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RESUMEN

Para determinar la actividad biologica del hongo Gymnopus drvophilus (Bull.: Fr.)
Murrill se realizaron extractos con diferentes disolvenies organicos (hexano, acetalo de
ctilo v metandlico) ¥ con agua; dichos extractos se probaron en tres bacterias
(Escherichia coli, Bacillus cereus y B. subiilis) y un crusticeo (Ariemic saling). Al
mismo tiempo se realizaron pruebas colorimétricas y de precipitacién para determinar
los grupos de metabolitos secundarios presentes en cada uno de los extractos, ademdas
s¢ desarrollaron placas de gel de silice para analizar la complejidad de cada uno de
ellos.

En los bioensayos realizados con las bacterias se observé que para £ coli la actividad
depende del tipo de extracto ulilizado, en ¢l caso de B. subtilis las concentraciones del
extracto de acetato de etito v metandlico presentaron  dilerencias  significativas
indicando con ello que la susceptibilidad depende de las concentraciones (100 y 150
mg). Para B. cereus las susceptibilidad es por el tipo de extracto. Se determina que la
actividad para las bacterias a 150 mg es principalmente bactericida y para las
concentraciones de 50 y 100 mg ¢s tanto bactericida como bacteriostitica. En ¢l caso de
A. salina se observa que las concentraciones empleadas del extracto hexanico, acetato
de etilo ¥ acuoso afectan la sobrevivencia, presentando una dosis letal media de 156
ppm, 13.5 ppm y 7.77 ppm respectivamente. Para el caso del extracto metanélico la
dosis letal media estimada es mayor a 1000 ppm.

Por otro lado, los extractos hexdnico, cl de acctato de etilo y el acuoso resultaron
positivos para las pruecbas de terpenos y esteroides, asi mismo el extracto hexanico
resultd positivo para alcaloides, como el metandlico y acuoso para flavonoides. Ningin
extracto resullo positivo para la prueba de glucdsidos. Los extractos que presentaron un
mayor niamero de manchas (sicte manchas) fueron el hexanico v el de acetato de etilo, ¢l
metandlico y el acuoso presentaron cinco manchas, indicando un cierto grado de
complcjidad del extracto.
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INTRODUCCION
DIVERSIDAD FUNGICA E IMPORTANCIA

En tiempos actuales los gobiernos de‘iodos los [;aises han revalorizado la influencia
directa que el ambiente tiene en las poblaciones humanas (ambiente-sociedad). A partir de
ello se ha manifestado el interés en la conservacion y ma.nejo sustentado de los recursos
presentes en la naturaleza, es decnr, mantener la blodxversldad del entorno, ya que ésta es

§ esencial para la civilizacion, siendo xmportante desde el punto de vista econémico (como
allmemos combustlbles productos farmacéutlcos productos maderables materia prima

- textll etc ), ecolégico (lncluyendo Ias funcnones de los ecosistemas, tales como la
) purlfcacxon del agua, el alre, Ia regulacnon del clima, fertilizacion del suelo, proteccion de
zonas costeras, cnclos blologlcos etc.) y cultural (influyendo en las expresiones artisticas,

- enlas creencnas, en el conocnmlento, en los usos y costumbres, en los habitos, etc.).

) “rLas div_e_rsid dsbiologica es el resultado de procesos evolutivos, los cuales
- determinan la,s'c’arac eristicas y la riqueza de organismos que existe en un lugar y momento

’dete,nnin_add-‘ehten endo ademis que dicha diversidad se genera y mantiene en los

» eé‘osiSie}héé' naturé]gs,(Grbombridge, 1992).

La blodlverSIdad se puede estudiar en tres niveles jerarquicos que corresponden a la

‘ orgamzaclon blolog ;
diversidad de alelos del mismo gen dentro de una especie, es

decir el conjuntd“de diferencias genéticas que caracterizan a las poblaciones.
b) Taxxco dlverSIdad entre especies. Niimero total de especies conocidas.

c) Ecosnstemlco diversidad de ecosistemas y comunidades.

Para el caso de los hongos Hawksworth (1991, 1992, 2001%) estima la diversidad de
hongos en 1.5 millones de especies, presentandolo como el segundo taxon mas diverso del
planeta, del cual se conoce menos del 5%. Rossman (1994) estima que tan sélo para el

. grupo de los Basidiomycota existen alrededor de 175 mil especies.



-El honzonte en la utlllzacxon de los hongos esta dmgndo hacia las aplicaciones en la
medxcma, como allmento para la degradacién de productos de desecho, en la industria
quimlca y matenales ‘textiles, bioindicadores, bioremediacion, biocontral, crecimiento de

plantas y arboles, en la conservacién, en la ensefianza, asi como en usos decorativos 0

arbtfsti.coks (Hawksworth, 2001%),

METABOLISMO FUNGICO PRIMARIO Y SECUNDARIO

El metabolismo presenta dos funciones generales, la anabdlica (la cual transforma
nutrientes en componentes estructurales y funcionales del organismo) y la catabolica (la
cudl extrae la energia quimica o los elementos nutritivos tales como el N y el S). El
- catabolismo a partir de nutrientes complejos provee de energia y materiales para las
 reacciones anabélicas. El anabolismo es dependiente del catabolismo no solo por la energia

en la forma de ATP, NADH y NADPH, sino también para la produccién de intermediarios

»+ clave para la biosintesis de macromoléculas funcionales.

Los eventos metabolicos que son importantes para las funciones vitales de los seres
vivos estan involucrados en el metabolismo primario. Las enzimas y los metabolitos
primarios (ejemplo de metabolitos primarios fiingicos son el acido citrico, 4cido glucénico,
acido fumorico, acido lactico, glicerol, etanol, etc.) se presentan en una gran cantidad de
hongos y bacterias.

Los hongos producen varios compuestos que pueden ser secretados al medio en
donde estan creciendo. Estos metabolitos constituyen el metabolismo secundario, los cuales
estan limitados en su distribucion, frecuentemente a una especie 0 a un grupo de especies,

ésta distribucion peculiar de metabolitos es llamada idiosincrasica (Griffin, 1994).

Algunas caracteristicas que presentan los metabolitos secundarios son:
-Su produccion es extremadamente especifica, presentindose en una especie.

2



- leb y Fox ( 1991) mdlcan q de la aphcamon de organismos en procesos

: |ndusmales es dependxeme de la dlversxdad de organismos y de las serie de moléculas

' qulmncas producldas en el metabohsmo primario y secundario.

Algunos metabolitos secundarios presentan un gran valor comercial como son los
antibidticos, las hormonas vegetales, diversos compuestos que le dan sabor a los alimentos;
otro tipo de metabolitos secundarios presentan toxicidad para una serie de organismos, y

han sido llamados micotoxinas.

El metabolismo secundario depende del metabolismo primario por la energia y los
intermediarios que produce, ademas proviene de varios puntos dentro de las rutas del
metabolismo primario (figura 1). Lo que conlleva a que los productos finales del

meiabblis'hio secundario tengan poco en comun. La sintesis de metabolitos secundarios se

. ve favorecxda ‘cuando se restringe el crecimiento normal. Conforme la célula crece y

_produce energia, los metabolitos secundarios llegan a ser compuestos terminales de las

(rutas metabohcas primarias. Asi mismo cuando se restringe el crecimiento de las células, se

By aprecm una 'acumulacién de metabolitos secundarios. Para explicar esta sobreproduccion de

metabolitos secundarios se ha propuesto considerar a éstos compuestos como una "valvula

de "sgédr:idad" que deja escapar los intermediarios de las vias metabolicas basicas cuando se
restringe el crecimiento y los convierte en compuestos con poca o ninguna actividad
fisiologica. Extrapolando dicho argumento se sugiere que algunos organismos han
transformado los metabolitos de manera que les proporcionen una ventaja competitiva en

algunos medios naturales (Deacon, 1997).
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Figura 1. Rclacioncs que se prescnmn entre las rutas mclabéhcas pnm.'mas y cl mctabolismo
secundario. Las principales rutas del b dario son ac ") bolitos
derivados de fa glucosa; (2) ruta del acetato-malonato; (3) ruta del 4cido mevalonico; (4) ruta del icido
shiquimico y (5) derivados de la ruta de los aminodcidos. ATC=dcido tricarboxilico (adaptado de Griffin

1994; basado del libro Fungi as biocontrol agents).

A pesar de que el conocimiento que se tiene acerca de los hongos es muy reducido,
se ha logrado determinar la presencia de metabolitos defensivos o antagonicos, aunque han
sido pocos los estudios quimicos que se han realizado a partir de éstos (Gloer, 1995).
Sonnenbichler ef al. (1989) nombran a los metabolitos secundarios como "metabolitos
ecologicos" por su presencia cuando éstos se producen como resultado de una interaccion
ecologica

Frecuentemente se hipotetiza que cuando los hongos prosperan en ambientes
competitivos es debido a los metabolitos secundarios que pueden ser sintetizados por
presiones de seleccidon ejercida por otro organismo. La extraordinaria diversidad de
especies ‘fangicas sugiere un potencial ilimitado para la variacion de metabolitos
secundarios. Los metabolitos secundarios han demostrado presentar un papel antagénico en
enfermedades de plantas e insectos, ser toxicos para animales, le confieren al organismo
que los sintetiza resistencia a la infestacion/infeccion microbiana, resistencia a la
fungivoria, el biocontrol de otros organismos asi como antagonismo interespecifico (Gloer,

1995).



Muéhds de los‘meiabolitos secundarios no forman una categoria quimica y no

. necesariamente ' tienen una estructura molecular coman. Debido a esto usualmente se
clasifican tomando en cuenta la ruta metabolica por la cual son producidos. Se pueden
rééonocer cuatro principales grupos que son: (1) compuestos formados por la condensacion
de acetil coenzima A (acetil-CoA) en la via del acido mevalonico; (2) metabolitos formados
"por la condensacion de acetil-CoA en la via acetato-malonato y sintesis de acidos grasos;
(3) metabolitos derivados de la via del acido shiquimico y la biosintesis de aminoacidos
aromaticos; y (4) varias otras rutas de la biosintesis de aminoacidos alifaticos (Kendrick,

1985; Griffin, 1994; Jennings y Lysek 1996 y Deacon 1997).

Derivados de la ruta del Acido mevalénico.- Se inicia con el mas importante
precursor de metabolitos secundarios que es el acetil-CoA. Tres moléculas de acetil-CoA se
condensan para dar lugar a la formacion de mevalonato, precursor inmediato del acido
mevalénico (Deacon, 1997). Este tltimo es fosforilado, descarboxilado y deshidratado para
convertirse en isopentenil-pirofosfato (IPP). Las unidades IPP y su isomero dimetil-alil
pirofosfato se condensan “cabeza-cola” para formar cadenas de varias longitudes a través
de intermediarios como el geranil-pirofosfato y farmesil-pirofosfato, dando origen entre
otros a los terpenoides. La cadena puede experimentar ciclizacion y sufrir modificaciones,
originando metabolitos como los esteroides y carotenoides. En algunas ocasiones, un
posible precursor para la sintesis de terpenos es la leucina, la cual es desaminada,
carboxilada y convertida posteriormente a acido mevaldnico, pasando por hidroxi-metil-

glutari!-CoA como intermediario (Mann, 1987; Garraway y Evans, 1996).

Una amplia variedad de compuestos incluyendo carotenoides, esteroides y esteroles

pertenecen a la clase mas grande de metabolitos secundarios llamados terpenoides

(Thomson, 1993).

Muchos esteroles son compuestos funcionalmente requeridos en la estructura de la

membrana celular, siendo el ergosterol el mas comin, pero también se han reportado acido
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tsugarico (Lin et al., 1997), episterol (Lourenco ef al., 1996) y acido zhancuico (Shen et al.,

1997).

Derivados de la via del acetato-malonato. - Las acetogeninas, también conocidas
como policétidos provienen de la condensacion de unidades de acetato. Inicia con el acetil-
CoA como precursor, el cual da origen a una unidad de malonil-CoA mediante
carboxilacién enzimética. Esta unidad de 3 carbonos se condensa con otra unidad de acetil-
CoA en simultanea descarboxilacion, logrando como resultado final la condensacion de dos
unidades de acetato, repitiéndose ¢l proceso de condensacion con otras moléculas de acetil-
CoA. De esta manera se originan sustancias policetonicas que pueden dar lugar a la
formacion de acidos grasos por reduccion total en la cadena de los grupos ceto a hidroxidos
(Gros et al., 1985, Kendrick, 1985; Mann, 1987). La cadena policetonica puede
experimentar ciclizacion y entonces los sistemas de anillos son modificados en diferentes
vias para dar una amplia variedad de compuestos aromaticos (Deacon, 1997), como los
flavonoides, donde participan acetil-CoA y acido cinamico, lo cual indica un origen
biosintético mixto, ya que una parte del esqueleto carbonado esta formado por 3 unidades
de acetil-CoA (via acetato) y una unidad de fenilpropano que proviene de la via del acido

shiquimico (Gros et al., 1985).

Derivados de la via del dcido shiquimico.- La ruta empieza con la condensacion
de fosfo-enol-piruvato y eritrosa-4-fosfato para formar acido deshidroxiquimico. Este
producto ciclico es convertido por un complejo multienzimatico en acido shiquimico y
posteriormente en acido corismico, del cual se derivan una gran cantidad de compuestos
aromaticos (fenilpropanos) relacionados con la fenilalanina, tirosina y triptofano
(aminodcidos aromaticos). Muchos de estos metabolitos aromaticos sufren importantes
transformaciones a través de intermediarios para formar el acido cinamico y acido
coumarico, los cuales son derivados de la fenilalanina y/o tirosina. Derivados del triptofano
retienen el nucleo indol con lo que corforman los compuestos conocidos como alcaloides.

Se pueden formar alcaloides con un origen biosintético mixto, cuyo origen esta dado por la



condensacion’ del " triptofano_con una’ cadena terpenoide. Esta cadena sufre ciclizacion

causando qu en régéno se incorpore como parte del anillo heterociclico.

ormalmente para la produccién de aminoacidos aromaticos, pero
tambxen provee de precursores como el mismo triptofano para la biosintesis de metabolitos
alucmégenos como la Psxloclbma que se encuentra ampliamente distribuida en especies del

género Psrlocybe (Deacon, 1997).

Derivados de aminoicidos alifiticos.- Los compuestos que se forman a partir de
aminoacidos alifaticos se caracterizan por tener uno o mas atomos de hidrogeno
remplazados por un grupo alquil (aminas). Muchas de estas aminas se forman por
metilaciones, oxidaciones, transaminaciones, descarboxilaciones, e hidroxilaciones que
sufren los aminoacidos. Muchos de estos se pueden llegar a juntar por medio de enlaces
peptidicos para conformar estructuras polipeptidicas (Moore-Landecker, 1996). Aun
cuando los aminoacidos son esenciales para la elaboracion de proteinas, también juegan un
papel de intermediarios para muchos compuestos como por cjemplo las amanotoxinas y las
falotoxinas presentes en especies del género Amanita. Estos compuestos son altamente
toxicos y estan estructurados por péptidos que tienden a formar ciclos por lo cual se les
conoce con el nombre de ciclopéptidos, siendo las amanotoxinas compuestos de 8 péptidos

biciclicos y las falotoxinas de 7 péptidos monociclico (Garraway y Evans, 1996).




MICOTOXINAS Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

La evolucion de los hongos han permitido que se desarrollaran en diferentes
sustratos solidos de una manera eficiente, secretando enzimas que degradan el sustrato,
paralelamente a la produccién de enzimas sintetizan metabolitos secundarios los cuales
presentan actividad biologica, siendo toxicos para algunos organismos (Moss, 1996;

Herrera y Ulloa, 1990).

