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CAPITULO T

INPTRODUCCTION,

wntre los Tteoras de Corana recientemente sintetirados
en el 1absratorio del Depto, de Quimica del Instituto de
ciencian fhxactans y Terrestres de la Universidad Auténoma
de Tuadalajora se oneoatrd que alqunos de cllos muestran
actividad pmaieida sivnificativa, Mntre los oteres de co.

rona drabadag, el diterintilbraro-l5-corona=5 y nl diters

il e el Y D e ranaa s mastraron activided inhibitoria

vototivasante fltae eontra Marcring sp y Pyrioularia nry-

N ocota cotndin e efactuaron prucbas Jn inhibdicidn

soedeentitotivas oo

1titatives con resgpocto al diterms

ririy

ci=10arroie=0, La praeba semicuantitativa cos da

w2 idea o dla concertracidn del inkibidsr necesaria para
bn SN% de inhiticdsn. Se efectia con una sola concentra--
cidn Jo difercates cteres da corona a 1os cualas se 1o va
a praber m qrade de actividad inhibidora utilizondo cowo
roleroneis un "Ylaneo", on 1l eual solo ee haya disuelto
a1 eolvente Tetratidenfuranno  en el aedio de cultive, ©n
bane @ oato 5. 1Lleva a cabo yna srucha enantitativa eon -~
varies coneentraciones del inhibidor dmtro de las cusles
ce cnguortra ung emcentracifn mie estA corcana a la que
carresoonderfa al 0% Ae inhkibicién o0l cual nos Aarfa la

fe reatizan gréficas con el fin de ver 1la linealidad
del erecizients de los hongos,

£l objotive principal a sequir del presmte estudin

es 1a deternirnci®n de 12 Dosis Rficaz 'india (3950) por -

sodin de las srunbas mteriorqante mencionadas, del Ater

Ao earorat Jiztebitil dihonans18enorona=i ashre los hengos

w8y ¥ Dypimilanis anvenn,




CAPITULO IT 2

2

ENITRALIDADRS,

1).~ ETERES DY COROMA,
Iog etercs de corona son quinicemente polieteres macro-
clclicns, solubles en snlventes orqfinicos, sflidns a tomae-

ratura ~hiente,

L,1).= VOIMIUALATHIA Y NSTUSTIRA DT POLTATNANG AILIcns,
Daate Lace Algin tiendn muchas de 1os nanbres An los
Solisterag 3on inefmodas pava ea use comfdn, 1os nanhres abre-
vinadag hon sida acuitados nere su répida identificacifn, e
1a ansrieneia A o dalo moleculsr vy osu habilidad de "eoro=-

sar"ing eatinnes, 0l Aihen-nadlacoranaaG, M 1lamads Yenro-

wst oy Aanioalinteres elelicns, come una clese, enaponmntoes
da garana,

Las nombres triviales se basan on easte goncentn, Con-
ainten Ao, anoacdens (1“) nl nfdmero ¥ clane de las cadenas
“idmosvbmadas, (27) ol nteero total An ftowns o le cale-

. 0 . . 5
e ;”llﬁ:nr, (3') 12 clese An rosbhre, "corona, y (47)

T feans e axfigmo o4 la catena del polidter, -

de la ea¥nma hicdrocarhmeda v ode 109 Sto~se
refeseg ann o la mayoria e 1ng erans sirhtrieas, v oo v

crvedan g s Indieang comn Masya! (Asivbtricas), Camd o jan-

c“"ﬁ@ o”oﬁ_tt:’% “r“a {‘o}

\"d

pi: h CLt"A 13 slpiientes eommestoss

Aiterbntildiben 2o-10-corona~6 terbutilbonzo=15~corona<5



1,2),~ HATODES DR 0UMIMAION DT POLITTURRSG NICLICOS,

Los diferntes rltodos ugastos para la abtrncidn de

los potidteres cleliens s\"zgﬁn Pederaon en su artfcalo --
clic Palyethers and Their Complevas with letal Salts”

