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ciertos insecticidas, 	se ve int tuenciado pOr el 	k7r1 

e l r.nst0 de fliMVOS insectieldas; 	retaelnaíio con estos 

datos se ha observado un aumente oei numero de casos (3.1: 

personas con malaria., tanto en Guatemala como en 

regiones tropicales dei mando -an American healti ürgh- 

n 	on , 	l 98) . 	El!'usrs de un Insecticida de orig n 

natural proporcicrfia.ri.a un control efectiVo y especifico 

a determinadas especies de zancudos. 	Este insecticida 

conlleva la ventaja de' un bajo costo, que lo baria acce-

sible a muchas áreas afectadas por la malaria y que no 

pueden utilizar 'insecticidas caros. 

Hay evidencia que el helecho acuático Saiviniu aun"—

culata, considerado una peste en ciertas regiones tropi-

cales del mundo por su rápido desarrollo y recubrimiento 

de, mantos de agua, posee actividad larvicida sobre Ano-

pheles albiwanns y podría ser un medio eficaz de control 

de estos vectores de la malaria (Navajas, 1982; Hobbs y 

Molina, 198:,; Montúrar, 1.91-)(; Coróón, por compicLarsc). 

rara reforzar la evidencia obtenida por un nrupo de 

investigadores en esta Universidad, acerca de que existe 

un efecto Jarvicida de S. aurieuiata sobre A. aibimanos, 

es necesario realizar un estudio fitoquímieo. laj estu-

dio debe conducir al aisiamAento e idenLiticación del o 



de los compuestos responsables del efecto larvicida 

mencionado. El presente trabajo pretende avanzar en el 

mencionado estudio fitoquímico, preparando y fraccionan-

do extractos de S. auriculata y caracterizando las frac 

ciones que presenten actividad antilarvaria sobre A. al-

biyanus. 



11. ANTECEDENTES 

A. Malaria 

La malaria o paludismo es una de las enfermedades 

infecciosas más antiguas en la historia de la humanidad 

(Macfarlane & White , 1972). En 1979 las regiones del 

mundo con mayor número de casos de malaria fueron india 

con 3.05 millones y„.--01 este de Asia y Oceanía con 3.18 

millones (Pan American Health Organization, 1981). En 

Guatemala los casos reportados aumentaron de 67,994 en 

1961 a 74,132 en 1984 (Pan American Health Organization, 

1986). 

La infección palúdica se debe a la inoculación de 

esporozoítos de Pfaspodiur causada por la picadura de un 

zancudo hembra portador (Youmans et al, 1980). En Gua-

temala el principal vector de la malaria es el zancudos  

Anopheles albiranus (Clark-Gil & Darsie, 1983). 

8. elmtrs/1 de_ malaria 

La erradicación de la malaria depende de la elimina-

ción de lugares de proliferación de zancudos, de protec-

ción personal contra los zancudos (repelentes, mallas, 

etc.), terapia con drogas supresoras para personas ex--

puestas, y un tratamiento adecuado de casos (Wernsdor-

fer, 1984; Davidson, 1982). 



1. Control .c911 insar,LiCidas El control de la mala-

ria se basa, en su mayor, parte en el uso de una gran 

variedad de insecticidas para controlar las poblaciones 

de zancudos. 	Los insecticidas se han empleado por su 

acción inmediata, y su alta efectividad se debe a que 

pueden controlar rápidamente una población grande de 

insectos y están disponibles cuando se necesitan (Werns-

dorfer, 1984; World Health Organization,.1961). 

