pa
raquat puede transformarse en un derivado de dihidrobipiridilo me

nos coloreado .

Trabajamos con soluciones de 25 ppm de para--—

quat , con objeto de hacer el resultado méds evidente .

Tomamos en tubo de ensayo 5 ml de paraquat per
fectamente medidos , cambiamos el pH , para observar si se faci-

lita la reaccién .

En una de las pruebas adicionamos la base an-—-
tes que el reductor y en la otra el reductor antes , estudiando

los posibles cambios en cada adicién .

‘De forma que con cada suatancia , por regla ge

neral , hacemos cuatro andlisis :

A 5 ml paraquat 25 ppm
1 ml NaOH 30 %

x ml Reductor 1 %

B 5 ml paraquat 25 ppm
x ml Reductor 1 %

1 ml NaOH 30 %
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C 5 ml paraquat 25 ppm
1 ml NaOH 30 %4

x ml Reductor 10 %

D 5 ml paraquat 25 ppm
x ml Reductor 10 %

1 ml NaOH 30 %

La o-tolidina es poco soluble en agua , por
ello empleamos wna disolucién saturada de la gue cogemos 2 ml

la disolucién no se colorea .

; La o-dianisidina es muy poco soluble en agua,
por lo que la disolvemos en alcohol , se hacen las pruebas toman

do 2 ml , en ninguno de los casos hay renccibén coloreada .

A pesar del cardcter reductor del anidén yodu~
ro , 2 ml de yoduro potdsico al 1% o al 10 % en disolucién acuosa

no forman el radical azulado derivado del paraquat .

El fenol se oxida fécilmente , tomando un ml
de una disolucién y mezcléndolo en las cantidades y en el orden

establecido queda incoloro ,

Ia disolucién de hidroquinona es incolora ,

al mezclar 2 ml de ésta con el paraquat y la sosa se torna em
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oro viejo , pero el color es debido & la reaccién de la hidroqui-

nona con la sosa .

Los aldehfdos se oxidan fdcilmente , pero 5 ml
de formaldehf{do no dan color siguiendo cualquiera de los cuatro

procesos .

La disolucidén de 4cido pirogdélico es parda, al
adicionar la sosa a un ml de 4cido pirogdlico se oscurece, la adi

cién de paraquat no altera el color .

Realigzamos las cuatro pruebas con un ml de di-
solucién de nicotinamida , con ninguna se obtiene el radical redu

cido de paraquat .

Las pruebas realizadas con 1,5 ml de sulfosa--
licflico como agente reductor no producen el resultado esperado ,

dando incolora la disolucién .

Lo mismo sucede si empleamos en la reaccidén un

ml de oxalato disédico .

Un ml de cloruro crémico utilizado como agente
reductor no reduce el paraquat y al poco tiempo de hacer las prue

bas en los tubos de ensayos aparecen precipitados verdosos .

ILa disolucién de fosfato de piridoxal es amari
lla , tomando 1 ml de fosfato de piridoxal lo adicionamos en los

tubos de emnsayos , las disoluciones se tornan amarillo limén , de

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA

BIBLIOTECA
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bido a la presencia de sosa .

Un ml de resorcinol adicionado antes de la so-
sa da un color morado , si lo adicionamos despues de la sosa el to
no es mfs claro , pero en ambos el color desaparece es seguidas ,
con disoluciones de parquat algo mds diluida el color no es

proporcional .

Tres ml de clorhidrato de hidroxilamina no dan
color con ninguno de los cuatro ensayos . Adicionando un ml de mo
libdato aménico al 1 % despu€s del reductor da incoloro , al afia-

dir sosa no varia .

Con 4 ml de disolucién sadburada en sulfato de
hidracina no se reduce: el paraquat ; si hacemos reaccionar el sul
fato de hidracina con cloruro bdrico obtendremos el clorhidrato
de hidracina , con este nuevo reactivo tampoco se obtiene la diso

lucién azulada .,

En tubo de ensayo con 200 ppm de paraquat y‘
ferrocianuro potdsico , se obtiene un color morado , pero al dis

minuir la concentracién de paraquat es incoloro .

Con 0,2 ml de cloruro eatannoso al 1% adicio-
nado después de la sosa da un color azul , sin precipitados ,que
desaparece al agitar y m&s tarde resurge . Diez gramos de cloru-
ro estannoso en 100 ml de agua ed una disolucidén saturada . Con
3 ml de cloruro estannoso al 1 % permanece algo més estable , pe

ro desaparece al agitar .
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Al adicionar 0,2 ml de hidrosulfito sédico al
1 % después de la sosa , da un color azul claro , sin precipita-

dos,que desaparece al agitar .

Si afiadimos 0,1 ml de hidrosulfito sédico al
10 4 en las mismas condiciones anteriores, es més estable; la Ta

bla 1 muestra los valores de absorciones .

Tomendo 2 ml de 4cido ascédrbico al 1 % y agre
géndolo en un tubo de ensayo antes y después de la sosa se mani-

fiesta un color azul que al agitar desaparece .

Si el volumen adicionado es 2,5 ml al 10 % al
agitar tarda algo més en desaparecer ; con 3 ml al 10% tarda ain
mds ., El orden de adicién de los reactivos no altera los resulta

dos .

Probamos con 3 ml al 20% , realizando la prue
ba frente a un blanco con 5 ml de agua , 1 ml de NaOH al 30 % y
3 ml de 4cido ascédrbico al 20 % ( Tabla 2 ) . La prueba en blans
co es amarillenta por lo que el color azul que da la muestra con

paraquat queda interferido .

Si utilizamos 4 ml de 4cido ascédrbico al 20 %
la medida espectrofotométrica no se puede llevar a cabo , porque
al colocar la muestra en la cubeta pierde su color , es decir es

méds inestable .

El sulfato ferroso es un agente reductor , en
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general las sales ferrosas son oxidadas a férricas mds fécilmente

en medio alcalino , por disminuir el potencial redox .

Si agregamos 1 ml de sulfato ferroso al 0,1 %
despuéds de la sosa, aparece un precipitado en exceso , medimos el

pH y resulta igual a 11 .,

Para disminuir la basicidad cambiamos la canti
dad de sosa por 0,5 ml de bicarbonato sédico saturado, en las mis
mas condiciones , el pH desciende hasta 8, pero el precipitado si

gue apareciendo .

Si repetimos la prueba anterior pero con 1 ml
de sulfato ferroso al 1 % , el predpitado de color pardo es ain

mayor .

Variando la cantidad de sulfato ferroso adicio
nado poco & poco asf como la cantidad de sosa para observar los po
sibles gambios , nos detenemos cuanmio el tubo de: ensayo contiene:
5 ml de paraguat , 1 ml de NaOH al 30 % y 0,4 ml de sulfato ferro
soal 1% ; queda un tono azul interferido por el precipitado rar
do .

Con estas mismas cantidades se prueba en diso-
luciones de 50 ppm , 25 ppm y 10 ppm de paraquat , pero el preci~-
pitado nos impide hacer la medida espectrofotométrica .

Al oxidarse el sulfato ferroso a sulfato férri

co se forma el hid¥éxido férrico que precipita dando un colox par



- 105 =

do , pero la precipitacién se puede evitar formando complejos es-
tables mediante fluoruros , tartratos y en general compuestos or-
génicos polihidroxilados ( BURRIEL , LUCENA , ARRIBAS , 1974 ) .

Log fluoruros alcalinos forman complejos con
los cationes trivalentes , adicionando 0,5 ml de fluoruro sédico
al 1 % entre la sosa y el sulfato ferroso s hay precipitado , sin

agitar el color es muy &ifuso ,

La cantidad de: fluoruro es insuficiente , por
lo que tomamos : 5 ml de paraquat 5 ppm , 0,5 g NaF , 1 ml de so-
sa al 30 % y 0,3 ml de sulfato ferroso al 10 # , continua un pre-
cipitado verdoso que interfiere el color azul , al disminuir la
cantidad de sosa el precipitado sigue apareciendo , pero el color

es menos azul ,

Tambien podemos utilizar como agente acomple——
jante la glucosa , si colocamos 5 ml de paraquat 5 ppm , O,Tml de
NaOH al 50 % , 0,5 g de glucosa y 0,3 ml de sulfato ferroso al 10

%4 se forma un precipitado verde oscuro .

Al disminuir la basicidad porque sélo adiciona
mos una gota de NaOH al 30 # , es menor el precipitado verde , si
la adicién es de 1 ml de NaOH 0,2 N , se sigue formando el preci

pitado verde .

Aumentamos la cantidad de glucosa hasta 1 g y
de NaOH 0,2 N sélo adicionamos 2 gotas , pero sigue forméndoge un

precipitado verdoso .
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Los tartratos alcalinos tambien forman complem
jos con los cationes trivalentes ( BURRIEL , LUCENA , ARRIBAS ,,
1974 ) s

Se adiciona al paraquat : 1 ml de NaOH al 30 %
T ml de tartrato sédico al 1% y 0,4 ml de sulfata ferroso al 1 %,

la reaccidén no es coloreada pero hay precipitado .