2 13es,
en las simiientes ecuaclones, donde R, 5, T,

oy
aan mostrados
U y ¥ reprecenten qrunos orginicns divalentes 1os cuales

mrcdden 0 no ane iMariens,
_:"rmo v o
|+ 2N0ON & ROy — YR &+ 2Nl + 2HO

00w

a\_s oI ¢ 2 NaoK + TQ‘:_—' I
HA IO o.-u-o
ZI:: o4 Nah + 20— Io ’u_01+ 4hatl +4 K0
) YOR 42 a0k — YOV-OY 4 20ath + 24,0
ZI 2 Io-v-— X

0-T-0Y .+ 2petl +2h

91 commiesto M toniatir i hinoa 1 Pocarona-5 se obtu-~

vo A aeuopdo con ol miitodo X en ol labaratorin dal Dpto,

an Quiriea dc 1o Universidad Auténoma de Madalajara por

almrag enlaboradarrs bale 1a Mreccidn del r, ¥oil Yagi.
La ectacidn d» 1a renccibn de 1a sintesis quimica

es la siquiente: |

- 3 “..E‘b ol + 6 NaoH & 3 Clecheohs O-c;\‘ﬂ‘fd —
| 4-{-butt\c;{'m\ Ms(z-dmé\\) er
1% “"g "% %—eﬂ; s oNetl + 60
o [}
“‘L‘""Lr benno-i8-conna-b



T oaraauestn Ji-t-atildi-benag-1f.coronsef g una mez-

¢la de 1os ishreros en cis y trans,

Su frmula molecular es 028"4006'

Su naso molecular es de 472 dalton,
3u runto de Ffusibén determinado es de 60°- 687c.

5u espectro infrarrojo y su RMN son mostrados mds adelan-

te.
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2) = TARATTITATICAS W LOS M1CHT05,

Los mahos camreniden honqgos predominaﬁtemente malticelu-
leres y Filasentososg; .or otra parte, las levaduras son, por
16 peqular, unierlularcs, La diferenciacitn general entre -
cetns Jus gru oo ee hastante insatisfactoria, dado que lns -
Loros son claqificndos pareial wente bashadose on log métodos
Ao eaoroduecifn somual, ¥ los mohos ¥ levaduras pueden repros
dueirse on la aisma forna,

Logs wobing ereern por un fenbmeno yeqotstivo de anranda~
oirnto y divicifa celnlarnsg, esnecialmente en el extremo de
una hita, Los fonf%wenos givuales y asewales hacen que se ~—
aratireon wileg Ao pghoras de 1as que neaeorén nuevos mohos,
Lan senopas son ur pacn »fe pesistentes que las chlulas ve-
qetativas,

Log enhos creeen on weding my diverecos, Su crrcimiento
ou Papilitads oo 14 acidng, necrsidad de humedad prero no no-
casarianente substratos hiimedss, y abundancia de oxfqgeno., Sue-
1rn asdclsrse enn la doscomnosicidn de alimentos, pero tam--
bifn son Mente imccrtante de substancias quimicas y antibié-
ti¢ns. Almnns ogpocies son patéqgenas para el hombre, y otras
para las nlantas,

Goneralmente hay 4 clases consideradas en los hongos -

verdaderos o ounlcetos: Phymomycotes, Ascomveetns, Basidio-

yentas ¥ Donteronvesrtes (Mingd I'perfecti).




2.1) = FUSARIUM SP,

Bl 1fners Puserinm comsrende muchas espaclies y muchas
variedades dentro de cada especie. Los macroconidins son hia-
linog, Musiformes, » veces pediculadng; unl o pluritabicados,
v con iasereifn acedgora, hos conididforas con romificados,
Juaionds opereenr, oien selsiecrdng, bicn en ramilletes cubier.
tog Hap uan mata de conidios mls o menos mmeilaginosos, que
forven el encrpy Pruetd fera tubhereulado conocido como esporo-
Tamio, Tste Gltimo ouede peeacater una base plana,conocida
cono plactbacuisd, Alminas egpecies peodueon wmacroconidios -
casarflicaronte, Los microeonicting son hialinos y de uni a -
totratabicadns, Los olamidosyoras, unicelulares o unitabica-
das, ansom gqrueaas parcdes ¥ gon de insereifn torminal o in-
terealap, Mindon presontarse asclerocios nlectenquinbticos,
LLag masas de es»oras, los esclerocios vy el micelio son gene-
raluente cnloreados,

