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RESUi'vlEN 

Para determinar la actividad biológica del hongo Gymnop11.r dryophl/11.r (Bull.: Fr.) 
Murrill se realit:aron e.\tractos con diferl,r!les disolnm1es orgánicos (hexano, acetato de 
elilo ,. metonólico) 1· con oguo; dichos exlrnctos se probnron en lres bncterios 
(1>~1·c/1~richia mil, JJa~J//11s "''re11s y /.l . . mhll/ls) y un cruslácco (Anemia salina). Al 
mismo tiempo se reali,-.aron pruebas colorimetricas y de precipitación para determinar 
los grupos de metnbolilos sc-.:undnrios presenles en cnda uno de los e.\tractos, además 
se desarrollaron placas de gel de silicc parn ru1nlizar In complejidad de cndn uno de 
ellos. 
En los" bioensayos realizados con las bacterias se observó que parn E coli In actividad 
depende del tipo de extracto utilizado, en el caso de B. s11btilis las concentraciones del 
extracto de ocetnto de etilo y metnnólico presentaron diferencias significativas 
indicando con ello que In susceptibilidad depende de las concentraciones (100 y 150 
mg). Para /J. cercms las susceptibilidad es por el tipo de extracto. Se determina que la 
actividad para las bacterias n 150 mg es principalmente bactericida y para las 
concenlrnciones de 50 y 100 mg es tanto bactericida como bacteriostática. En el caso de 
A. salina se observa que las concentraciones empleadas del extracto hexánico, acetato 
de etilo y acuoso afectan In sobrevi vencía, presentando una dosis letnl media de 156 
ppm, 13.5 ppm y 7.77 ppm respectivamente. Pnrn el caso del extracto metanólico In 
dosis letal media estimada es mayor n IOOO ppm. 
Por otro Indo, los extractos hexánico, el de acetato de etilo y el acuoso resultaron 
positivos para las pruebas de terpenos y esteroides, asi mismo el extracto hexánico 
resulló positivo parn nlcnloides, como el metanólico y acuoso parn ílnvonoides. Ningún 
extracto resulto positivo pnrn In pruebn de glucósidos. Los exlrnctos que presentaron un 
mayor número de manchas (siete manchas) fueron el hexánico y el de acetato de etilo, el 
metnnólico y el ncuoso presentaron cinco manchas, indicando un cierto grndo de 
complejidad del extracto. 
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INTRODUCCIÓN 

DIVERSIDAD FÚNGICA E IMPORTANCIA 

En tiempos actuales los gobiernos de todos los paises 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 conservación y manejo sustentado de los recursos 

presentes en la naturaleza, es deCir, mantener la biodiversidad del entorno, ya que ésta es 

esencial para la civilización, siendo importante desde el punto de vista económico (como 

alimentos, combustibles, prodÚctos ·farmacéuticos, productos maderables, materia prima 

textil, etc.), ecológico (incluyendo las funciones de los ecosistemas, tales como la 

purificación del agua, el aire,: la' regulación del clima, fertilización del suelo, protección de 

zonas costeras; ciclos biológicos, 'etc.) y cultural (influyendo en las expresiones artísticas, 

en· las creencias, en e .. conocimiento, en los usos y costumbres, en los hábitos, etc.). 

· ·La div~rsidacl ~biológica es el resultado de procesos evolutivos, los cuales 

determinan lascara~Íe~~ticas y la riqueza de organismos que existe en un lugar y momento 

determinado entellclie~do además que dicha diversidad se genera y mantiene en los 
' ;. __ -'· .. ¿' ; -. 

ecosistemas naturales (Groombridge, 1992). 

La biodiversidad se puede estudiar en tres niveles jerárquicos que corresponden a la 

organización biolóki~: ,.+, · 
·a) Ge~éÚcl>.7 dlversidad de alelos del mismo gen dentro de una especie, es 

' decir, ~· conjunto de diferencias genéticas que caracterizan a las poblaciones. 

b) TáXico.-.diversidad entre especies. Número total de especies conocidas . 

. c) Ecosistémico.- diversidad de ecosistemas y comunidades. 

Para el caso dj! los hongos Hawksworth (1991, 1992, 2001ª) estima la diversidad de 

hongos en 1.5 millones de especies, presentándolo como el segundo taxon más diverso del 

planeta, del cual se conoce menos del 5%. Rossman (1994) estima que tan sólo para el 

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



El horizonte €?~ la utilización de los hongos esta dirigido hacia las aplicaciones en la 

medicina, como alim.ento, para la degradación de productos de desecho, en la industria 

quimica y materiales textiles, bioindicadores, bioremediación, biocontrol, crecimiento de 

plantas y árboles, en la conservación, en la enseñanza, asi como en usos decorativos ó 

artisticos (Hawksworth, 200lb). 

METABOLISMO FÚNGICO PRIMARfO Y SECUNDARIO 

El metabolismo presenta dos funciones generales, la anabólica (la cual transforma 

nutrientes en componentes estructurales y funcionales del organismo) y la catabólica (la 

cuál extrae la energía 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 anabólicas. El anabolismo es dependiente del catabolismo no sólo por la energía 

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

clave para la biosintesis de macromoléculas funcionales. 

Los eventos metabólicos que son importantes para las funciones vitales de los seres 

vivos están involucrados en el metabolismo primario. Las enzimas y los metabolitos 

primarios (ejemplo de metabolitos primarios fúngicos son el ácido citrico, ácido glucónico, 

ácido fumorico, ácido láctico, 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 están creciendo. Estos metabolitos constituyen el metabolismo secundario, los cuales 

están limitados en su distribución, frecuentemente a una especie o a un grupo de especies, 

ésta distribución peculiar de metabolitos es llamada idiosincrásica (Griffin, 1994). 

Algunas características que presentan los metabolitos secundarios son: 

-Su producción es extremadamente especifica, presentándose en una especie. 
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, -En. la mayóría de las veces no se le~ há P?diclo definir una función dentro 

del organ.ismo que las produce. 

-oJr~nÍe la trofofase se pres~r.i.t"~; í~. p~ocÍucCión de lós precursores de los 

metabolit~s secundarios y lá. conforrnació~ .de l~s mí~mos en la idiofase (Bennett, 

1995f •· 

Nísbety Fox (1991) indican i:¡Úe' ~1 ·Úi.to de la aplicación de organismos en procesos 
. . ' • .. ,\ ' 

industriales ·es' dependiente.de· Ja diversidad de organismos y de las serie de moléculas 

químicas producidas en el metabolismo' primario y secundario. 

Algunos metabolitos secundarios presentan un gran valor comercial como son los 

antibióticos, 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, además proviene de varios puntos dentro de las rutas del 

metabolismo primario (figura !). Lo que conlleva a que los productos finales del 

me!Ílbolismo secundario tengan poco en común. La síntesis de metabolitos secundarios se 

1.'e- fá'vdr~clda cuando se restringe el crecimiento normal. Conforme la célula crece y 

produ~e energía, Jos metabolitos secundarios llegan a ser compuestos terminales de las 

rutás-metabólicas primarias. Así mismo cuando se restringe el crecimiento de las células, se 

aprecia una acumulación de metabolitos secundarios. Para explicar esta sobreproducción de 

metaboliios secundarios se ha propuesto considerar a éstos compuestos como una "válvula 

de seguridad" que deja escapar los intermediarios de las vías metabólicas básicas cuando se 

restringe el crecimiento y los convierte en compuestos con poca o ninguna actividad 

fisiológica. 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). 

3 
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Figura 1. Relaciones que se presentan entre las rutas metabólicas primarias y el metabolismo 
secundario. Las principales rulas del metabolismo secundario son numeradas a continuación: (1) metabolitos 
derivados de la glucosa; (2) ruta del acctato-malonato; (3) ruta del ácido mcvalonico; (4) ruta del ácido 
shiquimieo y (5) derivados de la ruta de los aminoácidos. ATC=ácido tricarboxllico (adaptado de Griffin 
l 994; 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 antagónicos, aunque han 

sido pocos los estudios químicos que se han realizado a partir de éstos (Gloer, 1995). 

Sonnenbichler et al. ( 1989) nombran a los metabolitos secundarios como "metabolitos 

ecológicos" por su presencia cuando éstos se producen como resultado de una interacción 

ecológica 

Frecuentemente se hipotetiza que cuando los hongos prosperan en ambientes 

competitivos es debido a los metabolitos secundarios que pueden ser sintetizados por 

presiones de selección ejercida por otro organismo. La extraordinaria diversidad de 

especies ºrungicas sugiere un potencial ilimitado para la variación de metabolitos 

secundarios. Los metabolitos secundarios han demostrado presentar un papel antagónico en 

enfermedades de plantas e insectos, ser tóxicos para animales, le confieren al organismo 

que los sintetiza resistencia a la infestacion/infección microbiana, resistencia a la 

fungivoría, el biocontrol de otros organismos asi como antagonismo interespecifico (Gloer, 

1995). 
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Muchos de los metabolitos secundarios no forman una categoría quimica y no 

necesariamente tienen una estructura molecular común. Debido a esto usualmente se 

clasifican tomando en cuenta la ruta metabólica por la cual son producidos. Se pueden 

reconocer cuatro principales grupos que son: (1) compuestos formados por la condensación 

de acetil coenzima A (acetil-CoA) en la vía del ácido mevalónico; (2) metabolitos formados 

por Ja condensación de acetil-CoA en la vía acetato-malonato y síntesis de ácidos grasos; 

(3) metabolitos derivados de la vía del ácido shiquimico y la biosíntesis de aminoácidos 

aromáticos; y (4) varias otras rutas de la biosíntesis de aminoácidos alifáticos (Kendrick, 

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

Derivados de la ruta del ácido mevalónico.- Se inicia con el más importante 

precursor de metabolitos secundarios que es el acetil-CoA. Tres moléculas de acetil-CoA se 

condensan para dar lugar a la formación de mevalonato, precursor inmediato del ácido 

mevalónico (Deacon, 1997). Este último es fosforilado, descarboxilado y deshidratado para 

convertirse en isopentenil-pirofosfato (IPP). Las unidades IPP y su isómero 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 ciclización y sufrir modificaciones, 

originando metabolitos como los esteroides y carotenoides. En algunas ocasiones, un 

posible precursor para la síntesis de terpenos es la leucina, la cual es desaminada, 

carboxilada y convertida posteriormente a ácido mevalónico, pasando por hidroxi-metil­

glutaril-CoA como intermediario (Mann, 1987; Garraway y Evans, 1996}. 

Una amplia variedad de compuestos incluyendo carotenoides, esteroides y esteroles 

pertenecen a la clase más 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 más común, pero también se han reportado ácido 
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tsugárico (Lin et al., l 997), episterol (Lourenco et al., l 996) y ácido zhancuico (Shen et al., 

1997). 

Derivados de la vía del acetato-malonato. - Las acetogeninas, también conocidas 

como policétidos provienen de la condensación de unidades de acetato. Inicia con el acetil­

CoA como precursor, el cual da origen a una unidad de malonil-CoA mediante 

carboxilación enzimática. Esta unidad de 3 carbonos se condensa con otra unidad de acetil­

CoA en simultánea descarboxilación, logrando como resultado final la condensación de dos 

unidades de acetato, repitiéndose el proceso de condensación con otras moléculas de acetil­

CoA. De esta manera se originan sustancias policetónicas que pueden dar lugar a la 

formación de ácidos grasos por reducción total en la cadena de los grupos ceto a hidróxidos 

(Gros et al., 1985; Kendrick, 1985; Mann, 1987). La cadena policetónica puede 

experimentar ciclización y entonces los sistemas de anillos son modificados en diferentes 

vías para dar una amplia variedad de compuestos aromáticos (Deacon, l 997), como los 

flavonoides, donde participan acetil-CoA y ácido cinámico, 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 vía del ácido 

shiquímico (Gros et al., l 985). 

Derivados de la vía del ácido shiquímico.- La ruta empieza con la condensación 

de fosfo-enol-piruvato y eritrosa-4-fosfato para formar ácido deshidroxiquímico. Este 

producto cíclico es convertido por un complejo multienzimático en ácido shiquímico y 

posteriormente en ácido corismico, del cual se derivan una gran cantidad de compuestos 

aromáticos (fenilpropanos) relacionados con la fenilalanina, tirosina y triptofano 

(aminoácidos aromáticos). Muchos de estos metabolitos aromáticos sufren importantes 

transformaciones a través de intermediarios para formar el ácido cinámico y ácido 

coumaríco, los cuales son derivados de la fenilalanina y/o tirosina. Derivados del triptofano 

retienen el nucleo indo! con lo que coñorman los compuestos conocidos como alcaloides. 

Se pueden formar alcaloides con un origen biosintético mixto, cuyo origen esta dado por la 
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condensacic'm.dei trip:ofari~. con un~ cadena terpenoide. Esta cadena sufre ciclización 

causando que.el áto'rii¡,·~e ~¡~;Ógeno se incorpore como parte del anillo heterocíclico. 
' :e-.-.;:' ~ -i 

l..a ~i~ ·es usaci~ norm~1mente para 1a producción de aminoácidos aromáticos, pero 

t~Ínbién provee·d~·¡,;:ecllrsores como el mismo triptofano para la biosíntesis de metabolitos 

alll~inóg~nos.com~ la Psilocibina, que se encuentra ampliamente distribuida en especies del 

género Psi/ocybe (Deacon, 1997). 

Derivados de aminoácidos alifáticos.- Los compuestos que se forman a partir de 

aminoácidos alifáticos se caracterizan por tener uno o más átomos de hidrogeno 

remplazados por un grupo alquil (aminas). Muchas de estas aminas se forman por 

metilaciones, oxidaciones, transaminaciones, descarboxilaciones, e hidroxilaciones que 

sufren los aminoácidos. Muchos de estos se pueden llegar a juntar por medio de enlaces 

peptldicos para conformar estructuras polipeptídicas (Moore-Landecker, 1996). Aun 

cuando los aminoácidos son esenciales para la elaboración de proteínas, también juegan un 

papel de intermediarios para muchos compuestos como por ejemplo las amanotoxinas y las 

falotoxinas presentes en especies del género Amanita. Estos compuestos son altamente 

tóxicos y están 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 

bicíclicos y las falotoxinas de 7 péptidos monocíclico (Garraway y Evans, 1996). 

7 
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MICOTOXINAS Y ACTIVIDAD BIOLÓGICA 

La evolución de los hongos han permitido que se desarrollaran en diferentes 

sustratos sólidos de una manera eficiente, secretando enzimas que degradan el sustrato, 

paralelamente a la producción de enzimas sintetizan metabolitos secundarios los cuales 

presentan actividad biológica, siendo tóxicos para algunos organismos (Moss, 1996; 

Herrera y Ulloa, 1990). 

Las intoxicaciones provocadas por la ingestión de toxinas fúngicas pueden darse de 

dos maneras (Herrera y Ulloa, 1990); una de ellas (llamada micetismo) implica la ingestión 

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 

intoxicación consiste en ingerir alimentos contaminados con toxinas secretadas por algún 

hongo (micotoxicosis). En este caso las toxinas son producidas por los hongos y secretadas 

al sustrato donde están creciendo (exotoxinas). Ejemplo de estos tipos de intoxicación se 

presentan en la tabla 1. 

Organismo 

A.•pergllusjlavu.v 
A. par~·itlcus y A. clavatus 

A. ochraceus 

A. vers/co/or, 
A.fum/gatus.A. ory:aeyA. 
gfaucus 
Penicilum islandicum 

P. viridicatum 
P. cilrinum 

P. charléis 
P. lerrestre 
P. cyc/opium 

P. loxicarium 

MICOTOXICOSI~ 

Compuesto Enfermedades que se presentan 

Aílatoxinas(BI, B2, GI, 02, Carcinoma hepático. 
MI. etc.) 

Hcpatotóxicosis y ncfrotó.•icosis 
Ocrntoxina en pollos. cerdos, etc., asi como 

aborto en el g.1nadn bo\ino y en 
cerdos. 

EslCrib'lnatocistina 
Fumagilina Cancerigena 

Lutcosquirina, clicloclorotina y Probables hcpatotóxicos y 
critrosquirina. carcinol!énicos. 
Acido \"Cridicálico Ncfrotóxicos. 
Ciuinina 

Acido carólico 
Acido tcrrcstrito Son responsables de la aparición 
Acido ciclopiazónico y de cardiolóxicos. 
ocnitrcm. 
No se sabe Causa sinlomas scmcjanlcs al 

Beriberi. 
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Organismo Compuesto Síntomas que se presentan 

/'. ruhrum Rubratotoxi:ts. Producen hemorragias 

/'. purpurogenum Acidos gluc.1nicos y glucónico 
/'. cilreoviride Citrcoviridina Ncurotóxico. 
/'. expansum Patulina Comoucstos carcinóc:cno. 
Fusarium nivale Dutcnolicla Ncurotóxico y gastrocntcrotóxico. 