El mismo resultado se obtiene si la cantidad &
tartrato sfdico al 1 # es 0,5 ml ..

Si empleamos 0,5 g de tartrato sédico se disuvel
ve en parte el precipitado , la solucién puede ser una mayor cane

#idad de agente acomplejante y variacién de pH .

Por ello probamos con : 5 ml de paraquat 5 ppm
0,5 ml de NaOH al 50 % , 0,5 g de tartrato sédico y 0,6 ml de sul

fata ferroso al 10 % , dando un color verdoso .
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Si variamos la cantidad de NaOH al repetir el
ensayo adicionando 1 ml , la disolucidn sigue verdosa pero no es

transparente .

Por lo tanto mantenemos las condiciones ante-
riores , pero de sulfato ferroso ponemos 0,3 ml , se observa un
verde celestdén turbio , el pH es 11 .,

Disminuimos el pH colocando sélo 0,5 ml de so

sa al 30 % , la disolucién es azul , transparente .

Por si se puede mejorar este resultado , cam—
biamos el volumen de sulfato ferroso al adicionar 0,2 ml pero la

disolucién presenta un color més pélido .

Tomamos la medida espectrofotométrica ( Tabla
3) de : 0,5 ml de NaOH al 30 4 , 0,5 g de tartrato sédico , 0,3
ml de sulfato ferroso al 104 y 5 ml de paraquat frente a un blan
co realizado con : 0,5 ml de NaOH al 30 % , 0,5 g de tartrato sé
dico , 0,3 ml de sulfato ferroso a2l 10 ¢ y 5 ml de agua .

Se puede formar un pequefio precipitado que se
filtra; el color inicial del blanco es algo verdoso, el color fi
nal es amarillento debido al complejo que forma el tartrato con

el hierro .

Para mejorar la disolucién de tartrato aumen-
tamos el volumen , puesto que una vez adicionado los 5 ml de pa-

raquat la agitacién ha de ser minima .



- 108 -

Probamos con 0,4 ; 0,5 y 0,6 g de tartrato sé-
dico , de forma que la disolucidén problema estd formada por 1,5ml
de NaOH al 10 % , x g de tartrato sédico , 0,3 ml de sulfato fe
rroso al 10 % y 5 ml de paraquat 10 ppm frente a un blanco respec
tivo ( Tabla 4 ) segin los resultados obtenidos nos decidimos por

0,5 g de tartrato sdédico .

Medimos a 600 nm una disolucién con: 1,5 ml de
NaOH al 10 %4 , 0,5 g de tartrato sédico , 0,3 ml de sulfato ferro
50 ¥y 5 ml de paraquat 10 ppm , el resultado es idéntico al que da
una solucidn en la que varfa los 2 ml de NaOH al 10 4 en lugar de

1,5 ml , por lo que tomamos el primer volumen .

Para determinar paraquat las cantidades de reac

tivos

1,5 ml NaOH 10 %
0,5 g COONa - ( CHOH )2 - COONa

0,3 ml FeSO, 10 %

Si a ésto le adicionamos 5ml de diferentes di-
soluciones de paraquat y se mide frente a agua obtenemos unos va-
lores de absorcién y estos valores vienen representados en la ta-

bla 5 .

Si disoluciones similares las medimos frentea
un blanco formado por los mismos reactivos y 5 ml de agua el va-

lor de absorbancia es mds alto y més exacto que en el ensayo an-
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terior ( Tabla 6 )

Para hacer una representacidén gréfica se reali
za el mismo proceso , pero variando las concentraciones de para--
quat , de forms que en las cubetas haya una concentracifn de : 1
ppm , 2 ppm , 4 ppm , 6 ppm , 8 ppm , 10 ppm , 12 ppm , 14 ppm,16
ppm o ( Tabla 7 ) con estos resultados se elabora la representg—-
cibn gréfica ( Pigura 1) . |

Una vez tomadas las medidas de absorbancia gusr
damos las disoluciones y al cabo de media hora y de una hora se

miden de nuevo .

En conclusibn : este reductor es aplicable pa-
ra pequefias concentraciones , con el tiempo disminuyen las DeOe ’

pero asf mismo es utilizable en soluciones diluidas ..

Usualmente se utiliza el ditionito sédico como
agente reductor , las tablas con los resultados y los estudios pa

ra poner a punto esta reaccién se explican mds adelante .
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Tabla 1

D.0. a 600 nm de la Reaccidn :

Paraquat - Hidrosulfito (Ditionito) sédico

ppm
25 10 5 2

(%)
D.0O.

1,220 0,545 0,285 04105
t=0"'
D.O.

1,200 0,530 0,280 0,110
t=30' o
(%) : Son las ppm de los 5 ml adicionados a los reactivos.
t : Bs el tiempo , en minutos , de las soluciones preparadas.
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Tabla 2

D.0. de 1la Reaccién Paraquat - &cido Ascédrbico a 600 nm

Ppm

2 5 10
*)
DeOe 0,060 0,160 0,280

(%) : Son las ppm de los 5 ml adicionados a los reactivos .
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Tabla 3

D.0. de la Reaccién Paraquat - Sulfato ferroso a 600 nm

ppm
2 5 10

()
D.0.

0, 100 0,260 0,490
£=0*
D.0.

0,100 0,255 0,480
£=30" |
D,0.

0,090 0,230 0,450
£=60"

(#) : Son las ppm de los 5 ml adicionados a los reactivos .

ct
*8

Es el tiempo , en minutos , de las soluciones preparadas .
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Tabla 4

D.0. de la Reaccidn Paraquat - Sulfato ferroso a 600 nm

&

0,400 0,500 0,600
(%)
D,0.

0,490 0,480 0,450
t=0'
D,.O..

0,470 0,475 0,430
£=30"
(%) : g de tartrato sédico adicionado
t : Es el tiempo , en minutos , de las soluciones preparadas



Tabla 5

D.0. de la Reaccién Paraguat — Sulfato ferroso a 600 nm

(%) t=0" £=30" £=60"
1 ppm 0,000 0,000 0,000
2 ppm 0,015 0,000 0,000
4 ppm 0,120 0,120 0,110
6 ppm 0,225. 0,220 0,210
8 ppm 0,300 0,290 0,275
10 ppm 0,380 0,360 0,345
12 ppm 0,440 0,400 0,380
14 ppm 0,560 0,540 0,515
16 ppm 0,600 0,575 0,540
18 ppm 0,710 0,680 0,650
20 ppm 0,750 0,700 0,655
(%) : ppm de los 5 ml de paraquat adicionados a los reactivos ..

t ¢ Tiempo , en minutos , de las soluciones preparadas .



Tabla 6

D.0. de la Reaccidn Paraquat - Sulfato ferroso a 600 nm .

(%) £=0" £=30" £=60"
1 ppm 0,049 0,040 0,035,
2 ppm 0,080 0,075 0,075
4 ppm 0,160 0,160 0,150
6 ppm 0,265 0,260 0,250
8 ppm 0,320 0,310 . 0,300
10 ppm 0,380 0,375 0,360
12" ppm 0,455 0,440 0,435
14 ppm 0,575 0,570 0,560
16 ppm 0,670 0,655% 0,640
18 ppm 0,715 0,755 0,730
20 ppm 0,850 0,835 0,805

(#) : ppm de los 5 ml de paraquat adicionados a los reactivos .

+ ¢ Tiempo , en minutos , de las soluciones preparadas .



Tabla T

D.0O. de la Reaccién-Paraquat Sulfato ferroso a 600 nm .

(o) £=0" £=30" t=60"
1 ppm 0,055 0,055 0,050’
2 ppm 0,110 0,110 0,,090
4 ppm 0,230 - 0,225 0,210
6 ppm : 0,350 0,335 0,320
8 ppm 0,450 0,430 0,415
10 ppm 0,550 0,540 0,520
12 ppnm 0,750 0,74% 0,720
14 ppm 0,900 0,885 0,870
16 ppm 1,200 1,100 1,000

(®) ¢ ppm de la disolucién medida .

+ & Tiempo , en minutos , de las soluciones preparadas .
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IIT - 3 Cromatograffa en capa fina

En la cromatograffa en capa fina decidimos uti
lizar la microplaca como aconseja TSUNENARI ( 1975 ) . Las placas

de cristal se preparan con silicagel .

Los puntos que se han colocado sobre la micro-
placa:. tienen veinte gotas de una disolucién de paraquat de concen:
tracién 10 ppm . Despuds de la gplicacidn de cada gota , se seca

la microplaca con aire , porque el disolvente que se ha empleado

es agua .

Los sistemas de 1fquidos de desarrollo emplea

dos son ¢
- metanol
~ cloroformo - metanol ( 13 ¢ 2 )
- cloroflormo -~ metanol ( 1 ¢ 1)

- cloroformo - metanol ( 19 ¢ 1)

- metanol -~ 4cido clorhfdrico 6 N ( 20 = 30 )
= metanol -~ 4cido clorhfdrico 6 W ( 10 : 30 )
-~ metanol - 4cido clorhfdrico 6 N ( 10 ¢ 4 )
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Las microplacas se vieron con luz UV antes y
después del desarrollo , pero no se distimguen las manchas de pa-

raquat .