Wollenvebor dividié el gfnero on varias secciones: RBlo-

asns, drrtiella, Discolor, Jibhosum, Roscum, Ventricosum; y
cste sistesa de clasificaciébn fué rmy utilizado durante unos
a0 afioa, 3Sryder v Hangen indiearon, en 1940, que 1a variabi-
lidad entre las especles y las lineas puras, nrocedentes de
cultivos de esporas aisladas, era de categoria suficiente -
como para invoalidar muchas de las identificaciones especifia
cas meneionadng en el sistema de Vollenweber, y propusieron
reducir el nfrero da especies al de 1las que pueden describir-
se acertablenonte, tomnﬁdo como base las diferencias morfo--
16aices constantas, ¥y dosimar con el nomhre da veriedades o
razas todos aquellos biotipos que aprracen dentro de una ese

pecie,
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on 1A spc=

3

ste ftodn, todas las esoyrncies ineluid

11m1g 7 aqeipan brjo e doverinzeibn Fusarium oxvsioo

e
i t2das las esnecies de la seceién Martiella, bajo 1a de
———

59lani; ete.

lodac 1,s esnecies ¢e Mus~riun nrresenton una Fnso ga=
arafltica, MYuchas de allas son dnicamente oarhsitos faculta-
tivan de escaso grado de patogenicidad, Alqinas son princi--
palneate orqenismos de descompasicifn ene actfian sobre bdrqn-
ros vegetales latentes, Otras son par&sitos poco activos de
1rs pafecs, Por Sltimo, otras canecins atnean ospact Ficamonte
15 tejidos corticales, provocandn la desconposicibn de las
nlintulis mtes de sa oemerqdencla, nodroetumbres en corona y -
tumorseinng en lag tallas, Los hathaenos de maynr aredo (de
ssaccializecisn dentro do este qfnero son los aqrusados den-

trs Ao 1o eepseie Masariun axysooram, que invaden 108 vasos

dnl vilema de sus hubspedes, provocands 1as enfernedades co-
nocidas e Msariosls vasculrres,
3¢ indica a continuaci®m ~laminas de 1as cnformedades

pites Aol qrupo Fuasrinm ayvaenarun Y osusg thqenos

'

1ol tomate, F.oavvesorim £, lvedvwrsiei,

del atqgodhn, P, oevassey [orpeain

topenitar e te sandle, P, ovvgoaariun 2, nivean,

Arorillez del repoallo, Py odyenorwe £, con-hikinens,

Capenitoy Ael alltano, .o oowvanapam £, enhansgo,

Searilles 4ol apie, Fo o owysporum £, anid,

“1ryzi:n dol meldn, @, ovvsiorun P, relonis,

~

vapchitnz de las habhas, 7, owrsaorun £, faboe,

frisarinn 6y se presenta tanhifn como frecuente coloni-
L )
ralop de 12 piel quernada y como qunto importante de quﬂrnti-

tis michtica.



Las espncies de Soorotrichiella hen tratdo amplia aten-
cifn por au cenacidad de Pormar toxiras neligrosas para el -
ombre y 1oa sninsaleg, Lag nfs notables de rstas son Miaariun

aanae o Mmarliug saapatrichieiles, 1na cuales crecon en la Unién

Soviftica cn conenlasg Je dnvioran ¥y comsa Precumtenente 1a
Frhpl caforandsd Mlimonterda thvica on 21 hamhre, y Mooring
R RIS A Y

tricinctinn, o1 cu~l crece en lng Tstadng Unidag on el mele v
LI ALLES LI

trigy camshocidas ¥ oroduse sintomas thueicos on michos asina-

1-q,

Otro 7eano de Msaeina de congiderable interfs toxico-
: ' V—nate————

TC

15Le0 o5 ¢l e 1a secel%n Niscolor, comprendiendo esgpecies

tales cong Masrinm tecsdecamen, Manrive savmeinum ¥ Pusne
—

rinm calioray ta seceldn horymm v 1a soceibn nseum; tndos
—— —— O————— "
cagsartas e onforondead e 103 coreales, La toxieidad do Mu-