A finales del siglo pasado se usaron como insectici- 

das diferentes compuestos de arsénico. 	A principios de 

éste siglo se utilizaron insecticidas sintéticos, como 

tiocianatos, dinitroortocresol y fenotiazina (National 

Academy of Sciences, 1971). En 1939 se descubrió el di-

clorodifeniltricloroetano, DDT, que posee una actividad 

alta sobre muchos insectos. La utilización del DDT como 

insecticida ha disminuido considerablemente porque tam-

bién es tóxico a organismos útiles (ganado, peces) y po-

see una persistencia larga4demás, aparecieron cepas de 

insectos resistentes a él y es un compuesto que puede 

concentrarse a través de la cadena alimenticia (David-

son, 1982; World Health Organizatíon, 1981). Posterior-

mente otros compuestos clorados han sido sintetizados y 

utilzados como insecticidas; tal es el caso del hexaclo-

rohexano, HCH, y de derivados del eiclopentadieno, como 
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aldrin y el endosulfan; estos compuestos presentan 

problemas similares al DDT y su uso es menor (Roussel-

Uclaf, 1983; National Academy of Sciences, 1971). Ante 

esta situación se sintetizaron insecticidas fosforados 

para desplazar los clorados; algunos de éstos son: el 

tetraetilpirofosfato y el paratiori, los cuales presentan 

toxicidades altas a. lbs mamíferos. 

r 

Figura 1. Estructuras químicas de algunos insecticidas. 



En la década de los años sesenta se desarrollaron 

los carbamatos, entre ellos el propoxur y aldicarb. Los 

piretroides son otra familia de insecticidas que se 

desarrollaron a partir de los ácidos pirétrico y crisan-

témico. Estos últimos compuestos se descubrieron en 

extractos de las flores Chrysantemum roseum y C. eínera-

riaefolium, que antes se usaban como insecticidas natu-

rales (Roussel-Uclaf, 1983; National. Aeademy of Scien-

ces, 1971). 

Se han buscado substancias con propiedades insecti- 

cidas entre las plantas (Supavarn 	al_, 1974). Por 

ejemplo, se ha encontrado substancias que matan larvas 

de zancudos en Garlic (Amonkar y Reeves, 1970; Amonkar y 

Banerji, 1971), en el aceite de Neem (Attri y Prasad, 

1980), en extractos de Lithospermum arvense (Madrigal 

et. al., 1979), en Podocarpus nivalis y P. hallii (Rus-

sell et___ al_, 1972). Hay otros estudios en los que se 

reporta substancias provenientes de fuentes naturales 

como potenciales insecticidas, no se hizo una revisión 

bibliográfica de ellos por estar fuera de los objetivos 

de este trabajo. 

El número de especies de Anopheles que muestran 

resistencia a insecticidas se ha incrementado en los 

8 



últimos años y el desarrollo de resistencia se ha expan-

dido geográficamente. Hay 51 especies de zancudos reco--• 

nocidas como resistentes al menos a. un insecticida. 

También es común hoy día una resistencia doble, al DDT y 

al . dieldrín o al hexaclorohexano.. 	Además, unas diez 

especies del género en cuestión son resistentes, a insec-

ticidas fosforados y otras cuatro- a los carbamatos 

(World Health Organization, 1981).. En América-Central, 

A. albiwanus es resistente a insecticidas órganoelorados 

y órganofosforados, lo que causa problemas en el control 

de la malaria (World Health Organization, 1981; Geor- 

gniou, 1972). 

2. Contri- biaidgico. .Debido al desarrollo de re-

sistencia de los zancudos a los insecticidas, y 

a que el número de compuestos nuevos para utilizarse co-

mo insecticidas se está reduciendo, el control biológico 

de los vectores está recibiendo mayor atención como un 

componente principal de un método integrado y, además, 

provee nuevas formas de controlar a. los zancudos resis- 

tentes a los insecticidas convencionales. 	Se está in- 

vestigando el uso de patógenos y predadores de zancudos. 