En principio utilizamos los reveladores que han

sido empleados por distintos autores %
- iodoplatinato

- reactivo de Dragendorff's

- vapores de 12

Con los sistemas 1 , 2 , 3 y 4 al revelar con
iodoplatinato aparece la mancha de paraquat en el punto en el que

inicialmente se puso .

Al desarrollar con el sistema 6 y pulverizar
con el reactivo de Dragendorff's aparece una mancha de color ana-

ranjado desplazada .

Con los sistemas 7 y 8 al revelar con los vapo
res de iodo las manchas se colorean y se advierte el desplazamien
to .

Hemos ensayado numerosos reductores con disolu
ciones de paraquat en tubo segin los resultados obtenidos se apli

ca en esta técnica .



- 120 -

Empleamos como revelador una disolucién con
los reactivos utilizados para la reaccidén del sulfato ferroso en
tubo , las manchas no se colorean , repetimos pulverizando en va
rias fases y cambiando el orden de aplieacién , el paraquat no se

colorea .

Tampoco sirve como revelador el SnGl2 scon el

que se realizaron , del mismo modo , varias pruebas .

También se probd la ninhidrina al 0,2 % en eta
nol que se utiliza como reactivo de aminodcidos para cromatogra=~
f{a en papel . Como patrén escogemos la glicocola , las disolucio
nes de paraquat son de 50 ppm , el desarrollo se realiza con meta
nol - 4cido clorhfdrico 6 N ( 10 s 30 ) , las manchas no se colo-

rean .
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III - 4 Determinacidén por espectrofotometria UV - visible

La determinacién del paraquat es posible debi-
do a la formacién de un radical libre intensamente coloreado , a

partir de la reduccidén del paraquat .

Se ha utilizado para llevar a cabo la determi
nacién el Espectrofotémetro Perkin Elmer modelo 124 y el Espec-
trofotémetro Perkin Elmer modelo 200 .

Anteriormente estudiamos diferentes reducto--
res de los que s6lo nos dio resultado aprovechahle el sulfato fe

rroso y el ditionito (hidrosulfito) sddico .

Si le adicionamos 0,5 g de tartrato sédico |,
1,5 ml de NaOH al 10 % y 0,3 ml de FeSO, al 10 % , la disolucién

de paraquat da un color azul perfectamente medible a 600 nm .

El problema surge cuando empleamos un eluato
evaporado ; probamos este reactivo con el residuo del eluato eva
porado de una columna en la que habfamos introducido un extracto -
de visceras y con el de una columna en la que la muestra era de
una disolucidn patrén, en ambas pruebas permanece incolora la di

solucién .

En una disolucidn que contiene paraquat y clo
ruro aménico, en las mismas proporciones anteriores, se adicioma

ron los mismos reactivos , no se produce la reaccidén coloreada.
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Después de evaporar el eluato de una columna:
de resina de amberlita IR-120 , se realiza la prueba y da inco-
lora, es debido a una pequefia cantidad de e¢loruro aménico que in

terfiere .

El ion ferroso en presencia de sales améni--
cas se altera ., las sales ferrosas son reductores mds fuertes en
presencia de tartratos y en general con sustancias que formen cam
plejos con el catién férrico (BURRIEL , LUCENA , ARRIBAS , 1974)

El ion amonio en medio ligeramente dcido y en
presencia de 4cido tartdrico precipita un bitartrato aménica de
color blanco ¢

COOH -~ ( CHOH')2E~ COQH! COOH - ( CHOH )2 - CGONHh
+ . +
-+ +
NH4 H

El precipitado de bitartrato se disuelve tan-

to en medio alcalino como en 4cido mineral .

Se probd utilizando tartrato y cloruro améni

co observdndose la precipitacién .

En una disolucién de paraquat afiadimos cloru-
ro aménico , 4cido tartdrico y sosa , se filtra el precipitado y
adicionamos unas gotas de NaOH y sulfato ferroso , dando color
azul .
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Sabiendo la cantidad que hay de cloruro amé-
nico se puede calcular la que necesitamos de tartdrico , si que
remos que haya un exceso para que el hidréxido férrico que se

forme no precipite .

En un tubo de ensayo se colocan 2' ml de: para
quat de 50 ppm , 0,625 g de cloruro aménico , 5 ml de agua y 5
g de 4cido tartdrico , se va adicionando poco a poco NaOH del 20
- % , se va filtrando , se adiciona el sulfato ferroso y unas go=-

tas de sosa , dando color azul .

Se: repite con NaOH del 40 % necesitando 3,5
nl pars que se efectie la reaccidn .

De forma que hacemos una prueba sin pasar por
la columna , adicionando a la muestra 0,625 g de cloruro aménico
y los eluyentes (de la IR-120) evaporando y afiadimos sobre el re

siduo ¢

- 5 g COOH - ( CHOH )2 - COOH

~ Filtramos y adicionamos 0,3 ml FeSO4 10 %

Ia D.0. de esta disolucidn es 0,49 , segin la
muestra preparada tedSricamente tiene 10 ppm , en la curva patrén
( Figura 1 ) esta concentracién corresponde con una D,0. = 0,575
con lo que las pérdidas han sido de 14,79 % .
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Se realiza el mismo proceso a partir de un re
siduo de eluato que proviene de una columna con resina IR-120 ,
la D,O. medida es 0,365 , compardndola con la curva patrén (Fig.
1) presupone unas pérdidas del 36,53 % .

La determinacién de paraquat se ha realizado
siempre mediante el ditionito sédico como agente reductor , la

técnica es féecil .

Se toman las disoluciones problemas y se les
afinde 1 ml de ditionito sédico 1 % en NaOH N , produciéndose in
mediatamente la coloracién azul , que permanece estable al me—-

nos una hora .

Determinamos la D.O. & 600 nm de una disolu-—
cién de paraquat con ditionito sédico frente a un blanca y fren
te a la cubeta con agua destilada , los resultados son idénti--

COS o

Medimos la absorbancia de la disolucidén de pa
raquat con uno y con dos ml de ditionito sddico &l 1% en NaeOH N,

los valores son semejantes .

Tenemos distintas &iluciones de 1 ppm , 2 ppm
4 ppm , 6 ppm , 8 ppm , 10 ppm , 12 ppm , 14 ppm , 16 ppm , 18
ppm y- 20 ppm de paraquat, de las que tomamos 5 ml en un tubo de:
ensayo con 1 ml de reactivo reductor ( Tabla 8 ) , la absorban-
cia se ha medido inmediatamente despuéé de preparar las disolue
ciones y pasados 30' y 60' .
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Esto mismo se puede hacer‘partiendc’dewunﬁ ai
solucidén de 25 ppm y tomando distintos wvol@menes de forma. que la:
concentracién final en un matraz de 10 ml sea de 1 ppm , 2ppm ,
4& ppm , 6 ppm 4 8 ppm , 10 ppm , 12 ppm , 14 ppm de paraquat (Ta
bla 9 ) .

A partir de estos valores se ha obtenido una gré
fica ( Pige 2 ) representdndose la variacién con el tiempo y la ab

sorcidn con respecto a la concentracién .
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Tabla 8§

D.0. de la Reaccidn Paraquat - Ditionito a 600 nm

(%) £=0" £=30" £=60"
1 ppm 0,085 0,085 0,085
2 ppm 0,150 0,145 0,140
4 ppm 0,240 0,235 0,235
6 ppm 0,370 0,365 0,360
8 ppm 0,485 0,485 0,480
10 ppm 0,605 0,600 0,595
12 ppm 0,695 0,695 0,675
14 ppm 0,790 0,785 0,780
16 ppm 0,903 0,895 0,895

(%) : ppm de los 5 ml de paraquat adicionados a los reactivos ,

t

Tiempo , en minutos , de las soluciones preparadas .
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Tabla 9

De Do de la Reaccién Paraquat - Ditionito a 600 nm

() £=0" £=30" £=60"
1 ppm 0,090 0,090 0,085
2 ppm 0,170 0,160 0,150
4 ppm 0,305 0,295 0,290
6 ppm 0,450 0,450 0,440
8 ppm 0,590 0,590 0,570
10 ppm 0,710 0,700 0,700
12 ppm 0,830 0,825 0,820
14 ppm 0,960 0,950 0,950
(5k) : ppm de las disoluciones medidas .

t ¢ Tiempo , en minutos , de las soluciones preparadas .
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IIT - 5 Separacién por columna-Ensayos con disoluciones de paraquat

Para las muestras que contengan paraquat el ti
po de resina que se ha utilizado es el de intercambio catidnico y
concretamente una de las mds empleadas es la resina de amberlita

Debido a la gran aceptacién que hoy tiene 1la
resina de amberlita XAD-2 hemos estudiado su utilizacién para el
aislamiento de paraquat y para hacerlo comparativamente con la

IR-120 , hemos puesto a punto , ésta , previamente .

A Resina de Amberlita IR-120

Utilizamos columnas de 20 x 1 e¢cm , con 10,5 g
( 15 em de altura ) de resina ; una vez montada se le pasa abun-

dante agua y se deja como mfnimo 24 h .