!•'. roseum y J•: graminearum Zcaralcnona (F-2) Efectos cstrogénicos y abonivos en 
cerdos. 

/•: tricintum T-2 
/•: moni/ifonne Zcaralcnona, monilifonnina y En el hombre producen :~cucia. 

ácido fusfárico. 

5~achybotrys aira Atratoxina Irritación en la piel de cerdos, 
hombre y algunos otros animales 
(se absorve por fa piel o por fa vfa 
respiratoria). 

MICETISMOS 

Organismo Compuesto Enfcnnedadcs que se presentan 

Amanilafa/oides, A. vernayA. Falodinas (tales como: Transtomos gastrointestinales de 
hisporigera. falotoxinas y las runanilinas). tipo colcrifom1es. deshidratación, 

oliguria o de anuria. de hipctermia. 
A.muscaria, A. ch/orinosma, A 
pantherina, Fnocybe injida, F. Muscarinicas Actuan sobre el sistema nervioso 
patovil/artlii, /. hapipes, l. (muscarina. muscardina. pamsimpálico. A manita muscaria 
dulcamara, l. R.imo.m e/. micoatropina). también produce micclismo 
fasfiKiala. cerebral. 

!.epiota he/11eola, Cortinarius Micclismo semejante al producido 
ore//anus y C .. ~emisanguincus. Prob.1blemente orcllanina por Amanita phalloides. 
Psilocybe mexicana, P. 
caerulescens, P. candiclipes, P. Producción de toxinas indólicas Tienen acción psicodisléptica 
cuhen:ds, P. yungensis, P. como la psifocibina y psilocina. (dcsvfan o pcnurban el m=inismo 
cordispora, P. zapolecorum, P. pslquico ). 
muliercu/a, P. aztecorum, 
Vascellum qudenii. Ungulina PrescnL1 efcclos narcóticos ó 
auberiana y Russu/a No se conoce psicoléplicos. 
nondorbingi. 

Tabla t. Algunas especies fúngicas que prcscnL'III algún tipo de toxina que afecta a animales. 
(información c.xtralda de Herrera y Ulloa, 1990]. 

Algunos cuerpos fructíferos de los Basidiomyceles y Ascomycetes son un recurso 

alimenticio .en varias. partes del mundo pero un número significativo de estas especies 

pueden produci~· ~:eÍabolit~s. tóxicos (Kües 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 biológica para un gran número de organismos, aún de 

diferentes reinos. Sin embargo la actividad biológica de los metabolitos secundarios esta en 

función del organismo al que se le somete a prueba por ello se pueden encontrar 

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

En éste trabajo la actividad biológica se define como la cantidad, concentración 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 así si la 

respuesta corresponde a nuestro extracto. 

10 
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ANTECEDENTES 

BASIDIOMYCETES 

Los hongos se definen a pan ir de características comunes tales como la degradación 

del sustrato extra celularmente y la difusión de los nutrientes dentro de la célula fúngica, 

heterótrofos, reproducción por medio de esporas (Alexopoulos, y Mims, 1979), del estudio 

ultra estructural que presentan las células, ciclos sexuales y tipos de reproducción 

presentados Íisi como fa·' ornamentación de las esporas, etc. (Moore-Landecker, 1990; 

Herrera y. Ull~a 1990;' Lynn y Shw~rtz, 1985). El reino de los hongos no solo incluye una 

linea filogen~ii~~· ~i~o' ~n estilo de vida companido por organismos de historias evolutivas 

diferentes CarYge,' l992): · 

Los Basidiómycetes agrupan n 1,428 géneros (con más de 1,237 sinonimias), con 

22,244 especies cÜncícÍdas,presentando una distribución cosmopolita (Hawkswonh 111 al., 

1995), aurÍqueLyn~· ;._sdhwanz (1985) mencionan que para Basidiomycetes se conocen 

2s,ooo especies.· 

Los caracteres que companen la clase Basidiomycetes son la presencia de basidios 

que originan basidiospcíras, el basidio es cenocitico y tiene entre una y cuatro basidiosporas 

hapl~ides . Oiaivk
0

s~~rth. et al., 1995), los basidios se encuentran organizados en un 

himenio_ que se localiza en el basidiocarpo. 

~ parti~de l_as esiimaciones de Rossman (1994) y del número de especies que 

Hawkswonh et'ál. (1995) señalan para los Basidiomycetes, se conoce tan sólo el 12.71% de 

de trabajos de investigación sobre el estudio de los 

metabolitossecuíÍd~rio~ eñ la clase de Basidiomycetes se realizó una búsqueda en bases de 
, " ','. '"·~· ,. ···>"':~·; · .. · . 
datos (apéndice.~)., 
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Esta permitió determinar cuales son las líneas de investigación más 

recurrentes. ~~,I~ ¡~'formación que se obtuvo, el 44% corresponde a estudios bioquimicos, 

estudios quin'iic~s un 25%, estudios de actividad biológica un J 8% y estudios 

biótecnológicos un.6%. Los estudios de actividad biológica presentan cierta tendencia en la 

búsqueda de compuestos con actividad antibiótica y antiñmgica; esto se debe a la 

resistencia que algunos microorganismos empiezan a manifestar con los compuestos 

comúnmente utilizados para su control. 

Dentro de los Basidiomycetes el Orden que presenta un mayor número de trabajos 

realizados es el de los Agaricales, con un 41 %, de los cuales las investigaciones de 

compuestos con aplicación antibiótica ó antifüngica representan un 32% y presenta una 

tendencia en la búsqueda de compuestos con actividad fitopatógena de un 2%. Dicho Orden 

abarca un 26.97% de las especies dentro de la clase. Estos porcentajes están en función del 

número de citas y no representan el conocimiento que se tiene de los metabolitos 

secundarios. 

Gvmnopus dryophilus CBull.: Fr.) Murrill 

La clasificación taxonómica de Gym11op11s dryophilus (Bull.: Fr.) Murril (sensu 

Antonfn et al., 1997): 

División Eumycota 

Subdivisión Basidiomicotina 

Clase Holobasidiomycetes 

Subclase Hymenomycetidae 

Orden Agaricales 

Familia Tricholomataceae 

Género Gymnopus (Pers.) Roussel, FI. Clavados, ed. 2:62. 1806 

Especie G. dryophi/us (Bull.: Fr.) Murrill, N. Amer. Flora 9:362. 1916 

··'•. 
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Sinónimos: 

Agaric11sdryophi/11sBull.: Fr., Syst. Mycol. 1:124. 1821: 

Marasmi11s dryophi/11s (Bull.: Fr.) Karsten, Krit. Ofvers. Finlands 

Basidsvamp. 103. 1889. 

Co/lybia dryophi/a (Bull.: Fr.) Kummer, Führ. Pilzk. 115. 1871. 

Col/ybidi11m dryophi/11m (Bull.) Murrill, Mycologia 3: 101. 1911. 

La especie en estudio se encuentra dentro de la sección Levipedes. Dicha sección se 

caracteriza por tener las hifas del pileipelis no diverticuladas, ramificadas, esporas 

inamiloides, con esporada blanca a color crema y píleo sin coloraciones violáceas 

(Villarruel-Ordaz, eta/, 1993). 

Gym11op11s dryophi/11s presenta un píleo de tostado claro a castaño, plano, glabro. 

Láminas juntas, blancas o un poco amarillentas; estípite esbelto y tenaz, con una 

coloración café amarillenta a naranja, glabro, un poco tomentoso por la base. Carne 

fibrosa-coriácea, color de la esporada blanca siendo ínamiloides las esporas. Su distribución 

·en México es· en bosques de Pi1111s-Q11erc11s, Pi1111s-Abies, Q11erci1s y mesófilo de montaña a 

1900-3200 msnm, siendo humícola ó terricola. Se ha registrado en los estados de: Chiapas, 

Distrito Federal.. Durango, Estado de México, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacán, 

Morelia, Nayarit.,. Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Tamaulipas, 

Tlaxcala, Veracru~ y Zacatecas (Villarruel-Ordaz, 1992). 

. ,·· 

Los :. trabajos realizados con esta especie a nivel nacional se han enfocando 

principalmente al estudio taxonómico del género (Villarruel-Ordaz, 1992, Villarruel-Ordaz, 

1995) y aÍ cultivÓ micelial bajo diferentes parámetros (Pellicer-González, 1998). 

A' llivel, mundial se tienen logrados los trabajos de Bianco-Coletto et al. ( 1993) y 
. :::·.-, ···'· , .. 

Bianco-Coletto y Giardino (1996). Estos trabajos reportan la actividad biológica del micelio 

de Gym11op11s dryophi/11s en contra de las bacterias Bacil/11s cere11s, Bacil/us ~71btilis, 

. , ... TES.TS CON 
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Staphylococcu.~ auri!;1s, Escherichia cÓ/i, Pse1idomo11a~ aen1gi11osa, Salmo11e//a sp., sin 

embargo en el t~abajo realiiad~ por Bian~o-Coletto y Giardino (1996) en un sistema de 
. . ... ·._ ,..-·--~/.-~;_,_~·--~ >-t:~:;·,:·--:~~.·:·~::·.~.;~.·-..:,:;:··~:--' ' 

prueba.utilizando las.esP_ecies,B~ci//us cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli,J'roleu~:·;,,;;(l¡;¡lis, Salmoi1e//a thyphim11ri11m y Gandida albicans sólo se 

observó la acÍi~Íd~~ :~i~ÍÓ~lc~·J~1 · ~icelio contra B. cere11s. 

Así también Hein. et al. (en prensa) han reportado la presencia de tres compuestos 

con actividad insecticida del micelio de G. dryophil11s, siendo una nueva piridina (5-(1,2-

dihidroxipropil) metilpicolinato y dos metil-purinas conocidas, de las cuales ya habían sido 

aislados de Rhodocol/ybia maculata. Dichas purinas se reportan con actividad antifüngica, 

citotóxica y antiviral, presentando en las pruebas con dieta, una reducción en la tasa de 

crecimiento del 95% de Spodoptera fr11giperda a una concentración de 80 ppm; 

presentando para la nueva piridina una reducción en la tasa de crecimiento del 92%. 

Mientras que para Helicoverpa zea las purinas causan una reducción en la tasa de 

crecimiento de un 40% y 96% utilizando una dieta como prueba con una concentración de 

los compuestos de 80 ppm. 

En nuestro pais se tienen registros de éste hongo con un uso tradicional comestible 

como lo citan Guzmán-Dávalos y Guzmán (1979); Guzmán y Villarreal (1984) y Aroche et 

al. ( 1984), entre otros. 
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JUSTIFICACIÓN 

La alta diversidad füngica que se estima en el mundo así como el descubrimiento y 

uso potencial que presentan los metabolitos secundarios füngicos nos plantea una amplia 

gama de usos y aplicaciones que se pueden vincuÍar a la biotecnología. 

En los últimos años· se ha concientizado en la importancia de buscar nuevos 

metabolitos secundarios llsi como su po~ible aplicación, ejemplo de ello es la incorporación 

de est~~ CCl~p~estos a<ni~~I industrial para el control de plagas, en la industria 
. ., ' . ,, . ·' '. .. .. .·.. ~ 

ranriacéutlca, . en'. la elab~ración de productos comerciales (ácidos orgánicos, alcohol, 

'~limentcis ré;m~m~dos, vitaminas, enzimas, etc.), asl mismo en su utilización en el 

. 'bi~~~nt;~I d~ pla~as; 'etc. 

· · L~s b~~i~iClnms de Gymnopus dryophilus no tienen registros de estudios qui micos a 

Ja fecha, por lo que un análisis qulmico general podria brindarnos un panorama amplio para 

proponer estudios específicos en búsqueda de compuestos activos. 

TESIS CQ~T 
FALLA DE ORIGEN 

15 



OBJETIVOS GENERALES 

Realizar un análisis químico general consistente de: extracción selectiva y acuosa. 

análisis cromatográftco y determinación de los grupos de metabolitos secundarios de 

basidiomas de Gym11op11s dryophi/us. 

Determinar el efecto de diferentes extractos obtenidos de basidiomas de Gymnopus 

dryophilus en diferentes organismos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Obtención 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 precipitación. 

Realizar y analizar los perfiles cromatográficos de cada uno de los extractos. 

Determinar la actividad biológica de cada uno de los extractos en los organismos: 

Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus cereus y Artemia salina 

.L~: __ ·.:"'·~·· 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

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

métodos referentes al análisis químico y los métodos utilizados para la determinación de Ja 

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

LI molh.·rinf l\.~1h.'C'ind11 ~"' h.,,·,horiLO 
J'11ra cxu-.u,•r d apu;1 1fc Jns. h.ti.itfiom.1 .... 

Unn v~ ~·co t?I mo&lcrial se trituro 
para hu:go n::tli.cotr '"' C''(frou:dt'ln 

M:foc1hn (lncuaJ utili7A\C<>tno 
di!'tlh.·cmcs: hc.\;um. n~lato 1fo c1ílo 
y nJ\!tmuJ) y ta e"uacciim acuosa. 

Se olt1u,·icrn11. n pan1r Je: tos husidiurnoas., 
L'Uatru cx1r•11.:c\)S dr; ¡Johuid:uJ crccit:uh:. 

thl!.\:tuku, nt:<.-ta10 deo l"tlh1. mi?runúlko y acuoso). 
St' rcati ... ..um11 lo~ rc:•fil"~ Jtl' 1 
cn1n1atugrüf1cC1i. lle. cada C.\lrnctu. t' 

.;.---:· · · · · · Se dctcnnht;.n·ttn IO;CO grupo~ lle 
mctotbolitos M."CUndnriM tic Jrn 

Análisis 
químico 

Se pmban"Jn .,·¡u.Ja unu tic l 
¡,.,~ C).frncto~ en diforcntcs 
or~a.ith•mos. 

,/ · ' Determinación 
H;.1c1cri.il., Ant•mf,, .wl1nr1 de 1 tipo de 

. ,f J \ f actividad 
f_f,•herfd11t1 r"t>h IJuri/111.f n:•l"l"1U 

IJudllw• ~11/.ti/l,· 

Figura 2. Diagrama de la me1odologla empicada. 
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MATERIAL DE ESTUDIO Y EXTRACCIÓN 

RECO/J!CC/ÓN 

".: .. ,~ 
,El niate'¡-f~r ·r,;~'~ecolectado por González-Flores 22/09/2000 en la Reserva Especial 

de la Biosfera Maiiposa Monarca (REBMM), en Angangueo, Michoacán y se preservó 
, '.:;'· ••• : .- •• ~.' •• •, ': •• :-':·: < 

siguieri'do ;tá~'t!Íc~id~~ pr~puestas por Cifuentes et al,, (1986), Parte de la recolecta se 

depositÓ:·cri'~\;'.i;~~:rl~l de referencia en la colección del Herbario (FCME 19135) de la 

Faéultad de,'tl~~~i¡LVNAM, 
•' ... ,, •• ,A•.;1'• 

. ~~)¡~ d~terminación del ejemplar se utilizaron 

·Antonio y Noordeloos (I 997) y Villarruel-Ordaz ( I 992), 
., . ~ ·'' ,., - .• 

E.;.I7?ACC!ÓN SELEC17VA l' ACUOSA 

las claves de Halling ( 1983); 

El mateiial biológico fue secado y molido. Se obtuvo un peso seco total de 68.4 g, 

del cual,¡ ~Itad füe. utilizada para la extracción acuosa y los restantes 34.2 g para la 

extracción sel~~ti~a. 
· Tod~~:-l~s .·_extracciones se realizaron utilizando el método de Soxhlet. Para la 

extracción'se\e<:Úva se emplearon tres disolventes orgánicos de polaridad creciente: hexano, 

acetato. de 'etÜci':y'inetanol cada extracto se realizó por intervalos de 8 hr y por triplicado 
' ' . . . -·: -~' 'J:~¡ ,_-. ~ -. . : . 

(figura 3): '! ;,e> 

L6i;:.:e~i¡~t~s orgánicos se concentraron a pres1on reducida en un rotavapor 

lle,vándo.se:a,seque~ad., Mientras que para el extracto acuoso el agua se elimino por 

Hcifl'riz~i:i~~:"L~~, ~xtractos se pesaron y se calcularon sus rendimientos respecto al peso 

seco de los ba~idi~mas. 

18 

~ j" .; ' .. ' ' • : ' 
..... ,,~- ... --~·-·- -·· 



El moieri.l lüncico •• hori>cWó 
según Cifue?des •tal 15186 

.El mctncto .CUOJO 

Je c:oncenbo 
utiliui1do 
•l liofilizad:>r a. 
pnsi:>n ndicid.i. 

Un.1. wzheñioriZMb elnwt•rill 
s• Jn.liiC91D 

Elmolerialmocerm .. 
cohco .. el tadJ.t pan. 
n.v.,. oo.00 1 .. xtr..:ción. 