i apacinearam, fas

Sncinum, Msacium enlrorun, -

Baeeion camjesti, ¥ Miasrin g avcaaceonn ra sida estudiata exe

teasivaente, ospnciel ante em respecto a 1ns efoctos estro-
atcos y erlticos observados on el cerdn ¥y 2lqunos otros ani-
males n Jog Gotaldos tnidag, vy tovicasis en humanns, ~ninales
¥ o lontas,

fucsoniun uivate, 21 cual ee altamonte lotal 2 animales,
induce ceablos patolSens, deqencrecionns, ¥ necrosis on vas
rios &rgmons, v roduce efactas citotbricos y Miertemente —- -
ivritantes sobre 1a siel del concijo.

Manring ronili forme as 0l hongo mhs cnmfin sohre las

1las 4 goredles »n los Bstacos Unidos, coms también on
~l osar de Afeier y otras partes del wmndo, La toxicidad amu-
da en diferentes ansimdles ha sido renorteda por varios invese
tigadores,



Algunos metabolitos de Fugarium moniliforme produjeron un

componente citotéxico con actividad antitumoral, sindrome
neurotéxico y necrosis en el cerebro de caballos en Sud -
Africa,

Dugapium soland esta difundido en todo el mundo en
el suelo y plantas en las cuales es el causante de enferme-
dades destructivas. Fusapium golani también es causante de
intoxicacibn de caballos en Japbn, ¥y que se caracteriza pop
perturbaciones del Sistema Nervioso Central, hemorragias
y Formacibén de costra sobre la piel del conejoi es respon=
sable en algunos casos de enfermedad corneal (queratitis)
en el hombre,

Fusarium sp tiene la capacidad de deshidrogenar en
la posicién A 1 la cortisona o el cortisol para producir

prednisona o prednisolona respectivamente,

ciy<OH ‘;'“"o“
) ca 0
R -~0h
Fusativm sp
! .
0 .0
CORTISONA (R = 0) PREDNISONA (R = 0)

CORTISOL (R = OH) PREDNISOLONA (R = OH)
\ .
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Coloning do Musarium sp

fonga de crecimiento ripido (45 mm Ae difmetro en 5 -
das)i ea al principio Blanco y alqodonaso, nersc rdpidanente
desarrolle color rosa intenso on el gentro ¥y rossdo clarn en
18 periloria, Nevids 2 la plgqentacién en colar de rosa.'os-

to hongn juede confundirse a menuds econ Tricoohvton meminii.

.

ticrosesaico:

sans cortas de hiPas dan orlgen a conididforos ver-
ticitados (a) de los cuales parten conidios multitabicados,
1argos, on Fomaa de udo o de media luna, terminados en punta

(b,e)e
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2,2} ,~ PYRICULARIA ORYZAR,

Pyrienlaria oryzae es un hongo fitopatfHgeno altamente

destructivo 1csponsab1e del malogro del arroz, qﬁe ataca el
tallo y 12 hoja de la planta y cuya infeceibn se manifiesta
nor medio de una mancha color café, 81 hongo ha sido reporta-
do tener una lifera actividad en la descomposicién de amilosa
y pectina, y descomponerias considerablemente con sus activie
dadas protenliticas e hidroliticas,

Pyricnlaria nrvzae deqgrada también la farboximetilee-

los? y 1libera arficeres reducidos dentro del medio de culti-
vo, 2, oryzae puede utilizar la celulosa en su forma insoluble,
La deqradaciébn blolbqica de Funaicidas sobre las su--
perficies de las plantas por enrzimas de la planta o su microe
[lora ha sido mmuy descuidado comparado a la atencibn puesta
2l procesdy realizado en el suelo o in vitro usando microorga-
nisnos del suelo, Por analogfa, la superficie de la planta =
sarece sor wn lugar anropiado para la derqradacién biol8gica
Qe ocurre, y seguramente alqunos patbinnos de plantas aéreas

como Fyricularia oryzac, son activos in vitro,

Hifa de Puricularia oryzae:

' Tento Musariun so como Pyricularia orvsae crecen bien

an Papa Dextrosa Agar (PDA) al 204 como medio de eultivo a - .
un pll &cido alrrededor de 5.6. Se resicembran aproximadamente

cada mes cn PDA en tubo inclinado,
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CAPITULO ITI

HATEBERTI AL Y METODO .