Entre los patógenos, el mayor,  progreso en cuanto a 

control de poblaciones de zancudos se ha logrado con 

9 
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Bacilus thuringiensis y con el nemátodo Romanomermis 

culicívorax. 	También, se han h o estudios de hongos 

COMO Culicinomyces, Coelomomyces, 	Lagenidium, 

Leptolegnia y Metarhizium. 	Entre los predadores se han 

usado peces larvívoros ccomo Gambusia, Tilapia y 

Poecilla. 	Sin embargo, la eficiencia ha sido .------.— 

determinada empíricamente, con resultados alentadores en 

algunos paises y desalentadores en otros (World Health 

Organization, 1981). 

En el caso de poblaciones de A. albimanus 	en 

Guatemala, se han observado que la población de larvas 

es significativamente menor en estanques donde crece 

Salvinia auriculata que en estanques que carecen de ella 

(Hobbs y Molina, 1983; Navajas, 1982). Esta observación 

señaló que quizás se podría usar como un medio de con-

trol biológico o natural de la malaria. 

3. Control QUillie0 por reguladores del crecimiento. 

El desarrollo de los insectos es controlado por 

hormonas (Turner, 1977). 	Existen hormonas de muda y 

hormonas juveniles (Novák, 1975; Wigglesworth, 1970). 

Las hormonas de muda promueven la muda al siguiente 

estadio. 	La a-ecdisona y la L-ecdisona son de esta 

clase de hora:libas, sus estructuras se muestran en la 

figura 41. 

2. Las hormonas juveniles permiten el crecimiento 
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de) insecto en el estadio actual e impiden que desarro- 

lle al siguiente. 	La estructura de la hormona juvenil 

se presenta en la Figura 3 (Novák, 1975; Wiggiesworth, 

1970). 

OH 

Figura 2. Estructura química de hormonas de muda. 
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Figura 3. Estructura química de hormonas juveniles. 
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El control de insecticidas utilizando reguladores 

del crecimiento ampezó alrededor de los 70 (Novak, 

1975), y hoy en día se hacen principalmente estudios de 

laboratorio y campo con substancias análogas a hormonas 

juveniles (Mian & Mulla, 1982). 

C. Salvinia auriculata  

El helecho acuático, Salvinia auriculata Aublet 

(Salvineacea), es una hidrofita flotante, capaz de un 

crecimiento rápido. Se encuentra ampliamente 

distribuido en todo el mundo, en las regiones tropicales 

y subtropicales (Navajas, 1982). Todas las especies de 

Salvinia son nativas de América del Sur y América 

Central. 

1. Descripción botánica 	S. auriculata posee un 

rizoma delgado, horizontal, flotante, que pro-

duce hojas (llamados frondes) en grupos de tres: dos hojas 

sésiles de peciolos cortos, en la parte superior y una 

tercera hoja con aspecto de raiz, larga y filiforme que 

cuelga debajo.En el haz de las hojas aéreas, que son verdes, 

crecen pelos hidrófugos en filas apretadas ; estos 

pelos terminan en forma de jaula, en donde el aire es 

atrapado. La hoja sumergida es de color marrón 

y de aspecto plumoso ; se encuentra muy dividida y 
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2. Estudios realizados. 	En algunas partes del 

mundo, por ejemplo en Asia y Australia , por su 

crecimiento rápido, S. auriculata es considerada una 

peste; puede causar problemas en las hidroeléctricas, y 

la pérdida de agua por la transpiración es cinco veces 

mayor que la evaporación de la superficie libre en el 

agua (Bhambie y Darsíe, 1979; Guillarmod, 1979). Este 

helecho acuático interfiere directamente con la 

agricultura, la pesca y el transporte acuático (Divakaran, 

et.al., 1930). Sin embargo, en las Américas no causa 

problema porque es controlado adecuadamente por insectos 

herbívoros nativos. 

Se han hecho estudios para controlar el rápido 

crecimiento de S. auriculata, utilizando herbicidas y 

otros métodos de control (Considine, 1884; Thomas, 1979; 

Filayson e.t. a.1., 1987; Bahadir e.t. a.l. 1987). 