L...mracci6n 
exhustiva te: realiza por 
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pulir del primor •flVc>. 

! 
,;r.,? 
, .. ,..... .... 
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nwt-sli<:o, .-iw da etib y h.iÍnia> 
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PRUEBAS COLORIDAS Y DE PRECIPITACIÓN PARA LA DETECCIÓN 

DE GRUPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS 

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

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

corre;pondi,entes (Domínguez, 1988): 

Glucósidos.- Éstos se determinan mediante la prueba de Molisch. Al extracto 

disuelto> en': m'etanol, se le adicionan dos gotas de a.-naftol (al 5% en etanol) y 
'··---·.··¡ 

· posteriorm-en!'é 'se ·ádicionan por las paredes 1 mi de H2so. concentrado. Se forma un anillo 

en la interf';.~~.~l~~d~ positiva la prueba si el color del anillo se torna violeta. 
-- ~·.::.,, •' 

\ ;_¿_··:,·,,',_ 
·;·.· T¡;· 

: Flavonoid~s.~ Se determinan con la prueba de Shinoda, la cual consiste en agregar 

al extrac;~JUi~íi~lf~;,~~ metano!) un trozo pequeño de limadura de magnesio y dos gotas de 

. ácido ~lo;h¡~~lc~~6~~~ntrado. La prueba resulta positiva si la solución torna a color verde 

o nara%f;ii::*~~-f~·'.: ) . 

:Terpenos:s esteroides.- El extracto se disuelve en cloroformo y se agrega 

posteriorment~·~ll iTiililitro del reactivo de Liebermann-Burchard. La prueba es positiva si 

la s~lu~ióh ;r~~nta un cambio de coloración de verde a azul ó de rojo a naranja. 

Alcaloides.- El extracto se disuelve en MeOH se adiciona una gota de ácido 

clorhidrico y dos gotas del reactivo de Dragendorff. La prueba resulta positiva si se forma 

un precipitado color naranja. 

20 



DETERMINACIÓN DEL PERFIL CROMATOGRÁFICO 

Se utilizaron placas de gel de sílice. El sistema de eluyentes se eligió 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:ácido 

acetico:agua). 

Una vez eluídas las placas se observaron con luz ultravioleta de 254 y 365 nm, 

marcando las manchas con línea punteada para onda larga y con cruces pequeñas las de 

onda corta. Posteriormente las placas se revelaron con sulfato cérico. Las manchas 

obtenidas se marcaron con líneas continuas. 

BIOENSA YO CON LAS BACTERIAS 

PREPARACIÓN DE l.1IS BACTERIAS Y CUANTIFIC4.CIÓN DF.f,/NÓCULO 

Las cepas bacterianas fueron donadas por la Facultad de Química de la UNAM, los 

números de catálogo son los siguientes: 

Escherichia co/i A TCC 25922 

Bacil/us subtilis A TCC 6633 

Bacillus cereus ATCC 11778 

Dichas bacterias se inocularon en caldo. nutritivo y se incubaron a 37° C para su 

óptimo crecimiento. A· la par se preparo el estándar de McFarland utilizando una solución 

de ácido sulfilrico a .36 N y una solución de cloruro de bario al 1%. Una vez obtenidas las 

soluciones se mezclaron conforme lo muestra la tabla 2 (Bauer et al J 966). 
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McFarland 
Tubos 1 2 3 4 5 • 7 8 9 10 
Cloruro de bulo (mi) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 

Ácido sulfúrico (mi) 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9 
... nS1a•a ce1u1•r 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 
u»roxim•d• tx10A8/mll 

T11bl11 2. Se muestra las proporciones de los compuestos para obtener las muestras y rcali7M la curva 
de McFarland 

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

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

DcHJ1kiad Cwva de MacFarland 
Ab8orbancia celular 

es limada 
0.165 3 
0.315 6 
0.463 9 
0.631 12 
0.66 15 
0.834 1B 
0.936 21 
1.133 24 
1.167 27 
1.19 30 

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

Densidad celular ( 1 O'ccl/ml) 

GráfiCll J. Con los datos obtenidos se graficaron los valores para obtener la curva de McFarland. 

Se realizó tiria regresión lineal para inferir una recta que relacione directamente las 

variables y con e.llo estimar el inóculo bacteriano a utilizar (Bauer et al. 1966). Los 

resultados obtenidos se muestran en la gráfica 2. 
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y X 
0.095133 o 

0.11496 0.5 
Estandar de McFnrland 

0.134786 1 
0.154612 1.5 
0.174438 2 
0.194265 2.5 
0.214091 3 

0.6 ............ " ................................... ········· ..... '"" ... . 
i..•-""-L..J-IU .. _: •• k.i ...... ..._._,__,_._....,.. ...... ..._, : ~ 

C; ,_ " 
o.s 

0.233917 3.5 
0.253743 4 

0.27357 4.5 
0.293396 5 

0.4 -
0.313222 5.5 

~ 
·¡;¡ 

0.333048 6 
0.352875 6.5 

¡¡ 

~ 0.3 

0.372701 7 ~ 
0.392527 7.5 
0.41Zl54 8 0.2 

0.43218 8.5 
0.452006 9 
0.471832 9.5 
0.491659 10 

0.1 
¡.. ¡.. -

O 0.5 1 1.5 2 2.S 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 K R.5 9 9.5 JO 

Densidad celular (xlO'ccVml) 

'---------·-----·-~·--------·---~--------·-----' 

Gráfica 2. Una vez calculados los valores se obtienen los puntos para "y" asf como para "x" a partir 
de las ecuaciones anteriores se grafican para oblener el eslándar de Me Farland 

Se calculó en .115 la absorbancia requerida para inocular 5xl07 bacterias/mi. Para 

el crecimiento y obtención de la densidad celular requerida las tres especies de bacterias se 

inocularon en caldo nutritivo y se incubaron por intervalo de 36 h. y se midió en el 

espectrofotómetro la absorbancia del cultivo y se estandarizó cada una de las especies a una 

absorbancia de .115. 

IMPREGNACIÓN DE L_OS SENSl-DJSCOS y MONTAJE DEL BIOEN&t ro 

Los extractos de,.baja y rnedia.ná polaridad (hexano y acetato de etilo) se re­

disolvieron en ~l~rdrJ;;;¡·~-·~·¡%~ d~s restantes en los disolventes en que fueron extraídos. Se 

impregnaron se~si-d.i
0

sccis(ÁÍdrich) con tres diferentes concentraciones de cada extracto, las 

TE~1S r.o~r 
FALLA JJ~ 0.tUGEN 
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tres conceittraciorÍes' fueron de 50 µg, 100 µg y 150 µg, para cada uno de los extractos se 

hizo la impregnaCión por quintuplicado. 

Se realizó una prueba preliminar preparando 12 cajas con 25 mi 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 

realizó para la determinación del tipo de actividad biológica, teniendo como respuesta la 

actividad bacteriostática (presencia de un halo de inhibición con una densidad celular 

menor que la presentada en el resto de la caja, asumiendo que esto se debe a la inhibición 

parcial del crecimiento bacteriano) y bactericida (presentando un halo de inhibición 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 

separación 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. Distribución de los scnsi.<fiscos según el 
método de Baucr, (1966). 

Las pruebas se realizaron según el método 

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

quintuplicado, así mismo todas las cajas se 

incubaron durante 24 horas a temperatura constante (37ºC) para luego cuantificar (figura 

5). Al momento de tomar los datos se pueden llegar a presentar zonas como las reportadas 

por Barry (1986), donde se presenta una zona de inhibición completa, una zona de 

crecimiento demorado ó parcialmente demorado y una zona de crecimiento estimulado 

(figura 6). 

TESIS co~J 
FALLA DF: l~~·. ~N ª 
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1 lnl1ibiclon 
.: comrleta 
1 
l 
1 
1 
1 

1 • • 
¡crccimicntol pnrcial 
llfomorudo 
1 
l 
1 
1 
1 
1 

Medio de agar 

crecimiento 
e.~rimulado 

Figura 6. Las zonas que se representan en el diagrama corresponden a una zona de inhibición 
completa cercana al sensi-disco que conliene el o compuestos prueba. La segunda zona la encon1ramos 
alejándonos más del disco, correspondiendo a una zona de inhibición parcial del crccimienlo del organismo 
prueba se esquemali7.a en las zonas de crccimienlo demorado y parcialmcnle inhibido. Una tercera zona se 
aprecia al observarse el crecimiento nonnal del organismo prueba, el ctL11 puede ser cslimulado por el 
crecimiento de la bacteria el cual hace que los compuestos del medio se difundan hacia esa zona donde los 
compuestos se encuentran en conccntrncioncs menores que las presentes cercanas al disco. 

Se utilizó como control un antibiótico de amplio espectro, 20 µg de ampicilina. Las 

bacterias se inocularon en las cajas petri a partir de la solución estandarizada tomando un 

mililitro de inóculo para cada una de las cajas. Se midieron los halos de inhibición mediante 

una regla también se detennino si la actividad que presentaba dicho halo era bactericida ó 

bacteriostática. 

ANÁLJSJS ESTADiSl'ICO DE LAS PRUEBAS 

Para determinar si los factores empleados (concentración y extracto) influyen en 

nuestras variables de respuesta (diámetro y actividad biológica). Las pruebas estadísticas 

realizadas fueron ANOVA (de uno y dos factores) y tablas de contingencia, esta última 

prueba estadística se utilizó para analizar los datQs obtenidos del tipo de actividad que 

presentaban los extractos (datos discretos). Para todos los análisis de ANOVA se realizaron 

la prueba de Tukey mostrándose solamente cuando las diferencias encontradas son 

significativas. El análisis de ANOVA se desarrolló en el programa SPSS 9.0 para Windows 

y las tablas de contingencia según Zar, ( 1996). 

i.ESIS CON 
FALLA DE ülüG~N 
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~~en~ 
1 

Se incubaron JA:i bDch:nas en mL'\110 llqu1Jo y 1ma vez ohr~uida la densidad requcrjda 11e t.cUtbrarun cu cajlU 
pdri de m:uk?rn hnnin1.1t-nc:1. 

V • 

•••• 
••••• 
ººººº 

"":.~ --· .· _......., 
~ . 
~~ .... :::: 

l 
U111 vu t:'Vapomdu el di"KJJvcnlc ck-~ .rJMi611Q.a.\'I 
se rroccdin a cnl~arlm en ha caj1 p¡:lri qw se habla 

. inoculaJo cnn el culli\'O de baclcria ~MnndarimJ1) . 

.!"· 

SI? incubemn IM L'uhi\·os por 4H h a 3 re y !Ce proccdi11 a la medición Ji? 1011 b.llo!r! nhtcni~. 

Figura !l. Método utili7.ado para Ja impregnación de los sensi-<liscos y el biocnsayo con cada una de 
las bacterias. 

TES1S rn1'J 
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BIOENSA YO CON Artemia salina. 

EC/,OS/ÓN DEArtemla salina. 

Se preparo en un frasco ámbar agua marina y se agregó una porción de quistes de 

Artemia salina, se coloco en un baño con agitación constante, incubándose a 30" C por un 

periodo de 48 h para la eclosión de la artemia. 

MONTAJE DEL B!OENSA YO 

Se prepararon distintas concentraciones de cada uno de los extractos (10 ppm, 100 

ppm y 1000 ppm; Duran-Murillo (1991)) en agua marina (Concepcion et al. 2001, y Meyer 

et al., 1982;) figura 7. En un tubo de ensaye con 10 mi de cada una de las soluciones 

preparadas a diferente concentración de extracto, se colocaron 10 individuos de Artemia 

salina. El ensayo se realizó por quintuplicado. Transcurridas 24 h se registró la mortandad 

de la artemia en cada tubo, el testigo consistió de agua marina únicamente. 

ANÁUSJS ESTADÍSTICO 

· A partir de los resultados obtenidos en el bioensayo se realizó el análisis Probit con 

la mortandad de>Artemia salina para la determinación de la dosis letal media (LD50). Se 

utilizó el programa SPSS para Windows versión 9.0 para dicho análisis. 

El análisis de Artemia salina consistió de una muestra de 800 anemias. Con éste 

tama_ño de muestra se justifica la realización de un análisis de ANOV A (Zar, 1996). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Los quí:Uc:> de .1ncmia .,t1/in'1 !>C 

col1k:nron en un lhlsco nmb3r el 
cual t.c coloco n :urc en ngi1:1-
dón cnnsmnh:. 

Se 1kjo por un rcrio<lo ""' .iH h 
pnm 101 ~lmii'm de loli quisles. 

l 

111 
i i@ § _ ___,,i 

Para el bi°'-"11Sl)'O se colocaron en tada tubo 
1 O a111.,nia:1 adc.•uWi de Agrq!ar una goi.. de 
lc\'IKlur.11111% r;uasu uJilm..iUtk.'iOn. 

Scagttgnmn coda uno Je ~~--.--.--D.D-~_,.-, C•J• c>lrBCUl <mplcados<railiropor 
los cAtmctm ohtcnidos en / ,..+ ~.-l · quimup_licado paro cada una de la."i con-
los tullO!'. ln:4 l'OIU!C"nlnt • A ccntrac1on\.-s t•m11l1.':Mtn1. 
done~ cmpJcad.1..\ fueran: 
10. 100 y IOOO ppm. 

l 
Se cuanlilico la .. 11hrcv1vcnc1a de 
l:i~ n11i:mia.'> J.:~puk de 24 h. 

~ 
Cuantifica,ión de la\ artc'mias 
\."iva.'i y h1..'i muc!fas. 

Aitrmi .. m"""""Ü-
Anemia." viva!* C\ .. ~ .... ~., + 

\¿y 

Figura 7. Eclosión y montaje del biocnsayo dcArtemla salina. 
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RESULTADOS 

EXTRACCIÓN SELECTIVA Y ACUOSA 

Una vez que se eliminaron los disolventes de los extractos, se pesaron y se 

obtuvieron los rendimientos. Del extracto hexánico se obtuvieron 0.2781 g, del extracto de 

acetato de etilo se obtuvieron 0.3497 g, del extracto metanólico se obtuvieron 7.4757 g y 

del extracto acuoso se obtuvieron 8.3 g de extracto. Con ello se calculó el rendimiento de 

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

Tabla J. Muestra de rendimicnlo de cada extracto. 

Extracción Peso obtenido Rendimiento 
e11 % 

Hexánica .813% 
Acetato de etilo 1.02% 
Metanolica 21.858% 
Acuosa 24.27% 

PRUEBAS COLORIMÉTRICAS Y DE PRECIPITACIÓN 

Se observan los resultados obtenidos de las pruebas colorimétricas y de 

precipitación para los cuatro extractos utilizados en las pruebas de actividad biológica 

(tabla 4). 

Pruebas colorimetricas " de Dreci •itación 
urupo ae 

Terpenos y meta bolitas Flavonaides Glucosidas Alcaloides 
secundarios Esteroides 

Reactivo o prueba 
Licbcrmann-

Buchard 1 Shinoda 
1 

Molish Ác. silico Dr•gcndorft 

E verde++++ negativo negativa negativa negativo 
' Hexanico 
1 ligeramnete r verde+++ negativo negativo + 
a AcOEI oositiva 
e ligeramente 
1 MeOH negativo positivo negativa ------------- negativa 
o . Acuoso rosa+ + neaalivo ------------- neqativo 

Tabla 4. Pruebas colorunélrtc:is y de prcc1pt1ac1ón parn c:ida uno de los exlrnctos empicados. 

1 
TE~P t'lnr1·1· 

,_,;Jp~d • f • 
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Para el extracto hexánico 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 metanólico se obtuvieron 

flavonoides con una intensidad apenas perceptible. Para el extracto acuoso la prueba resulto 

ser positiva para esteroides así como para flavonoides. 

Se observó la intensidad de Ja reacción y se asignaron valores de+, ++, +++ y++++ 

cruces para las pruebas que fueron positivas y negativa para aquellas en las que no se 

observó la reacción. Los -- indican que la prueba no se realizó. 

PERFILES CROMATOGRÁFlCOS 

Los perfiles cromatográficos se desarrollaron con mezclas de eluyentes tratando de 

abarcar desde una polaridad baja hasta una polaridad alta, agrupándose las placas en tres 

grupos, 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 

extracto hexánico sólo se desarrollo en el grupo de eluyentes de baja polaridad debido a la 

cántidad del extracto obtenido. 