Las intoxicaciones provocadas por la ingestion de toxinas fungicas pueden darse de
dos maneras (Herrera y Ulloa, 1990); una de ellas (llamada micetismo) implica la ingestion
completa de alguna estructura multicelular (por ejemplo el cuerpo fructifero), en cuyo caso
las toxinas se encuentran de manera intracelular (endotoxinas). La otra manera de sufrir una
intoxicacién consiste en ingerir alimentos contaminados con toxinas secretadas por algun
hongo (micotoxicosis). En este caso las toxinas son producidas por los hongos y secretadas

al sustrato donde estan creciendo (exotoxinas). Ejemplo de estos tipos de intoxicacion se

presentan en la tabla 1.

A. parasiticus y A. clavatus

MICOTOXICOSIS
Organismo Compuesto Enfcrmedadcs que se prescentan
Aspergilus flavus Aflatoxinas (B1, B2, Gl1, G2, Carcinoma hepatico.

M1, cic.)

A. ochraceus

Ocratoxina

Hepatotdxicosis y nefrotoxicosis
cn pollos, cerdos, ctc., asi como

aborto cn cl ganado bovino y en

cerdos.

A. versicolor,

Esterigmatocistina

A. fumigatus, A. oryzae y A. Fumagilina Cancerigena

glaucus

Penicilum islandicum Lutcosquirina, clicloclorotina y Probables hepatotdxicos y
critrosquiri carcinogénico:

P. viridicatum

“Acido veridicitico

P, citrinum

Citrinina

Nefrotéxicos.

P. charléis

_Acido carélico

P, terrestre

Acido terrestrito

P. cvelopium

Acido ciclopiazénico y
penitrem.

Son responsablcs de la aparicion
dc cardiotoxicos.

P. toxicarium

No se sabe

Causa sintomas semejantes al
Beriberi.
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Organismo

P rubrum

Compucsto

Rubratotoxias.

. purpurogenum

Acidos glucinicos y glucénico

Sintomas quc sc presentan

Produccn hemorragias

P, citreoviride

Citrcoviridina

Neurotoxico.

Compucstos carcindgeno.

1. expansum

lusarium nivale

I
Butcnolida

Neurotdxico y gastrocnterotdxico.

Zearal (F-2)

F. roseumy F. gr

um

Efcctos cstrogénicos y abortivos cn
cerdos.

1. tricintum

T-2

I, moniliforme

Zcaralcnona, moniliformina y
acido fusférico.

En cl hombre producen alcucia.

Stachybotrys atra Atratoxina Irritacion en la picl de cerdos,
hombre y algunos otros animales
(sc absorve por la picl o por la via
respinatoria).
MICETISMOS

Organismo

hisporigera.

Amanita faloides, A. verna y A.

Compucsto

Falodinas (talcs como:
falotoxinas y las amanitinas).

Enfcrmedades que se presentan

‘Transtomos gastrointestinales de
tipo coleriformes, deshidratacion,
oliguria o de anuria, de hipotermia,

A

A ia, A. chlori

patovillardii, 1. hapipes, 1.
dulcamara, 1. Rimosa e 1.
Jastigiata.

pantherina, Inocybe infida, 1.

Muscarinicas
(muscarina, muscardina,
micoatropina).

Actuan sobre ¢l sistcma nervioso
parasimpitico. Amanita muscaria
tambi¢n produce micetismo
cercbral.

lLepiota helveola, Cortinarius

Micetismo semcjante al producido

cubensis, P. yungensis, P.

muliercula, P. a.tecorum

cordispora, P. zapotecorum, P.

orell yC. isang Probabl orcllanina por Amanita phalloides.
Psilocvbe mexicana, P.
caerul P. lidipes, P. Produccion de toxinas indélicas | Tiencn accion psicodisiéptica

como Ia psilocibina y psilocina.

(desvian o perturban ¢l mecanismo
psiquico ).

Vascell 7 . Unguli,

auberiana y Rua.mla
nondorbingi.

No se conoce

Presenta efcctos niarcoticos 6
psicolépticos.

Tabla 1. Algunas especics fungicas que presentan algin tipo de toxina que afecta a animales.
[informacién extraida de Herrera y Ulloa, 1990].

Algunos cuerpos fructiferos de los Basidiomycetes y Ascomycetes son un recurso

alimenticio -en varlas partes del ‘mundo pero un namero significativo de estas especies

pucden producnr metabohtos ‘toxicos (Kaes y Liu, 2000; Rumack y Salzam, 1978; Moss

1996).
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Moss (1996) y Herrera y Ulloa (1990) indican que los metabolitos secundarios
pueden presentar alguna actividad biolégica para un gran nimero de organismos, aun de
diferentes reinos. Sin embargo la actividad biolégica de los metabolitos secundarios esta en
funcion del organismo al que se le somete a prueba por ello se pueden encontrar

metabolitos a los cuales se les ha conferido mas de una actividad.

En éste trabajo la actividad bioldgica se define como la cantidad, concentracion o
dosis de la sustancia prueba que es necesario utilizar para causar un efecto en un ser vivo.
(Délano com. pers.) De forma externa se aplica el extracto a distintas concentraciones que
esperamos induzcan una respuesta en nuestros organismos prueba, y determinar asi si la

respuesta corresponde a nuestro extracto.




: haplondes (Ha

datos (apcndlce

ANTECEDENTES
BASIDIOMYCETES

Los hongos se definen a partir de carécten’sticas comunes tales como la degradacion
del sustrato extra celularmente y la difusion de los nutrientes dentro de la célula fungica,
heterotrofos, reproduccxon por medio de esporas (Alexopoulos, y Mims, 1979), del estudio
ultra estructural que presentun las células, ciclos sexuales y tipos de reproduccion

presenlados asi ¢ mamentacxon de las esporas, etc. (Moore-Landecker, 1990,

Herrera y. Ulloa 1990; Lynn y Shwartz, 1985). El reino de los hongos no solo incluye una

linea ﬂlogen tica sino un stllo de vida compartido por organismos de historias cvolutivas

dxf‘erentes (Bryce 1/992””1

Los Basldlomycetes agrupan a 1,428 géneros (con més de 1,237 sinonimias), con
22,244 espemes conocxdas presentnndo una distribucion cosmopolita (Hawksworth ¢r al.,

1995), aunque Lynn y! chwanz (1985) mencionan que para Basidiomycetes se conocen

25,000 eSpi;cié

Los caracteres que comparten la clase Basidiomycetes son la presencia de basidios
osporas el basidio es cenocitico y tiene entre una y cuatro basidiosporas

sworth et al., 1995), los basidios se encuentran organizados en un

: qne originan b_a

s hlmemo que se locahza en el basidiocarpo.

A pamr e ylas estlmacwnes de Rossman (1994) y del nimero de especies que

—;:Hawksworth etal. (1995) sefialan para los Bas:dmmycctes se conoce tan s6lo el 12.71% de

amero de trabajos de investigacion sobre el estudio de los

= metabolltos secl clase dc Basidiomycetes se realizo una biisqueda cn bases de
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ta - rey " pe déieﬁnihar cuales son las lineas de investigacion mas
recurrentes. De la mférmacxon que se obtuvo, el 44% corresponde a estudios bioquimicos,
) estudlos quimxcos un’ 25%, estudios de actividad biolégica un 18% y estudios
- blotecnoléglcos un.6%. Los estudios de actividad biologica presentan cierta tendencia en la

busquedn de ‘compuestos con actividad antibidtica y antifiingica; esto se debe a la

’re slencta que algunos microorganismos empiezan a manifestar con los compuestos

3 ‘cqmunmente utilizados para su control.
" Dentro de los Basidiomycetes el Orden que presenta un mayor nimero de trabajos
» realizados es el de los Agaricales, con un 41%, de los cuales las investigaciones de
compuestos con aplicacion antibiotica 6 antifingica representan un 32% y presenta una
tendencia en la busqueda de compuestos con actividad fitopatégena de un 2%. Dicho Orden
abarca un 26.97% de las especies dentro de la clase. Estos porcentajes estan en funcion del

nimero de citas y no representan ¢l conocimiento que se tiene de los metabolitos

secundarios.

Gymmnopus dryophilus (Bull.: Fr.Y Murill

La clasificacion taxonomica de Gymnopus dryophilus (Bull.: Fr.) Murril (sensu
Antonin ef al., 1997):

Division Eumycota

Subdivisién  Basidiomicotina

Clase Holobasidiomycetes
Subclase Hymenomycetidae
Orden Agaricales
Familia Tricholomataceae
Género Gymnopus (Pers.) Roussel, FI. Clavados, ed. 2:62. 1806
" Especie G. dryophilus (Bull.: Fr.) Murrill, N. Amer. Flora 9:362. 1916




Sinénimos:
Agaricus dryophilus Bull.: Fr., Syst. Mycol. 1:124, 1821;

- Mar s dryophilus (Bull.: Fr.) Karsten, Krit, Ofvers. Finlands
Basndsvamp 103. 1889.

Collybia dryophila (Bull.: Fr.) Kummer, Fiihr. Pilzk. 115. 1871.

. Collybidium dryophilum (Bull.) Murrill, Mycologia 3: 101. 1911,

La especie en estudio se encuentra dentro de la seccion Levipedes. Dicha seccion se
caracteriza por tener las hifas del pileipelis no diverticuladas, ramificadas, esporas
inamiloides, con esporada blanca a color crema y pileo sin coloraciones violaceas

‘(Villarruel-Ordaz, et al. 1993).

Gymmopus dryophilus presenta un pileo de tostado claro a castaiio, plano, glabro.
‘Laminas juntas, blancas o un poco amarillentas; estipite esbelto y tenaz, con una
coloracion café amarillenta a naranja, glabro, un poco tomentoso por la base. Carne

. ﬁbrosa-conacea color de la esporada blanca siendo inamiloides las esporas. Su distribucion

~'en Mexlco es en bosques de Pinus-Quercus, Pinus-Abies, Quercus y mesofilo de montaiia a

]900-3200 msnm, ‘siendo humlcola 6 terricola. Se ha registrado en los estados de: Chiapas,
Dlstnto Federal Durango Estado de Meéxico, Guerrero, Hidalgo, lalisco, Michoacan,
L ,Morella, Nayarlt Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Tamaulipas,

Tlaxcala VeracruzyZacatecas (Villarruel-Ordaz, 1992).

abajos realizados con esta especie a nivel nacional se han enfocando

' :prmclpalmente al estudlo taxonomico del género (Villarruel-Ordaz, 1992, Villarruel-Ordaz,
P ]995) y al cultlvo mlcehal bajo diferentes parametros (Pellicer-Gonzalez, 1998).

nivel, mundlal se tienen logrados los trabajos de Bianco-Coletto et al. (1993) y
Blanco Co]etto y Gnardmo (1996). Estos trabajos reportan la actividad biolégica del micelio

de Gymnopus dryophilus en contra de las bacterias Bacillus cereus, Bacillus subtilis,

13




Slaﬁhylé&bc&il‘é ¢

embargo en el

L‘scherlchla col 'I’roteus mir bllls.~ Salmanella thyphlmurmm y Cand/da albicans solo se

observo 1a actividad bloléglca el mlcello contra B. cereus.

Asi tambxen Hem, et al. (en prensa) han reportado la presencia de tres compuestos

~.con actlvxdad msecuclda del micelio de G. dryophilus, siendo una nueva piridina (5-(1,2-
dlhldroxlpropxl) metilpicolinato y dos metil-purinas conocidas, de las cuales ya habian sido
aislados de Rhodocollybia maculata. Dichas purinas se reportan con actividad antifungica,
citotéxica y antiviral, presentando en las pruebas con dieta, una reduccién en la tasa de
crecimiento del 95% de Spodoptera frugiperda a una concentracién de 80 ppm;
presentando para la nueva piridina una reduccion en la tasa de crecimiento del 92%.
Mientras que para Helicoverpa zea las purinas causan una reduccidn en la tasa de
crecimiento de un 40% y 96% utilizando una dieta como prueba con una concentracién de

los compuestos de 80 ppm.

En nuestro pais se tienen registros de éste hongo con un uso tradicional comestible
como lo citan Guzman-Davalos y Guzman (1979); Guzman y Villarreal (1984) y Aroche e/

al. (1984), entre otros.
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JUSTIFICACION

La alta diversidad fiingica que se estima en’el mundo asi como el descubrimiento y
uso potencial que presentan los meta’bélito’s’ sccundarios fungicos nos plantea una amplia

gama de usos y aplicaciones qué se pueden vincular a la biotecnologia.

En los ultlmos aﬂos se ha” conc izado en la importancia de buscar nuevos

metabolltos sec danos asn como su posnble aphcacnon ejemplo deelloeslai mcorporacnon

ahmentos fermenmdos, v1tammas enzimas, etc.), asi mismo en su utilizacién en el

: blOCOntl‘Ol de plagas, etc.

: Los basxdlomas de Gymnopus dryophilus no tienen registros de estudios quimicos a
la fecha por lo que un anahsns quimlco general podria brindarnos un panorama amplio para

U proponer estudlos cspecd‘ cos en busqueda de compuestos activos.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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OBJETIVOS GENERALES

Realizar un anilisis quimico general consistente de: extraccion selectiva y acuosa,
analisis cromatogréfico y determinacion de los grupos de metabolitos secundarios de

basidiomas de Gymnopus dryophilus.

Determinar el'efectc‘: de diferentes extractos obtenidos de basidiomas de Gymnopus

dryophilus en dif‘etjerjtes organismos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Obtencidn de extractos con hexano, acetato de etilo, metanol y agua.

Determinar la presencia de grupos de metabolitos secundarios en cada uno de los

extractos con diferentes pruebas coloridas y de precipitacion.
Realizar y analizar los perfiles cromatograficos de cada uno de los extractos.

- Determinar Ja actividad biolégica de cada uno de los extractos en los organismos:

Escherichia coli, Bacillus .éubrilis, Bacillus cereus y Artemia salina




MATERIALES Y METODOS

Para una mejor comprension de los métodos utilizados, se pueden dividir los

métodos referentes al analisis quimico y los métodos utilizados para la determinacion de la

actividad biolégica, lo cual se esquematiza en la figura 2.

LI material tecolectadu se herborizo
para exiraer ol agua de fos basidiomas.

I

Uan vez secis of material se teititro
para luego realizar L extraceién
selectiva (ta cual wtilizo como
disolventes: bexano, acelato Je ctilo
¥ metanod) y la expaccion acuosa.

Sc atvuvicro, o parte de los basidiomas, aliciec
custro extractos de polatidad crecicuic, An.ah.sm
thexanico, acetato de etilo, meisndlico y acuosa), quimico
Sv realiziron los petfiles
e 2T (1 e inda extracto,
3 Se determinaron os grupos de
metabotitos secundarios de los
cuatro extragto
v
Sc¢ probaron cula una de
103 extmctos en difereates
arganismos.
‘ Determinacion
Bacterias Artemiba salina > del tip() de
7N actividad
Escherfelia colt Hacillus corens

Bucillus subtitis

Figura 2. Diagrama de la metodologia cmplcada.
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MATERIAL DE ESTUDIO Y EXTRACCION

RE OLECjCj/ON
EI materl ue recoléctado por Gonzilez-Flores 22/09/2000 en la Reserva Especial
kde la Blosfera Manposa Monarca (REBMM), en Angangueo, Michoacan y se preservo

cnicas propuestas por Cifuentes er al, (1986). Parte de la recolecta se

: deposlto como material de referencia en la coleccion del Herbario (FCME 19135) de la

- Fact{ltad de

o Para la etermmaclon del ejemplar se utilizaron las claves de Halling (1983);
‘Amonin y Noordeloos (1997) y Villarruel-Ordaz (1992).