Tants el material eomo las sustancias utilizadas duran-

te el desorrollo de la tesis incluyen lo siquiente:

MATRITAL ¢

Cajas latri

Pipatas geaduadas
Pinetas volunétricas
Tubse e ensayo
Hatraces Irlenmayer
Tasos de procipitados
Agltadores de vidrio
TJoteran de plistico
micharilla
Hicroaspétula

Aga de Colle

Tapanns e algodsn
Tapones de corche

Papel aluninio

echera de Dmsen
Mangaeras de mle
Horadador Adel ¥ 3
Jalanea enalltica
Haorao

Aitoclave

SUSTANCIASY

Aleohod al 70%
Tetrahidro furano dest,
Steres de Corona

Papa

Daxtrosa

Agar~Agan

Acido Glorhldrico
Agua destilada
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21 ritodo se basa en 1a nedicién del porcentaje de inhi-
bicibn de 1os hongos en crecimienteo en cuyo medio de cultivo
se encuentra el #ter de corona, con respecto a un “"blanco" o
medin de cultivo de referencia del hongn, el cual solo con--
tiene el disolvente del é&ter de corona,

Una porcibn circular del hongo se siembra en el centro
del medio de cultivo vy se va midiendo su cfecimiento desde el
centro a la periferia, tomando 4 valores para una mejor repre-
sentacibn estadf{stica. Bl porcentaje de inhibicibn se calcula
tomondo como el 1004 el crecimiento del hongo sin inhibidor
("blanco"); v como el porcentaje de inhibicién, la diferencia
cntre el valor del crecimiento del honqo sin inhibidor y el
valor del crecimiento del honqo con inhibidor,

Tomando los valores de los porgentajes de inhibicibn na=-
ra cada concentracién del &ter de corona, se obtiene median-
te una TAQLA, el PRO3JITO cue nos da los valores para uwna ree
lacién directa con los valores de las distintas concentracio-
rnes del innibidor. Se qrafica los valores del PRODITO contra
nfimeros enteros desde cero, se extrapola un punto cuyo FROZITO
es de 5,0 que corresponde a un 50% de inhibicién y asl se ==
obtiene un nlimero que es el exponente dei nimers 2, ¥y que =-
maltiplicando cste resultado por el valor de la concentracién
minima utilisada del inhibidor nos da 1a Dosis Eficaz Media,
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CAPITILO IV

PROCRDINIENTO.,

3 prepard medio de eultivo PDA al 5 y 20% utilizandot
Bxtracto de papa (5 6 20 grs de papa/ 100 ml de soluciédn), -
Doxtrosa al 24 y Agar A1 1,54, Se ajusté el pll a 5,6 aproxd-
madamente con ficidn clorhidrico,

So pranavaron solucinones de eteres de corona en teotrahie
droMrinng {TUF) destilado a las concentraciones redqueridas,
almacenfndolas en refrigeracidn,

S0 csterilizd el material de vidrio utilizado en el trae
to directn con los honfdgos en el Horno por calor scco a 160°%¢
durante dos horas, Tl nmedio de eultivo y los hongos desechas
dos se asterilizaron por calor himedo a 12100, con 15 1bs de
prosifn’'y un ticmpo afnime de 15 ninutos,

Se prenard un "hongo madre" de 12 siguicnte format se -
tomS una sequefia norcibn del hongn desde su cultivo v se le
suspendld on amas destilada esteriliradal esta "susnensibn®
ge le agadid a un medio de cultivo PDA Al 207 cuando todavia
30 encontraba Liquido (a unos 350 - 4000). sc agité bien y =
ensequida an vertid répidomente a las cajas Petri esterilizae
Aas, se deib que snlidifiquen en estas, v so incubd a tempe-
ratura ambiente para su crecirmdento, Crecid uniformemente so-
bre la surerficie del medio de cultivo,