Sistema de elución 
Extractos (número de manchas ob1enidas) 

Hexánico Acetato de etilo Metanólico Acuoso 
Hexano IDO% 4 1 o o 
Hexano-Acetato de etilo 8:2 7 7 3 o 
Hexano-Acetato de etilo 6:4 5 6 3 o 
Hexano-Acetato de etilo 4:6 7 8 3 o 
Hexano-Acetato de etilo 2:8 5. 7 3 o 

Acetato de etilo 1 00% 2 5 3 o 

Tabla S. Sistema de cluyenles de baja polaridad (no polares). Se muestra las mezclas de eluyenlcs 
empicadas en el desarrollo de las placas, los c.•tractos que se probaron en dicho sislema asl como el número 
de mancl"1s oblcnidas. 
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Sistema de elución 
Extractos (número de manchas obtenidas) 

Acetato de etilo Metanólico Acuoso 
Cloroformo 100% 3 1 o 
Cloroformo-Metanol 9:1 3 1 o 
Cloroformo-Metanol 7:3 2 3 1 
Cloroformo-Metanol 6:4 2 5 2 
Cloroformo-Metanol 5:5 2 4 2 
Cloroformo-Mctanol 3:7 3 4 3 

Metanol 100"/o 2 4 2 
Tabla 6. Sistema de eluyentes de mediana polandad. Se muestra las mezclas de eluyentes empicadas 

en el desarrollo de las placas, los extr.1ctos que se probaron en dicho sistema asl como el número de manchas 
obren idas. 

Sistema de elución 
Extractos (número de manchas obtenidas) 

Acetato de etilo Metanólico Acuoso 
Mctanol-Agua 8:2 2 4 3 
Metanol-Agua 7:3 2 2 2 
MetanoJ-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 eluyentes de alla poland:1d. Se muestra las me7.clas de eluyentcs empicadas en 
el desarrollo de las placas, Jos extractos que se probaron en dicho sistema asl como el número de manchas 
obtenidas. 

Las figuras 8, 9 y 1 O corresponden a los grupos de eluyentes de baja, mediana y alta 

polaridad (respectivamente). 

•• i 
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C' 

D' E' F' 
FiJ,,JUra H. PJacas desarrolladas con un sislcma de clusión hcxano - acclalo de etilo a distinlas 

proporciones. A y A' Hcx 100%. By B' Hcx- AcOEt 8:2. C y e· Hcx- AcOEt 6:4. D y D' Hcx- AcOEt 
4:6. E y E' Hcx- AcOEt 2:8. F y F' AcOEt 100"/o. 

TESm CON 
FALLA JJ.~ ORlGEN 
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A 

D E F 
Figura 9. Placas dcsa1Tolladas con CHCL3- McOH a distintas proporciones. A CHCL" 100%. B 

CHCL,- McOH 9:1. C CHCL,- McOH 7:3. D CHCL,- MeOH 6:4. E CHCL"- MeOH 5:5. F CHCL
3

-McOH 3:7. 
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E F 
Figura ID. Placas desarrolladas con: McOH- H,O. A McOH 100%. B McOH- H20 8:2. C MeOH­

H20 7:3. D MeOH- H,0 5:5. E Bulanol-Ác. acé1ico- Agua 4: 1: l. F Bulanol-Ác. acélico- Agua 5: 1; 4. 

Figura 11. Placa revelada con Licbcnnan- Buchard. 
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Por otro lado los extractos hexánico y de acetato de etilo se desarrollaron en una 

placa de gel de sílice para luego asperjarfes el reactivo de Lieberman-Buchard y así 

determinar la presencia de terpenos y esteroídes. Las manchas obtenidas en la placa 

corresponden a una coloración verde que es indicativo de terpenos en el extracto las cuales 

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

concentración que se presenta. 

BIOENSA YOS CON LAS BACTERIAS 

PRUEBAS l'RELIM/N,IRES 

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

sólo si existe halo o no): 

E•trKto hex6nico Eúncto AcOEI 
B•ctert. 1 uo ... 1 1 1100 ... 1 1 1110 ""' Bacteri. 1 llOLGI 1 1100ual 1 1110ua1 

Escherfchla co/i si 1 si 1 si Escherlchla coN r si 1 si 1 al 
Baeil/us cereus 1 si 1 si 1 si BaciUus C918US si si si 
Bacillus subti/is 1 si 1 si 1 si BaciHus subtilis 1 si 1 si 1 si 

Extracto MeOH Eat,.cto Acuoso 
Bacteria 1 [SO un 1 1100 .... 1IO•"'' a.cteri. 1 110 un) 100·~· 160 

Eschsrfchla co/f 1 no 1 si 1 si Escherichia coli 1 si 1 al 1 si 
Baci/tus cereus 1 si 1 si 1 si BaciHus cereus 1 si 1 si 1 si 
Baci/lus subtiHs no no 1 si BaciJ/us subtills T no 1 no l si 

Los halos observados mostraron diferencias entre elfos siendo unos totalmente 

claros en donde suponemos la muerte de fa bacteria (bactericida) y otros que tuvieron 

menor densidad celular que el resto de la caja (bacteriostático). 

BIOENSA YOS CON U IJACTEIUA facherichia ca/i 

De fa prueba realizada con fa bacteria se obtuvieron los siguientes resultados, los 

datos presentados en las tablas indican el diámetro de inhibición obtenido por cada extracto 

así .como los halos baciericidas (marcados por un asterisco) y los bacteriostáticos (los 

cuales no preséntan marca): 
fi .. ,.,,. 
:; 
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Escherchla coll 
<=xtrar o --.:iexánico t=v1r~cto Ac ,t=, 

ciiia f50unl f100ual '150 ual Caía f5Qun1 f100ual f150 unl 

113,5mm 13,5 mm 16 5 mm• 1 13 mm• 13mm• 14mm 
2 ----- -------- ------- 2----- ---- ----
3----- --------- ------- 3 14,5 mm 13.5mm 13.5 mm 
4 -- - -- 4 
5 13,5 mm• 14,5 mm• 14 5 mm• 5 17 mm• 13mm 13mm 

Extracto Metanólico Cv1r ... ,,..#,. Ac•anC"n 

ca;a i50nnl 1100ua1 1150 "º' CaiB ,f5Qua1 ltOOual 150 ual 
113mm 13mm 13mm 1 13 5 mm 13mm• 13mm• 
2---- ------- --------- 2 16 5 mm 145mm 13 5 mm• 
3 14,5 mm 13mm 13,5mm 3 13,5mm --- 16,5mm 
411.5mm ---- ---- 4135mm• 14 mm 145mm 
514,5mm 14mm 15,5mm 5 

En E1·cherichia coli el extracto hexánico presenta un efecto bactericida, mientras 

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

efecto bacteriostático. 

ANÁLISIS ESTADISTICOS 

Los análisis de varianza realizados con el factor "concentración" en la variable 

dependiente "diámetro del halos de inhibición" se presentan en la tabla 8. 

Extracto Si1!niflcancia 
Hexánico .221 Tabla 8. Valores de significancia para cada extracto. 
Acetato de Etilo .280 
Metanólico .75./ 
Acuoso .871 

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

concentración empleada de cada uno de los extractos. 
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Figura 12. Medias de los halos de inlúbición para cada extracto. (A) hexánico, (B) 
acetato de etilo, (C) metanólico y (O) acuoso. Las unidades de los halos CS1a dado en mm. 

Al utilizar como factor "extracto" (el tipo de extracto empleado en el bioensayo}, en 

la variable dependiente el diámetro del halo de inhibición se obtuvo 0.302 de significancia. 

En Ja gráfica 3 se aprecia que el extracto que presenta el halo con un diámetro mayor es el 

extracto hexánico. 

f , .. 
f.;. / Gráfica J. Media de Jos halos de inhibición de 

cada uno de los extractos. 

\___./ 
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La susceptibilidad de E. co/i no responde al tipo de extracto empleado, sin embargo 

para determinar si los factores concentración y tipo de extracto afectan de manera conjunta 

la susceptibilidad se realizo la ANOVA correspondiente teniendo como resultado la 

siguiente tabla: 

Tipo 111 grados 
Suma de de Suma de 

Factores cuadrados libertad cuadrados F Sla. 
corrected Modal 11.063• 11 1.006 .829 .614 
lntercept 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 
CONCENTR• 

4.075 6 .679 .560 .758 
EXTRACTO 
Error 29.125 24 1.214 
Total 6970.750 36 
Corrected Total 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) así como la interacción de ambos en la susceptibilidad de E. coli. 

Para analizar la variable "actividad biológica" se utilizaron las tablas de 

contingencia bidimensionales y tridimensionales de las cuales se obtuvo que, en el análisis 

bidimensional utilizando la concentración como factor que influye a la actividad biológica 

muestra que ésta no es dependiente de la concentración empleada, caso contrario al analizar 

la actividad biológica en función del tipo de extracto (ver tablas de contingencia bi- y tri­

dimensionales del apéndice B). 

/JIOENSA l'O CON 1..A BACTERIA Baci/lus suhlilis 

Los halos de inhibición obtenidos de! bioensayo se diferencian en función de la 

actividad presentada, ya sea bactericida o bacteriostática. 
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Bac/llus subti//s 
Extracto Héxanico Extracto Aco Et 

Caja {50ug] {100µg] {150 µg] Caja {50µg} {100µg} {150 uOI 
1 13,5mm 14,5mm 13,5mm• 1 13mm• 13mm• 13,5mm• 
2 14,Smm 13mm• 13mm• 2 13mm• 13mm• 13mm• 
3 13mm• 14,5mm ------ 3 13mm• 13,5mm• 13,5mm• 
4 13,5mm• 13,Smm• 13,Smm 4 13mm• 13mm• 13,5mm• 
5 13mm• 13,5mm• 13mm• 5 13mm• 13,Smm• 13,5mm• 

Extracto Metanolico Extracto Acuoso 
Caja {50ug] {100ug] {150 ug] Caja {50ug] {100ug} {150 ug} 

1 15,Smm 13mm• 13mm• 1 15,Smm 13mm• 13mm• 
2 13mm• 13,5mm• 15,Smm 2 15,Smm 13mm• 13,5mm• 
3 13,5mm• 13mm• 15,5mm 3 13,Smm 13mm• 13,5mm• 
4 16,Smm 13mm• 13mm• 4 14,Smm• 14,5mm• 13,5mm 

Bactericida (marcado con asterisco) Bacteriostático (sin marca) 

Con Bacil/11s ~11btilis, en los diferentes extractos a las diferentes concentraciones se 

observó principalmente un efecto bactericida. 

ANÁLISIS ESTADfSTICOS 

Los resultados de la ANOVA de una vía se muestran en la tabla 9. El factor que se 

evalúo fue la concentración empleada en nuestra variable dependiente "diámetro del halo 

de inhibición". 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 Sienificancia 
Hexánico .380 

Acetato de etilo .029 

Metanólico .87./ 
Acuoso .003 

Tabla 9. Valores de signilicancia para 
cada uno de los extractos 
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Intervalo de conflanza 
Diferencia del 95% 

(1) (J) de medias Error Limite Limite 
concentración Cconcentraclón 11- n estandar Sin. Inferior sunerior 
50mg 100mg -.2000 .1291 .304 -.5444 .1444 
(baja) 150mg -.4000• .1291 .023 -.7444 -5.56E-02 
1oomg 50mg .2000 .1291 .304 -.1444 .5444 
(media) 150 mg -.2000 .1291 .304 -.5444 .1444 

150 mg 50 mg .4000• .1291 .023 5.558E-02 .7444 
(alta) 100ma .2000 .1291 .304 -.1444 .5444 

•. La diferencia es slgnlflcattva a valores menores a .05 

Tabla 10. Prueba de Tukey del extracto acetato de etilo. 

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

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

Diferencia 
(1) (J) de medias Error 
Concentración concenlraclón (~JI estandar 
50mg 100mg 1.6000• .4203 
(baja) 150 mg 1.6000• .4203 
100 mg 50mg -1.6000• .4203 
(media) 150mg 

.0000 .4203 

150mg 50mg -1.6000• .4203 
(alta) 100mg .0000 .4203 

•. La diferencia es slgnlficatiVa a valores menores de .05 

Tabla IJ. Prueba de Tukcy del c.'tracto acuoso. 

Intervalo de confianza 
del 95% 

Limite Límite 
Sin. Inferior suoerlor 

.007 .4786 2.7214 

.007 .4786 2.7214 

.007 -2.7214 -.4786 

1.000 -1.1214 1.1214 

.007 -2.7214 -.4786 
1.000 -1.1214 1.1214 

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

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

patrón de los extractos se reporta en la figura 13, donde se aprecia una disparidad en la 

respuesta del halo. de. inhibición obtenida conforme se aumenta la concentración. Tomando 

como factor el. ~xtraéto:(el tipo de extracto empleado en el bioensayo) para determinar si 

infl~ye.~n ~l~h~I'~ de inhibición de B. subtilis se obtuvo un valor de p de 0.143. La gráfica 4 

· m.uest~a qué el 'ei,cira~to aéuoso presentó el diámetro de inhibición mayor en el bioensayo. 
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Figura 13. Medias de los halos de inhibición de cada uno de los extractos 
empicados. (A) hexánico, (B) acelato de etilo, (C) metanólico y (0) acuoso. Las unidades 
de los halos esta dado en mm. 
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inhibición de cada uno de los extractos. 
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En la ANOVA de dos vias el valor de p de la interacción de los dos factores 

(extracto y co_ncentración) es de 0.030 indicándonos que la susceptibilidad de B. subti/is 

esta influida por la interacción que se presenta de la concentración 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 concentración y 

del extracto. 

Caja 

Caja 

B!OENSAYO CON LA BACTERIA Baci//uscereus 

Los resultados del bioensayo se desglosan a continuación: 

Extracto Hexánico 
[50 gJ [100 ,g¡ 

1 19mm 
2 17mm 15mm 
3 13mm 16mm 
4 18mm 15 mm• 
5 18mm 17mm 

Extracto Matanólico 
[50 gJ [100 gJ 

1 17mm 15 mm• 
2 14 mm• 18 mm• 
3 20 mm• 17 mm• 
4---

jjQ~iú~.~-~~~~~~ .. 

(150 ,g¡ Caja 
15 mm 
14 mm 
17 mm 
15 mm• 
15 mm 

(150 gJ Caja 
27 mm• 
15 mm• 
15 mm• 

Extracto Aco Et 
[50 gJ [1 ()() gJ 

1 15mm 15mm 
2 18 mm 19mm 
3 16mm 
4 
5 

17mm 

Extracto Acuoso 

(150 gJ 
15 mm• 
22mm 
18 mm 

[50 gJ [100 gJ [150 gJ 
1 20 mm• 20 mm• 
2 17 mm 19 mm 
3 19 mm 19 mm 19 mm 
4 20 mm• 30 mm• 

Bactericida (marcado con asterisco) Bacteriostático (sin marca) 

ANÁLISIS ESTADISTICOS 

Para Baci//us cereus se realizaron los análisis de ANOV A de cada uno de los 

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

resúl.tados se presentan en la tabla 12. 

Eitractos Signilicancia 
Hexánico 

Acetato de etilo 
0../60 
0.630 

Tabla 12. Resultados de la prueba de ANOVA de la 
concentración de cada uno de los extraeros. 

Metanólico 0.793 
Acuoso 0.539 

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

observándose un patrón ascendente en los casos de los extractos hexánico, acetato de etilo y 

metanólico. 

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 continuación: 

Intervalo de confianza 
Diferencia del 95 % 
de Medias Error Umtte Limite 

(ll Extracto CJl Extracto (1-.f\ estandar Sla. Inferior superior 
Hexanlco AcOEt -1.2222 1.2600 .767 -4.6112 2.1668 

Me OH -1.5556 1.2600 .609 -4.9446 1.8334 
Acuoso -4.3333' 1.2600 .008 -7.7223 -.9443 

AcOEt Hexanlco 1.2222 1.2600 .767 -2.1668 4.6112 
MeOH -.3333 1.3902 .995 -4.0726 3.4059 
Acuoso -3.1111 1.3902 .132 -6.8504 .6282 

Me OH Hexanlco 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 

Acuoso Hexanlco 4.3333" 1.2600 .008 .9443 7.7223 
AcOEt 3.1111 1.3902 .132 -.6282 6.8504 
Me OH 2.7778 1.3902 .207 -.9615 6.5170 

'.La diferencia es slgnincallva a valores menores a .05 

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

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

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

halos de inhibición más baja y más alta respectivamente. 
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Figura 14. Medias de los halos de inltibición de cada unn de los extractos 
empicados. (A) hc.xánico, (B) acetato de etilo, (C) melanólico y (D) acuoso. Lns unidades 
de los lmlos esta dado en mm. 

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

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

sin embargo al realizar los análisis de la actividad biológica en tablas de contingencia se 

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

B). 

/
/ 

118 
f.. / á ________ / 

::~/ 

Extracto 

Gráfica 5. Medias de los halos de 
inhibición de los cuatro cxtraclos. 
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BIOENSA YO DE Artemia salina. 

Los resultados obtenidos en el bioensayo de Artemia salina se muestran a 

continuación, y teniendo en cuenta que la lectura de sobrevivencia se llevo a cabo a las 24 h 

de haber montado el experimento. 