Después de utilizada , la resina se regenera

con 90 ml de HCl 1 N y adicidn de ague hasta neutralidad .

En estos ensayos previos utilizamos como mues
tra dos ml de solucién patrén de paraquat de 50 ppm diluidos has
ta 10 ml , el pH de esta disolucién es aproximadamente 6 ; se in
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troduce en la columna y queda retenida .

Se adiciona agua para ver si arrastra al para

quat ; se analiza ésta con ditionito y permanece incolora .

Probamos , como eluyente , el cloruro aménico
saturado , como aconsejan casi todos los autores , se recogen di
ferentes fracciones eluidas y se someten a reaccién con ditioni-
to. sddico en medio alcalino , comprobando que el paraquat no pa-

88 .

Ia mayorfa de los investigadores despuds de
regenerar y neutralizar la columna adicionan disolucidén acuosa de
cloruro aménico al 2,5 % y agua hasta neutralidad , preparando la
columna en éstas condiciones se extrae algo de paraquat en la ter

cera fraccién .

Repetimos el proceso tratando previamente la
columna , introducimos las disoluciones de paraquat , adiciona-
mos agua , eluimos con solucién acuosa de cloruro aménico satus

rado .

Como el volumen de disolucién de cloruro amé
nico utilizado es grande , es necesario evaporar en rotavapor ,
lavar el precipitado con metanol , filtrar y evaporar de nueva,

en este residuo hacemos la determinacién .

Esta serie de procesos implica grandes pérdi

das , por ello trabajamos con otros eluyentes ., Probamos con so
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lucidn acuosa: de cloruro aménico al 2,5 % y da débilmente positi
vo o« Eluimos con 4ecido clorhfdrico 5 N como indica TSUNENARI en
1965 ; La D.0O. del residuo del eluato evaporadao es 0,63 , lo gue

representa una recuperacién del 88,0 % .

Por el contrario , muestras neutras , al tra-
tarse la disolucidén de paraquat con NaOH al 10 % , se retenfanme
nos en la resina ; 1o mismo sucede si las muestras tienen un pH
de 5,5 .

En resumen : podemos deducir que la mejor téc
nica para la separacién del paraquat con resina de amberlita de
tipo IR-120 es adicionar 25 ml de cloruro aménico al 2,5 %, agua
hasta neutralidad , introducir lentamente la muestra a pH 6 .
lavar con 20 ml de agua y eluir con 50 ml de 4cido elorhfdrico
5 N .

B Resina de Amberlita XAD-2

Esta resina es un copolfmero de estirenodivi
nilbenceno , fue empleada por primera vez por FUJIMOTO y WANG
( 1970 ) y para aislar fdrmacos de la orina ( BASTOS y col, ,
1972 ; OSBORNE y GARE , 1973 ; BASTOS y col., 1973 ) , poste-
riormente de los tejidos ( PRANITIS y col. , 1974 ; PRANITIS vy
STOIMAN , 1975 ; STOLMAN y PRANITIS , 1977 ; BOGUSZ y col. ,
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Las columnas utilizadas miden 20 x 1 cm , se
llenan con 10 gramos de resina. de amberlita XAD-2 ( 15 cm de a&l-
'bura) .

La resina se deja en agua al menos 48h antes
de su utilizacidén como aconseja OSBORNE y GARE ( 1973 ) .

Siguiendo la técnica general , una vez lavada
ésta gon 100 ml de metanol y 1 ml de 4ecido clorhfdrico concentra
do , adicionar agua hasta neutralidad , se introduce la muestra
a pH 4eido ( 9,5 ml de paraquat de 10 ppm y 0,5 ml de HC1 N ),se
lava con agua ; se eluye con &ter .

Posteriormente se hace succién para secar la
columna y se alcaliniza con corriente gaseosa de amoniaco hasta
reaccién positiva con fenolftalefna y se eluye nuevamente con
dter .

El agua que se desplaza de la columna gl ine
troducir la muestra contiene paraquat , as{ como el agua que sa
le con el primer eluyente . Los eluatos se secan con sulfato sé
dico y se evapora a sequedad ; ni en el éter dcido , ni en el
éter bdsico hay paraquat , es decir no queda retenido en la re-—

sina .

Se repite la prueba introduciendo las muese-—

tras muy lentamente , en las primeras aguas recogidas no apare-
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ce paraquat.

Variamos la cantidad de paraquat por si no hay
suficiente resina para retenerlo . Utilizamos muestras de dos ml
de paraquat con 10 ppm a pH 5-6, pero el resultado es idéntico al
anterior . Pensamos que el paraquat no queda retenido em la colum
na cuando las muestras se introducen a pH 4cido . Por ello se in-
tenté alcalinizar las muestras antes de introducirlas en la colum
nae ( pH 10 - 11 ) .

Con muestras bdsicas ( pH 10 —= 11 ) no se de-——
tecta paraquat ni en el agua de desplazamiento, ni en el agua que
contiene el éter 4cido , ni en el éter 4cido , ni en el &ter bési

co 3 es decir queda retenido en la columna .

Después de las eluciones con éter , se lavd la
columna con 50 ml de cloruro aménico al 10 % y con 50 ml de cloru
ro aménico saturado ; no se consigue tampoco la extraccidén del pa

raquat .

Aumentamos la concentracidén de paraquat para
asegurarnos de que en las manipulaciones que se realizan no se

pierde poco a poco .
Se introduce en la columna 2 ml de paraquat de
50 ppm a pH 11 . La determinacién de paraquat en todas las frac-

ciones da negativa .

Como las eluciones con éter no dan resultado
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se empieza a eluir con otros disolventes . Probamos con 20 ml de
metanol , el residuo del eluato evaporado se trata con ditionito
gsédico en medio alcaline y la disolucién queds incolora o Si pro
bamos con 50 ml de metanol y 0,5 ml de HCl concentrado , en el
eluato hay algo de pawraquat .

Todos los investigadores al utilizar la regi-
na XAD-2 eluyen con diséIventes orgdnicos, como éstos no nos han
dado resultado probamos con los eluyentes acuosos empleadosen la
IR=-120 ,.

Después de introducida la muestra ( 2 ml de
paraquat 50 ppm , una gota de NaOH al 30 % y otra 0,1 N ) lava--
mos con agua , eluimos con 50 ml de disolucién acuosa al 2,5% en
cloruro aménico y obtenemos reaccidn positiva en el andlisis del
paragquat en el eluato ; una segunda elucién con 30 ml saturados

en cloruro aménico no extraen paraquat .

Cambiamos el pH de la muestra , a los dos ml
de paraquat se le adicionan dos gotas de NaOH al 30 % y eluimos
con 50 ml de cloruro aménico al 3 % , evaporamos el eluato , le
afiadimos los reactivos y medimos al espectrofotémetro , la D.O.
es 0,19 ( 23 % de recuperacién ) . Una muestra con la misma can
centracién pero sin ningdn tratamiento al reaccionar con dirtio=-
nito tiene una D.0. de 0,710 ., Si con la disolucidn inicial rea
lizamos todas las manipulaciones excepto el paso por la columna
su Ds0O.. @8 0,615 , llevando este valor a la curva patrén indica
unas pérdidas del 14 % ..
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Una vez introducida la muestra eluimos con 50
ml de cloruro aménico saturado y después con 50 ml de metanol y
0,5 ml de HCl1l concentrado . Evaporamos el primer eluato , el re-
siduo se lava con metanol , se evapora éste y se determina en su
disolucién acuosa el paraquat , la D.0. es 0,17 , que representa
una recuperacién de 2 ppm , es decir un 20% . ILa reaccidn del di
tionito sédico con el residuo del segundo eluato es ligeramente

positiva .

Después de regenerada la columna se pasan dos
ml de paraquat de 50 ppm y dos gotas del 30 # , se eluye con 50
ml de cloruro aménico saturado , evaeporamos el eluato , lavamos
el residuo con 20 ml de agua y evaporamos ésta ; adicionando al
residuo NaOH suficiente para que se disuelva , obtenemos un volu
men de 10 ml1 , la D.O. es 0,190 ( 23 % de recuperacién ) . Re-
pitiendo todo el proceso menos el paso por la columna, la D.O. es
0,390 , con lo que las pérdidas , s6lo en la menipulacidén , han
sido 47,5% .

Siguiendo el proceso que se llevé a cabo con
la IR-120 se introduce una nueva modificacién : una vez regenera
da la columna se lava con solucién de cloruro aménico al 2,5 % y
a continuacién se lava con agua y se introduce la muestra , elug‘
mos igual que antes ; la reaccién del ditionito sédico con el re
siduo del eluato evaporado da una D.0O. de 0,260 ( gue representa
33,5 % de recuperacién ) , pero en las aguas de regenerado de la
columna hay paraquat , es decir que éste no se ha extraido total

mente .
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Todos estos resultados demuestran que la elu~
cién se ve favorecida en medio 4cido , por lo que medimos la acii
dez de diferentes soluciones saturadas : cloruro aménico pH entre

4 -3 , nitrato aménico pH = 5 - 6 , sulfato aménico pH = 6 = 5

Introducimos la muestra con dos gotas de NaOH
al 304 y wuna 0,1 N, eluimos con 50 ml de HC1 0,1 N ; la D.0O.
del eluato previamente tratado es 0,1 , lo que indica que se hah
recuperado 0,95 ppm , es decir 9,5 % , en el regenerado de la co

lumna hay paraquat .