La prucba semicuantitativa y la prueba cusntitativa téce
nicamente sc efectian iqual, lo que difiere entre ambas es -
e mientras en la prucha semicuantitativa se utiliza solo.-
una concentracidn para varias clases de eteres de corona, en
la prucha cuantitativa se utilizan varias concentraciones ==

nara una sola clase de 8ter de corona.
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Las pruebas se efectuaron en general de la siquiente for-
mat

ge prepararon natraces firlenmeyer conteniendo 100 ml de
madio de cultivo PDA al 54 y se les aplicaron a cada uno, un
ml, e las soluciones de eteres de corona cuando el medio de
cultivo se encontraba 1iquido y ensequida se vertieron en las
cajas Petri esterilizzdas y se esverd a qué solidi fiquen bien,

Se horadé el "hongo madre" con un horadador # 3 para obe
tener circulos del hongo que a su vez se inocularon en 109 «
redios de cultive PDA al 5% en cajas Petri exactamente a la
mitad de estos, Ensequida se anotd el dia y la hora de la ope-
racién cfectnada v se incubd a temperatura ambiente, Bn los
¢las siguientes se fub midiendo el micelio conforme este cre=
cla, anotande el dfa y 1a hora de las lecturas realizadas,

I).~ PRUEBAS 3EMICUAITITATIVAS.

1).,- Los cteres de corona utilizados son los simiientes:
foriyibil banzaelS~corana~fi, torbaitilbenso-l%- corona-G, =

ord

2itavbitilhenei-lbecarana=5 y di ~23-c0

R) - Concentracién utilizada: 50 micromoles/it.

3).= dedio de cultivo utilizadot PDA al 5K.

4) .= Feocha do sieabrat

Fara ™igopium ane 8 de Aqosto de 1983 a las 13130 hrs,

Para Prricilaria orverni 23 de Junlo de 1983 a las 16300 hrs,

II) .~ DPRUZDAS CUANTITATIVAS,

1).~ Las concentraciones utilizadas fuerons
6.25 micromoles/ 1t.
12,50 "
25 "

so . "
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?).= HMedio de enltiva: DDA al 5%,
7).~ Facha de siembrat
Para ™Micarinm ani 24 de Octubre de 1083 a las 15:00 hra,
Pars Puwienleris orveant 11 de Octubre de 1983 a las 16130 hrs,

Las lecturas heckas de la longitud del micolio en mm, el
ticmpo en hrs, de las lecturas efectuadas y los poreentajes de
inhibicién recpectivos se muestran en el capitulo de RESULTADOS,
oaf ermo las gr&ificas que 'mestran el comportamiento del cre-
cimiento de los hongos o sea la linealidad en el crecimiento,

31 parcentaje de inhibiclédn se calcula como siquet

% e inhibicitn = elmrms x 100 donde s

Ao

longitud del micelio sin el &ter de eorona

A = longitud del micelio con el &tar de corona
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CAPTTULO V

RESULTADOS .

Los rosultados obtenidos son mostrados en las simuientes
Mginas. 3e incluye uma TADLA para la obtencidn del PROIITO

desde el % de inhibleidn,
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TABLA para 1a obtencién del PROBITO desde el ¥ de inhibiciént
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES.

De las 4 clages de eteres de corona utilizados en la =
prﬁeba semicuantitativa se observéd que el diterbutildibenzo-
18-corona-6 mostrd la actividad inhibidera m&s alta con res-
pecto a los demls probados,

Los resultados de las pruebas cuantitativas nos indican
que para Fusarium Sps la EDSO es de 6,4 micromoles/1t y para

Pyricularia oryzae, 1a ED__ es de 10 micromoles/1t.

50
Los resultados indican que la actividad fungicida depen=

de de la presencia del grupo alquilo y es probable que se =
obtenga una sustancia de mayor actividad por modificaciones
de la estructura de los eteres de corona, como por ejemplo,
la introduccién de un grupo alquilo de cadena mAs larga y/o
la hidrogenacién del anillo aromtica.

’
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