EXTRA C_‘CION SELECTIVA ¥ ACUOSA

El ma nal bxologlco fue secado y molido. Se obtuvo un peso seco total de 68.4 g,

del cual la a jﬁxe utlhzada para la extraccion acuosa y los restantes 34.2 g para la

extracclon
‘extracciones se realizaron utilizando el método de Soxhlet. Para la
se emplearon tres disolventes organicos de polaridad creciente: hexano,

metanol cada extracto se realizo por intervalos de 8 hr y por triplicado

organicos se concentraron a presion reducida en un rotavapor
d. Mientras que para el extracto acuoso el agua se elimino por

xtractos se pesaron y se calcularon sus rendimientos respecto al peso




Elmaterial macerado se

coloco en el soxhist para
Devar acabo laextraccidn.
Elmaderial fimgico se herborizs Una vezherborizado el material
segan Cifuerdes etal, 1986 56 MMRO i
RN
s B ey e Y ¥
Para la extraccidn selactiva se it %«“ \ % |
utilizaan disolverdes de pola . ] s
ndad creciente. Para laextrac 3 o La extraccibn
cidet acnsa se wilizn agua & ,? £ exhanstiva se realiza por
destilada. s un periodo da B hus. a
partxr del primer mflujo.

El extracto acuoso

—

Ya obtenidos los extractos, el extracto
metandlico, acetado da etib y haxdnico
se apresidn reducid

Figura 3. Diagrama de 1a extraccién selectiva y acwesa
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PRUEBAS COLORIDAS Y DE PRECIPITACION PARA LA DETECCION
‘ DE GRUPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Para la realizacién de las pruebas se prepararon soluciones de los extractos a una

concentracxon de 5 mg/ml, tomando 5 mg del extracto para cada una de las pruebas

correspond xentes (Dominguez, 1988):

ol ':Glugés‘idbs- Estos se determinan mediante la prucba de Mélisch. Al extracto

se le adicionan dos gotas de a-naftol (al 5% en etanol) y

ik vpostenormente e adlclonan por las paredes 1 ml de H.SO4 concentrado. Se forma un anillo

enla mterfase_ endo positiva la prueba si el color del anillo se torna violeta.

: Se determinan con la prueba de Shinoda, la cual consiste en agregar

-'al extracto "(disuelto en metanol) un trozo pequeiio de limadura de magnesio y dos gotas de

Aacldo, clorhidrico concentrado. La prueba resulta positiva si la solucion torna a color verde

Terpenos y‘estermdes- El extracto se disuelve en cloroformo y se agrega

) .'postenormente un mililitro del reactivo de Liebermann-Burchard. La prueba es positiva si

“la soluclén presenta un cambio de coloracion de verde a azul 6 de rojo a naranja.

» 'Alcaloides.- El extracto se disuelve en MeOH se adiciona una gota de acido
clorhidrico y dos gotas del reactivo de Dragendorff. La prueba resulta positiva si se forma

un precipitado color naranja.
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DETERMINACION DEL PERFIL CROMATOGRAFICO

Se utilizaron placas de gel de silice. El sistema de eluyentes se eligio abarcando un
intervalo de baja a alta polaridad (empleando diferentes mezclas de los siguientes pares de
disolventes: hexano:acetato de etilo, cloroformo:metanol, metanol:agua y butanol:acido
acetico:agua).

Una vez eluidas las placas se observaron con luz ultravioleta de 254 y 365 nm,
marcando las manchas con linea punteada para onda larga y con cruces pequeiias las de
onda corta. Posteriormente las placas se revelaron con sulfato cérico. Las manchas

_obtenidas se marcaron con lineas continuas.

BIOENSAYO CON LAS BACTERIAS

PREPARACION DE IAS BACTERIAS Y CUANTIFICACION DEL INOCULO

Las cepas bacterianas fueron donadas por la Facultad de Quimica de la UNAM, los
nimeros de catalogo son los siguientes:

Escherichia coli ATCC 25922

Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus cereus ATCC 11778

Dichas bacterias se inocularon en caldo nutritivo y se incubaron a 37° C para su
éptimo crecimiento. A'la par se preparo el estandar de McFarland utilizando una solucion
de acido sulfiirrico a .36 N y una solucién de cloruro de bario al 1%. Una vez obtenidas las

soluciones se mezclaron conforme lo muestra la tabla 2 (Bauer e a/ 1966).
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Mec Farland ‘
A 2] 3] 4] 8] & 7] 8] 9]0

Cloruro de bario (ml) 0.1]0.2]0.3j0.4]0.5|06(0.7]08(0.9]1
Acido sulfurico (ml) 9.9190.819.7196]9.5{9.419.319.2]9.1|9

nsidad celular
0
aproximada (x10*8/ml) 3| 6]9]12115)]18 |21 )24 |27 |3
Tabla 2. 8¢ muestra las proporciones de los compucstos para obiener las mucstras y realizar 1a curva
de McFarland.

.Tubos

Realizadas las mezclas se leyeron en el espectrofotémetro a una longitud de onda de

530 nm y los resultados se graficaron (Grafica 1).

Densidad Curva de MacFarland
Absorbancia| cclular
0.165 3 1.4 b " st N
6.315 § e ¥ :
6.463 9 1.2 £ s a:sb..
0.631 F. Do s
0.66 15 g 1
0.834 18 g os =
0.936 21 -g =
1.133 24 0.6 e
1167 %7 2 == e
1.19 30 0.4 -E=
0.2 FEEZ 2
o =
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Densidad cclular (10%cl/ml)

Grifica 1. Con los datos obtenidos se graficaron los valores para obtener la curva de McFarland,

Se realizd una regresion lineal para inferir una recta que relacione directamente las
variables y con eho estimar el inéculo bacteriano a utilizar (Bauer ef al. 1966). Los

resultados obtenidos se muestran en la grafica 2.
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Y x 1

0.095133 o Estandar de McFarland

0.11496 0.5
| 6.134788 1

0.154612] 15 0.6

0.174438 2

0.194265 25
[6.214091 3 o5 L S

0.233917, 35 - I =z e o
0.253743 4 3 - g 4
0.27357 45 04
. x -

0.293396 5

0313222 55 3

0.333048 6 2 o3

0.352875, 65 g O

0.372701 7 2

0392527, 75

0.412354 8 0.2

0.43218 55 1 -e

D.452006, 9

0.471832 9.5 0.

0.451659) 10

[
D05 1 152 253 354455 556657758859 9510
Densidad cchitar (x10°cel/mi) J

Grifica 2, Una vez calculados los valores sc obtienen los puntos para “y” asi como para “x” a pantir
de las ccuaciones antcriores se grafican para obtencr el estindar de Mc Farland.

Se calcul6 en .115 la absorbancia requerida para inocular 5x107 bacterias/ml. Para
el crecimiento y obtencion de la densidad celular requerida las tres especies de bacterias se
kiﬁocu’lka'ron en caldo nutritivo y se incubaron por intervalo de 36 h. y se midié en el
espectfofotémetro la absorbancia del cultivo y se estandarizé cada una de las especies a una

* absorbancia de .115.

IMPREGNACI ON DE LOS SENSI-DISCOS ¥ MONTAJE DEL BIOENSAYO

L Los: ex;_ﬁaﬁ:tos"d baja‘ymediaﬁ‘né: polaridad (hexano y acetato de etilo) se re-
- = disolvieron en clok@ifgﬁﬁ os dos .rést'éxntes en los disolventes en que fueron extraidos. Se

5 impregnaron sensi-discos (Aldrich) con tres diferentes concentraciones de cada extracto, las
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tres cbnc‘ehkt‘r:ac‘:'kidnes‘ fiieron de 5({)‘ ng, 100 [1g y 150 'ug, para cada uno de los extractos se
hizo la impregnacion por quintuplicado.
Se realizo una prueba preliminar preparando 12 cajas con 25 ml de medio Mueller-
-Hinton cada una de las cajas. A cada especie de bacteria se le asignaron 4 cajas y en cada
una se colocaran sensi-discos a las tres concentraciones del mismo extracto. Esta prueba se
realiz6 para la determinacion del tipo de actividad biolégica, teniendo como respuesta la
actividad bacteriostatica (presencia de un halo de inhibicion con una densidad celular
menor que la presentada en el resto de la caja, asumiendo que esto se debe a la inhibicién
parcial del crecimiento bacteriano) y bactericida (presentando un halo de inhibicion total, el

cual se distingue por no presentar crecimiento bacteriano alrededor del sensi-disco).

Para el bioensayo en cada caja se distribuyeron 4 sensi-discos presentando una
separacion entre ellos de 2.2 cm. y 1.4 cm. del borde de la caja, como lo muestra la figura 4

(Bauer, 1966):

Figura 4. Distribucién de los scnsi-discos segin el
método de Baucr, (1966).

Las pruebas se realizaron segun el método

de Concepcion ef al. (2001); éstas se realizaron por

quintuplicado, asi mismo todas las cajas se
incubaron durante 24 horas a temperatura constante (37°C) para luego cuantificar (figura
5). Al momento de tomar los datos se pueden llegar a presentar zonas comc; las reportadas
por Barry (1986), donde se presenta una zona de inhibicidon completa, una zona de

crecimiento demorado 6 parcialmente demorado y una zona de crecimiento estimulado

(figura 6).
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o ! - ] il )
Inhibicion wrccxmlcnm' parcial 1 racimiento

completa  idemorado ,mente 1 ecrmylado
inhihidd
!

- — -

Medio de agar

Figura 6. Las zonas que sc rep cn cl diagr corresponden a una zona de inhibicién
completa cercana al sensi-disco que conti ¢l o comp )s prucba. La scgunda zona la enc
alejandonos mds del disco, correspondiendo a una zona de inhibicién parcial del crecimi del org:
prucba sc esquematiza ¢n las zonas de crecimicnto d do y parcial inhibido. Una tercera zona s¢

aprecia al obscrvarse ¢l crecimicnto normal dcl organismo prucba, cl cuil puede ser cstimulado por el
crecimiento de la bacteria ¢l cual hace que los compucstos del medio se difundan hacia csa zona donde los
coimpucstos s¢ €n conc acionc que las p [ al disco.

Se utilizé como control un antibiético de amplio espectro, 20 pug de ampicilina. Las
bacterias se inocularon en las cajas petri a partir de la solucion estandarizada tomando un
mililitro de indculo para cada una de las cajas. Se midieron los halos de inhibicion mediante
una régla también se determino si la actividad que presentaba dicho halo era bactericida 6

bacteriéstética.

ANALISIS ESTADISTICO DE LAS PRUEBAS

Para determinar si los factores empleados (concentracion y extracto) influyen en
nuestras variabl#s de respuesta (diametro y actividad biologica). Las pruebas estadisticas
realizadas fueron ANOVA (de uno y dos factores) y tablas de contingencia, esta ultima
prueba estadistica se utilizo para analizar los datos obtenidos del tipo de actividad que
presentaban los extractos (datos discretos). Para todos los anilisis de ANOVA se realizaron
la prueba de Tukey mostrandose solamente cuando las diferencias encontradas son
s‘igniﬁéati‘QaS. El anilisis de ANOVA se desarrollo en el programa SPSS 9.0 para Windows

y las tablas de contingencia segun Zar, (1996).
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Se incubaron Ias bacicnas en medio lguido y una vez obtenida Ia densiuad requerida se sembranon en cajus
petri de manera homogénea.

3 Los id fucron con distintas

R pau cada uno de oy (" la
E @ @ del disolvente.

' (’J\f’“ VAN
e 4-../\\\

Una vez evaporads ¢ dival de los i
s¢ procedio a colocarlos cn la cajs petri que s¢ babia
inoculada con cl cultivoe de bacteria estandarizw.

Se incubaron los cultivos por 48 3 37C y xc procedin a ta medicién de lox halos obicaid

Figura 5. Mdtodo utilizado para la impregnacion de los sensi-discos y cl biocnsayo con cada una de
las bacterias.
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BIOENSAYO CON Artemia salina.

[ECLOSION DE Artemia salina.

Se preparo en un frasco ambar agua marina y se agregé una porcion de quistes de
Artemia salina, sé coloco en un bafio con agitacién constante, incubandose a 30° C por un

pefiodo de48h para la eclosion de la artemia.
AONTAJE DEL BIOENSAYO

- ’Se‘prepa}al:on distintas concentraciones de cada uno de los extractos (10 ppm, 100
ppm y‘ 1000 ppm; Duran-Murillo (1991)) en agua marina (Concepcion ef al. 2001, y Meyer
el al;, 1982;) ﬂgﬁra 7. En un tubo de ensaye con 10 m! de cada una de las soluciones
p(epafadas a 'dibferente cbncentracién de extracto, se colocaron 10 individuos de Artemia
sélina. El:enSaYQ sg'realizé por quintuplicado. Transcurridas 24 h se registro la mortandad

“ . dela artemia en cada tubo, el testigo consistié de agua marina Gnicamente.

L AN/{IJSIS E.moisnco

A pamr de los resultados obtenidos en el bioensayo se realizo el analisis Probit con

la mortandad d Artem:a salina para la determinacion de la dosis letal media (LDso). Se

i unllzo el programa SPSS para Windows version 9.0 para dicho anlisis.

El anahsns de Arlemla salina consistié de una muestra de 800 artemias. Con éste

: tamaﬁo de muestra se justifica la realizacion de un analisis de ANOVA (Zar, 1996).
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Los quistes de Artemia salina s¢
colocaron cn un trasco ambar ¢l
cuai se coloco a 3U7C en  agita-
cidin constante,

Se dejo por un perindo de 4R h
pom ka cclusion de los quistes,

Para cl bioensayo se colocaron en cada tubo
10 artemias ademds de agregar una gota de
Jevadura al 1% para su alimentocion,

B ‘———————-——J
e
Sc agregaron cada Bno de / 3 ,.’P Cada extractn empleado se realizd por
_-}P ¢ s o3 quintuplicado para cada una de las con-
centraciones cniplendas,

los eatractos obtenidos en
los tubos, Las concentrn -
ciotcs empleadas fueron: ’

Se cuanlifico la sobrevivencia de
1as artemias después de 24 h.

10. 100 y 1000 ppm.

Cuantificacion de las artemias

4
f&PﬂP 2, vivas ¥ las muertas.
ﬁ%&%ﬁ Attemias muertas @ -
Arncmias vivas +

Figura 7. Eclosién y montaje del biocnsayo de Artemia salina.
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RESULTADOS

EXTRACCION SELECTIVA Y ACUOSA

Una vez que se eliminaron los disolventes de los extractos, se pesaron y se
obtuvieron los rendimientos. Del extracto hexanico se obtuvieron 0.2781 g, del extracto de
acetato de etilo se obtuvieron 0.3497 g, del extracto metandlico se obtuvieron 7.4757 g y
bdel extracto acuoso se obtuvieron 8.3 g de extracto. Con ello se calculd el rendimiento de

" cada uno de los extractos que se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Mucstra de rendimiento de cada extracto.

-| Extraccion Peso obtenido | Rendimiento
- eng en %
Hexanica 0.2781g .813%
Acetato de etilo 0.3497g 1.02%
Metanolica 7.4757g 21.858%
Acuosa 8.3g 24.27%

PRUEBAS COLORIMETRICAS Y DE PRECIPITACION

Se observan los resultados obtenidos de las pruebas colorimétricas y de
precipitacién para los cuatro extractos utilizados en las pruebas de actividad biologica
(tabla 4).

. Pruebas colorimétricas y de precipitacién
[~ Grupo ae
metabolitos ‘!rEe:pen.c:’s Yl Flavonoides|| Glucosidos Alcaloides
secundarios steroides
Reactivo o prueba Lichermann- shinoda Molish Ac.sitico | Dragendorf
* [Hexanico verde ++++{| negativo negativo negativo n'egativo
t T
; COEt verde +++ negativo negativo + Ilg;:iracste
c . ligeramente .
:’ lMeOH negativo positivo negativo negativo
s _|lAcuoso rosa + + negativo negativo

‘Tabla 4. Prucbas colorimétricas y dc precipitacion para cada uno de los extractos empleados.

) -
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Para el extracto hexéanico se aprecia que son terpenos los que se obtuvieron, éstos
también se presentan en el extracto de acetato de etilo pero en menor intensidad, el extracto
de acetato de etilo presenta a su vez alcaloides. En el extracto metanoélico se obtuvieron
flavonoides con una intensidad apenas perceptible. Para el extracto acuoso la prueba resulto
ser positiva para esteroides asi como para flavonoides.