En las mismas condiciones eluimos con 50 ml
de cloruroc aménico al 2,5 % y 0,5 ml de 4cido clorhfidrieo concen
trado j; la D.O. del residuo del eluato con ditionito en 10 ml de
disolucidén es 0,310 , es decir con este eluyente recuperamos un

4%

Adicionando a la muestra tres gotas de NaOH
al 30 # ,, la determinacién de paraquat en el eluato evaporado da:
una D.0. de 0,1 ; si la adicién es de seis gotas la D.O.. es 0,08
Adicionando a la muestra tres gotas al 30 % y eluimos con 50 ml
de decido clorhfdrico 2 Ni, la D,0. del eluato preparado es 0,10,

lo que indica grandes pérdidas .
( Si eluimos con 50 ml de cloruro aménico al
2,5 % y 1 ml de HCl concentrado , la D.0. del residuc de eluato -

con ditionito es 0,275 ( 35,5 % de recuperacién ) .

Comparando estos resultados con los anterio-
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res decidimos afiadir menos NaOH .

Adicionando a la muestra dos gotas de NaOH al
30% y eluyendo con 50 ml de HC1 2 N , la determinacién de para
gquat nos da una D.0O. de 0,120 , Probamos la elucién con distintas
concentraciones de HC1 ¢ 2N , 3N , 3,5N , 4N . Observando los re-
sultados confirmamos que las diluciones de dcido clorhfdrico no

son buenos eluyentes .

Introducimos la muestra en las mismas condicio
nes y eluimos con 50 ml de &cido clorhfdrico 2N y con cloruro amé
nico al 2,5 % ; la D.0O. del residuo del eluato con el reactivo es
0,195 , lo que nos indica que se ha extraido 23,5 ug , es decir

23,5 % de recuperacién .

Pero si este proceso lo hacemos disminuyendo la
velocidad de penetrgecidén de la muestra , el resultado mejora. Se
deja salir de la columna el lfquido sobrenadante y a continuacidn
se introduce poco a poco y goteando la muestra & la velocidad de
1 ml / min . Empleando el mismo eluyente anterior la D.0. es 0,29

( se recupera un 38 % ) .

Probamos con el mismo eluyente variando la al
calinidad de la muestra , primeramente repetimos el ensayo ante-=
rior ( la muestra tiene dos gotas de NaOH al 30 %), la D,O, del
residuo del eluato con el reductor es 0,285 ( la recuperacién es
37 % ) , después pasamos por la columna 50 ml de &cido clorhfdri
co 4N que arrasira algo de paraquat ; un segundo ensayo con cin-
co gotas de NaOH al 10 % con el mismo eluyente , tratando previa
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mente el eluato la D.0. es 0,295 ( 39 % de recuperacién ) , a con
tinuacién eluimos con 50 ml de £cido clorhfdrico 4N, en el elua~
to se encuentra algo de paraquat . Un tercer ensayo afladiendo a la
muestra una gota al 30 % , la D,0. del eluato con ditionito es de
0,49 ( 67,5 % de recuperacién ) al eluir con dcido clorhfdrico 4N
no se extrae paraquat .

Pero nos interesa introducir el paraquat mds di
luido para asegurarnos de que queda perfectamente retenido en la
resina y porque en la prdctica los extractoaztienenvvolﬁmenesJMQ

yores ..

Si la muestra estd formada por : 2 ml de para~
quat de 50 ppm , una gota de NaOH al 30 %4 y 8 ml de agua , eluimos
con: 50 ml de HC1l 3,75 N con cloruro aménico al 2,5 %4 , la D.O, del
residuo del eluato es 0,57 ( la recuperacién es 79 % ) ; el rege~

nerado de la columna no contiene paraquat .

Adicionando a 2 ml de paraquat de 50 ppm uns
gota de NaOH 0,1 N y 8 ml de agua , al eluir igual que anterior=e
mente la D.O. del eluato previamente preparado es 0,62 ( 86,5% de

recuperacidn ) ..

Introducimos en la columna 2'ml de paraquat. ,
50 ppm , dos gotas de NaOH al 30 4 y eluyendo igual que antes ,
el residuo del eluato tratado con reductor tiene una D.0. de 0515
( 71 % de recuperacidn ) .Io que nos va indicando como al subir

la alcalinidad va disminuyendo la recuperacién .
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Empleamos las mismas condiciones anteriores pe
ro adicionando a la muestra sélo una gota de NaOH 0,1 N, la D.O.
del eluato preparado previamente es 0,625 ( es dedr se extraen 86
PE 86 % de recuperacién ) .

En resumen , de todas las experiencias realiza
das , deducimos que las mejores condiciones de empleo de la resi-

na XAD-2 para separar el paraquat son 3

Una vez regenerada la columna con metanol y
deido clorhfdrico 4 N , se lava con agua hasta neutralidad , 20
ml de cloruro aménico al 2,5 4 y se lava con agua hasta que €s
ta salga neutra ; la muestra ( 2 ml de paraquat 50 ppm , una go-
ta de NaOH' 0,1 N y' 45 ml de agua ) ha de introducirse muy len-
tamente , se lava con 20 ml de agua , se eluye con disolucidn de
cloruro aménico al 2,5 % en clorhidrice 3,75 N .

C Comparacién de las dos resinas .

Hemos puesto a punto el aislamiento de para—-
quat a partir de disoluciones acuosas , pero es necesario Ccono--—
cer si la resina de amberlita XAD-2 presenta mayores pérdidas o
mejor proporcidn de recuperacién que la resina de intercambio ca
tiénico IR-120 ,
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Se hicieron disoluciones acuosas de paraquat
de 50 ppm , 40 ppm , 30 ppm , 20 ppm , 10 ppm , 5 ppm de las que
se tomaron dos ml para preparar las muestras que se introducen

en la columns .

Los dos ml se han diluido en 40 ml de agua a
pH adecuado , segin la resina empleada, con lo que las disolucio
nes son de 2,5 ppm , 2,0 ppm , 1,5 ppm , 1,0 ppm , 0,5 ppm y 0,25
ppm .

Estas disoluciones tienem 10 , 20 , 40 , 60 ,
80 y 100/pg y de cada una pasamos seis columnas , tres con la re
sina XAD-2 y tres con la resina IR-120 . Los resultados obteni-
dos con la IR-120 se encuentran en la tabla 14 y los obtenidos
con la XAD-2 estdn en la tablalb,

Ademds con estas disoluciones se realizaron
todas las manipulaciones a que se sometieron las muestras cuan-
do se emplea la resina IR-120 § XAD-2 , excepto el paso por la
columna ( tablail) .
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III - 6 Trabajo con animales

Los animales empleados en este estudio son @
ratas y ratones , a los que se les administran distintas dosis de

paraquat .

Las ratas y ratones intoxicados sobreviven un
determinado tiempo , segin la dosis , pero al final mueren todos

los animales .

Les extraemos los pulmones , los rifiones y los
hfigados , donde posteriormente determinaremos las concentraciones

de paraquat acumulado .

ILos animales utilizados son de distintos sexo,
edad y peso , €sto influird en la acumulacién de paraquat en los

tejidos .

La via de administracién que hemos wutilizado
es la s.c. , porque se absorbe muy bien el paraquat y de forma :é

Pida .
las dosis inyectadas varfan desde 250 mg / Kg
a 22 mg / Kg ; la supervivencia oscila entre varias horas los pri

meros y cinco dfas los {ltimos .

Tambien se han matado animales sin paraquat a
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los que se les ha adicionado el téxico ™ in vitro "™ , con objeto
de conocer exactamente la concentracién de herbicida en las mueg

tras ,.

De este modo se utilizaron para. el presente eg
tudio 3

"Tn vivo™ : 3 ratas con una dosis de 250 mg / Kg
3 ratones ,, 55 9 99 200 mg / Kg
2 ratones ,, 55 sy s 160 mg / Kg
2 ratones ,, 5 g3 s 100 mg / Kg
3 ratones ,, 5, sy s 80 mg / Kg
3 ratones ,, ,5 5, 3y 50 mg/ Kg
1 rata 4, 55 s 9y 35 mg/ Kg
2 ratas ., 55 99 99 30 mg/ Kg
5 ratones ,, ,, 'y yy 25 mg / Kg
3 ratas 4, 4 9 ys 25 mg / Kg

3 ratas 4y 49 Ty vy 22 mg / Kg
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n"Tyn vitro™ & 13 ratas
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IITI - 7 Preparacidn de la muestira

Ias muestras biolégicas en nuestro caso serdn:
pulmones , higado y rifiones de ratas y ratones .

Estas visceras primeramente , han de pesarse

para poder referir posteriormente los resultados en mg de para-

quat / Kg .