Extracto Hexáni co Extracto AcOEt 
Tubo 1000 .... m 100 10 control Tubo 1000n..m 100nnm 10 control 

1 1 8 10 10 1 o o • 10 
2 2 5 9 10 2 o 1 8 7 
3 o 10 9 10 3 o 2 8 9 
4 o 10 10 10 4 o o 8 10 
5 o 8 9 9 5 o 1 5 8 

E.>etractoMeOH Extracto Acuoso 
Tubo 1000--- 100 10nnm conlrol Tubo 1000nnm 100Dlllm 10 control 

1 8 8 8 7 1 o 2 3 7 
2 7 7 8 8 2 o o .. 9 
3 6 8 10 9 3 o o 5 7 
4 8 8 9 4 o 5 2 8 
5 5 8 9 5 8 8 

ANÁl..ISJS ESTADÍS/'ICOS 

SeJealizó el ANO VA para cada uno de los extractos empleados, el resultado se 

presenta. en las siguientes tablas: 
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ANOV A de una vía 

Factor: co11ce11tració11 Variable dependiente: sobrevive11cia 

Extracto Hexánico 

Orados 
Suma de de Media de 

cuadradas libertad cuadrados F SI 
Entre grupos 280.000 3 93.333 67.879 .000 
Dentro de 

22.000 16 1.375 grupos 
Total 302.000 19 

Para poder determinar cuales concentraciones son las que influyen en la mortandad 

de Arlemia salina se realizaron para cada ANOVA la prueba de Tukey encontrando que 

para las concentraciones empleadas con el extracto hexánico muestran que las diferencias 

significativas en las concentraciones aplicadas se observan entre las concentracion de 1000 

ppm y la de 100 ppm (valor de "p" =O.O) y la de 1000 ppm y la del O ppm (valor de "p" 

=O.O)." Esto nos indica que el factor de concentración que afecta a la sobrevivencia de la 

·Arlemia sa/i11a es la concentración de 1000 ppm y no las concentraciones más bajas, las 

cuales con respecto al control no presentan diferencias significativas (gráfica 6). 

Pmeba de '/'ukev 

Intervalo de confianza 
Diferencia del 95% 
de Medias Error Limite Limite 

m Concentración {J) Concenlraclón (1-Jl estandar Slg. Inferior superior 
control 10ppm .40 .74 .940 ·1.72 2.52 

100 ppm 1.60 .74 .170 -.52 3.72 
1000 ppm 9.20- .74 .000 7.00 11.32 

10ppm control -.40 .74 .940 ·2.52 1.72 
100 ppm 1.20 .74 .397 -.92 3.32 
1000 ppm e.ea- ,74 .000 6.60 10.92 

100ppm control ·1.60 .74 .170 ·3.72 .52 
10ppm -1.20 .74 .397 ·3.32 .92 
1000 ppm 1.so• .74 ººº 5.40 972 

1000 ppm control ·9.20- .74 .000 ·11.32 ·7.08 
10ppm ·B.60- .74 .000 ·10.92 ·6.68 
100 ppm ·7.So· .74 .000 ·9.72 -5.48 

•.Las diferencias son s1anmcat1vas a valores menores del .05. 
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ConcentraclDn fppml 

suma de 
cuadrados 

Entre grupos 270.550 
Dentro de 

22.400 grupos 
Total 292.950 

Pnwba de 7i'kev 

(1) Concentración (J) Concentración 
control 10ppm 

100 ppm 
1000 ppm 

10ppm control 
100 ppm 
1000 ppm 

100ppm control 
10ppm 
1000ppm 

1000 ppm control 
10ppm 
100 DDm 

Gráfica s. Medias de la mortandad de la anemia a 
las diferentes concentraciones empleadas. 

Extracto AcOEt 

Orados 
de Media de 

libertad cuadrados F Sla. 
3 90.183 64.417 .000 

16 1.400 

19 

Intervalo de connanza 
Diferencia del95'!1. 
de Medias Error Limite Límite 

(~J) estandar Sla. Inferior superior 
2.6119 .75 .015 .46 4.74 
e.oo• .75 .000 5.86 10.14 
e.so• .75 .000 6.66 10.94 

-2.6119 .75 .015 -4.74 -.46 
5.40' .75 .000 3.26 7.54 
6.20· .75 ·ººº 4.06 8.34 

-a.oo• .75 ·ººº -10.14 -5.86 
-5.40• .75 ·ººº -7.54 -3.26 

.BO .75 .713 -1.34 2.94 
-e.so• .75 .000 -10.94 -6.66 
-s.20· .75 .000 ·B.34 -4.06 

-.BO .75 .713 -2.94 1.34 

•. Las diferencias son significativas a valores menores del .05 . 
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La prueb~ deTukey s~ in~dica que las concentraciones empleadas del extracto de 

AcOEt las quep~ese'~tandifer~~cia~ significativas entre la de 10 ppm y 100 ppm, y 10 ppm 

y lOÓ~p~~~jr{~~;"~/;le~~~¡~'~na diferencia significativa entre las concentraciones de 

100 ppm y •'10Óo,,:~~~. :_con ·respecto al control todas las concentraciones presentan 

diferencias si~llifl~aliJ~s (gráfica 7). 
··-···;·',·;-- - -

i. 
I. 

··-

Suma de 
cuadrados 

Entre grupos 14.550 
Dentro de 24.400 grupos 
Total 38.950 

Gráfica 7. Medias de la mortandad de la artemia a 
las diferentes concentraciones empicadas. 

Extracto MeOH 

Orados 
de Media de 

libertad cuadrados F Sla. 
3 4.850 3.180 .053 

16 1.525 

19 

Para los análisis de ANOV A de una vía se obtuvo que el extracto metanólico a las 

concentraciones empleadas no muestran diferencias significativas en la mortandad de 

Artemia salina (gráfica 8), opuesto a lo encontrado en las concentraciones empleadas de los 

extractos hexánico y acetato de etilo. 
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Gráfica 8. Medias de la monandad de la artcmia a 
las diferentes concentraciones empicadas. 

.. .... . ....... 

Extracto Acuoso 

Orados 
Suma de de suma de 

cuadrados libertad cuadrados F Sla. 
Entre grupos 139.600 3 46.533 11.781 .000 
Dentro de 

63.200 16 3.950 grupos 
Total 202.800 19 

Pnieba de T11key 

Intervalo de connanza 
Diferencia del 95'16 

(1) (J) de Medias Error Limite Limite 
Concentración Concentración 11-.1\ estandar Sla. Inferior suoertor 
control 10 ppm 3.40 1.26 

100 ppm 4.40* 1.26 
1000 ppm 7.40* 1.26 

10ppm control -3.40 1.26 
100 ppm t.00 1.26 
1000 ppm 4.00* 1.26 

100 ppm control -4.40* 1.26 
10ppm -1.00 t.26 
1000 ppm 3.00 1.26 

1000 ppm control -7.40* 1.26 
10 ppm -4.00* 1.26 
100 DPm -3.00 1.26 

'. Las diferencias son slgnJncattvas a valores menores del .05. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

.067 -.20 7.00 

.014 .80 B.00 

.000 3.80 11.00 

.067 -7.00 .20 

.855 -2.60 4.60 

.027 .40 7.60 

.014 -8.00 -.80 

.855 -4.60 2.60 

.120 -.60 6.60 

·ººº -11.00 -3.80 
.027 -7.60 -.40 
.120 -6.60 .60 
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En las concent.raciones empleadas con el extracto Acuoso con la prueba de Tukey se . - -

estimó que las concentraciones que presentan diferencias significativas son entre la 

concentración de 10 ppm i Ía de 1000 ppm sin que las concentraciones de 1 O ppm y las de 

100 ppm presenten diferencias significativas (gráfica 9). Asi mismo el control y la 

concentracioJ?i d~ · · io ·- p~~' no presentan diferencias significativas pero entre las 

concentraciones de 10~ ppm y 1000 ppm sí existen diferencias. 

·-----

Gráfica 9. Medias de la monandad de la anemia a 
las difcrcmes coneentrncioncs empicadas. 

ANOVA de una vía 

Factor: extractos Variable dependiente: sobrevivencia 

Orados 
Sumada de Media de 

cuadrados libertad cuadrados F Sla. 
Entre grupos 249.250 3 83.083 7.547 .000 
Dentro de 

836.700 grupos 76 11.009 

Total 1085.950 79 
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l'nieha de Tukey 

Diferencia 
de Medias 

(11 Extraclos 1.n Extractos 11 • .n 
Hexanlco AcOEt 3.05 

MeOH -.55 
ACUOSO 3.40 

AcOEt Hexánlco -3.05 
Me OH -3.60 
Acuoso .35 

Me OH Hexánlco .55 
AcOEt 3.60 
Acuoso 3.95 

Acuoso Hexánlco ·3.40. 
AcOEt -.35 
MeOH -3.95 

Intervalo de confianza 
del 95% 

Error Umtte Umtte 
estandar Sla. Inferior suoerior 

1.05 .024 .29 5.81 

1.05 .953 -3.31 2.21 
1.05 .009 .64 6.16 
1.05 .024 -5.81 ·.29 
1.05 .005 -6.36 -.84 

1.05 .987 -2.41 3.11 
1.05 .953 -2.21 3.31 
1.05 .005 .84 6.36 
1.05 .002 1.19 6.71 
1.05 .009 -6.16 -.64 
1.05 .987 -3.11 2.41 
1.05 .002 ·6.71 ·1.19 

Gráfica JO. Medias de la mortandad de la 
anemia a las diferentes concentraciones empleadas. 

En fa 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 fa gráfica 1 O dónde se aprecia que los extractos con decremento en fa 

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

Factores: co11ce11tració11 y extracto Variable dependiente: sobreviva11cia 

Tlpolfl Orados 
Suma de de Media de 

Source cuadrados libertad cuadrados 
Corrected Model 953.950• 15 63.597 
lnlercept 2442.050 1 2442.050 

CONCENTR 523.750 3 174.583 
EXrRACTO 249.250 3 83.083 
CONCENTR• 

180.950 9 20.106 EXTRACTO 

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: Concentración [ppml 

Diferencia 
de Medias Error 

F Sla. 
30.835 .000 

1184.024 .000 
84.646 .000 
40.283 .000 

9.748 .000 

Intervalo de confianza 
del 95% 

Limite Umne 
(1) Extractos (J) Extractos (1-J) estandar Sla. Inferior superior 
Hexánlco 

AcOEt 

MeOH 

Acuoso 

AcOEt 3.05 .45 
Me OH •.55 ,45. 
Acuoso 3.40 .45 
Hexánlco ·3.05 .45 
Me OH -3.60 .45 
Acuoso .35 .45 
Hexánlco .55 .45 
AcOEt 3.60 .45 
Acuoso 3.95 .45 
Hexánlco ·3.40 .45 
AcOEt ·.35 .45 
Me OH -3.95 .45 

TESIS CO~T 
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·ººº 1.85 4.25 
.622 ·1.75 .65 
.000 2.20 4.60 

·ººº -4.25 ·1.85 
.000 ·4.80 ·2.40 
.867 ·.85 1.55 
.622 ·.65 1.75 
.000 2.40 4.80 
.000 2.75 5.15 
.000 -4.60 -2.20 
.867 -1.55 .85 
.000 ·5.15 ·2.75 
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Factor: Extractos 

Intervalo da connanza 
Diferencia del95'1. 
de Medias Error Umtte Limite 

(1) Concentración (Jl Concenlraclón <1-J) estandar Sla. Inferior sunertor 
control 10ppm 1.60 .45 .004 .40 2.80 

100 ppm 3.80 .45 ·ººº 2.70 5.10 
1000 ppm 6.80 .45 .000 5.60 8.00 

10ppm control -1.60 .45 .004 -2.80 -.40 
100ppm 2.30 .45 .000 1.10 3.50 
1000 ppm 5.20 .45 .000 4.00 6.40 

100 ppm control -3.90 .45 ·ººº -5.10 -2.10 
10ppm -2.30 .45 .000 ·3.50 -1.10 
1000ppm 2.90 .45 ·ººº 1.70 4.10 

1000 ppm control -6.80 .45 .000 ·B.00 -5.60 
10ppm -5.20 .45 ·ººº -6.40 -4.00 

.· 100 oom -2.90 .45 000 ·4.10 -1.70 

Para la ANOVA de dos vías se tiene que el factor co11ce111ració11 presenta 

diferencias significativas, el factor extracto presenta a su vez diferencias significativas y la 

inte.racción de los factores, indicando con ello que la sobrevivencia de Artemia salina se ve 

afectada por la concentración empleada, el extracto y la interacción que se da entre la 

concentración y el extracto (gráfica 11 ). 
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Curva de dosis 
respuesta para la prueba 
de Artcmia salina con 
los cuatro distintos 
c.xtractos 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 concentración y el tipo de extracto, esto se ve corroborado por la ANOVA 

de dos vías donde el valor de p reportado para la interacción de las dos variables 

(concentración y tipo de extracto es de O.O); en las tablas de contingencia bidimensionales 

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

la concentración. 

Con respecto al análisis Probit del extracto hexanico se estimó una DL,o de 156.23 

ppm, para el extracto acetato de etilo una DL30 de 13.50 ppm y el extracto acuoso una DL3o 

de 7.77 ppm teniendo una DL30 mayor a 1000 ppm para el extracto metanólico (apéndice 

C). 

DISCUSIÓN 

ANÁLISIS QUÍMICO 

&\TRACTO llEVÁNJCO 

En las placas cromatográficas del extracto hexánico se presenta una mancha que se 

presenta al frente del perfil cromatográfico 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 elución que 

presentan un mayor número de manchas para el e¡c:tracto hexánico 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 elución 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 más cercanas al punto de aplicación pero se pierde 
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resolución con las manchas ya obtenidas, por ello se propone como mejor sistema de 

elución el sistema hexano-acetato de etilo 8:2 para el extracto hexánico. 

En las pruebas colorimétricas y de precipitación, el extracto hexánico resultó 

positivo para la prueba de terpenos y esteroides, presentando la reacción la mayor 

intensidad de todos los extractos, siendo ésta de color verde. Para los grupos de 

flavonoides, glucósidos y alcaloides el extracto no presento reacción positiva (tabla 4). 

Para poder determinar cual o cuales manchas eran las que presentaban la reacción a 

terpenos y esteroides se utilizó en una cromatografia de capa fina el sistema de elución 

hexano- acetato de etilo 4:6, observándose dos manchas con reacción 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 reacción se puede suponer 

que la concentración 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 DEACf..l'ATO DE !!.TILO 

Para el extracto de acetato de etilo las pruebas colorimétricas y de precipitación 

resultaron ·positiva para terpenos y esteroides así como para alcaloides sin presentar 

reacción para glucósidos y flavonoides. Para determinar la o las manchas que 

correspondían a la prueba de terpenos y esteroides se procedió de la misma manera que con 

el extracto. hexánico, desarrollando una placa con el mismo sistema de elución (figura l 1). 

La mancha que resulto positiva a la prueba se ubica al centro de la placa (figura J 1). 

Al obtener los Rf de las manchas que resultaron positivas de la prueba de terpenos y 

esteroides (figura 11), en el extracto hexánico las manchas presentan un Rf del 0.914 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 reacción positiva en los dos 

extractos se pueden considerar como compuestos distintos. 
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En los perfiles cromatográficos se observó que al desarrollar la placa en varios 

sistemas de elución doroformo-metanol los perfiles no eran adecuados. Al desarrollarse el 

extracto en eluyentes de alta polaridad (metanol-agua) se llega a presentar un número 

i~fedor a los obtenidos en el sistema de elución cloroformo- metano! (placas de la figura 

10), sin embargo al desarrollarse en butanol-ác. acético- agua 5: 1 :4 se obtiene una 

·resolución en la placa de 6 manchas mostrándonos que el extracto se constituye de 

. compuestos de diferente polaridad. 

El perfi 1 cromatográfico presentado en las placas desarrolladas en los sistemas de 

elución hexano- acetato de etilo con mayor definición es el hexano-acetato de etilo 8:2 

siendo éste de siete manchas (figura 8). El número máximo de manchas obtenidas en un 

perfil cromatográfico es por el sistema de elución hexano-acetato de etilo 4:6 con ocho 

manchas siendo su perfil de baja resolución, aun cuando la resolución de éste no es buena 

la información obtenida por él complementa el perfil cromatográfico obtenido del sistema 

de elución hexano-acetato de etilo 8:2. 

E.\7RAC7V AIETANÓUCO 

Para el caso del extracto metanólico el desarrollo del extracto en los sistemas de 

elución de baja polaridad se obtienen tres manchas a partir de la mezcla hexano-acetato de 

etilo 8:2, presen.tan~o· dos manch~s visibles a onda corta y una al utilizar sulfato cérico 

(placas de la B •,--¡¡')~ F' de la figura 8). Estas tres manchas se presentan en los siguientes 

sistemas de: eIJción d.e baja polaridad "hexano-acetato de etilo 8:2, 6:4, 4:6 y 2:8". 