También
) 

se reporta la utilización de esta planta en la 

India en la manufactura de papel (Bhambie & Bardowaj, 

1979) y, en Yugoeslavia, en la remoción de nutrientes en 

aguas de desecho doméstico (Ignjatovic, 1986). 

Hobbs y Molina (1983) hicieron un estudio en 

estanques naturales de las tierras bajas del sur de 

Guatemala, implantando S. auriculata en ellos y midiendo 

el número de larvas de A_ albimanus. Cubrieron la mitad 

de los estanques con la planta y la otra la dejaron 

libre, formando una barrera con bambú a la mitad del 

estanque. 
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Encontraron que el número de larvas en A. albimanus era 

significativamente menor en la región cubierta con la 

planta que en la región sin ella. 	También mostraron 

en pruebas hechas en el laboratorio, que en las hembras 

de A. albimanus preferían ovipositar en recipientes sin 

el helecho que en recipientes con él. 

Como continuación del estudio en Guatemala 

Navajas (1982) estudió el efecto le S. auriculata sobre 

A. albimanus. 	El estudio sugirió que los principales 

efectos antilarvarios se debian a la interferencia 

mecánica de las hojas sumergidas y a un incremento de 

depredadores asociados a la planta; no se detectó la 

presencia de sustancias químicas con efecto antilarvario 

en S. auriculata. 

Posteriormente, dentro del proyecto de investiga-

ción que se desarrolló al respecto de S. auriculata como 

posible control de poblaciones de A. albimanus en Guate-

mala, Dix, Bosque y Navajas (1985) y Montúfar (1987) 

encontraron que extractos de S. auriculata mostraban 

efectos antilarvarios en larvas de primer estadio de A. 

albimanus. Utilizaron métodos de extracción con Soxhlet 

y por inmersión 	usaron la planta seca y molida o 

fresca y macerada. 	Para hacer el extracto utilizaron 

metano y/o cloroformo. Para hacer dicho estudio se 
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determinó que el extracto que causa mayor mortandad es 

e] extracto ciorofórmico obtenido por inmersión durante 

72 horas de la planta seca y molida, previamente extraí-

da por inmersión en metanol durante 72 horas. 

Paiz (1985) hizo un fraccionamiento del extracto 

crudo de 5. auriculata. 	Las tres primeras etapas del 

fraccionamiento fueron por cromatografía en columna 

utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria y meta-

nol como eluyente. El último paso del fraccionamiento 

lo hizo por cromatografía en capa preparativa .(Sílica 

gel). El espectro "H-NMR de la suhfracción más pura ob-

tenida presenta resonancias en 7.29 ppm (hidrógenos aro- 

máticos), en 1.30 y 0.83 ppm (hidrógenos en .  hidrocarbu-

ros). En este trabajo se concluyó que el principio ac- 

tivo posee un grupo aromático monosubstituído con una 

cadena alifática, y la relación de hidrógenos aromáticos 

a los alifáticos es de 1 a 7‘5. 

D- CLomatografía 

Existen varios métodos para separar compuestos en 

una mezcla. Algunos métodos se basan en sus propiedades 

físicas, como punto de fusión, ebullición, polaridad, 

etc. 



La cromatografía separa compuestos de acuerdo a la 

diferencia de adsorción de compuestos a una fase dada. 

Se utilizó por primera vez en 1906 para separar carote-- 

nos y xantofilas de extractos de hojas. 	Aunque este 

método era selectivo, no se utilizó por 25 años. 	En 

1931 se reintrodujo esta técnica y se demostró su poten-

cial de separación. ,-En la actualidad es el método más 

utilizado y a él se debe la separación y purificación de 

varios pigmentos de plantas, vitaminas, hormonas, etc. 

(Berg, 1963). 