Se observo la intensidad de la reaccion y se asignaron valores de +, ++, +++ y ++++
cruces para las pruebas que fueron positivas y negativa para aquellas en las que no se

observo la reaccion. Los —- indican que la prueba no se realizo.

PERFILES CROMATOGRAFICOS

Los perfiles cromatograficos se desarrollaron con mezclas de eluyentes tratando de

abaf'g:ar desde una polaridad baja hasta una polaridad alta, agrupandose las placas en tres
: grupés, los cuales se definen de acuerdo a su polaridad, teniendo los eluyentes de “baja
polaridad™ (tabla 5), “mediana polaridad” (tabla 6) y los de “alta polaridad” (tabla 7). El
i 'béxtlfa'cfo hexénico sblo se desarrollo en el grupo de eluyentes de baja polaridad debido a la

! céint_idad del extracto obtenido.

. .x Extractos (ni de has obicnidas)
Sistema de elucion —
Hexanico | Acetato de etilo | Metanélico | Acuoso

Hexano 100% 4 1 0 0
Hexano-Acetato de etilo 8:2 7 7 3 0
Hexano-Acetato de etilo 6.4 5 6 3 0
Hexano-Acetato de etilo 4:6 7 8 3 0
Hexano-Acetato de etilo 2:8 5 7 3 0

Acetato de etilo100% 2 5 3 0

Tabla 5. Sistcma dc cluyentes de baja polaridad (no polares). Sc muestra las mezclas de cluyentes
cmpleadas en cl desarrollo de las placas, los extractos que sc probaron en dicho sistema asi como ¢l namero
de manchas obtenidas.
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Extractos (ntimero de has obtcnidas)
Acetato de etilo | Metandlico [ Acuoso
Cloroformo 100% 3
Cloroformo-Metanol 9:1
Cloroformo-Metanol 7.3
Cloroformo-Metanol 6:4
Cloroformo-Metanol 5:5
Cloroformo-Metanol 3:7

Metanol 100%

Tabla 6. Sistcma dc cluyentes de mediana polaridad. Se mucstra las mezclas de eluyentes empleadas

en el desarrollo de las placas, los extrictos que se probaron cn dicho sistema asi como el nimero de manchas
obtenidas.

Sistema de eluci6n

AR ST ST STRR
Hinlb[n|wm|—
Niwinin(~olo

. .y Extractos (niimcro de has obtenidas)
Sistema de elucion
Acetato de etilo | Metandlico | Acuoso
Metanol-Agua 8:2 2 4 3
Metanol-Agua 7:3 2 2 2
Metanol-Agua 5:5 1 2 2
Butanol-Ac. acético-Agua 4:1:1 3 3 2
Butanol-Ac. acético-Agua 5:1:4 6 4 5
Tabla 7. Sistema de cluyentes de alta polaridad. Se las las de cl das en

el desarrollo de las placas, los extractos que sc probaron en dicho sistema asi como el numcro de manchas
obtenidas,

Las figuras 8, 9 y 10 corresponden a los grupos de eluyentes de baja, mediana y alta

polaridad (respectivamente).
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Figura 8. Placas desarrolladas con un sistema de clusién hexano —
proporcioncs. Ay A’ Hex 100%. B y B” Hex- AcOE
4:6.Ey E’ Hex- AcOEt 2:8. Fy F* AcOE1 100%.

acctato de ctilo a distintas
t 8:2. CyC’ Hex- AcOEt 6:4. Dy D° Hex- AcOEL
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g

Figura 9, Placas desarrolladas con CHCL;- McOH
CHCL;- McOH 9:1, € CHCL,;- McOH 7:3. D CHCL;-
McOH 3:7.

a distintas proporciones. A CHCL, 100%. B
MeOH 6:4. E CHCL;- McOH 5:5. F CHCL;-
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Figura 10. Placas dcsarroliadas con: McOH- H,0. A McOH 100%. B McOH- HO 8:2. € McOH-
H.0 7:3. D McOH- H;0 5:5. E Butanol-Ac. acético- Agua 4: 1: 1. F Butanol-Ac. acético- Agua 5:1: 4,

Figura 11. Placa revelada con Licberman- Buchard.
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Por otro lado los extractos hexanico y de acetato de etilo se desarrollaron en una
placa de gel de silice para luego asperjarles el reactivo de Lieberman-Buchard y asi
determinar la presencia de terpenos y esteroides. Las manchas obtenidas en la placa
corresponden a una coloracion verde que es indicativo de terpenos en el extracto las cuales

estan marcadas con flechas en la figura 11, la intensidad de la mancha es proporcional a la

concentracion que se presenta.

BIOENSAYOS CON LLAS BACTERIAS

PRUFBAS PRELIMINARES

Los resultados obtenidos en la prueba preliminar fueron los siguientes (indicando

solo si existe halo o no):

Extracto hexdnico
150pg] T 1100 pg]
Escherichia coli sl sl
Badillus cereus si si
Bacdillus subtilis si sl
Extracto MeOH
[80pg] | [100g)
no si Eschenichia coli
si sl st Bagillus cersus sl si si
Badiilus subtilis no no sl Bacillus subtilis no no si

Los halos observados mostraron diferencias entre ellos siendo unos totalmente
claros en donde suponemos la muerte de la bacteria (bactericida) y otros que tuvieron

menor densidad celular que el resto de la caja (bacteriostatico).
BIOENSAYOS CON LA BACTERIA Escherichia coli

De la prueba realizada con la bacteria se obtuvieron los siguientes resultados, los
. dzitvosprAesenté{d'os' en las tablas indican el diametro de inhibicién obtenido por cada extracto
asi_como .'los khal‘os,vbagieri;idas (marcados por un asterisco) y los bacteriostaticos (los

cuales no presentan marca):




Esche

srchia coll

xtracto Hexanico

cto AcOE!

|Caja |[50ug] 1[100ug] 1[150 ng] |ICaja [50ug] |[100ug] |[150 ugl
1113, 5mm 13,5 mm_|16,5 mm* 1113 mm* 13mm*_ (14 mm
2 2
3 3[14.5mm_[13.5mm_[{13.5 mm
4 4
5[13,5 mm* [14,.5 mm* [14,5 mm* 517 mm* (13 mm 13 mm

Extracto Metandlico

Cl

ICaja |[50ug] {100ug] {150 ug]

_ _Extrac(o
Caja_ 50ugql  }[100ug] |[150 ug)

1[13 mm 13 mm 13 mm 1]13,5mm (13 mm*_ [13 mm*
2 2/16,5mm _[14.5mm {13.5 mm*
3]14.5 mm_[13 mm 13,5 mm 3[13.5mm_ |- [16, Smm
4i11.5 mm 4113.5 mm”* |14 mm 14.5 mm
5]14.5 mm_ |14 mm 15,5 mm 5

En Escherichia coli el extracto hexanico presenta un efecto bactericida, mientras

que en los extractos de acetato de etilo, metandlico y acuoso presentan principalmente un

efecto bacteriostatico.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis de varianza realizados con el factor “concentracion” en la variable

dependiente “diametro del halos de inhibicion™ se presentan en la tabla 8.

Extracto Significancia
Hexdnico 221
Acetato de Etilo .280
Metandlico 754
Acuoso 871

Tabla 8. Valores de significancia para cada cxtracto.

En la figura 12 se presenta la media de los halos de inhibicion obtenidos para cada

concentracion empleada de cada uno de los extractos.
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Figura 12, Mcdias dc los halos de inhibicién para cada (A) hexinico, (B)
acctato de ctilo, (C) élico y (D) Las unidadcs dc los halos esta dado cn mm.

Al utilizar como factor “extracto” (el tipo de extracto empleado en el bioensayo), en
la variable dependiente el diametro del halo de inhibicion se obtuvo 0.302 de significancia.
En la grafica 3 se aprecia que el extracto que presenta el halo con un didmetro mayor es el

extracto hexanico.

"4

1 »
g e ,// Grifica 3. Mcdia dc los halos de inhibicién de
£ /’ cada uno de los extractos.
g e ) ) //

ns o \ __/
el ] R

e e -

Extmctos
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" La susceptibilidad de L. coli no responde al tipo de extracto empleado, sin embargo
para‘ determinar si los factores concentracion y tipo de extracto afectan de manera conjunta
la sﬁscebtibilidad se realizo la ANOVA correspondiente teniendo como resultado la

siguiente tabla:

Tipo 1N grados

Suma de de Suma de
Factores cuadrados fibertad cuadrados F Sig.
Corrected Model 11.063* 11 1.006 829 614
intercept 6549.026 1 6549.026 5396.622 .000
CONCENTR 3.462 2 1.731 1.426 260
EXTRACTO 3.928 3 1.309 1.079 377
v 4075 8 679 560 768
Error 29.125 24 1.214
Total 6970.750 36
Corrected Tofal 40.188 35

a. R cuadrada = .275 (Ajuste de la R cuadrada =-.057)

Se observa que no hay diferencias significativas en lo que son los dos factores (por
separado) asi como la interaccion de ambos en la susceptibilidad de £. coli.

Para analizar la variable “actividad biologica” se utilizaron las tablas de
contingencia bidimensionales y tridimensionales de las cuales se obtuvo que, en el analisis
bidimensional utilizando la concentracidon como factor que influye a la actividad biologica
muestra que ésta no es dependiente de la concentracion empleada, caso contrario al analizar
la actividad biolégica en funcion del tipo de extracto (ver tablas de contingencia bi- y tri-

dimensionales del apéndice B).

BIOENSAYO CON LA BACTERIA Bacillus subtilis

Los halos de inhibicion obtenidos del bioensayo se diferencian en funciéon de la

actividad presentada, ya sea bactericida o bacteriostatica.
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Bacillus subtilis
Extracto Héxanico Extracto Aco Et
Caja |[50pg] _ |[100ug] [[150 ugl |[Caja [50u0] _ |110040] " ][150 ugl

1113.5mm {145mm [13,5mm* 1113mm* 13mm* 13,5mm*
2{14,5mm [13mm* 13mm* 2{13mm* 13mm* 13mm*
3|13mm* 14.5mm  |————— 3{13mm* 13,5mm* [13,5mm*
4(13,5mm* [13,5mm* {13.,5mm 4{13mm* 13mm* 13,5mm*
5{13mm* 13.,5mm*_[13mm* 5[13mm* 13,5mm* {13,5mm*
Extracto Metanolico Extracto Acuoso

Caja |[[50ug] _ |[1004g] |[150 ug] ||Caja [50ug] _ |[100ug] [[150 ug]
1115,5mm  [13mm* 13mm* 1]15,5mm [13mm* 13mm*
2|13mm* 13,5mm* [15,5mm 2|15,5mm [13mm* 13.5mm*
3(13,5mm* |[13mm* 15,5mm 3/13,5mm [13mm* 13,5mm*
4(16,5mm |[13mm* 13mm* 4114,5mm* |14,5mm* [13,5mm

Bactericida (marcado con asterisco) Bacteriostatico (sin marca)

Con Bacillus subtilis, en los diferentes extractos a las diferentes concentraciones se

observo principalmente un efecto bactericida.

ANALISIS ESTADISTICOS

- Los resultados de Ia ANOVA de una via se muestran en la tabla 9. El factor que se
evaliio fue la concentracién empleada en nuestra variable dependiente “diametro del halo
de inhibicién”. Para los extractos acetato de etilo y acuoso se realizo la prueba de Tukey las

cuales se presentan en las tablas 10 y 11 respectivamente.

Extracto Sigunificancia
Hexdnico .380
Acetato de etilo .029
Metandlico 874
Acuoso 003

Tabla 9. Valorcs de significancia para
cada uno de los extractos
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Intervato de conflanza
Diferencia del 95%

(0] Q)] de medias Ernor Limite Limite
Qoncentracldn Cconcentracion {-J) estandar Sig. inferior superior
50mg 100 mg -.2000 129 .304 -5444 1444
(baja) 150 mg -.4000* 1291 .023 -.7444 | -5.56E-02
100 mg 50 mg .2000 12091 .304 -1444 5444
(media) 150mg -.2000 1291 .304 5444 444
150 mg 50 mg .4000™ 291 .023 |5.558E-02 7444
(alta) 100mg .2000 1291 .304 1444 5444

*. La diferencia es significativa a valores menores a .05

‘Tabla 10, Prucba dc Tukey del extracto acetato de ctilo.

Para la prueba de Tukey del extracto de acetato de etilo se obtiene que las

diferencias significativas son en la concentracion alta con respecto a la baja.

Intervalo de confianza
Diferencia del 85%

0] ) de medias Error Limite Limite
Concentracién concentracion (-J) estandar sig. inferior superior
50mg 100 mg 1.6000* 4203 .007 4786 27214
(baja) 150 mg 1.6000* 4203 .007 .4786 2.7214
100 myg 50 mg -1.6000* .4203 007 -2.7214 -.4786
(media) 150mg .0000 .4203 1.000 -1.1214 1.1214
150 mg 50 mg -1.6000" 4203 .007 27214 -.4786
(alta) 100 mg .0000 .4203 1.000 -1.1214 11214

*. L.a diferencla es significativa a valores menores de .05

Tabla 11. Prucba de Tukey del extracto acuoso.

La prueba de Tukey del extracto acuoso, muestra que las diferencias se presentan

- entre las concentracnones alta y media con respecto a la baja pero entre media y alta no. El

patrén de Ios extractos se reporta en la figura 13, donde se aprecia una disparidad en la

respuesta del halo de int nbncnon obtenida conforme se aumenta la concentracién. Tomando

como factor el extracto (el tipo de extracto empleado en el bioensayo) para determinar si

v mﬂuye en el halo de mhlb|cxon de B. subtilis se obtuvo un valor de p de 0.143. La grafica 4

imuestra que el ¢ xtracto acuoso presento el diametro de inhibicion mayor en el bioensayo.

o[ B
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. Figura 13. Mecdias dec los halos de inhibicion de cada uno de los extractos
Icados. (A) hexanico, (B) de ctilo, (C) metandlico y (D) acuoso. Las unidades

de los halos csta dado cn mm.

Cidmetro (media)

Grifica 4. Mcdia de los halos dc

inhibicién de cada uno de los extractos.
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v En la ANOVA :de_ dos'vias ‘elvvvalor de p de la interaccion de los dos factores
(extracto y cd_hcé:m'racibén) ¢s'ae 0.030 indicandonos que la susceptibilidad de B. subtilis
esta ihyﬂuida"p’or la interaccion que se presenta de la concentracion del extracto y el tipo de
extracto. ’

‘ En los resultados obtenidos en las tablas de contingencia tridimensionales y
bidimensionales se obtuvo que el tipo de actividad es independiente de la concentracion y

del extracto.

BIOENSAYO CON LA BACTERIA Bacillus cereus

Los resultados del bioensayo se desglosan a continuacion:

Bacillus cereus

Extracto Hexéanico Extracto Aco Et
Caja [50.9] _|[100.g] [(150 g |[Caja [50ug] — [[100ua] [[150 udl
1|———! 19 mm 15 mm 11 15mm 15mm | 15 mm*
2] 17 mm 15 mm 14 mm 2] 18 mm 19 mm 22 mm
3] 13mm 16 mm 17 mm 3| 16 mm 17 mm 18 mm
4] 18 mm 15 mm* | 15§ mm* 4
5] 18 mm 17 mm 15 mm 5
Extracto Metandlico Extracto Acyoso
Caja [50ug]  [[100.g] [[150 ug] |[Caja [50ug]  |[100ug] 150 ug]
1] 17 mm 15 mm* | 27 mm* 1] — 1 20 mm* | 20 mm*
2] 14 mm* | 18 mm* | 15 mm* 2] ————f 17 mm 19 mm
31 20mm* | 17 mm* | 15 mm* 3] 19 mm 19 mm 19 mm
4 4] 20 mm* | ———J§ 30 mm*
Bactericida (marcado con asterisco) Bacteriostatico (sin marca)

ANALISIS ESTADISTICOS

Para Bacillus cereus se realizaron los anilisis de ANOVA de cada uno de los

extractos para determinar si la concentracion es un factor que afecte el diametro obtenido
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(susbeptibilidad de la bacteria frente a las concentraciones a las que se le somete), los

resultados se presentan en la tabla 12.