Los pulmones de rata tienen un peso medio de
4 g , el higado de 10 g , los rifiones de 2 g , los pulmones de
ratén de 0,3 g , el higado de 1 g y los rifiones de 0,3 g

Ias visceras se trocean en pedazos pequefios
y se introducen en el homogenizador , se le adiciona 5 ml de dci-
do tricloroacético al 10 % y se homogeniza , repitiéndolo tres

veces mds .

El pH es aceptable , puesto que en medio 4eci
do el paraquat es estable , pero al introducir el homogenizadc

en la columna es necesario cambiar el pH .

Se calienta a 709C durante 45 minutes,lo cen

trifugamos 10 minutos , se decanta y el precipitado se lava .

En las primeras pruebas lavdbamos con 15 ml
de 4cido tricloroacdtico al 10 % , después lo hicimos con 15 ml
de agua . Se centrifuga de nuevo y se afiaden los lfquides de la
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vados al primer sobrenadante .

Estas muestras se pueden pasar directamente por
la columna. , o bien se pueden guardar en nevera y proseguir el ané
lisis 24 - 48 h después ,

En los andlisis " inm vitro "™ le adicionamos el
paraquat momentos antes de pasar por la columna o bien en el trow-

ceado. de las v{sceras .
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III -~ 8 Separacién por columna - Ensayos con animales

Hemos aislado el paraquat de sus disoluciones
acuosas , pero debemos conocer el rendimiento de ambas resinas a

partir de muestras bioldgicas .

A Resina de Amberlita IR-120 .

Una vez puesta a punto la técnica de separg--
cibén con IR-120 , a partir de disoluciones acuosas de paraquat ,
la aplicamos a la extraccién desde medios biolégicos ; para ello
utilizamos un homogenizado de visceras de ratas al que afiadimos
2 ml de solucidén patrén de paraquat de 50 ppm que se lleva & pH
6 « Lavamos con 20 ml de agua y eluimos con 50 ml de HC1l 5 N ,el
eluato se evapora a sequedad , al residuo le adicionamos un poco
de agua , NaOH para que el pH sea ligeramente alcalino y 1 ml de
gsolucidn al 1 % de ditionito sédico en NaOH 1T NI, se lleva a 10
ml y se mide la D.0. que resulta ser de 0,605 , inferior a la que
corresponde a 2 ml de disoluciédn patrén ( D.O. 0,71 ) lo que supo

ne una recuperacidn del 85,2 % en la extraccién .

Ia columna se regenera con 90 ml de 4cido clo-

rhfdrico T N , agua hasta neutralidad , 25 ml de eloruro aménico
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al 2,5 % y lavados con agua .

B Resina de Amberlita XAD-2 - Ensayos " in vitro ™

Los extractos se realizaron 24 & 48 h antes y

su elaboracién ya ha sido explicada

Al principio comenzamos con animales a los que
se les habfa inyectado una dosis de paraquat determinada s PEYXO
para el conocimiento de las pérdidas es mejor los estudios " in

vitro " .

Realizamos un extracto de hfgado de rata . Mo,
mentos anbes de pasar por la columna se neutraliiza adiciondndose
ademds una gota de NaOH del 30 % . Sobre estos extractos afiadie-
mos 2 ml de paraquat 50 ppm .

El extracto de hfgado es muy amarillo , por lo
que , una vez pasada la muestra , el agua de desplazamiento es
amarillenta , el agua de lavado es atin mds amarilla , el eluato
tiene un ligero tono y el regenerado es amarillo . Por ello al adi
cionar los reactivos a los ligquidos que salen de la columna no ro

demos asegurar la ausencia de paraquat . Ademds en los extractos
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hay sustancias oxidantes que pasan a estos liguidos , excepto en

el eluato , y que interfieren la reaccidén con ditionito .

Para evitar al mdximo el paso de sustancias or
génicas al eluato ensayamos lavar la columna , antes de eluir ,
con distintas sustancias orgdnicas donde el paraquat es menos so
luble .

Lavamos con metanol , al salir de la columna
se evapora y hacemos reaccionar el residuo con ditionito , dando
un intenso color amarillo donde tiene que haber paraquat porque

en el eluato no se encuentra .

Si empleamos el metanol como eluyente , lavan
do previamente con abundante agua, al afiadir el reductor al elua
to evaporado da un color azul que desaparece muy pronto debido a

que extrae de la columna sustancias oxidantes del extracto .

Si lavamos con éter etilico tampoco podemos
asegurar que extraiga paraquat porque en la determinacidén colori
métrica aparece un color amarillo intenso , pero en el eluato no

hay la concentracién debida .

Pasamos un nuevo extracto por la columne, des
pues de obtener el eluato , lo tratamos en un embudo de decanta-
c¢idn con diversos disolventes orgdnicos de modo que extraiga el

méximo posible de sustancias orgénicas y el minimo de paraquat.

Este tratamiento lo llevamos a cabo ¢con +tres
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fracciones de 15 ml cada un® de &ter etflico , tres fracciones de
hexano y tres de éter de petroleo ; hay paraguat en el eter etfli
co y en el &ter de petroleo , por lo que este tratamiento no inte

resa .

Empleamos el proceso indicado para la separa-
cién de paraquat de las disoluciones , pero llevando el extracto
a pH 10 , la D.O. del eluato evaporado y tratado convenientemen
te es 0,56 , lo que significa que se ha extraido 77,5 pg , es de

eir 77,5 % de recuperacién .

Si el pH del extracto de higado lo ajustamos
a pH 11 aproximadamente , el eluato tratado tiene una D.O. de
0,52 ( 72 % de recuperacién: ) lo que nos indica que queda mds

retenido: ..

Tomamos el extracto de visceras y con NaOH del
30 % se lleva a pH 5 , con: NaOH del 10 % lo ajustamos & pil 6 ,la
D.0O. de la disolucién del residuo de eluato y ditionito es 0,640

( 89,5 % de recuperacién )} .

Repetimas el mismo proceso pero llevando el
extracto a un pH de 7 , la D.Ow de la reaccidén del ditionite con

el eluato evaporado em 0,630 ( se recupera un 83 %) .

Para mayor seguridad realizamos otra prueba
llevando la muestra a pH 5,5 aproximadamente , la concentracién
de paraquat extraida ha disminmido , porque la D.0, medida es
0,55 ( 76,5 % de recuperacién ) .
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Una nueva determinacién , pasando la muestrs a
pH T aproximadamente s, a1l reaccionar el reductor con el residua de
eluato nos da una D.O. de 0,635 ( 89 % ha sido la recuperacidn ).
Con lo que queda demostrado que el margen Sptimo de pH es entre 6
¥ T e

Por otra parte se pasa un extracto de higado
por columna de resima de XAD-2 , del eluato hacemos dos fraccio
nes . Valoramos una con ditionito sédico , dando de D.O. 0,320
( la recuperaciém ha sido de 85 %4 ) ; en la otra fraccibn adicip
nemos 0,5 g de tartrato , 1,5 ml de NaOH y 0,3 ml de FeSO, al 10
% pero da incolorc debido a que el cloruro aménico interfiere en

la reaccidén .

Después de los estudios realizados en el capf
tulo de determinacidén por espectrofotometrfa UV - visible , se
pasa un nuevo extracto de hfgado y al residuo del eluato se le
afiade 5 g de decido tartdrico , 3,5 ml de NaOH al 40 % , filtra-
mos y adicionamos 0,3 ml de,FeSO4zal 10 % y completamos hasta 10
ml , la D.O. de esta disolucién es 0,355 , que significa un 61,5

de recuperacién .

En resumen deducimos que la mejor téenica de
emplec de la resina XAD-2 con paraquat es & lavar previamente can
20 ml de cloruro aménico al 2,5 % , neutralizar , afiladir la mues
tra a pH 6 - 7 muy lentamente , lavar con 20 ml de agua , eluir
con 50 ml de HC1l 3,75 N con cloruro aménico al 2,5 % , la colum~
na se regenera con 30 ml de 4cido clorhfdrico 4N y 50 ml de meta
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nol .

Ensayos "in viwvo™

Las visceras de los animales intoxicados como
se expone en el capftulo de preparacién de las muestras : se pe-
san , se homogenizan , se desproteinizan ; llevamos los extrag-—-
tos a pH 6 - T

La columna se regenersa , lavamos con agua hass
ta neutralidad , 20 ml de cloruro aménico al 2,5 % y agua hasta
neutralidad .

Se introduce la muestra muy lentamente con una
velocidad de 1 ml / min , se eliminan las sustancias no retenidas
con 20 ml de agua , eluimos con 50 ml de clorhfdrico 3,75 N al

2,5 % en cloruro aménico .

Los extractos contienen en unos casos el puls
mén , el higado y el rifién de una misma rata , en otros sélo una
viscera y en aquellos animales a los que se les ha administrado
pequefias dosis o cuando se trataba de ratones con dosis media ,
los homogenizados los haefamos con varios pulmones , hfgados o
rifiones .

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA

BIBUOTECA



- 152 =

Los resultados de los andlisis realizados en
pulmén se encuentran en la tabla 1Q en hfgado en la tabla 11y

en rifién en la tabla 12.