•• < ;· ~:· ·,~f·~~'._·:'f~hf:.', .. :: '..: 
·,,'f.; ~:;.¿;' :". 

·En los. ~isterllas de elución de mediana polaridad, las placas de la fi¡,'llra 9 nos 

muestran u~·pat~é>ll de manchas bien desarrolladas a partir de la mezcla cloroformo-metano! 

· 6:~ (pJáb~ ri'd~-j~·fiiura 9) siendo ésta misma placa la que presenta el mayor número de 

\rnari'éhas obtii~id_a~·c)~I extracto de los tres sistemas de elución empleados. Sin embargo aun 

~~a~clo'''el ~i;ie;n·~:' rhuestre· el mayor número de manchas estas no se encuentran bien 

· desarrollida~_'y;! que iie. loc_alizan cercanas al punto de aplicación del extracto (placas de la 

figura 9). ·Al contiriuar illc~ementando la polaridad de cloroformo-metano! 6:4 a cloroformo 
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-metano! 4:6, el patrón de manchas se mantiene hasta el perfil cloroformo-metanol 3:7, 

presentándose dos nuevas manchas que antes no se habían desarrollado siendo visibles a 

onda corta únicamente sin embargo la resolución que se obtiene del perfil es deficiente, 

esto nos hace suponer que el extracto en realidad no presenta un máximo de cinco manchas 

si no de siete y que el sistema de elución que presenta el mejor perfil cromatográfico 

desarrollado es el cloroformo-metanol 6:4 complementándose con el perfil cromatográfico 

cloroformo-metanol 3:7. 

Las placas desarrolladas en el sistema de elución de alta polaridad llegan a presentar 

patrones de manchas menores a cinco, sin embargo el desarrollo de dichas manchas la 

resolución es baja ya que éstas se localizan cercanas al punto de aplicación o al frente del 

disolvente obteniendo también manchas muy concentradas o solapadas unas con otras 

(figura 10). 

Comparando las placas de los extractos hexánico, acetato de etilo y metanólico ( 

figuras 8, 9 y 1 O}, se puede pensar que el ó 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 aplicación, haciéndonos suponer que 

la extracción no fue muy selectiva sin embargo al tomar como referencia el centro de cada 

una de las manchas obtenidas en los distintos sistemas de elución probada se logró apreciar 

las diferentes distancias que cada mancha recorrió 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 más de dos extractos. 

El resultado obtenido en la pruebas calorimétricas y de precipitación para terpenos y 

e~teroides, glucósidos y alcaloides para el extracto metanólico resultaron negativas y para 

flav'?noides resulto positivo teniendo una intensidad de la reacción muy tenue. Sin embargo 

al.poner de manifiesto la intensidad de reacción de cada una de las pruebas calorimétricas y 

de, precipitación para los tres extractos se llega a apreciar que los extractos con menor 
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rendi.m.iento en la extracción son los que presentan una intensidad mayor (ver tablas 3 y 4) 

y considerando que la intensidad de la reacción es una forma indirecta de saber la 

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

positiva la prueba, podríamos suponer que los extractos con mayor cantidad de compuestos 

don reacción positiva a las pruebas calorimétricas y de precipitación son el hexánico y el de 

acetato de etilo y por último el metanólico. Dicho orden no representa o es una propuesta 

de prioridad para la búsqueda de metabolitos secundarios con alguna posible aplicación o 

importancia económica ya que esto esta en función del objeto de estudio y de la 

purificación y caracterización de los compuestos que resultaron positivos para dichas 

pruebas. 

&\TRACTO ACUOSO 

Al realizar las pruebas para la determinación de los grupos de metabolitos 

secundarios presentes en el extracto acuoso se obtuvo que para terpenos y esteroides resultó 

positivo dando una coloración rosa y una intensidad de reacción baja. Para el caso de 

flavonoides resultó positivo con una intensidad de reacción baja pero mayor que la 

presentada por el extracto metanólico, en la prueba de glucósidos y alcaloides no se 

presentó reacción alguna. Comparando las reacciones obtenidas de los extractos con 

disolventes orgánicos y el acuoso se aprecia la diferente composición que se presenta en 

cada uno de los extractos y la separación de los mismos a partir de la polaridad que éstos 

presentan, diferenciandose el extracto acuoso aún del extracto metanólico (el cual se le 

considera un disolvente orgánico polar, tabla 4). Dichas diferencias se remarcan en el 

patrón de manchas obtenidas en las placas desarrolladas en los diferentes sistemas de 

elución, siendo que en el sistema de baja polaridad el extracto acuoso no presentó mancha 

alguna (figura 8), hasta utilizar el eluyente cloroformo-metanol 7:3 (placa e de la figura 9) 

sin embargo el desarrollo de las placas es deficiente ya que las manchas se localizan muy 

cercanas al punto de aplicación o al frente del disolvente. Al observar las placas del sistema 

de elución de alta polaridad (tabla 7 y figura 10) se presentó un número máximo de cinco 

manchas con el eluyente butanol-ác. acético-agua 5: 1 :4 teniendo una resolución buena para 

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

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

DETERMINACIÓN DEL TIPO DE ACTIVIDAD 

BIOENSA ro CON BACTERJAS 

En los resultados del bioensayo con Escherichia coli se observa que al probar el 

extracto hexánico se obtiene un patrón de incremento en el diámetro del halo de inhibición 

en función del aumento de la concentración (gráfica 12), observándose la actividad 

bactericida y bacteriostática en las concentraciones de 50 mg y 100 mg y una total 

actividad bactericida en la concentración de 150 mg (gráfica 13). 

Gralica 12. Obtención de los halos 
a partir de las concentrncioncs empleadas 

del extracto hc.xánico. 
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Gráfica 13. Patrón del tipo de actividad 
reportada en cada una de las concentrnciones. 
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En JosresulÍados"de la prueba con el extracto de acetato de etilo se obtuvo un 

decremento en :1 ciilÍ.ri~i~~ d~I halo de inhibición conforme la concentración del extracto 

aumenta.ha (gráfi~ 14f acompañado de la disminución del tipo de actividad bactericida 

(gráfica 15) en: las concentraciones de 50 mg y IOO mg y una actividad totalmente 

bacteriostatic¡ en la c~ncentración de 1 so mg. 

Grafica 14. Respuesta de Jos halos a 
partir de las concentraciones empicadas del ex­
tracfo AcOEt. 

"' -----------u:.,.<-------=-------! 

Gráfica IS. Patrón del tipo de actividad del 
extracto con acetato de clilo. 

En el caso del extracto metanólico el diámetro del halo de inhibición presenta un 

incremento de acuerdo al aumento de la concentración (gráfica 16) y el tipo de actividad 

que se presenta en cada una de las concentraciones es la bacteriostática (gráfica 17). 

Grafica 16. Respuesta media de los 
halos a partir de las conccntrncioncs empicadas. 
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Gráfica 17. Patrón del tipo de acthidad del 
extracto melanólico. 
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Para el caso del extracto acuoso el patrón del incremento del halo de inhibición no 

es claro por la dismunición del número de muestras que se tienen para la concentración de 

100 mg (gráfica 18). El patrón 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 concentración alta (gráfica 19). 

G ránca 111. Rcspucsla media de los halos 
a partir de las conccnlracioncs empicadas. 

14.3 

Gráfica J!I. Palr6n del lipo de actividad 
oblenida en el exlraclo acuoso 

114.2 

I 
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l'orKanlrk,.., .. 

Los extractos se pueden agrupar de acuerdo a las semejanzas en el patrón de 

respuesta del diámetro del halo de inhibición de la bacteria, observando que los extractos 

hexánico y metanólico son semejantes y a su vez los extractos de acetato de etilo y acuoso. 

En lo que se refiere al patrón de la actividad observada para cada extracto se aprecia 

que en el hexánico, acetato de etilo y metanólico la actividad bactericida disminuye de 

acuerdo se incrementa la polaridad del extracto. 

Para el caso del extracto acuoso los diámetros del halo de inhibición y de la 

actividad biológica difieren de la observada en el extracto metanólico, 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 metanólico. 

~ 
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. ' . . . 
Para todos los casos Jos análisis de ÁNOVA nos indican que las concentraciones no 

presentan dife~encias sig~ificaÚvas en la respu~sta del diámetro del halo de inhibición. El 

tip¡; de extracto ll~i · ~isnl"~ n¡; presenta diferencias significativas en la sensibilidad de la 

bacteria, en Ja gráfic~ ;O ·se aprecia el patrón del diámetro del halo de inhibición que se da 

en cada uno de Jos extractos. 
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Gr-.ilica 20. Diámetro del halo inhibitorio de cada uno de los extrnC1os en las concentraciones 
manejadas para E coli. 

Sin embargo, con las tablas de contingencia se observó que el patrón del tipo de 

actividad es dependiente del tipo de extracto más que de Ja concentración empleada . 

. Para el caso de Baci/us subti/is se observó que el extratco hexánico presentó un 

.·:patrón- de decremento en el diámetro del ·halo de inhibición acorde al incremento de la 

concentración (gráfica 21 ), el tipo de actividad que se encuentra en el extracto presenta un 
l'' ., 

liger,o inc_remento de la actividad bactericida en la concentración más alta sin embargo el 

número de datos para Ja concentración más alta es menor respecto a las concentraciones 

baja y media (gráfica 22). 
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Gráfica 21. Respuesta obtenida en 
los halos a partir de la concentración empicada. 
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Gráfica 22. Patrón de la actividad observada 
para el extracto hcxánico. 

El extracto hexánico no presentó diferencias significativas en lo que respecta a las 

concentraciones empleadas, caso opuesto se presentó 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 gráfica 23 se puede observar un incremento en el diámetro del halo 

de inhibición en función del incremento de la concentración. El tipo de actividad que se 

presentó fue bactericida en las tres concentraciones empleadas (gráfica 24). 

Gráfica 2J. Respuesta obtenida en 
los halos a partir de la conccntrJción empicada 

,,!....,,._------=o--------:I 

GráfH:a 24. Actividad observada para el 
c.xtraclo de acetato e etilo. 

El extracto metanólico presenta un patrón de incremento en el diámetro del halo de 

inhibición en las concentraciones media y alta (gráfica 25) y el tipo de actividad encontrado 

fue principalmente bactericida. manteniendo las proporciones de la actividad en las 

concentraciones (gráfica 26). Las diferencias estadísticas no son significativas. 
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Gráfica 25. Respuesta ob1enida en los 
halos a partir de Ja conccnlmción empicada. 
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Gráfica 26. Parrón del üpo de aclividad 
observado para el extracto mctanólico. 

Como en· el . easo del extracto con acetato de etilo, el extracto acuoso presenta 

diferencias significativas en la concentración baja con respecto a las concentraciones media 

y alta {gráfica 27) y el patrón en el tipo de actividad reportada es principalmente bactericida 

en las concentraciones media y alta y bacteriostático en la concentracion más baja (gráfica 

·Gráfica 27. Respuesta ob1enid1 en 
Jos l~1los a partir de la conccntmción emplcad<L 

":...'----------------' 

Grafica 28. Tipo de aclividad prcscnL1da 
por el cxtraclo acuoso. 
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Los extractos empleados para el bioensayo con B. s11bti/is no presentan diferencias 

significativas entre si en lo que respecta al diámetro del halo inhibitorio teniendo una 

respuesta semejante en cada una de las concentraciones de cada uno de los extractos 

(gráfica 29) y se presentan diferencias significativas en lo que respecta a la concentración 

empleada y el extracto que se usa. 
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·Con las íablás de contingencia se observó que el tipo de actividad es independiente 

de la concentraci~n empleada y del extracto.en sí. El tipo de actividad que se encuentra 

principalmente es el bactericida. 
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Gráfica 29. Diámetro de los halos de inlúbición de cada W10 de los extractos empleados en Bacilus 
subtilis. 

Para Bacillus cereus en el extracto hexánico se observó, con Jos análisis 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 está 

determinada por la concentración. El patrón que se obtiene del extracto se puede apreciar 

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

El patrón del tipo de actividad que se observó para este extracto es principalmente 

bacteriostático (gráfica 3 1 ). 
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Gráfica JO. Respuesta obtenida de los 
halos a partir de Ja i::óriccntracióri empicada. 
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Gráfica JI. Tipo de actividad observada para 
el extracto hc.xánico. 
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El extracto de acetato de etilo, muestra un patrón de incremento en la sensibilidad 

de la bacteria en función del incremento de la concentración (gráfica 32). El extracto 

muestra principalmente la actividad bacteriostatica (gráfica 33). 

Gráfica 32. Respuesta obtenida de los 
Julios a partir de la concentración empicada. 

Gráfica JJ. Tipo de acti\'idad reportada para 
cada una de las conccntmcioncs empicadas. 

ti~¡_ ____________ _, soma 1001111 
C'oncailrw:'6cl 

ISO•a -
Caso opuesto se reporta para el extracto metanólico 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 patrón que presenta el extracto metanólico (gráfica 34) es semejante al obtenido por el 

extracto con acetato de etilo y al reportado por el extracto acuoso (gráfica 36). El patrón del 
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FALLA DE ORIGEN 

67 



tipo de actividad que se observa en el extracto metanólico es principalmente bactericida 

(gráfica 35). 

Gráfica 34. Respuesta obtenida de los 
halos a partir del extracto metanólico. 
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Gráfica 36. Respuesta obtenida de los 
halos a partir del éxtrncto acuoso. 

Gráfica JS. Patrón de la actividad observada 
en el extracto mctanólico 
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Gráfica 37. Patrón de la actividad observada 
en cJ extracto acuoso. 
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El extracto acuoso presenta tanto actividad bactericida como bacteriostática en las 

tres concentraciones en proporción semejante aunque existe un incremento de la actividad 

bactericida en la concentración media y alta (gráfica 37). 

En Jos 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 Ja susceptibilidad de Ja bacteria. Los 

extractos que presentan dicha diferencia entre si son los extractos hexánico y acuoso, esto 
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se puede apreciar en la gráfica 38, dónde el extracto hexánicci presenta los halos de 

inhibición me~o~es' al resto de los extractos. 

24 

22 

~ 
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ID 20 g 

~ 
......... -.... ______ ,, 

-.... -.. , .. 
Extractos 

E 18 
•<U 
i5 Hexánlco 

Acetato de etilo 
18 ------ Metanólico 

Acuoso 

Concentración 

Gráfica 38. Halos oblenidos en respuesla del exlrnclo empicado en B. cereus. 

En las tablas de contingencia se obtuvo que la actividad biológica 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 

patrón que se encontró en Escherichia co/i y Baci/us suhtilis es muy semejante (figura 16). 

TI:Sl8 CQI,i 
FALLA DE ORIGEN 
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Fi1111ra 16. Patrones encontrados para cada uno de los extractos en cada wia de 
las bacterias empicadas. En la parte superior izquierda se observa el c.~tracto hexánico seguida 
del c.~tracto con acetato de etilo a su derecha, el extracto rnetanólico se encuentra en la parte 
inferior izquierda y el acuoso en la parte inferior derecha. 

Siendo que para Escherichia co/i observamos halos de inhibición de mayor tamaño 

en el extracto hexánico, seguido en orden por el acuoso y el de acetato de etilo y por último 

el rnetanólico. Para el caso de Baci//11s s11bti/is los extractos metanólico y acuoso responden 

de una manera semejante seguido por el hexánico y por último por el de acetato de etilo 

aunque éste presenta diferencias significativas. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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BIOENSA YO CON Arlemia salina 

En el bioensayo •realizado con ¡lrtemia salina las concentracio~es que presentan 
~ : :. ,-... : .. . • ' . . . ! .' 1 

diferencias_signi,fic,ati~a.s en las. pruebas de cada uno de los extractos con respecto al control 

son: las concentraciones del extracto hexánico solamente a 1000 ppm, el de acetato de etilo 

a las tres. concentracio11es utilizadas se presenta diferencias significativas (es decir a 1 O, 100 

y, 1000 ppni).y:ef.extracto.acuoso a 100 ppm y 1000 ppm, para el caso del extracto 

m~t~~Óli~~ la~' ~~~·~~~;;aciones. utilizadas no presentan diferencias significativas con 

· re~pe~to al ~()nt;¿1::'\,ie~do Jos resultados se puede apreciar que el extracto que reduce la 

s~b;~~ive~~¡~ d~i J~stá~~o es el extracto de acetato de etilo ya que a JO ppm ya presenta 
•:_>J-.. ·• 

diferencias con respecto' al control. 
' · ... ;" /.'.<";.'"-· . ·-~' .,. 

' . Los'resuÍtádÓs del análisis Probit nos indican que los extractos más activos son el 

acuoso ~n una DLso de 7. 77 ppm, seguido por el extracto de acetato de etilo con una DLso 
~ .. ¡ 

D .. 50 ppm y el extracto hexanico con una DL50 156.22 ppm,. Para el extracto metanólico la 

· DL50 obtenida es mayor de 1000 ppm. 