Extractos Significancia
Hexdnico 0.460
Acetato de etilo 0.630
Metandlico 0.793
Acuoso 0.539

Tabla 12. Rcsultados dc fa prucba de ANOVA dc Ia
concentracion de cada uno de los extractos.

El patrén que se encuentra para cada uno de los extractos se muestra en la figura 14,

observandose un patrén ascendente en los casos de los extractos hexanico, acetato de etilo y

metandlico.

Los tipos de extractos utilizados en el bioensayo se analizaron para determinar si

alguno de éstos presentaba diferencias significativas, teniendo como resultado un valor de

0,015, La prueba de Tukey se muestra a continuacion:

Intervalo de confianza
Diferencia del 95 %

de Medias Emor Limite Limite
(i) Extracto  (J) Extracto (-J) estargar Sig. inferior superior
Hexanico AcOEt -1.2222 1.2600 767 -4.6112 2.1668
MeOH -1.5556 1.2600 609 -4.8446 1.8334
ACU0SO -4,3333 1.2600 .008 -7.7223 -.9443
AcOEt Hexanico 1.2222 1.2600 767 -2.1668 46112
MeOH -.3333 1.3902 895 -4.0726 3.4059
ACU0S0 -3.1111 1.3902 132 -6.8504 .6282
MaOH Hexanico 1.5556 1.2600 609 -1.8334 4,9446
AcOEt 3333 1.3902 995 -3.4059 4.0726
Acuoso -2.7778 1.3902 207 -6.5170 9615
Actoso Hexanico 43333 1.2600 .0o8 8443 7.7223
AcOEt 31111 1.3902 132 -.6282 68.8504
MeOH 27778 1.3902 .207 - 9615 6.5170

*.L.a diferencia es significativa a valores menores a .05

Las diferencias que se presentan entre los extractos son significativas, mostrandonos

con la prueba de Tukey que los extractos que presentan diferencias son el hexanico y el

acuoso, en la grafica 5 se observa que dichos extractos son los que presentan la media de

halos de inhibicién mas baja y mas alta respectivamente.
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Figura 14, Mcdias dc los halos dc inhibicién de cada uno dc los extractos
empleados. (A) hexdnico, (B) acctato de ctilo, (C) mctanélico y (D) acuoso. Las unidades

de los halos csta dado cn mm.

Realizando la ANOVA de dos factores (concentraciéon y tipo de extracto) para

determinar si se presenta un sinergismo se obtuvo que las diferencias no son significativas,

" sin embargo al realizar los analisis de la actividad biologica en tablas de contingencia se

presenta que la actividad es dependiente del extracto utilizado en la prueba (ver apéndice

B).
2
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BIOENSAYOQ DE drfemia salina.

Los resultados obtenidos en el bioensayo de Artemia salina se muestran a
continuacion, y teniendo en cuenta que la lectura de sobrevivencia se llevo a cabo a las 24 h

de haber montado el experimento.

Extracto Hexdnico Extracto AcOEt
Tubo 1600 ppm] 160 10 control | Tubo [1000 ppm[ 100 ppm | 10 control
10 [ o a 4 10
2 2 5 ) [§. 2 2] 1 7
3 ] ) [ 3 [] 2 9
4 0 [ 0 4 0 %] 10
5 8 ] 8 5 [+] 1 8
Extracto MeOH Extracto Acuoso
Tubo [1000 ppm! 100 10 ppm | control Tubo | 1000 ppm} 100 ppm | 10 ppm | control
8 6 [: . 0 2 3 7
2 7 7 0 [2 4 )
3 [:] B ] 3 ] 5 7
4 8 4 [] 5 2
5 4 E 1 8 [5

ANALISIS ESTADISTICOS

_ Se realiz6 el ANOVA para cada uno de los extractos empleados, el resultado se

presenta en las siguientes tablas:
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ANOVA de una via

Factor: concentracion Variable dependiente: sobrevivencia

Extracto Hexdnico

Grados
Suma de de Media de
cuadrados libertad cuadrados F Sig.
Entre grupas 280.000 3 93.333 67.879 .000
Dentro de
grupos 22.000 16 1.376
Total 302.000 19

Para poder determinar cuales concentraciones son las que influyen en la mortandad
de Artemia salina se realizaron para cada ANOVA la prueba de Tukey encontrando que
para las concentraciones empleadas con el extracto hexanico muestran que las diferencias
éigniﬁcativas en las concentraciones aplicadas se observan entre las concentracion de 1000

ppm y la de 100 ppm (valor de “p” =0.0) y la de 1000 ppm y la del0 ppm (valor de

=0.0). Esto nos indica que el factor de concentracién que afecta a la sobrevivencia de la

u .

'Armmia salina es la concentracion de 1000 ppm y no las concentraciones mas bajas, las

CUAIes con respecto al control no presentan diferencias significativas (grafica 6).

Prueba de Tuke:

Intervalo de confiarnza
Diferencia det 95%
de Madias Enor Limite Umite
Concenlracion (J) Concentracion {-J) estandar Sig. inferigr superior
control 10 ppm 40 74 848 -1.72 2.52 ]
100 ppm 1.60 74 178 -52 372
1000 ppm 9.20* 74 .000 r.08 11.32
10 ppm contral -40 T4 948 -2.52 1.72
100 ppm 1.20 74 .397 -892 3.32
10800 ppm - 8.80* 74 .000 6.68 10.92
100 ppm control -1.80 74 .178 -3.72 52
10 ppm -1.20 74 .387 -3.32 82
1000 ppm 7.60* 74 .000 548 9.72
1000 ppm controt -9.20" 74 .000 -11.32 -7.08
10 ppm -B.g0* 74 .000 -10.92 -6.68
100 ppm -7.60" 74 .000 -9.72 -5.48

*.Las diferencias son significativas a valores menores det .05.
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Concentracion [ppm)

Grifica 5. Mcdias de la mortandad de la artemia a
las difercntes concentraciones cmpleadas

Extracto AcOE!
Grados
Suma de de Media de
cuadrados libertad cuadrados F Sig.
Entre grupos 270.550 — 3 90.183 G4.417 .000
Dentro de
grupos 22.400 16 1.400
Total 202.950 19
Prucba de Tukey
Intervalo de Confianza
Diferencia del 95%
de Medias Error Limite Limite
() Concentracién  (J) Concentracidn (l-J) estandar Slg. inferior superior
control 10 ppm 2.60* 75 015 46 4.74
100 ppm 8.00 75 .000 5.86 10.14
1000 ppm 8.80* 75 .000 6.66 10.94
10 ppm control -2.60* 75 .015 -4.74 -.46
100 ppm 5.40" 75 000 3.26 7.54
1000 ppm 6.20* 75 .000 4.06 8.34
100 ppm contro! -8.00* 75 .000 -10.14 -5.886
10 ppm -5.40% 75 .goo -7.54 -3.28
1000 ppm .80 75 713 -1.34 2.94
1000 ppm control -8.80* 75 .000 -10.94 -6.66
10 ppm -6.20" 15 .000 -8.34 -4.06
100 ppm -.80 J5 713 -2.94 1.34
*. Las diferencias son significativas a valores menores del .05.
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ndlca que las concemracnones empleadas del extracto de

R ¥ prueba de 'uke;
AcOEt las que preseman dxferencxas sxgmt’cauvas entre la de 10 ppm y 100 ppm, y 10 ppm

ky IOOO ppm sinque se presente una diferencia significativa entre las concentraciones de

100° ppm y 1000 pm Coﬁ respecto al control todas las concentraciones presentan

dlferencxas |g'1f ativi (gravf'ca 7).

Grifica 7. Mcdias de la mortandad de la artemia a
las difel [ i plead.

Scorevivenc (media)

oot T o~ 1000 pye
Conceniracitn
Extracto MeOH
Orados

8Suma de de Media de

cuadrados iibartad cuadrados F Slg.
Entre grupos 14.550 3 4.850 3.180 053
Dentro de
grupos 24.400 16 1.525
Total 38.950 19

Para los analisis de ANOVA de una via se obtuvo que el extracto metandlico a las
concentraciones empleadas no muestran diferencias significativas en la mortandad de
Artemia salina (grafica 8), opuesto a lo encontrado en las concentraciones empleadas de los

extractos hexanico y acetato de etilo.
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Grifica 8. Medias de la mortandad de la artemia a
las difc [ i plcad.
. Extracto Acuoso
Grados
Suma de de Suma de
cuadrados {ibertad cuadrados F Sig.
Entre grupos 139.600 3 46.533 11.781 .000
Dentro de
grupos 63.200 16 3.950
Total 202.800 19
Prueba de Tukey
intervalo de confianza
Diferencla del 95%
(0] (@) de Medias Error Limite Limite
Concentraclén __Concentracién -5y estandar_|  Sig. inferior superior |
control 10 ppm 3.40 1.26 .067 -.20 7.00
100 ppm 4.40* 1.26 014 .80 8.00
1000 ppm 7.40" 1.26 .000 3.80 11.00
10 ppm control -3.40 1.26 .067 -7.00 .20
100 ppm 1.00 1.26 .856 -2.60 4.80
1000 ppm 4.00* 1.26 .027 A0 7.60
100 ppm control -4.40" 1.26 014 -8.00 -.80
10 ppm -1.00 1.26 855 -4.60 2.60
1000 ppm 3.00 1.28 120 -.60 6.60
1000 ppm control -7.40" 1.26 .000 -11.00 -3.80
10 ppm -4.00* 1.26 027 -7.60 -.40
100 ppm -3.00 1.26 120 -6.60 .60

*. Las diferencias son significativas a valores menaores del .05,
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En las concentraclones empleadas con el extracto Acuoso con la prueba de Tukey se

estimé que- las - concentraclone

.Que presentan diferencias significativas son entre la

concentracion de’ 10 ppm y la de ]OOO ppm sin que las concentraciones de 10 ppm y las de

100 ppm presenten dlferencxas sngmf‘ icativas (gréafica 9). Asi mismo el control y la

concentracion de

'10 ppm “no . preseman diferencias significativas pero entre las

concentraclones de ]00 ppm y 1000 ppm si existen diferencias.

Grifica 9. Medias de la mortandad de la artemia a

las difercntes concentraciones empleadas.

ANOVA de una via

Factor: extractos Variable dependiente: sobrevivencia

Grados
Suma de de Media de
cuadrados libertad cuadrados F Sig.
Entre grupos 249.250 3 83.083 7.547 .000
3,2':;‘;"9 836.700 76 11.008
Total 1085.950 79
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Prueba de Tukey

intervalo de confianza
Diferencia del 95%
de Medias Error Limite Limite
() Exdractos__ (J) Extracios (I-J) J Sig. inferlor superior_{
Hexanico ACOEt 305 1.05° 024 .29 5.81
MeOH -.55 1.05 953 -3 221
ACLUOSO 3.40 1.05 .009 64 6.16
AcOEt Hexanico -3.05 1.05 024 -5.81 -.29
MeOH -3.60 1.05 .005 -6.36 -.84
ACUOSO .35 1.05 .987 -2.41 3.1
MeOH Hexanico 55 1.05 .853 -2.21 3.31
AcOEt 3.60 1.05 .005 84 6.36
Acuosa 3.95 1.05 .002 1.19 6.71
Acuoso Hexanlco -3.40. 1.05 .009 -8.18 -.64
ACOEt -35 1.05 .a87 -3.11 241
MeOH -3.95 1.05 .002 -6.71 -1.19
? // Grifica 10. Mcdias dc la monandad de la
= / artemia a las dife i plead.
i /
E 'I
s //
/
4
3
Hedteco A8t MeOH Acuoso
Extractos

En la prueba de Tukey los tipos de extracto que presentan diferencias significativas

son el extracto hexanico con el extracto de acetato de etilo y el acuoso, esto se ve

representado en la grafica 10 donde se aprecia que los extractos con decremento en la

sobrevivencia son los extractos de acetato de etilo y el acuoso.
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ANOVA de dos vias

Factores: concentracion y exiracto Variable dependiente: sobrevivancia

Tipo Grados

Suma de de Media de
Source cuadrados libertad cuadrados F 8ig.
Corrected Model 953.9502 15 63.597 30835 .000
Intercept 2442.050 1 2442.050 | 1184.024 .000
CONCENTR 523.750 3 174.583 84.646 .000
EXTRACTO 249.250 3 83.083 40.283 .000
%ﬁ%ﬁg“ " 180.950 ] 20.106 9.748 .000
Error 132.000 64 2.062
Total 3528.000 80
Corrected Total 1085.950 79

a. R cuadrada = 878 (ajuste de la R cuadrada = .850)
Pruebas Post Hoc

Factor: Concentracién fppm]

Intervalo de conflanza
Diferencia del 35%
de Medias Error Limite Limite
() Exiractos __ (J) Extractos (-9 estandar Sig. inferior superior
Hexanico AcOEt 3.06 45 .000 1.85 4.25
MeOH -.55 A5. 622 -1.75 .65
AcCU0SO 3.40 A5 .000 2,20 4.60
AcOE! Hexanico -3.05 A5 000 -4.25 -1.85
MeOH -3.60 A5 .000 -4.80 ~2.40
Acuoso .35 45 .867 -.85 1.55
MeOH Hexanico .55 45 622 -.65 1.76
AcOEt 3.60 45 .000 2.40 4.80
AcUoso 3.95 A5 .000: 2.75 5.15
Acuoso Hexanico -3.40 45 .000 -4.60 -2.20
AcOEt -.35 45 867 -1.55 .85
MeOH -3.85 45 .000 515 -2.75
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Factor; Extractos

Intervalo de conftanza
Diferencia def 85%
de Medlas Emor Limite Limite
(1) Concentracién {J) Concenlracion [(20)] astandar Sig. lnrsrigr__ supertor
control 10 ppm 1.60 A5 004 40 2.80
100 ppm 3.90 A5 .000 270 5.10
1000 ppm 6.80 .45 .000 5.60 B8.00
10 ppm control -1.60 45 .004 -2.80 -A40
100 ppm 230 45 20a0 1.10 3.50
1000 ppm 5.20 .45 .000 4.00 6.40
100 ppm contral -3.80 A5 .000 -5.10 -2.70
10 ppm -2,30 45 .000 -3.50 -1.10
: 1000 ppm 2.90 A5 .000 1.70 4.10
1000 ppm contral -8.80 A5 000 -8.00 -5.60
B -10 ppm -5.20 45 .000 -8.40 -4.00
100 ppm -2.80 45 00p -410 -1.70

Para la. ANOVA de dos vias se tiene que el factor concentracion presenta

N dlferenclas s:gmf icativas, el factor extracto presenta a su vez diferencias significativas y la

‘ mteljacclon de los factores, indicando con ello que la sobrevivencia de Artemia salina se ve

afé(:tavdabpor la concentracién empleada, el extracto y la interaccion que se da entre la

concentracion y el extracto (grafica 11).

12
104 . - -
ro
»
T sy
¥ .
E /
h=]
‘B.-69 :
2 Extracto
o —_—
5
= 44 Hexanico
___________ -
”~ .- 7 AcOEt *
. -
24 |~ LT T
Lor™ s T MeOH
p— - -
Opr———"" Acuaso
control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Concentracion

Grafica 11,
Curva de dosis
respucsta para la prucba

de Artemia salina con
los cuatro distintos
extractos a las tres
diferentes
concentraciones.
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- . Para las tablas de contingencia tridimensionales se obtuvo que las variables
empleadas son dependientes entre si (apéndice B), es decir que la sobrevivencia esta siendo
influida por la concentracion y el tipo de extracto, esto se ve corroborado por la ANOVA
.de dos vias donde el valor de p reportado para la interaccion de las dos variables
(concentracion y tipo de extracto es de 0.0); en las tablas de contingencia bidimensionales

se obtuvo que la sobrevivencia es dependiente de la concentracion empleada y también de

la concentracion.