En el caso del pulmén,al residuo del eluato
evaporado se le adiciona el ditionito sédico en medio alcalink
y se lleva a 10 ml , excepto en las muestras cuya dosis fue :
22 , 25 , 30 , 50 y 100 mg / Kg que las llevamos a 5 ml al

preveer la menor concentracién de paraquat .

En las pruebas de higado, el residuo del elua
to se lleva a 10 ml, excepto en los extractos que provienen de
animales a 1los que se les administré : 22 , 25 , 50 mg/ Kg
que se llevan a cinco ml y el dltimo eluato que se le adiciond

agua hasta 20 ml .

En los extractos de rifin, los residuos se lle
van a 10 ml, menos en aquellos animales cuya dosis fue de: 22 ,

25 y 50 mg / Kg .

Una vez obtenidas las densidades Spticas,me-
diante la figura 2 ( curva patrdén de la reaccién de paraquat
con ditionito sédico ) llegamos a conocer la concentracién de

paraquat .
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C Comparacién de las dos resinas .

Anteriormente estudiamos la comparacidén de am
bas resinas a partir de disoluciones acuosas pero es necesario
conocer tambien la diferencia de los rendimientos a partir de les

extractos .

Se: trataron tres ratas machog con 250 mg de pa
raquat por Kg ( vfa s.c. ) , sobrevivieron horas ., Se tomé la mi-
tad aproximadamente de cada viscera , se pesd e hicimos un extrac

to mixto .

De forma que el primer extracto contiene :0,21
g de pulmén , 1,85 g de hfgado y 0,33 g de rifin ; el segundo &
0,25 g de pulmén , 0,93 g de hfgado y 0,30 g de rifiln ; el ter-
cero contiene : 0,37 g de pulmén , 1,97 g de hfgado y 0,31 g de

rlﬁ&ﬂ .

Se homogeniza y desproteiniza como indicamos en
el capftulo de la preparacidn de las muestras ; los volimenes Ob-
tenidos en los extractos son : del primero 34 ml , del segunde 33
ml y del tercero 33 ml , '

De estos voldmenes se toman dos fracciones igua
les de 15 ml cada una para introducir una en la columna con regi-
na de amberlita XAD-2 y otra en la columna con resina de amberli-
ta IR=-120 ..
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Los resultados de estas pruebas estan refleja-
dos en la tabla 18,



- 155 =

Tabla 10
Ensayos con columna XAD-2

Determinacidén de paraquat en visceras
(pulmén)

Eapecie Dosis Peso D.O.. Paraquat
mg/Kg  Srgano extracto mg / Kg tejido

Rata 22 3,73
4,70 0,060 0,163
3,83

Rata 25 3,60
3,71 0,045 0,083
4,69

Ratén 25 0,28
0,30
0,20 0,030 —
0,35
0,31

Rata 30 4,77 0,050 0,129
4,90

Ratén 35 5,20 0,090 1,538
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Tabla 10 (Continuacién)

Ensayos con columna XAD-2

Determinacidén de paraquat en visceras
(pulmén)

Especie Dogis Peso D,O0. Paraquat

me/Ke Srgano extracto mg / Kg tejido

Ratén 50 0,20
0,28 0,025 ———
0,30
Ratén 80 0,32
0,28 0,130 15,053
0,33
‘Ratén 100 0,25 0,270 36,979
0,23
Ratén 160 0,29 0,175 72,413
Ratén 160 0,25 0,170 80,000
Ratén 200 0,22 0,200 111,363
Ratén 200 0,30 0,180 71,666

Ratén 200 0,35 0,140 44,285
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Tabla 11
Ensayos con columna XAD-2

Determinacién de paraquat en visceras
(nfgado)

Especie Dasis Peso - D.O. Paraquat

mg/Kg  Srgamo extracto ng / Kg tejido

Rata 22 To41
8,07 0,095 0,195
T453

Rata 25. 7510
Ty32 0,095 0,199
8,11

Ratén 25 0,95
. 1 . 32
0,43 0,045 0,182
1,62
1,15

Rata 30 13,63 0,065 0,209
10,23

Rata 35 10,50 0,130 1,333
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Tabla 11 (Continuacién)

Ensayos con columna XAD-2

Determinacidn de paraquat en visceras
(nhigado)

Especie Dosis Peso D.0.. Paraquat
mg/Kg Srgano extracto ng / Kg tejido

Ra'b6n 50 01 59
0, 97. 0,105 1’797
1,36
Ratén 80 1,61
1,51 0,860 25,469
1 [} 67
Ratén 100 1,03 0,900 61,835
1,04
Ratén 160 1,10 0,560 70,454
Ratén 160 1,07 0,570 73,831
Ratén 200 1,04 0,660 88,461
Ratén 200 1,12 0,690 86,607,

Ratén 200 1,59 0,580 101,257
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Tabla 12

Ensayos con columna XAD-2

Determinacién de pataquat en visceras

(rifién)

Especie Dosgis Peso DeOe Paraquat
ng/Xg érgano extracto  mg / Kg tejido

Rata 20 1,61
1,63 0,055 0,284
2,03

Rata 25 1,50
1,51 0,060 0’1391
2,10

Ratién 25, 0,28
0,37
0,20 0,050 0,726
0,47
0,40

2,90

Rata 35 3,69 0,045 0,542
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Pabla 12 (Continuacién)
Ensayos con columna XAD-2

Determinacién de paraquat en visceras
(rifién)

Especie Dosis Peso ' DeOe Paraquat.
ng/Kg érgano extracta  mg / Kg tejido

Ratdén 50 0,24
0,29 0,055 3,260
0,39
Ratén 80 0,AT
0,56 0,270 30,000
0,32
Ratén 100 0,26 0,465 76,506
0’;5 7{
Ratdén 160 0,25 0,175 82,000
Ratén 160 0,22 0,165 86,363
Ratén 200 0,23 0,195 102,173
Ratén 200 0,40 0,220 68,750

Ratén 200 0,23 0,240 130,434



III-2 RESULTADOS
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El sulfato ferroso puede ser utilizado como re
ductor del paraquat , pero los valores que se consiguen son infe-

riores a los obtenidos con el ditionito sédico .

Comparamos las pérdidas operativas en las mani
pulaciones cuando se utiliza la resina IR-120 y XAD-2 , realizan
do todas las operaciones a que se someterdn las muestras , & ex—-
cepcién del paso por la columna , de forma que tomamos las mues—-
tras tal como se introducen en las columnas y se adicionan los
eluyentes , las disoluciones se evaporan , se les adicionan los
reactivos y llevamos a 10 ml, mediante la curva patrén de la reac
cién paraquat - ditionito ( Fig. 2 ) conocemos los ug recuperados.

Hay menos pérdidas en el primer caso ( Tablal13}) .

Con objeto de conocer la recuperacién de para-
quat en ambas columnas se pasaron distintas disoluciones acuosas
de paraquat por ambos tipos de resinas , las muestras contenfan 10,
20 , 40 , 60 , 80 y 100 nug ( Tablaldy 15) .

Al comparar estos resultados concluimos que
los valores de XAD-2 son siempre mayores que los de IR-120 ( Ta-
bla 16 ) hecho que se hace méds patente en el cociente de los
rendimientos y en las diferencias de los rendimientos . Obser--

véndose mayor sensibilidad para pequefias concentraciones .

Estas pruebas se han repetido tres veces cada
una ; a los valores promedio les calculamos un intérvalo de con-

fianza para un coeficiente de seguridad del 95 % , este valor se
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halla de la siguiente forma :

Determinamos la media aritmética :

X
n
Siendo ¥ = media aritmética
X = variable
n = n? de variables
Calculamos la varianza :
(X, = B)2 4 (X = T) + eee + (X =-B)°
1 2 n

n

A partir de la varianza determinamos la desviacidn tipo :

La desviacién tipo dividido entre la raiz cuadrada del mimero de

variables menos uno es el error estandar .

&

n-1

De forma que la media seria
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X*sm

Pero al ser el nimero de muestras pequefio , conviene ademds corre

gir este valor :
iiTx Sm

El factor T para un coeficiente de seguridad del 95 % es 4,3 ,con
lo que seria :

X*4,3x5m

Tambien se compararon los resultados con mues-
tras biolégicas , a partir de tres ratas macho intoxicadas con pa
raquat . De cada homogenizado se tomaron voliémenes iguales para
cada una de las columnas ( Tablai8 ) demostrdndose que con la re-

sina XAD-2 se obtienen valores superiores .



Tabla 13

Curva patrén con ditionito y pérdidas en la manipulacién .

Muestra patrén | D.O. Recuperacién en el tratamiento

pe D.0. (1) pg(3) % [D.0.(2) pe(3) %

10 0,090 0,088 8,0 80,0 | 0,085 7,0 | 70,0
20 0,170 0,165 19,0 95,0 | 0,160 | 18,0 | 90,0
40 0,305 0,300 39,0 97,5 | 0,295 | 38,5 | 96,2
60 0,445 0,435 59,0 98,3 0,430 58;0 96,7
80 0,585 0,570 79,0 98,7 | 0,540 | 74,5 | 93,1
100 0,710 0,700 98,5 98,5 | 0,640 | 90,0 | 90,0

(1

utiliza columna IR-120 , a excepcidén de paso por ésta .