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

determinar si el extracto probado en éste sistema tiene una posible aplicación como extracto 

con propiedades insecticidas, lo cual se ve confirmado con el trabajo de Hein et al. (en 

prensa), obteniendo compuestos con propiedades insecticidas del extracto de acetato de 

etilo realizado a partir del micelio de Gynmopus dryophilus en Helicoverpa ::ea y 

Spodopterafrugiperda encontrando que los estadios larvales y adultos presentan irritantes 

gastrointestinales. Los tres compuestos aislados por Hein et al. (en prensa) dos de ellos ya 

habían sido aislados en Rhodocollybia maculata presentando las actividades antifúngicas, 

citotóxicas y actividad antiviral. 
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CONCLUSIÓN 

A partir de la extracción química se puede indicar que el extracto con mayor 

rendimiento fue el extracto acuoso seguido por el extracto metanólico y éste a su vez por el 

extracto de acetato de etilo y por último el extracto hexánico. 

De las pruebas de los metabolitos secundarios realizadas en los cuatro extractos Ja 

prueba de terpenos y esteroides se presento positiva para los extractos hexánico, acetato de 

etilo y acuoso. La prueba de alcaloides sólo resulto positiva para el extracto de acetato de 

etilo. La prueba de flavonoides resulto positiva para el extracto metanólico y acuoso siendo 

éste último el que obtuvo una coloración más intensa. La prueba de glucósidos resulto 

negativa para los cuatro extractos. 

El desarrollo del perfil cromatografico del extracto hexánico en la mezcla de 

eluyentes hexano: acetato de etilo 8:2 presenta el mayor número de manchas (siete) 

teniéndolo como el mejor sistema de elusión empleada para dicho extracto. El desarrollo 

del extracto hexánico en algunas zonas presenta semejanzas con el obtenido del extracto 

acetato de etilo, desarrollado en el mismo sistema de elusión. 

Para el caso del extracto acetato de etilo se presenta el mejor sistema de elusión el 

hexano: acetato de etilo 6:4, obteniendo siete manchas. Pareciéndose algunas zonas del 

desarrollo del extracto con el obtenido con el extracto hexánico con el sistema hexano: 

acetato de etilo 6:4. También se presenta un buen desarrollo del extracto de acetato de etilo 

en la mezcla butano!: ac. acético: agua obteniendo seis manchas. 

Con el extracto metanólico se presento como mejor sistema de elusión la mezcla 

cloroformo: metano! 3:7 obteniéndose cuatro manchas, dos de las cuales se presentan en el 

extracto acuoso, desarrollado en el mismo sistema de elusión. 

Del extracto acuoso se obtienen cinco manchas con el sistema de elusión butano!: 

ac. acético: agua 5: 1 :4 siendo para éste extracto el mejor sistema de desarrollo. El 

desarrollo del extracto acuoso no presenta semejanza con el de otro extracto. 
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• 1 • • 

La ,actividad biológica 'presentada para las bacterias a 150 mg es principalmente 

bactericida en los cuatro extractos siendo Ctue para 100 y 50 mg la actividad que se presenta 

es tanto bactericida como bacteriostático, Los análisis de las tablas de contingencia indican 

que para E. c,oli y B. suhtilis el tipo de actividad reportada depende del extracto empleado y 

· Jas ~OVAS reportan que para B. suhti/is la actividad depende, además del extracto 

empleado, la concentración a la que es sometida la bacteria; dichas concentraciones son las 

emp_le,adas en los extractos hexánico y acetato de etilo. Las concentraciones del extracto 

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

se probo. 

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

hexánico, el de acetato de etilo y el acuoso no siendo el caso para el extracto metanólico. 

La DL,0 calculada a partir del bioensayo con A. salina se presenta el extracto acuoso 

co_mo el más activo siguiéndolo el extracto de acetato de etilo y el extracto hexánico, siendo 

para el caso del extracto metanólico el que presenta la menor actividad. 
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Para saber cómo se agrupa el conocimiento micológico respecto a los metabolitos 
secundarios de ésta división se realizo una búsqueda bibliográfica en bases de datos 
especializadas (Biological Abstrae! y MEDLINE) que comprende el periodo de 1983 a 
1999 bajo Jos criterios: Basidiomycetes y metabolitos secundarios, obteniendo un total de 
609 citas las cuales se agruparon de acuerdo al siguiente discernimiento: 

Químico.- comprende los trabajos que abarcan la composición de los compuestos y 
sus cambios estructurales. 

Dioquímico.-los estudios vinculados con la síntesis de metabolitos secundarios. 
Actividad biológica.-estudíos que evalúan el efecto de los metabolítos secundarios en 

sistemas biológicos de prueba. 
Quimiotaxouomía.- trata aspectos de relaciones taxonómicas mediante metabolitos. 
Descriptiva.- la descripción de algún hongo. 
Diotecnológico.- estudios aplicados a procesos de producción industrial, utilización 

de metodologías de transformación, así como la manipulación de los ácidos nucleicos. 
Otros.- los trabajos que abarcan temas como ecología. análisis cuantitativos, etc. 

Se muestra la agrupación de las citas reportadas en Basidiomycetes. Los campos que 
presentan un mayor estudio son los catalogados como bioquímicos, químicos y los que 
reportan actividad biológica entre los más importantes. 

Citas 
Categorías reportada 

s 
Bioqlmicos 265 
Qufmicos 154 
Actividad Biológica 109 
Biotecno/ógícos 38 
Descriptivos 10 
Quimiotaxonómicos 7 
Biorremediación 7 
Otros 19 
Total 609 

Actividad Clbos 

blológlca reportmd• 
s 

Antibiótica 50 
Fúngica 24 
Ototóxico 24 
Nemat1cida 4 
F1totóxico 3 
Fitopatógenos 2 
Herbicidas 2 
Total 109 

Dístrib ución porcentual de los estudios 
en 

1% 

5,(Vfo 

18% 

25% 

-------

metabilitos secundariors_e_n _____ -, 
basidiomycetes e Bioqiricos 

--·---------

• Qunlcos 

a Actividad Biológica 

a Biotecnológicos 

• OescripUvos 

D Quiriotaxon6nicoa 

• Biorremediación 

a Otros 

En los trabajos que se catalogaron dentro de actividad 
biológica se desglosan a continuación para observar el tipo de 
actividad que se reporta. 

Tabla que mue•tra las cltu reportado con .:ti>idad biológica. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Actividad blol6gica Nportada para 
Biuidiomycetes 

jo Antibiótica 

L __ 22'l!._4_~_: __ ._'!'_45_% ___ _,,:=~=[=~=I=~=~=:=~~"°~J 
Loll crilcrioo ulilizadoa 

pan agrupar loo lrabajoo 
reportadoo corre1pondcn a I• 
aclMd•d reportada en IOI 
milllllM. 

En Ja tabla inferior se observa Jos ordenes más citados dentro de los Basidiomycetes. 

Agrupaclón de los órdenes 
orden Citas 
A arica/es 45 
Aphyllophore/es 
UmdinaJes 
Uco rdantes 
Mdulsrillles 
Boletsles 
Ustel9(insit1s 
No encontrsdtt 
T-1 

44 
1 

1 
1 

15 
109 

1% 

a Agaricales 

• ~hyflophorales 

o Uredinales 

o Ucoperdanlee 

• Nldularialea 

a Bolelalea 

• Ustelaginales 

o No encontrada 

Se desglosan a continuación para los dos primeros órdenes el reporte de Ja actividad. 

·-----------------·---------~ 

Actividades reportadas en Agaricales 

~32% 
24%~ 

32% 

a Antrftilgico 

• Anti>i6tica 

o Ototóxico 

o Flopatógeno 

•Herbicida 

D Nenmticida 

TESIS GON 
FALLA DE ORIGEN 

Actlvid•d cita• 
......... d. 
Anb~ngico 14 
Antibióbca 14 
Citolóxico 11 
Fimolltógeno 2 
Herbicida 2 
Nematiclda 2 
Tolltl "45 
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, 
APENDICEB 

Tablas de contingencia 
cia bi- y tri-dimensionales 

de: 
Escherichia coli 
Bacillus subtilis 
Bacillus cereus 
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Tabla de contingencia tridimensional para la variable discreta Actividad 
Biológica 

Escherichia coli 
fuCJl(Mfa.j_ b.<:f11'UQíbn: 

Ex-lo 
IHexanico 
IAcOEt 
IMoOH 
IAc:uoso 

Acll"ldad baderltlda 

••• 
11 
21 
01 

0.54166667 
0.8125 

0.90277778 
0.9930el559 

11 

- ••• 
11 
11 
01 
11 

o 
o 
o 
2 

C1• 13 I 
ci-11 
c:s-12 

0.45833333 0.5 
0.6875 0.75 

0.78388889 0.83333333 
o.84021ns o.e1686861 

Tta 9 
T2• 27 

c1 .. t3 
C2• 11 
C3~ 12 

0.45833333 0.54166667 -0.5 
1.1875 0.3125 -0.75 

-0.90277778 -0.78388889 -0.83333333 
O.Cl000«44 0.15972222 1.08333333 

0.21006944 0.29340278 0.25 
1.41015625 0.09765625 0.5625 
o.81 soon2 o.58352623 o.69444,... 
4.8225E-05 0.02551119 1.17361111 

0.38782051 0.64015152 0.5 
1.73557692 0.14204545 0.75 
0.90277778 0.76388889 0.83333333 
4.8563E-05 o .0303E042 1.28030303 

X2= 10.822M71 v= 17 

X2 tabla= 27.687 

Acd,·ldad bactirrimtidca ,, .... -· 1 1 
11 21 
41 31 
31 21 

1.625 1.375 
2.4375 2.0625 

2.70633333 2.29168687 
2.9791-7 2.52083333 

~.625 -0,375 
-1.4375 -0.0625 

1.291811667 0.70833333 
0.02083333 -0.52083333 

0.390625 0.140625 
2.06640625 0.00390625 
1.66840278 0.50173911 
0.00043403 0.27126736 

. .. 
2 
3 
3 
2 

1.5 
2.25 

2.5 
2.75 

0.5 
0.75 
0.5 

-0.75 

0.25 
0.5625 

0.25 
0.5625 

024038"62 o.1022n13 0.16666667 
o.e .. ns541 0.00189394 02s 
0.81602584 0.21893939 0.1 
0.00014569 0.10761019 0.20454545 

Ho=>Todas las variables son mutuamente independientes 

Ha=>No todas las variables son mutuamente independientes 

Total 

Rf•. -· R:J-.10 
R•11 

.... 
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'se acepta Ho. Sin embrago dado que hay un par de variables (concentración y extracto) 
· que son mutuamente independientes puede englobar a la variable actividad biológica que 
tal ves no lo sea.· Para ello se realizaron tablas de contingencia de bidimensionales, las 
cuales se presentan a continuación: 

Tabla de contingencia bidimensional de E. coli. 
Variables concentración y actividad biológica. 

Aebvidad biológica 
1 Concentración Beofwiolú 1 S.O•ttoafátlo• 
Iba a 
media 

laffa 
C1= 9 
C2111 27 

4 
3 
2 

1 9 
1 8 
1 10 

!Total 
R1•113 
R2•111 
R3=112 

n• 31 

Ho=> La actiVldad biológica es Independiente de la concentración 
Ha=> La actividad biológica no es Independiente de la concentración 

C1= 9 
C2= 27 

3.25 
2.75 

3 

9.75 
8.25 

9 

Frecuencias observadas...fJsoeradas 

Cuadradoslesoerados 

0.75 
0.25 

-1 

0.5625 
0.0625 

1 

0.17307692 
0.02272727 
0.33333333 

X2= 0.70551671 

X2 tabl•= 8.991 
Se acepta Ho 

-0.75 
-0.25 

1 

0.5625 
0.0625 

1 

0.057692308 
0.007575758 ': 
0.111111111 

v= 2 

R1a 13 
R2= 11 
R3• 12 

Se acepta llo. La actividad es independiente de la concentración empleada. 

1 
1 
1 
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Tabla de contingencia bidimensional de E. coli. 
Variables tipo de extracción y actividad biológica. 

Actividad BiolOaica 
ExtrKto llactertcld• llact•rlo.Utic8 
Hex41nlco 
AcOEt 
Me OH 
Acuoso 

C1• 11 
c2- 25 

4 2 
3 6 
o 10 
4 7 

Total 
Rt• 1 
R2a. 
RJ- 10 
IM-11 

Ho:z> La actividad blológicm e• independiente de la concentración 
Ha~ l11 ltctMdad bkJlógica no ea Independiente de ta conoentnlción 

fcecuenc¡gs esoerodas 

1.83333333 
2.75 

3.05555556 
3.36111111 

C1• 11 
c:i- 25 

4.166666667 
6.25 

6.944444444 
7 .638888889 

Fr&euencit1s observada~soerac:Jas 

2.16666667 
0.25 

-3.05555556 
0.63888889 

4.69444444 
0.0625 

9.33641975 
0.40817901 

2.50060606 
0.02272727 
3.05555556 
0.12144169 

X2• 8.29487603 

X2 ....... 7.815 

Ho=>se rechasa. 

·2.166666667 
.0.25 

3.055555556 
.0.638888889 

4.694444444 
0.0625 

9.336419753 
0.408179012 

1.1266666fl7 
0.01 

1 .344444444 
0.053434343 

R1•1 
IU-t 
R3• 10 
R4'= 11 

Ha=>la actividad biológica es dependiente del tipo de extracto realizado. 
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Tabla de contingencia tridimensional para la variable discreta Actividad Biológica 

Bacilus subtilis 

AclivJdad buteridd• 
Extmcto ..- ... 

Hexanlco 
AcOEI 

IMeOH 
Acuoso 

.. 2 
e• 3 

3 
5 
3 
1 

T1= ... 
T2= 16 

3 3 
5 5 
4 3 
5 4 

~:1 
C3• 19 

3.53921287 3.53921287 3.36225223 
3.79201379 3.79201379 3.6024131 
3.79201379 3.79201379 3.6024131 
3.79201379 3.79201379 3.6024131 

n .. 44 
T2= 15 

C1• 20 
C2• 20 
C3• 19 

-0.53921287 -0.53921287 -0.36225223 
1.20796621 1.20798621 1.3975869 

-0. 79201379 0.20796621 -0.6024131 
-2.79201379 1.20796621 0.3975869 

0.29075052 0.29075052 0.13122668 
1.45923069 1.45923009 1.95324914 
o.62n6564 o.04325826 o.36290154 

7.795341 1.45923069 0.15807534 

0.06215118 0.06215118 0.0390294 
0.38481682 0.38481682 0.54220576 
0.16542268 0.011«>773 0.10073846 
2.ossnss1 o.36481682 o.0436804 

X2= 17.0980823 1 

X2 tabla= 27.687 

Acthid•d bKlf'riost,tk• ,,_ -2 2 1 
o o o 
2 1 2 
4 o 1 

1.20654964 1.20654984 1.141622235 
1.29273197 1.29273197 1.22809537 
1.29273197 1.29273197 1.22809537 
1.29273197 1.29273197 1.22809537 

0.79345016 0.79345016 -0.14622235 
-1.29273197 -t.29273197 -122809537 
o.10nsaro -0.29273197 o.n190463 
2.70726003 -1.29273197 -0.22809537 

0.62006315 0.62958315 0.02138098 
1.67115596 1.67115596 1.50621825 
0.50022800 0.08569201 0.59583675 
7.32930017 1.67115596 0.0520275 

0.52178794 0.52178794 0.01865343 
1.29273197 1.29273197 1.22809537 
0.3869542 0.06628753 0.-485171 ... 

5.96962006 1.29273197 0.04~ 

Hoa>las variablos actividad, concentración y extractos son mutualmenht Independientes 
Haa>las variables actividad, concentración y extractos no son mutualmente independientes 

Ho es acoplada. 

~,, 

~15 
~1· 
,..;1s 1 
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El resultado obtenido por la tabla de contingencia tridimensional acepta la hipótesis nula sin 
embargo alguna de nuestras variables puede estar englobando la ffecucncia que presentan las otras 
dos variables por ello se realizaron tablas de contingencia bidimensionales con las variables. 

TABLA DE CONTINGENCIA BIDIMENSIONAL 

Variables: actividad biológica y concentración. 