Con respecto al analisis Probit del extracto hexanico se estimo una DLs¢ de 156.23
ppm, para el extracto acetato de etilo una DLso de 13.50 ppm y el extracto acuoso una DLso
de 7.77 ppm teniendo una DLsy mayor a 1000 ppm para el extracto metandlico (apéndice

C).

DISCUSION

ANALISIS QUIMICO

EXTRACTO HEXANICO

En las placas cromatograficas del extracto hexanico se presenta una mancha que se
presenta al frente del perfil cromatografico y que representa la mancha menos polar del
extracto, sin embargo esta mancha que fue revelada con sulfato cérico no coincide
totalmente con la observada en luz UV de onda corta. Los sistemas de elucion que
presentan un mayor nimero de manchas para el extracto hexanico son el hexano- acetato de
etilo 8:2 (con 7 manchas) y el hexano- acetato de etilo 4:6 (con 7 manchas). El desarrollo
de las manchas menos polares se obtiene en el sistema de elucion hexano- acetato de etilo
8:2 sin que se aglomeren las manchas ya obtenidas, al utilizar la mezcla hexano- acetato de

etilo 4:6 se obtienen dos manchas mas cercanas al punto de aplicacion pero se pierde
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resolucién con las manchas ya obtenidas, por ello se propone como mejor sistema de

elucidn el sistema hexano-acetato de etilo 8:2 para el extracto hexanico.

En las pruebas colorimétricas y de precipitacion, el extracto hexanico resulto
positivo para la prueba de terpenos y esteroides, presentando la reaccion la mayor
intensidad de todos los extractos, siendo ésta de color verde. Para los grupos de

flavonoides, glucosidos y alcaloides el extracto no presento reaccion positiva (tabla 4).

Para poder determinar cual o cuales manchas eran las que presentaban la reaccion a
terpenos y esteroides se utilizo en una cromatografia de capa fina el sistema de elucion
hexano- acetato de etilo 4:6, observandose dos manchas con reaccion positiva a la prueba,
una de ellas al frente del disolvente siendo ésta tenue y la mancha ubicada al centro de la
placa con una intensidad mayor (figura 11). Por intensidad de reaccion se puede suponer
que la concentracion de los compuestos que conforman a las manchas positivas es mayor en

la mancha localizada al centro de la placa que la presentada al frente del disolvente.

EXTRACTO DEACETATO DE ETILO

Para el extracto de acetato de etilo las pruebas colorimétricas y de precipitacién
resultaron ‘positiva para terpenos y esteroides asi como para alcaloides sin presentar
reaccion para glucdsidos y flavonoides. Para determinar la o las manchas que
correspondian a ia prueba de terpenos y esteroides se procedié de la misma manera que con
el extracto hexanico, desarrollando una placa con el mismo sistema de elucion (figura 11).

La mancha que resulto positiva a la prueba se ubica al centro de la placa (figura 11).

Al obtener los Rf de las manchas que resultaron positivas de la prueba de terpenos y
esteroides (figura 11), en el extracto hexanico las manchas presentan un Rf del 0914 y
0.571 respectivamente, presentando para el extracto de acetato de etilo un Rf del 0.542.
Esto nos permite pensar que las manchas que presentan reaccidon positiva en los dos

extractos se pueden considerar como compuestos distintos.
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. En los,’péi'ﬁ,les,Cromatogréﬂcos se observé que al desarrollar la placa en varios
sistemés de»élylki(‘:ién,.clq;oformofmetanol los perfiles no eran adecuados. Al desarrollarse el
) e'xtrg,ctoven vel"uygr{tes de alta polaridad (metanol-agua) se llega a presentar un nimero
ir/lrf'elv"ity‘)r'a‘ l_és oobtenidos en el sistema de elucion cloroformo- metanol (placas de la figura
10),‘v§in fgmbérgo al desarrollarse en butanol-dc. acético- agua 5:1:4 se obtiene una
’rgso!qqién en la placa de 6 manchas mostrindonos que el extracto se constituye de

g _cd_ﬁ:puestos de diferente polaridad.

El perfil cromatografico presentado en las placas desarrolladas en los sistemas de
‘elucion hexano- acetato de etilo con mayor definicion es el hexano-acetato de etilo 8:2
siendo éste de siete manchas (figura 8). El nimero maximo de manchas obtenidas en un
perfil cromatografico es por el sistema de elucién hexano-acetato de etilo 4:6 con ocho
manchas siendo su perfil de baja resolucion, aun cuando la resolucion de éste no es buena
la informacién obtenida por é! complementa el perfil cromatografico obtenido del sistema

de elucion hexano-acetato de etilo 8:2.

EXTRACTO METANOLICO

Para el caso del extracto metandlico el desarrollo del extracto en los sistemas de
elucion de baja polaridad se obtienen tres manchas a partir de la mezcla hexano-acetato de

etilo 8:2, prgséntdﬁdq’ dos manchas visibles a onda corta y una al utilizar sulfato cérico

(placas de la B%'a’la'F"de la figura 8). Estas tres manchas se presentan en los siguientes

sistemas de'elucion de baja polaridad “hexano-acetato de etilo 8:2, 6:4, 4:6 y 2:8”.
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—r'netanol 4.6, el patron de manchas se mantiene hasta el perfil cloroformo-metanol 3:7,
presentindose dos nuevas manchas que antes no se habian desarrollado siendo visibles a
onda corta Unicamente sin embargo la resolucion que se obtiene del perfil es deficiente,
esto nos hace suponer que el extracto en realidad no presenta un maximo de cinco manchas
si no de siete y que el sistema de elucion que presenta el mejor perfil cromatografico

desarrollado es el cloroformo-metanol 6:4 complementandose con el perfil cromatogrifico

cloroformo-metanol 3:7.

Las placas desarrolladas en el sistema de elucion de alta polaridad llegan a presentar
patrones de manchas menores a cinco, sin embargo el desarrollo de dichas manchas la
resolucion es baja ya que éstas se localizan cercanas al punto de aplicacion o al frente del

disolvente obteniendo también manchas muy concentradas o solapadas unas con otras

(figura 10).

Comparando las placas de los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico (
figuras 8, 9 y 10), se puede pensar que el 6 los compuesto(s) que conforman cada una de las
manchas son las mismas debido a que presentan patrones muy semejantes en lo que
respecta a la distancia recorrida a partir del punto de aplicacion, haciéndonos suponer que
la extraccion no fue muy selectiva sin embargo al tomar como referencia el centro de cada
una de las manchas obtenidas en los distintos sistemas de elucion probada se logro apreciar
las diferentes distancias que cada mancha recorrid y corroborando que los compuestos
fueron seleccionados por polaridad en las extracciones y que el desarrollo en las placas fue
de acuerdo a la afinidad que llegaban a presentar al eluyente obteniendo con ello manchas

que no se llegan a presentar en mas de dos extractos.

... El resultado obtenido en la pruebas colorimétricas y de precipitacion para terpenos y

esteroides, glucésidos y alcaloides para el extracto metandlico resultaron negativas y para

“flavonoides resulto positivo teniendo una intensidad de la reaccién muy tenue. Sin embargo
" ‘al poner de manifiesto la intensidad de reaccion de cada una de las pruebas colorimétricas y

- de_precipitacién para los tres extractos se llega a apreciar que los extractos con menor
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rendlmlento en la extraccnon son los que presentan una intensidad mayor (ver tablas 3 y 4)

y consnderando que la intensidad de la reaccion es una forma indirecta de saber la

concentracnori que presentan cada uno de los grupos de compuestos a los cuales resulto

posmva la prueba, podriamos suponer que los extractos con mayor cantidad de compuestos

; n reaccxon positiva a las pruebas colorimétricas y de precipitacion son el hexamco yel de
acetato de etilo y por dltimo el metandlico. Dicho orden no representa o es una propuesta

de pnondad para la bisqueda de metabolitos secundarios con alguna posible aplicacién o

lymportancyxa econdmica ya que esto esta en funcion del objeto de estudio y de la

- purificacién 'y caracterizacion de los compuestos que resultaron positivos para dichas

- pruebas, -
2 ‘ EXTRACTO ACUOSO

Al realizar las pruebas para la determinacion de los grupos de metabolitos
secundarios presentes en el extracto acuoso se obtuvo que para terpenos y esteroides resulto
positivo dando una coloraciéon rosa y una intensidad de reaccién baja. Para el caso de
flavonoides resulté positivo con una intensidad de reaccion baja pero mayor que la
presentada por el extracto metanélico, en la prueba de glucésidos y alcaloides no se
presento reaccién alguna. Comparando las reacciones obtenidas de los extractos con
disolventes organicos y el acuoso se aprecia la diferente composicion que se presenta en
cada uno de los extractos y la separacion de los mismos a partir de la polaridad que éstos
presentan, diferenciandose el extracto acuoso ain del extracto metanélico (el cual se le
considera un disolvente organico polar, tabla 4). Dichas diferencias se remarcan en el
patron de manchas obtenidas en las placas desarrolladas en los diferentes sistemas de
elucion, siendo que en el sistema de baja polaridad el extracto acuoso no presenté mancha
alguna (figura 8), hasta utilizar el eluyente cloroformo-metanol 7:3 (placa C de la figura 9)
sin embargo el desarrollo de las placas es deficiente ya que las manchas se localizan muy
cercanas al punto de aplicacion o al frente del disolvente. Al observar las placas del sistema

....de elucion de alta polaridad (tabla 7 y figura 10) se presenté un niimero maximo de cinco
“manchas con el eluyente butanol-ac. acético-agua 5:1:4 teniendo una resolucién buena para

tres manchas que se ubican al centro de la placa y otra hacia el punto de aplicacion visibles
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a onda corta, y una mancha apenas desplazada del punto de aplicacién pero bien definida

(la cual seria la que contiene los compuestos mis polares de todo el extracto).

DETERMINACION DEL, TIPO DE ACTIVIDAD
BIOENSAYO CON BACT ER'IAS

En los resultados del bioensayo con Escherichia coli se observa que al probar el
extracto hexanico se obtiene un patron de incremento en el diametro del halo de inhibicion
en funcion del aumento de la concentracion (grafica 12), observandose la actividad
bactericida y bacteriostatica en las concentraciones de 50 mg y 100 mg y una total

actividad bactericida en la concentracion de 150 mg (grafica 13).

Grafica 12. Obtencion de los halos Grifica 13. Patrén del tipo de actividad

a partir de las i plead rcportada cn cada una de las concentraciones.
del extracto hexdnico.
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.]al prueba con el extracto de acetato de etilo se obtuvo un

decremento ‘en e ro del halo de inhibicion conforme la concentracion del extracto

aumentaba (graf ica-14 acompaﬁado de la disminucion del tipo de actividad bactericida

(graf ca 15) n :las ,concentracmnes de 50 mg y 100 mg y una actividad totalmente

bactenostatxca en la concentraclon de 150 mg.

i ; Gral‘ca 14. Respucsta de los halos a Grifica 15. Patron del tipo de actividad del
pzu'ur de las concentraciones empleadas del ex- extracto con acetato de ctilo.
: !r'lc(o AcOEL

100 mg
Concentrmion

En el caso del extracto metanolico el diametro del halo de inhibicion presenta un
incremento de acuerdo al aumento de la concentracion (grafica 16) y el tipo de actividad

que se presenta en cada una de las concentraciones es la bacteriostatica (grafica 17).

Grafica 16. Respucesta media dc los Grifica 17. Patrén dcel tipo de actividad del
halos a partir de las conc ionc P cxtracto metanélico.
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Para el caso del extracto acuoso el patron del incremento del halo de inhibicion no
es claro por la dismuniciéon del numero de muestras que se tienen para la concentracion de
100 mg (grafica 18). El patron del tipo de actividad que presenta el extracto nos indica que
se mantiene la actividad bactericida para las concentraciones baja y media y hay un

incremento de esta actividad en la concentracion alta (grafica 19).

Grifica 18, Respucsta media de los halos Grifica 19. Patrén del tipo de actividad
tead: obtenida en cl extracto acuoso

a partir de las conc p

Didmetro (medsa)

S0mg

100 mp
Concentrmdn

Los extractos se pueden agrupar de acuerdo a las semejanzas en el patréon de
respuesta del diametro del halo de inhibicion de la bacteria, observando que los extractos

hexanico y metandlico son semejantes y a su vez los extractos de acetato de etilo y acuoso.

En lo que se refiere al patron de la actividad observada para cada extracto se aprecia
que en el hexanico, acetato de etilo y metanélico la actividad bactericida disminuye de

acuerdo se incrementa la polaridad del extracto.

Para el caso del extracto acuoso los diametros del halo de inhibicion y de la
actividad biologica difieren de la observada en el extracto metandlico, y aunque la
polaridad entre ambos se asemeja, la complejidad del extracto acuoso nos hace suponer que
‘los compuestos que lo integran difieren del extracto metanolico.

£
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Para todos los casos Ios anahS|s de ANOVA nos md|can que las concentraciones no
: metro del halo de inhibicion. El

presentan dlferen as sng f’ cauvas en la respuesta del
“tipo de extracto asi mlsmo no presenta diferencias sngmf’catlvas en la sensibilidad de la

’ bacteria, en la graf ca 20 se aprecla el patron del dxametro del halo de inhibicion que se da

en cada uno de extractos.
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50mg .- 100 mg 150mg
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Grifica 20. Did del halo inhibitorio dc cada uno de los extractos cn las concentraciones

mancjadas para £ coli.

-Sin embargo, con las tablas de contingencia se observo que el patron del tipo de

actividad es dependiente del tipo de extracto mas que de la concentracion empleada.

- Para el caso de Bacilus subtilis se observd que el extratco hexanico presentd un
atron de decremento en el diametro del halo de inhibicién acorde al incremento de la

‘© ncentracxén (graf ca 21), el tipo de actividad que se encuentra en el extracto presenta un

hgero mcremento de la actividad bactericida en la concentracion mas alta sin embargo el

numero de datos para la concentracion mas alta es menor respecto a las concentraciones

ba_pa y medla (grafica 22).
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Grifica 21. Respﬁéém obicnidaen - Grifica 22, Patron de la actividad observada

los halos a partir de la concentracién empleada. para ¢! extracto hexanico.
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El extracto hexanico no presento diferencias significativas en lo que respecta a las
concentraciones empleadas, caso opuesto se presentd en el extracto de acetato de etilo,
donde las concentraciones que presentan las diferencias significativas son la baja con
respecto a la alta, En la gréifica 23 se puede observar un incremento en el diametro del halo
de inhibicion en funcidn del incremento de la concentracion. El tipo de actividad que se

presento fue bactericida en las tres concentraciones empleadas (grafica 24).

Grifica 23. Respucsta obtcnida cn Grifica 24. Actividad observada para ¢l

los halos a partir de la concentracién empleada extracto de acctato ¢ ctilo.
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" El extracto metanélico presenta un patron de incremento en el diametro del halo de
_inhibicion en las concentraciones media y alta (grafica 25) y el tipo de actividad encontrado
fue principalmente bactericida, manteniendo las proporciones de la actividad en las

concentraciones (grafica 26). Las diferencias estadisticas no son significativas,




Grifica 26. Patron del tipo de actividad

Grafica 25. Respucsta obtenida en los
observado para el extracto metandlico.

halos a partir de la concentracion empleada.
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Comé en ‘el caso del extracto con acetato de etilo, el extracto acuoso presenta

S dlferenclas sxgmﬁcauvas en la concentracion baja con respecto a las concentraciones media

: Ly alta (grafca 27) y el patrén en el tipo de actividad reportada es principalmente bactericida

en las concentracnones media y alta y bacteriostatico en la concentracion mas baja (grafica

28y,

L Grzif ica 27, Respucsta obtenida en Grafica 28. Tipo de actividad presentada
: los lmlos a pamr de Ia concentracion empleada. por cl extracto acuoso.