(2)

utiliza columna XAD-2 , a excepcién de paso por ésta .

(3)

.0

Seglin la curva patrén .

Se realizan todas las operaciones a que se someterdn las muestras cuando se

Se realizan todas las operagciones a que se someterdn las muestras cuando se

- &9 -
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Tabla-14

Recuperacién en columna IR-120

Muestra D.0. w % %

yp U8 B ’ promedio ()
10 8,0 - 0,075 5,5 68,70 )

10 8,0 0,075 545 68,70 » 170,80 * 8,90
10 8,0 0,088 6,0 75,00 |

20 19,0 0,150 16,5 86,80

20 19,0 0,130 14,0 73,60 \ 79,76 } 16,50
20 19,0 0,140 15,0 78,90 |

40 39,0 | 0,270 34,5 88,40 )

40 39,0 0,290 37,5 95,30 § 87,92 * 18,98
40 39,0 0,250 31,5 80,07 |

60 59,0 0,38 52,0 88,13 )

60 59,0 0,375 50,0 84,74 | 86,40 F 4,23
60 59,0 0,380 51,0 86,44

80 79,0 0,520 71,5 90,50 )

80 79,0 0,535 74,0 93,60 § 90,05 * 9,52
80 79,0 0,495 68,0 86,00 |
100 98,5 0,610 85,0 86,20

100 98,5 0,610 85,0 86,20 | 85,20 * 4,30
100 98,5 0,590 82,0 83,20

A: Cantidad puesta en columna.
B: Idem reducida segin pérdidas operativas ( tablal3).
(%) : Intérvalo de confianza para un coeficiente de seguridad del 95%.
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Tabla 15

Recuperacién en columna XAD-2

Muestra , D.O. ug % %

A ue 3 promedio ()

10 7,0 0,080 6,0 85,70

10 7,0 0,075 5,5 78,50 83,30 * 10,35
10 7,0 0,080 6,0 85,70

20 18,0 0,155 17,5 97,20

20 18,0 0,145 16,0 88,80 91,60 * 12,04
20 18,0 0,145 16,0 88,80 f
40 38,5 0,285 - 37,0 96,10

40 38,5 0,290 37,5 97,40 95,23 * 4,88 |
40 38,5 0,275 35,5 92,20 |
60 58,0 0,410 55,0 94,82 )

60 58,0 0,385 51,5 88,79 » 93,38 X 11,05
60 58,0 0,415 56,0 96,55

80 74,5 0,530 13,0 97,90 )

80 74,5 0,535 74,0 99,30 96,80 * 17,95
80 74,5 0,505 69,5 93,20

100 90,0 0,615 86,0 95,50
100 90,0 0,615 86,0 95,50 ¢ 94,40 * 4,74
100 90,0 0,595 83,0 92,20 |

A. Cantidad puesta en columna .
B: Idem reducida segin pérdidas operativas ( tabla/3).
(%) :Intérvalo de confianza para un coeficiente de seguridad del 95%.
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Tabla 16

Muestra| TR-120 XAD-2 |[Cociente Media Diferencia Muestra

(ug) (%) {#) |Rendimiento Cociente | Rendimiento Diferencia
10 | 68,70 85,70 1,24 17,00

10 | 68,70 78,50 1,14 1,17 9,80 12,50
10 | 75,00 85,70 1,14 (*0,14) 10,70 (29,76)
20 | 86,80 97,20 1,11 Y 10,40

20 | 73,60 88,80 1,20 b 1,14 15,20 » 11,83
20 78,90 88,80 1,12 ] (Zo,12) 9,90 | (%7,28)
40 | 88,40 96,10 1,08 ) 7,70 )

40 | 95,30 97,40 1,02 1,08 2,10 3 7,31
40 | 80,07 92,20 1,15 | (Zo,16) 12,13 | (212,51)
60 | 88,13 94,82 1,07 ) 6,69 )

60 | 84,74 88,79 1,04 ) 1,07 4,05 3 6,95
60 86,44 96,55 1,11 ] (}o0,04) 10,11 | (% 7,56)
80 90,50 97,90 1,08 ) 7,40 )

80 | 93,60 99,30 1,06 ) 1,07 5,70 ¢ 6,76
80 86,00 93,20 1,08 | (*o,03) 7,20 (27,56)
100 | 86,20 95,50 1,10 9,30
100 | 86,20 95,50 1,10 1,10 9,30 9,20
100 83,20 92,20 1,10 (*0,00) 9,00 (*0,43)
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Tabla 1

Tabla resumen de los rendimientos medios de ambas columnas ,

Muestra 4 % Relacién Diferencia
ug promedio promedio Rendimiento Rendimiento
IR-120 XAD-2 XAD/IR (1) XAD-IR (2)
20 19,76X16,50 91,60*12,04| 1,140,712  11,83%7,28
40 87,92+18,98 95,23% 4,88| 1,08%0,16 7,31312,51
60 86,40 4,23 93,38%11,05| 1,07+0,04 6,9527,56
80 90,05% 9,52 96,80% 7,95| 1,07%0,03 6,76%2,31
100 85,20 4,30 94,40 4,74| 1,10%0,00 9,20%0,43
(1) : Cocientes entre porcentajes medios .
(2) : Diferencias entre porcentajes medios .
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Tabla 18

Determinacién de paraquat en homogenizado de visceras .

Estudio comparativo de los resultados en ambas columnas .

—— R
Muestra Concentracién hallada
mg / Kg
IR-120 XAD-2
I 203,70 215,90
11 454,70 460,81
III 221,80 224,90
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Tanto en la XAD-2 como en la IR-120 se compro-
bé que lavando previamente las resinas con disolucidén de cloruro

aménico al 2,5 % se consigue un mayor rendimiento .

Al introducir la muestra a pH écido en la co-
lumna XAD-2 , como es habitual en el uso de esta columna , el pa
raquat no queda retenido ; pero si el pH es muy alcalino se retie
ne demasiado y es dificil su desorcién . Se han trabajado numero
sas muestras con pH mds o0 menos préximo a la neutralidad ; la re

cuperacién de paraquat es mayor en el margen de pH 6 - 7 .,

Se emplearon diversos eluyentes , al principio
se utilizaron los disolventes orgénicos , con los que habitnal—-—
mente eluye esta resina , el metanol , el &ter etflico y el éter
de petroleo extraen algo , pero su Ifndice de recuperacién es muy
bajo. También probamos el cloruro aménico saturado , que es un
buen eluyente en las columnas de intercambio catidénico , pero se
producen grandes pérdidas . Las disoluciones de 4cido clorhfdri-
co a distintas concentraciones no extraen todo el paraquat rete-
nido en la columna . Por Gltimo se probaron disoluciones de 4ci-
do clorhfdrico a distintas concentraciones con c¢loruro aménico
al 2,5 % , si la disolucién era débilmente 4cida quedaba paraquat
en la columa y éste era extraido posteriormente en el regenera-
do . Al utilizar una disolucién de 4cido clorhfdrico 3,75 N con

cloruro aménico al 2,5 % en el regenerado no hay paraquat .

En la técnica general de aplieacidén de esta re
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sina se emplea metanol ligeramente 4cido como disolvente de rege=
nerado . Hemos usado 4cido 4 N y metanol , porque si queda parg—-
quat en la columna concentraciones débiles en écido no son capaces

de arrastrarlo .
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12 Puede utilizarse sulfato ferroso como reduc-
tor del paraquat para la valoracién colorimétrica del mismo . Ia
reaccién se inhibe en presencia de cloruro aménico , por lo que no
es aplicable a extractos del herbicida separados con disolucién de
cloruro aménico como eluyente . En tales condiciones sigue siendo
el ditionito sédico el reactivo Sptimo para la valoracién colorimé

trica cuantitativa .

28 la resina XAD-2 no retiene paraquat de diso-
luciones muy 4cidas; cuando el pH de éstas es muy alcalino el her-
bicida queda tan fuertemente retenido que no se logra posteriormen
te su desorcidn completa . Se ha comprobado que el pH ideal de la
solucién problema debe hallarse entre 6 y 7 .

32 El mejor eluyente encontrado para la desor--
cidn de paraquat de la resina XAD-2 estd constituido por decido clo

rhfdrico 3,75 N que contenga 2,5 % de cloruro aménico .

48 El rendimiento de la columna de resina XAD=-2
es méximo si se lava previamente con disolucién acuosa al 2,5 % de

cloruro aménico .

58 Cuando se emplean las condiciones recogidas
en las conclusiones 28 a 42 , el rendimiento de separacidén de pa-

raquat con resina XAD-2 llega a ser del 99,30 % .

68 Comparando los rendimientos que se obtienen

en el aislamiento del paraquat , a partir de muestras biolégicas,



- 176 -

con fines toxicoldgicos , utilizando resina IR-120 § la XAD-2, se
demuestra que el rendimiento de esta ltima es superior al de la
IR-120 ; la utilidad es mayor para pequefias concentraciones de t¢

xico .
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