Actividad biolóaica 
IC.......,hcldn &ctertclde 1s.c•nae•1tc• 
bslB 

media 
lalta 

C1• '4 
C2= 15 

12 
17 
15 

1 8 
1 3 
1 4 

!Total 
R1=120 
R2=120 
R3=119 

nia 59 

Ho=> la actividad bioJógica ea 6ndependiente de la concentración 
Ha=> la actividad biológica no e• independienm de la concentración 

Frecuencias esoemdtts 

14.9152542 
14.9152542 
14.1694915 

C1= '4 
CZ= 15 

-2.91525424 
2.08474578 
0.83050847 

8.49870727 
4.3481649 

0.68974433 

0.56979969 
0.2913906 

0.04867813 

X2= 3.57881579 

X2 lilbla= 5.991 
Se acepta Ho 

5.084745763 
5.084745763 
4.830508475 

2.915254237 
-2.084745763 
-0.830508475 

8.498707268 
4.348164895 
0.689744326 

1.671412429 
0.854745763 
0.142789176 

R1= 20 
R2= 20 
R3• 11 

n= 51 

1 
1 
1 
1 
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Variables: Extractos y Actividad biológica 

Actividad Biológica 
Extracto Bactericida Bactertos~aca 

Hexánico 
AcOEt 
MeOH 
Acuoso 

C1= 44 
C2= 15 

9 5 
15 o 
10 5 
10 5 

Total 
R1• 14 
R2• 15 
R3• 15 
R4• 15 

n• 59 

Ho=> La actividad biológica es independiente de la concentración 
Ha=> La actividad biológica no es independiente de la concentración 

Frecuencias esperadas 

10.440678 
11.1864407 
11.1864407 
11.1864407 

3.559322034 
3.813559322 
3.813559322 
3.813559322 

Frecuencias observadas-eseeradas 

-1.44067797 
3.81355932 

-1.18644068 
-1.18644068 

2.075553 
14.5432347 
1.40764148 
1.40764148 

Cuadrados/esperados 

0.19879485 
1.30007704 
0.12583462 
0.12583462 

X2= 6.88546176 

X2 tabla= 7.815 

Ho=>se acepta. 

1.440677966 
-3.813559322 
1.186440678 
1 .186440678 

2.075553002 
14.5432347 

1.407641482 
1.407641462 

0.583131558 
3.613559322 
0.369114876 
0.369114676 

R1• 14 
R2• 15 
R3= 15 
R4• 15 
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Tabla de contingencia tridimensional para la variable discreta Actividad 
Biológica 

Baci llus cereus 
, .. oh•;e..um/a."' 

Acthidad hadrridda 
E>dntcto ... - -Hexanlco 

AeOEI 
MeOH 
Acuoso 

"2 
.,. 3 

o 
o 
2 
1 

T1• 15 
T2• 28 

1 
o 
3 
1 

1 
1 
3 
2 

C1• 12 
C2• 14 
C3a15 

1.49910767 
0.96371208 
0.96371208 
0.96371208 

1.748951195 1.87388459 
1.12433076 1.2046401 
1.12433078 1.2046401 
1.12433078 12048401 

T1• 15 
T2= 26 

C1• 12 
C2=-14 
C3= 15 

Ob.s«Vado-Npsrnd;J 

-1.49910767 -0.74895895 -0.8738lM59 
.0.96371208 ·1.12433076 -0.2046401 
1.03628792 1.8756692 .. 1.7953599 
0.03628792 -0.12433076 0.7953599 

Cuadrado,, 

2.24732382 0.56093951 0.763674128 
0.92874097 1.26411965 0.0•11Bn57 
1.07389266 3.51813511 3.22331719 
0.00131681 0.015e814 0.832M738 <;'._--
1.49910767 0.32072766 0.40753539 
0.96371208 1.12433076 0.03476355 
1.114329J6 3.12909266 2.67575121 
0.0013664 0.01374874 0.52513392 

v= 17 

X2 tabla= 27 .687 

Acdvld•d bamrlostidca - -4 4 4 
3 3 2 
1 o o 
1 2 2 

n2• 1181 

2.5984533 3.03152885 3.24806663 
1.67043427 1.94883996 2 .08804283 
1.67043427 1.94883996 2.08804283 
1.87043.f27 1.94883998 2.09804283 

1.401s.t67 0.96847115 0.75193337 
1.32956573 1.05116002 .0.06804283 

.0.67043427 ·1.!M8113998 ·2.08804283 
-0.67043-t27 0.05110002 -0.08804283 

1.96433315 0.93793636 0.5854038 
1.76774504 1.1Cl49374 0.00775154 
0.4494821 3.79797725 4.35992287 
0.4494821 0.002111735 0.00~1~ 

0.75596246 0.30939384 0.17407395 
1D5825478 0.56697184 0.00371235 
0.26906099 1.94883996 2.06804283 
0.28908098 0.0013'303 0.00371235 

Ho•act:ívklad, concantraciOn y extractos son mutualmente Independientes en la muestra 
Ha•actividad, concentración y extractos son mutua monte dependientas en la muestra 

Se acopta Ho. 

T-1 

Rf• , .. 

• ....... ...... 
n=41 

na 41 
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El resultado obtenido por la tabla de contingencia tridimensional acepta la hipótesis nula sin 
embargo alguna de nuestras variables puede estar englobando la frecuencia que presentan las otras 
dos variables por ello se realizaron tablas de contingencia bidimensionales con las variables. 

TABLA DE CONTINGENCIA BIDIMENSIONAL 

Variables: actividad biológica y concentración. 

Actividad biológica 
1concentnclón S.cfericlrM IS.cletta.dtk:e 
baa 
lmedi~ 
lalta 

C1= 15 
C2= 26 

3 
5 
7 

1 9 
1 9 
1 8 

!Total 
R1•112 
R2=114 
R3•i15 

n= 41 

Ho=> La actividad biológica es independiente de la concentración 
Ha=> La acttvkfad biológica no es independiente de la conoenb'ación 

Frecuencias espersdss 

4.3902439 
5.12195122 
5.48780488 

Ct• 15 
C2• 26 

7 .609756098 
8.87804878 

9.512195122 

Frecuencias observsdss~sDBrsdss 

-1.3902439 
-0.12195122 
1.51219512 

1.932n811 
0.0148721 

2.28673409 

0.4402439 
0.0029036 

0.41669377 

X2= 1.35590354 

X2 tabla= 5.991 
Se acepta Ho 

1.390243902 
0.12195122 

-1.512195122 

1.932778108 
0.0148721 

2.286734087 

0.253986867 
0.001675154 

0.24040025 

Rt• 12 
R2• 14 
R3• 11 

n= 41 

1 
1 
1 
1 
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Variables: Extractos y Actividad biológica 

Actividad Biológica 
Extracto BM:tericld.9 
Hexánico 2 
AcOEt 
Me OH 
Acuoso 

C1= 15 
C:P.26 

1 
8 
4 

Frecuencias e5peraclas 

5.12195122 
3.29268293 
3.29268293 
3.29268293 

C1• 15 
C2=26 

e.c1er1osi.11ca 
12 
8 
1 
5 

8.87804878 
5. 707317073 
5.707317073 
5.707317073 

Frecuencias obswvadaS:HDsrsdas 

-3.12105122 
-2.29268293 
4.70731707 
0.70731707 

9.74657942 
5.256395 

22.158834 
0.50029744 

1.9029036 
1.59638663 
6.72971996 
0.15194219 

X2• 16.3699634 

X2 tabla= 7.1115 

3.12195122 
2.292682927 

-4.707317073 
-0. 707317073 

9.746579417 
5.256395003 
22.15883403 
0.500297442 

1.097829 
0.920992287 
3.882530748 
0.087658954 

TOC.I 
R1• 14 
RZ-11 
RJ.- 9 
R4-9 

IP41 

R1• 14 
R2=11 
RJ.-11 
R4-9 

n-41 

Ho=>la aetividad biológica es independiente del tipo de extracto realizado. 
Ha->la actividad biológica ee dependiente del tipo de exttacto realizado. 

Ho=> es rec--, se acapta Ha. 
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Apéndice C 

, 
ANALISIS PROBIT 
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* * * * * * Ariálisis: P~obit del Extracto Hexáriico~ * * * * 

Limites de confianza de la varial::ile."co'ncentráciÓn" 

Limites de confianza a 9S% 
Prob CONCENTR Inferior Superior 

.01 .97986 .34094 1.35141 

.02 1.07691 .42125 1.44229 

.03 1.14341 .48144 1.S0406 

.04 1.19613 .53210 1. S5292 

.os 1.24080 .57703 1.S943S 

.06 1.28013 .61809 1. 63092 

.07 l.31S64 • 65632 1.66406 

.08 1.34828 .69242 1.69467 

.09 1.37866 • 72682 1. 72332 

.10 1.40723 .75986 l. 7504S 

.lS 1.S3195 .91131 1.87172 

.20 1.63891 1.04910 1.98126 

.2S 1.73661 1.17936 2.08816 

.30 l. 82930 1.30472 2.19803 

.3S 1.91960 l. 42626 2.31549 

.40. 2.00941 l. 54426 2.44501 

.4S< .2.10029 l. 65862 2.59134 

.so .2.19375 1.76927 2.7S96S 

.SS 2.29136 1.87649 2.9S582 
• 60 2.39SOO l. 98114 3.18697 
• 6S 2.50704 2.08477 3.46253 
.70 2.63080 2.18969 3.79629 
.7S .. ·2. 77122 2.29923 4.21021 
.80 ·.·. 2;93641 2.41836 4.74260 
.as . 3 ;14144 2.55560 S.46884 
.90 .3:.41987 2.72880 6.S6806 
.91 .. :)/49074 2. 77103 6.86842 
.92 .: 3';56939 2.81717 7. 21154 
,93. 3~6S792 2.86827 7. 61004 
• 94 :.:3;75940 2.92583 8.08283 
.9S .·':.· .·,3;979s7 . 2.99220 8.66003 
.96 <4-.02342' 3.0.7125 9.39363 
.97 '4;20893 3.17019 10.38484 
.98 .. :f:4'6a83 · 3.30503 11. 87215 
.99 4;9ll4S 3.S2609 14.67375 

.... _.' ~'.'-¡ 

Los valores de·;1a.· co.ncentraci6n están en escala logaritmica 
en todos los an<Üis:is Probit •. 

* 
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* * * * * * * Análisis Probit ciel Extracto AcOEt * * * * * * 

Limites de confianza de la. v~ri~~le ,;~oX~entraci6n" 
;,,; ,:;(·.:~:'.: 

Prob 

•. 01 
.02 
.03 
.04 
.os 
.06 
.07 
.08 
.09 
.10 
.15 
.20 
.25 
.30 
.35' 
.40 
.45 
.50 
.55 
.60 
.65 
.70 
.75 
.80 
.85 
.90 
.91 
.92 
.93 
.94 
.95 
.96 
.97 
• 98 
.99 

Llmites>cie confianza a 95% 
· ·... ·, Inferioi:;.:.:: superior 

.. :· < .·~5 .:f .. ::~:3 1.é).{::·.~!}:.<·:. 

; ~~!:~; · ;··/a~~·~n·~·)<· : ~;i;~ ' .·;.;;~;i;' ['< : ~~;~~ 

;mu 2~ ;•_• .. •.•.·.:.•.•···•.·•·.····.·.··.· .. _:.: .. :.· ... ·.· .. ·.:4:4.•297;·_~~i· :2~3:4:;:;. : m:; 
.. : .•••. 6676.605193,-.:<ú~~ . • ' ' • 79349 

. :X:'·,.: • 80938 
<·69210'h .. ;51197 .82433 
~7~020· :58324 .00902 

CONCENTR 

;,·0i'906· . ;64626 .94649 
;87319 .70505 .99892 
.92483 .76165 1.04949 
.97541' .81728 1.09982 

1.02596 .87278 1.15117 
1.07736 ~92878 1.20477 
1.13046 :98586 1.26195 
1.18618 1.04453. 1.32427 
1.24561 1;10539 1.39367 
1.31016 1.16922 1.47275 
1.38181 1;2~718 1.56510 
1.46354 .·.: .l.3,Ül6 1.67612 
1.56025 ' i 1~39444 ;., 1.81465 
1.68107: '1.49323 ' 1.99728 

i:~.:::i.: J.;;.:1·f:;~;~; 1~~>. ~:·;;i:; 

~:HHr:· .·.·rt:HHEl·~··. ~:·~g~H 
2.12203 . :1.02202::;.r· · ·2.733s2 
2.20977 1.88463, "' 2.89076 
2.32264 '1.96284:: 3.09757 
2.48164 2.07086 3.39718 
2.75464 2.25141 3.93263 
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* * * * * * * * Análisis del 
.···.. .. 

* Probit. Extracto MeOH* .. * * * * 
.;··.- . "'" .. 

Limites de corifia'nza de la variable ·~concentrác16n;, 

Limii:~s'cte confiazlza a 9S% 
Prob >' Inferior superior.· 

,01 .07813 1.S493S7E-16 ,37·0.{9 

.02 :;12923 S.2000S3E-14 .48400 

.03 .17784 2.08016SE-12 ~S7439 

.04 .22612 3.333629E-11 :·65390 

.os .• 27491 3.1B1411E-10 ;72717 

.06 .3246S 2 .168670E-09 .• 796S3 

.07 .37S61 ·ººººº '~86337 

.08 .42799 ·ººººº ·• 92863 

.09 .48194 ·ººººº . 99300 
.. 10 .53760 ·ººººº .1; o57os 
.1s .84S23 .00013 1.38981 
.20 1.21105 .00779. 1.81381 
.25 l. 64876 .21061 2.79541 
.30 2.17514 1.22836 . 13. 65873 
.3S 2.81184 1.88288 198. 613SS 
.40 3.S8754 2.31877 30.67. 4994 6 
.45. 4,S411S 2. 72088 4Sl83.74472 
.so 5.72680 3.13703 647442.8S671 
.ss 7.22200 3.S9066 9344876.82197 
.60 9.14169 4.10173 141393862.691 
~6S 11.66361 4.69388 2350042807.7S 
.70 lS.07776 S.40031 4SS28501270.5 
.7S 19.89149 6.27313 lll 69248SlS13 

·ªº 27.08076 7.40290 3.94S495E+l3 
.as 38.80133 B.9689S 2.S18048E+1S 
.90 61.00481 ll.40S01 4.705716E+17 
.91 68.05013 12.08474 l. 664714E+l8 
.92 76.62900 12.868SO 6.S68484E+l8 
.93 87,31S38 13.78830 2.97140SE+19 
.94 101.02133 14.89256 l.603S28E+20 
.95 119.29782 16.2S914 1.096702E+21 
.96 145.0377S 18.02416 1.049926E+22 
.97 184.41302 20.45645 l.687749E+23 
.98 253.77814 24.20134 6.772421E+24 
.99 419. 762S6. 31.5340S 2.280808E+27 
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,,. ,_.._ ., ·' 
. -

* * * * * * Análisis Probit ~el Extract~ Acuoso * * ... '' 

Limites de confiánz·a de ·la variable "Concentración" 

Prob 

.01 

.02 

.03 

.04 

.os 

.06 

.07 

.os 

.09 

.10 

.lS 

.20 

.2S 

.30 

.3S 

.40 
~·4s 

.so 

.ss 

.60 
• 6S 
.70 
.7S 
.80 
~as 

.90 

.91 

.92 

.9.3 

.94 

.9S 

.96 

.97 

.98 

.99 

.. 
; : . :: ~,:_.·,~ ;-/:·. 
CONCENTR 

: Ü23tl 
;14319 
.16702 

· .• 187S3 
.2060S 
.2232S 
.239S2 
;2SS08 
.27011 
.28472 
• 3S41S 
.42121 
.48877 
.SS864 
• 63226 
• 71108 
.79667 
.89096 
.99641 

1.11634 
l.2SSSO 
1.42097 
l. 62408 
l. BB4S9 
2.2414S 
2.78798 
2.93884. 
3;11201 
3. 31.421 
3.SSS60 
3.8S24S 
4.23303 
4.7S279 
S.S438S 
7.06634 

Limites de confianza a 9S% 
Inferior Superior 

l.092980E-38 
3.380S23E-3S 
S.S37848E-33 
2.S64S24E-31 
S.BOS187E-30 
B.2SBS92E-29 
B.470011E-28 
6.808390E-27 
4.S31129E-26 
2.S93S02E-2S 
3.SS1117E-22 
l.102410E-19 
l. SllS4 6E-l 7 
l.2S2170E-1S 
7.4831S4E-14 
3.616490E-12 
l.S337SSE-10 
6.086S4SE-09 

·ººººº .00001 
.00042 
.01861 
.37860 

l.04S20 
1:4S06S 
1'.79338 
1.8.6792 
1.94767 
2.03469 
2.13190 
2.24373 
2.37748 
2.S4687 
2.78290 
3.18614 

.42918 

.48717 

.S2817 

.S6141 

.S9010 

.61S76 
• 63926 
• 66114 
.6817S 
.70137 
.78970 
.86937 
.94S87 

l.0224S 
1.10177 
1.18667 
1.28096 
l. 39081 
l.S2800 
1.72017 
2.0S46S 
3.00839 

13.238SO 
71S.36S71 

176150.86426 
219671109. 070 
1241893379.92 
81738S7976.34 
6504S704085.7 

6609871467S2 
9323251920S98 
2.093498E+l4 
9.619S64E+lS 
l.S63560E+l8 
4. 794 662E+21 

* * * * 
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