S pyr———
i

Los extractos empleados para el bioensayo con B. subtilis no presentan diferencias
significativas entre si en lo que respecta al diametro del halo inhibitorio teniendo una
respuesta semejante en cada una de las concentraciones de cada uno de los extractos
(grafica 29) y se presentan diferencias significativas en lo que respecta a la concentracion

empleada y el extracto que se usa.
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-Con las iébléé‘de contingencia se observé que el tipb de actividad es independiente

de la’ concentmcnon empleada y del extracto en si. El tlpo de actividad que se encuentra

prmcxpalmente es el bactericida.
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Grifica 29. Didmetro de los halos de inhibicién de cada uno de los extractos empleados en Bacilus
subtilis.

Para Bacillus cereus en el extracto hexanico se observd, con los analisis de

ANOVA, que las concentraciones empleadas no presentan diferencias significativas, esto

es que la respuesta obtenida por la bacteria a cada una de las concentraciones no esta

determinada por la concentracion. El patron que se obtiene del extracto se puede apreciar

en la grafica 30 en la que se nota un decremento en la media de los diametros de los halos.

El- patron del tipo de actividad que se observd para este extracto es principalmente

bacteriostatico (grafica 31).
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. Grifica 30, Rcspucsla oblcnlda delos Grifica 31. Tipo dc actividad obscrvada para
halos a panlr dc la conccnlracnén cmplcada ¢l extracto hexanico.

e ——————

" - Elextracto de acetato de etilo, muestra un patron de incremento en la sensibilidad
de la bactena en funcién del incremento de la concentracion (grafica 32). El extracto

o muestra pnnclpalmente la actividad bacteriostatica (grafica 33).

Griifica 33. Tipo dc actividad reportada para

"~ Grifica 32. Respucsta obtenida de los
cada una de las concentraciones empleadas.

halos a partir de la concentracién cmplcada.

S //
g s P
g " ('/
B -‘/
" ’///
v i -

Caso opuesto se reporta para el extracto metandlico el cual presenta un
comportamiento de la actividad = principalmente bactericida aunque las diferencias
estadisticas reportadas a las concentraciones empleadas no son significativas, sin embargo
el patron que presenta el extracto metanélico (grafica 34) es semejante al obtenido por el

extracto con acetato de etilo y al reportado por el extracto acuoso (grafica 36). El patron del
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tipo de actividad que se observa en el extracto metandlico es principalmente bactericida

(grafica 35).

Grifica 34, Respucsta obtenida de los Grifica 35, Patrén de la actividad obscrvada
halos a partir del extracto metandlico. cn el extracto mctanélico
Fxtracto we tantlico,

vt
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'Grifica 36. Réspucéta obtenida de los Grifica 37. Patron de I actividad observada

halos a partir del extracto acuoso. cn cl extracto acuoso.
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E! extracto acuoso presenta tanto actividad bactericida como bacteriostatica en las
tres concentraciones en proporcion semejante aunque existe un incremento de la actividad

bactericida en la concentracion media y alta (grafica 37).

En los resultados obtenidos en la ANOVA para determinar si los extractos influyen
en la susceptibilidad de la bacteria se encuentra que hay diferencias significativas, esto es
que los tipos de extracto empleados influyen en la susceptibilidad de la bacteria. Los

extractos que presentan dicha diferencia entre si son los extractos hexanico y acuoso, esto
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se puede apreclar en’ la gral‘ ca 38 donde el extracto hexamco presenta los halos dg’

mhlblcwn menores al resto de los extractos
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Grifica 38. Halos obtenidos en resp del > emplcado en B. cereus.

En las tablas de contingencia se obtuvo que la actividad biolégica depende del tipo

de extracto utilizado.

: Si se retoma la susceptibilidad de las bacterias para cada uno de los extractos
.. tenemos  que la bacteria que presenta una mayor susceptibilidad es Bacilus cereus y el

patron que se encontrd en Lscherichia coli'y Bacilus subtilis es muy semejante (figura 16).
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Didmeto (mettia) &
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Didmetro (meda) - " "
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Figura 16. Patroncs cncontrados para cada uno de los extractos en cada una de
las bacterias emplcadas, En la parte supcnor izquicrda se obscrva cl extracto hexdnico scguida
del extracto con acctato de ctilo a su d ha, ¢l se aenla parte
inferior izquierda y el acuoso en la parte inferior derecha.

Siendo que para Escherichia coli observamos halos de inhibicion de mayor tamafio
en el extracto hexanico, seguido en orden por el acuoso y el de acetato de etilo y por altimo
el metanolico. Para el caso de Bacillus subtilis los extractos metandlico y acuoso responden
de una manera semejante seguido por el hexanico y por lltimo por el de acetato de etilo

aunque éste presenta diferencias significativas.
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' BIOENSA YOVCONArle‘r(Iia salina

En el bloensayo reahzado con Artemia salina las concentraciones que presentan

son: las concentraclones del extracto hexamco solamente a 1000 ppm, el de acetato de etilo

a las trcs concentraclones utlhzadas se presenta diferencias significativas (es decir a 10, 100

cto al control.

Los resultados del analisis Probit nos indican que los extractos mas activos son el

i acuoso. con una DLso de 7.77 ppm, seguido por el extracto de acetato de etilo con una DLso

,50 ppm y ‘el extracto hexanico con una DLsg 156.22 ppm,. Para el extracto metanodlico la

DL;o obtemda es mayor de 1000 ppm,

VJiménez-Cruz (1994) discute que el modelo de Artemia salina puede servir para

.- determinar si el extracto probado en éste sistema tiene una posible aplicacion como extracto
con propiedades insecticidas, lo cual se ve confirmado con el trabajo de Hein ¢f al. (en
prensa), obteniendo compuestos con propiedades insecticidas del extracto de acetato de
etilo realizado a partir del micelio de Gymmnopus dryophilus en Helicoverpa zea 'y
Spodoptera frugiperda encontrando que los estadios larvales y adultos presentan irritantes
gastrointestinales. Los tres compuestos aislados por Hein ef al. (en prensa) dos de cllos ya
habian sido aislados enFRhodocollybia maculata presentando las actividades antifungicas,

citotdxicas y actividad antiviral.
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CONCLUSION

A partir de la extraccion quimica se puede indicar que el extracto con mayor
rendimiento fue el extracto acuoso seguido por el extracto metandlico y éste a su vez por el

extracto de acetato de etilo y por dltimo el extracto hexanico.

De las pruebas de los metabolitos secundarios realizadas en los cuatro extractos la
prueba de terpenos y esteroides se presento positiva para los extractos hexanico, acetato de
etilo y acuoso. La prueba de alcaloides solo resulto positiva para el extracto de acetato de
etilo. La prueba de flavonoides resulto positiva para el extracto metanélico y acuoso siendo
éste dltimo el que obtuvo una coloracion mas intensa. La prueba de glucosidos resulto

negativa para los cuatro extractos.

El desarrollo del perfil cromatografico del extracto hexanico en la mezcla de
eluyentes hexano: acetato de etilo 8:2 presenta el mayor nimero de manchas (siete)
teniéndolo como el mejor sistema de elusion empleada para dicho extracto. El desarrollo
del extracto hexanico en algunas zonas presenta semejanzas con el obtenido del extracto
acetato de etilo, desarrollado en el mismo sistema de elusion.

Para el caso del extracto acetato de etilo se presenta el mejor sistema de elusion el
hexano: acetato de etilo 6:4, obteniendo siete manchas. Pareciéndose algunas zonas del
desarrollo del extracto con el obtenido con el extracto hexanico con el sistema hexano:
acetato de etilo 6:4. También se presenta un buen desarrolio del extracto de acetato de etilo
en la mezcla butanol: ac. acético: agua obteniendo seis manchas.

Con el extracto metandlico se presento como mejor sistema de elusion la mezcla
cloroformo: metanol 3:7 obteniéndose cuatro manchas, dos de las cuales se presentan en el
extracto acuoso, desarroliado en el mismo sistema de elusion.

Del extracto acuoso se obtienen cinco manchas con el sistema de elusion butanol:
ac. acético: agua 5:1:4 siendo para dste extracto el mejor sistema de desarrollo. El

desarrollo del extracto acuoso no presenta semejanza con el de otro extracto.
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La acnvndad bxologlca presentada para las bacterlas a 150 ‘mg es principalmente
bactencxda en los cuatro extractos siendo aue para 100 y 50 mg Ia actividad que se presenta

* es tanto bactencxda como bactenostanco Los analisis de las tablas de contingencia indican
que para L‘ COII y B. subtilis el tipo de actividad reportada depende del extracto empleado y
‘las ANOVAS :reportan que para B, sublilis la actividad depende, ademas del extracto
empleado la concentracién a la que es sometida la bacteria; dichas concentraciones son las
empleadas en los extractos hexanico y acetato de etilo. Las concentraciones del extracto

metanohco no presentaron diferencias significativas en alguno de los organismos en los que

sg probo.

‘Para el caso de Artemia salina la sobrevivencia se ve afectada al utilizar el extracto

- he_x&nico, el de acetato de etilo y el acuoso no siendo el caso para el extracto metanolico.
 La DLso calculada a partir del bioensayo con 4. salina se presenta el extracto acuoso

- como el mas activo siguiéndolo el extracto de acetato de etilo y el extracto hexanico, siendo

para el caso del extracto metandlico el que presenta la menor actividad.
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Apéndice A

Tablas y graficas de
la revision
bibliografica.
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Para saber cdmo se agrupa el conocimiento micoldgico respecto a los metabolitos
secundarios de ésta division se realizo una busqueda bibliografica en bases de datos
especializadas (Biological Abstract y MEDLINE) que comprende el periodo de 1983 a
1999 bajo los criterios: Basidiomycetes y metabolitos secundarios, obteniendo un total de
609 citas las cuales se agruparon de acuerdo al siguiente discernimiento:

Quimico.- comprende los trabajos que abarcan la composicion de los compuestos y
sus cambios estructurales.

Bioquimico.-los estudios vinculados con la sintesis de metabolitos secundarios.

Actividad biolégica.-estudios que evaluan el efecto de los metabolitos secundarios en
sistemas biologicos de prueba.

Quimiotaxonomia.- trata aspectos de relaciones taxonomicas mediante metabolitos.

Descriptiva.- la descripcion de algiin hongo.

Biotecnologico.- estudios aplicados a procesos de produccion industrial, utilizacién
de metodologias de transformacion, asi como la manipulacion de los acidos nucleicos.

Otros.- los trabajos que abarcan temas como ecologia, analisis cuantitativos, etc.

Se muestra la agrupacion de las citas reportadas en Basidiomycetes. Los campos que
presentan un mayor estudio son los catalogados como bioquimicos, quimicos y los que
reportan actividad biologica entre los mas importantes.

Citas
Categorias reportada Distribucién porcentual de los estudios
—— s = en metabilitos secundarios en
CUiicos 5 basidiomycetes |o Bnqll.'ncos
Actividad Bioldgica 109 ‘526 = Quimicos
Biotecnolegh 38 6% 3% 0 Actividad Biolgica
Descriptivos 10| " .
D Biot
Quimiotaxondmicos 7] 18% ec?%tos
Biorremediacion 7 @ Descriptivos
Oftros 19 8 Quimtaxondémicos | ] .
Total 609 25% @ Biorremediacion
0O Otros
acvided Citas o I?n los trabajos que se f:atalc?garon dentro de actividad
bloldgica ;apomdl blo'lo.gdnc: se desglosan a continuacion para observar el tipo de
actividad qu T .

Antibidtica que se reporta

Fungica 24

G ; 24 Tabla que muestra las citas reportadas con actividad biokigica.

- =

Fitotdéxico 3

Fitopatdgenos 2|

Herbicidas 2

Tota) 109 IESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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Actividad biolégica reportada para
Basidiomycetes

—
[ Antibistica

@ Fungica

0 Citotéxico

O Nematicida

@ Fitotéxico

B Ftopatogenos
m Herbicidas

Los criterios utilizados
para agrupar los trabajos
reportados corresponden a la
actividad reportada en los
mismon :

En la tabla inferior se observa los ordenes mas citados dentro de los Basidiomycetes.

Orden Citas Y
Agaricales 45 Agrupacién de los 6rdenes
Aphyfiophorales 44
Uredinales 1 0 Agaricales
Licop 1 = Aphyliophorales
Nidulariales R 1 i~ y' P
Baletales k] 0O Uredinales
Ustelaginales 1 1 Licoperdanies
No encontrada 15 @ Nidulariales
Total 109

1 Boletales

@ Ustelaginales

Q No encontrada

Se desglosan a continuacion para los dos primeros érdenes el reporte de la actividad.

Actividades reportadas en Agaricales

€1 Antifungico

{Actividad

ireportada cltas
jAntifingico 14
Antibidtica 14

Citotéxico 1"
Fitopatog 2
Herbicida 2

7
.

TESIS CON
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APENDICE B

Tablas de contingencia

cia bi- y tri-dimensionales
de:

Escherichia coli
Bacillus subtilis
Bacillus cereus



Tabla de contingencia tridimensional para la variable discreta Actividad
Biologica

Escherichia coli

Actividad bacteriostitica I Total
baja media ata |
1 F) Fize
2| 3 R7a 3
4 3 3 Rz 10
3 2] 2l Ré=11
S x  — w38
0.541666687  0.45833333 05 1625 1375 15 Rizs
0.8125 06875 0.75 2.4375 2.0625 225 Ri=o
090277778 0.76388889 0.83333333 2,70833333 229166667 25 R3= 10
0.993055568  0.84027778 0.81666667 297916667 2.52083333 275 Re= 11
Ti=9 c1= 13 ne 36
T2= 27 c2= 11
c3s 12
Observade-esperado
045833333 054166667 05 -0.625 0375 ]
11875 03125 0.75 -1.4375 -0.0625 0.75
-0.90277778 -0.76308889 -0.83333333 129106667 0.70833333 05
000604444 0.15972222 1.08333333 002083333 -0.52083333 075
Cuadrados
021006344 0.28340278 025 0390625  0.140625 025
1.41015625 0.08765625 05625 2.06640625 0.00390625 0.5625
081500772 058352623 0.69444444 166840278 0.50173611 025
4.8225€-05 0.02551119 1.17361111 0.00043403  0.27126736 0.5625
Cuadradosfesperados
038782051 0.84015152 05 024038462 0.10227273 0.16666667
173567692 0.14204545 075 0.84775641 0.00189304 025
080277778 0.76388889 0.83333333 061602564 0.21893939
4.8563E-05 0.03036042 1.28030303 0.00014568 0.10761019 020454545
S i ge fodos e i oo ok
X2= 10.8226471 ve 17

X2 tabla= 27.587

Ho=>Todas las variables son mutuamente independientes

Ha=>No todas las variables son mutuamente independientes
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" Se acepta Ho. Sin embrago dado que hay un par de variables (concentracion y extracto)
‘que son mutuamente independientes puede englobar a la variable actividad biolégica que
- tal 'ves no lo sea. Para ello se realizaron tablas de contingencia de bidimensionales, las

cuales se presentan a continuacion:

Tabla de contingencia bidimensional de E. coli.
Variables concentracion y actividad biologica.

Actividad biolégica
C 16 tht] Total
baja 4 9 R1=
media 3 8 R2=x
|akta 2 10 R3=[12
Ci=9
C2= 27 n= 38

Ho=> La actividad biolégica es independiente de la concentracién
Ha=> La actividad biolégica no es independiente de la concentracién

Frecuencias esperadas

3.25 975 Ri= 13

275 8.25 R2= 11

3 9 Ra= 12

Ci=8 n= 38

c2= 27

' Frecuencias observadas-esperadas

0.75 -0.75
0.25 -0.25
-1 1
Cuadrados !
0.5625 0.5625
0.0625 0.0625
1 1

Cuadrados/esperados

0.17307692 0057692308 i\,
0.02272727  0.007575758 %
0.33333333 _ 0111111111 -

Sumatoria
X2= 0.70551671 T a2

X2 tabla= 5,991
Se acepta Ho

Se acepta Ho. La actividad es independiente de la concentracién empleada.
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Tabla de contingencia bidimensional de £. coli.
Variables tipo de extraccion y actividad biolégica.

Actividad Biol
Extracto Bactericida_|Bacteriostitica Total
Hexanico 4 2 Ri=/8
AcOEt 3 6 R2=19
MeOH 0 10 R3=[10
Acuoso 4 7 Ri=[11
Ci= 11 n= 38
C2= 28
Ho=> La actividad biolégica es ind i de la concentracion
Ha=> La actividad biolégica no es |ndependienm de fa concentracion
Frecuencias esperadas
1.83333333 4.166666667 Ri= ¢
275 625 R2= 9
3.065855556 6.944444444 RY= 10
336111111 7.638888889 Ré= 11
Ci= 11 n= 38
C2= 25

Erecuencias observadas-esperadas

2.16666667 -2.166666667

0.25 -0.25
-3.05555556 3.055555556
0.63888889 -0.638888889

Cuadrados
4.69444444 4.6954444444
0.0625 0.0625
9.33641975 9.336419753
0.40817901 0.408179012
Cuadrados/esperados
2.56060606 1.126666667
0.02272727 0.01
3.05555556 1.344444444
0.12144169 0.053434343
Suma
X2= B 29487603 va3

X2 table= 7.818

Ho=>se rechasa.
Ha=>la actividad bioldgica es d diente del tipo de extracto realizado.




Tabla de contingencia tridimensional para la variable discreta Actividad Biologica

Bacilus subtilis

o, ebseryudas
Actividad bactericida Actividad bacteriostitica
—ar 3] 3! Ri= 14
5| Ra= 18
3 A)= 16
4) Ré= 18
Ti= 44 Ci= 20 [ n2= 3481 T n=]se
T2 16 C2= 20
C3= 19
Eracuercias espordazas
353921287 3.53921287 3.36225223 1.20654964 1.20654984 1.14622235 Ri= 14
3.79201379 3.79201378  3.6024131 120273197 129273197 1.22809537 B2= 16
3.79201379  3.79201379  3.6024131 1.29273197 1.20273197 1.22809537 R3= 18
3.79201379 3.79201379  3.6024131 1.28273197 1.29273197 1.22809637 Réx 15
Ti= 44 Ci= 20 n= 59
T2= 15 G2= 20
ca= 19
Qbservado-esperado
-0.53921287 -0.53921287 -0.36225223 0.79345016 0.79345016 -0.14622235
1.20796621 1.20796621  1.3975869 -1.29273197 -1.29273197 .1.22809537
-0.79201379  0.20796621 -0.6024131 0.70726803 -0.29273197 0.77190463
-2.79201379 1.20796621  0.3975869 2.70726803 -1.29273197 -0.22809537
Cuadrados
0.29075052 0.29075052 0.13122668 062956315 0.62956315 0.02136098
1.45923069 1.45023060 1.95324914 167115506 1.67115596 1.50821825
0.62728584 0.04325826 0.36290154 0.500228068 0.08569201 0.59583675
7.795341  1.45923069 0.15807534 7.32900017 1.67115596  0.0520275
Cuadmdos/asperadas
0.08215118 0.06215118  0.0390294 052176794 052178794 0.01865343
0.384816682 0.38481682 0.54220576 1.29273197 1.29273187 1.22809537
0.16542268 0.01140773 0.10073846 03860542 0.06628753 0.4851714
2.05572591 0.38481662  0.0438804 5.66962088 1.29273197 0.04236438
ia de tocos jos
=1
Ho=>las idad, y son
Has=>las ividad, y no son ol i
Ho es acoptada.
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El resultado obtenido por la tabla de c«

tridi

ional acepta la hipdtesis nula sin

()

embargo alguna de nuestras variables puede estar cnglob.’mdo la frecuencia que presentan las otras
dos variables por ello se realizaron tablas de contingencia bidimensionales con las variables.

TABLA DE CON

TINGENCIA BIDIMENSIONAL

Variables: actividad biologica y concentracion,

[ 1 rioets Total
ba; 12 ] R1=|20
media 17 3 R2={20
akta 15 4 R3=[19
Ci= 44
c2= 15 n= 59
Ho=> La actividad bialdgica es independi de la concentracidn
Has=> La actividad biolégica no es independiente de la i6
Ergcuencies esperadas
14.9152542  5.084745763 R1= 20
14.9152542  5.084745763 R2= 20
141694915  4.830508475 R3= 19
C1= 44 n= 69
C2= 15
Fracuenciss observadas-esperadss
-2.91525424 2915254237
2.08474576  -2.084745763
0.83050847  -0.830508475
Cuadradas
8.49870727  8.498707268
4.3481649  4.346164895
0.68974433  0.689744326
Cuaedredos/esperados
0.56979969  1.671412429
0.2913906  0.854745763
0.04867813  0.142789176
Sumaloria
X2= 3.57881579 v=2
X2 tabla= 5.991
Se acepta Ho
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Variables: Extractos y Actividad biolégica

Actividad Biolégica
Extracto Bactericida |B. riostética Totat
Hexanico 9 5 R1=]14
AcOEt 15 0 R2={18
MeOH 10 5 R3=(15
Acuoso 10 5 R4=|18
C1=44 n= 59
C2= 15

Ho=> La actividad biol4gica es independiente de la concentracién
Ha=> La actividad bicl6égica no es independiente de la concentfracién

Frecuencias esperadas

10.440678  3.559322034 R1= 14
11.1864407  3.813559322 R2= 15
11.1864407  3.813559322 R3= 15
11.1864407  3.813559322 R4= 15

C1= 44 n= 59

C2= 15

Frecuencias obseivadas-esperadas

-1.44067797 1.440677966

3.81355932 -3.813559322
-1.18644068 1.186440678
-1.18644068 1.186440678

Cuadrados

2075553  2.075553002
14.5432347 14.5432347
1.40764148 1.407641482
1.40764148 1.407641482

Cuadradog/esperados
0.19879485  0.583131558
1.30007704  3.813559322

0.12583462  0.369114878
0.12583462 0.369114878

Suma
X2= 6.88546176 v=23
X2 tabla= 7.815

Ho=>se acepta.



Tabla de contingencia tridimensional para la variable discreta Actividad

Lrecuencius observadas,

Biolégica
Bacillus cereus

Actividad bactericids Actividad bacteriostitica Yotal
baja media ake R ake
[ 1 4 ] L) Rf= 14
0 3 3 2| [
2 3 1 o] 0] =
1] 1] 2 2] m
Ti= 16 Ci=12 n2= 1881 nz= 41
T2= 26 Ca= 14
Ca= 15
=2
=3
Frocuencias esperniasss
1.49910767  1.74895885 1.87388459 2.5984533 3.03152885 3.24806663 Bi= 14
0.96371208 1.12433076  1.2046401 1.67043427 1.94883996 2.08804203 Re= 9
0.96371208  1.12433076  1.2046401 1.67043427 1.94883868 2.08804283 Ri= 9
0.96371208  1.12433076  1.2048401 1.67043427 1.94833998 2.00804283 Be=9
Ti= 15 Ci= 12 n= 41
T2= 26 C2= 14
Ca= 1§
Qbservado-esperado
-1.49910767 -0.74895895 -0.87388459 1.4015467 0.96847115 0.75193337
-0.96371208 -1.12433076 -0.2046401 1.32956573 1.05116002 -0.08804283
1.03628792 1.87566924  1.7953599 0.67043427 -1.94883998 -2.08804283
0.03620792 -0.12432078 0.7953599 -0.87043427 0.05116002 -0.08804263
Cuadrados
224732382 0.56093951 0.76367428 196433315 0.93793636 0.5654038
0.92874097 1.26411965 0.04187757 1.76774504  1.1049374 0.00775154
1.073892668 3.51813511 2.22331719 0.440482¢ 1.79797725 4.35992287
0.00131681 0.01545814 063259738 0.4494821 0.00261733 0.00775154
1.49910767 0.32072766 0.40753539 0.75596246 0.30939384 0.17407395
096371208 1.12433076 0.03476355 105825478 0.56697184 0.00371235
1.11432936 3.12809266 267575121 0.26908009 1.94883998 2.08304283
0.0013664 0.01374874 0.52513392 020908090 0.00134303 0.00371235
X2= 192680888 v=17
X2 tablas 27.687
F ividad, on y son en la muestra
Ha=actividad, concentracién y son en la muesira

Se acepta Ho.




El recsultado obtenido por fa tabla dc contingencia tridimensional acepta la hipotesis nula sin
embargo alguna de nucstras variables puede estar englobando la frecuencia que presentan las otras
dos variables por cllo sc realizaron tablas de contingencia bidimensionales con las variables.

TABLA DE CONTINGENCIA BIDIMENSIONAL

Variables: actividad biologica y concentracion.

Actividad biolégica
[C = Total
baja 3 ] Ri=
media 5 E] R2=[14
alta 7 8 R3=(18
Ct= 15
C2= 26 n= 41

Ho=> La actividad biolégica es independients de la concentracién
Ha=> La actividad biolégica no es independients de la concentracién

Fracuencias esperadas
4.3902438  7.609756098 Ri= 12
512195122 8.87804878 R2= 14
548760488 9512195122 R3= 18
Ci= 15 n= 41
C2= 28

Frecyencias observedses-esperadas

-1.3902439 1.390243902
-0.12195122 0.12195122
151219512  -1.512195122

Cuadrados
1.93277811  1.932778108
0.0148721 0.0148721
228673409  2.286734087
Cuadrados/esperados
0.4402439  0.253986867
0.0029036  0.001675154
0.41669377 0.24040025
Sumetoria

X2= 1.35590354 ve 2

X2 tabla= 5.991
Se acepta Ho
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Variablcs: Extractos y Actividad bioldgica

[ Actividad Biol6gica
Bactericida |Bacteriostitica _Total
Hexanico 2 12 Ri=]14
AcOEt 1 8 R2={9
MeOH 8 1 R3=|9
Acuoso 4 5 Ré=|9
Ct=15 w41
C2= 26
Frecuencias esperadas
512195122 8.87804878 Ri1= 14
3292668293 . 65.707317073 R2=9
329288293 5707317073 R3=9
320268203  5.707317073 Ré= 9
Ci= 15 n=41
C2=26
Erecuencias observadas-esperadgs

-3.12195122 3.12195122

) -2.20268263  2.292682827
: 470731707 -4.707317073
0.70731707 -0.707317073

Cuadrados
9.74657942  9.746579417
5.256395 5.256395003
22,158834  22.15883403
0.50028744 0.500287442
Cuadrados/esperados
1.8028036 1.097829
1.50638663 0.820992287
6.72971996 3.882530748
0.15194219 0.087658954
Suma
X2= 16.3696634 v=3
X2 tabla= 7.815

Ho=>la actividad bioclédgica es independiente del ipo de extracto realizado.
Ha=>la actividad biolégica es dependiente del tipo de extracto realizado.

Ho=> es rechasada, se acepta Ha.



Apéndice C

ANALISIS PROBIT



Limites de confianza de la variable “Concentracién”

leites ‘de conflanza a: 95%
Superlor

Prob [/ : CONCENTR. - Inferior
L0107 197986 .34094
L0207 1,07691 .42125
.03 7 1.14341 .48144
047 711,19613 .53210
.05 '1.24080 .57703
.06 1.28013 .61809
.07 9 1.31564 .65632
.08 0 1,34828 .69242
.09 . 11.37866 .72682
L1007 .1.40723 .75986
W15 1.53195 .91131
.20 5 1.63891 1.04910
L2570 1.73661 1.17936
.30 . .--1.82930 1.30472
.35 - 1 1.91960 1.42626
.40 : 1.54426
.45" 1.65862
.50 1.76927
.55 1.87649
.60 1.98114
.65 2.08477
.70 2.18969
.75 2,29923
.80 2.41836
.85° 2.55560
.90 2.72880
.91 2.77103
.92 2.81717
£93. $ 2.86827
.94 © 2,92583
.95; 2.99220
J96. . 3.07125
.97, 3717019
.98 £ 3.30503

3. 52609

Los valores de:l

is: Problt del Extrac []

) en todos" los anéllsls Problt.«

1.
1
1
1. L
.59435
63092
66406 ¢ L
69467 "
.72332"
1.
1.
1.
2.
2.

1

1.
1.
1.

1

35141*.n

44229

50406 . -

55292

75045

87172°

98126
08816
19803

2.31549

2

2.
2.
2.
3.
3.
3.
4.
4.
5.
.56806

6

6.
7.
7.
8.
.66003
.39363

8
9

10.
11.

14.

.44501

59134
75965
95582
18697
46253
79629
21021
74260
46884

86842
21154
61004
08283

38484
87215
67375

concentrac16n estan en- escala logaritmica
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ow ok w w + Analisis Probit del Extracto AcOEt * * * *.* *

Limites de confiénza d¢ la‘variable

.99 2.75464 - 2.25141

"Concentracién”

fianza a 95%
' Superior

3.93263
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* % % 4 % 4+ 4 .+ Analisis Probit del®Extracto MeOH* * * *  +

Limites de confianza de

.:87.31538
101.02133
119,29782
©°145,03775 "
184.41302"
.. 253.77814"
©.419.76256.

1.549357E-16 .

5.200053E-14

' 2.080165E-12

3.333628E-11
3.181411E-10
2,168670E~-09

.00000

.00000" :

.00000
.00000
.00013

.00779
.21061 "

1.22836
1.88288
2.31877
2.72088
3.13703
3.59066
4.10173
4.69388
5.40031
6.27313
7.40290
8.96895
11.40501
12.08474
12.86850
13.78830
| 14.89256
©16.25914
18.02416
20.45645
24.20134
31.53405

a variable ?Concentraci¢pb_' 

3067.49946
45183.74472
647442.85671
9344876.82197
141393862.651
2350042807.75
45528501270.5
1116924851513
3.945495E+13
2.518048E+15
4.705716E+17
1.664714E+18
6.568484E+18
2.971405E+19
1.603528E+20
1.096702E+21
1.049926E+22
1.687749E+23
6.772421E+24
2.280808E+27

198.61355
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* % % %% * Analisis Probit del EXtracto ACUOSO - * * * * * *
Limites de,déhfﬁanz§ ‘véfiéblé ﬁCohéehtracién”

'fLimiﬁes de confianza a 95%

Inferior Superior
" 1.092980E~-38 .42918
3.380523E-35 .48717
5.537848E~33 - .52817
2.564524E-31 .56141
5.805187E-30 .59010
8.258592E-29 .61576
8.470011E-28 .63926
6.808390E-27 .66114
4,.531129E-26 .68175
2.593502E-25 .70137
3.551117E~-22 .78970
1.102410E-19 .86937
1.511546E~17 .94587
1,252170E-15 1.02245
7.483154E-14 1.10177
3.616490E-12 1.18667
1.533755E-10 1.28096
6.086545E~09 1.39081
.00000 1.52800
o .00001 1.72017
+1.25550- ".00042 2.05465
15-1.42097 .01861 3.00839
©1.62408 V37860 . 13.23850
< 1.88459 . " -11,04520" 715.36571
72.,24145 7 011745065, 176150.86426
27078798 1 T y 219671109.070
'2.93884 7 .1.86792 1241893379.92
3:112017¢ .. 1.94767 8173857976.34
3.31421.:0 .- 7:2.03469 65045704085.7
3.55560 :2,13190 660987146752
3.85245 L0 2,24373 9323251920598
4.23303 2.37748 2.093498E+14
4.75279 2.54687 9.619564E+15
.98 5.54385 2.78290 1.563560E+18
.99 7.06634 3.18614 4.794662E+21
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