El 	término cromatografía puede definirse como un 

método de separación en el que una mezcla se aplica en 

una zona angosta inicial de una fase estacionaria y los 

componentes de la mezcla son forzados a una migración 

diferencial en la fase estacionaria por el flujo de una 

fase móvil, que puede ser un líquido o un gas (CRC 

Handbook Series in Chromatography, 1978). 

La cromatografía puede clasifiearse de acuerdo al 

tipo de fase móvil, en cromatografía líquida o cromato-

grafía de gases. En la primera, un líquido disuelve el 

soluto y lo hace migrar a través de la fase estaciona-

ria, que puede estar en una columna, en una capa fina o 

ser un papel. 	En la segunda, un gas inerte acarrea la 

1.7 



mezcla gaseosa a través de la columna de. fase estacio-

naria. 

La cromatografía líquida en columna puede ser líqui- 

do-sólido o líquido-líquido (partición). 	Si la fase 

estacionaria es un adsorbente, el proceso se llama cro- 

matografía líquida de adsorción. 	Si la fase sólida es 

un material de intercambio iónico, se denomina cromato-

grana de intercambio jónico, y si es un gel polimérico 

no jónico, se utiliza el término cromatografía de per-

meacióp de gel, de filtración de gel o de exclusión mo-

lecular. Los otros tipos de cromatografía líquida que 

no son en columna, son cromatografía en capa fina y cro- 

matografía en papel. 	También se pueden clasificar de 

acuerdo al tipo de fase estacionaria, en cromatografía 

de fase normal y de fase reversa (CRC Handbook Series in 

Chromatography, 1978). 

1. Cromat9grallg 91/ QPlumna.. 	Consiste en un tubo 

de vidrio o de plástico inerte, con una razón de 

ancho:largo entre 1:10 y 1:100, lleno con la fase esta-

cionaria y el solvente a utilizar. En la parte inferior 

de la columna se coloca.arena (Sílice) o fibra de vi-

drio, para evitar que pasen partículas de la fase esta- 

cionaría a las fracciones que se colecten. 	La mezcla a 

18 
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separar se coloca en la parte superior de la columna y 

se deja correr el solvente a un flujo constante. Los 

componentes de la mezcla se colectan conforme van elu-

yendo de la columna cromatográfica. 

2. Cromatografía en capa fina. Consiste en una 

capa delgada de adsorbente, de 0.1 a 0.25 mm de 

grosor, colocadas sobre una placa de vidrio o de alumi- 

nio. 	La mezcla se aplica en este adsorbente, luego la 

placa se coloca verticalmente en una cámara de vidrio 

que contiene el solvente y este sube por capilaridad y 

separa los componentes de la mezcla. Los componentes se 

observan a simple vista o se ilumina la placa con luz 

ultravioleta (si la fase estacionaria contiene un indi-

cador fluorescente), o se pone en contacto un compuesto 

que reaccione con los componentes y produzca manchas co-

loreadas. La substancia con que se revela se puede as-

perjar como una solución o exponer la placa a sus va-

pores. En este trabajo se utilizó una solución de 

vainillina y vapores de yodo. La vainillina (Fig. 5) 

puede reaccionar con muchas substancias, a través del 

grupo 	fenólico 	del aldehido o del 	grupo metoxil 

por ser un compu esto aromático producirá dife- 

rentes colores, lo 	que 	sirve 	como 	indicación 	de 

la presencia de otras substancias que no 

pueden detectarse a simple vista o con luz ultravio-

leta. Por otro lado, el yodo reacciona con los 



dobles enlaces entre carbonos, produciendo manchas de 

color amarillo en la placa (Figura 6). 
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Figura 5. Estructura química de Vainillina. 
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Figura 6. Reacción del vapor de yodo con carbonos insa-
turados 
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3. Kocanisme dl SQPaiación. 	La característica de 

la cromatografía de adsorción es la afinidad 

observada entre el soluto y el adsorbente. 	Esta afini- 

dad y las relaciones entre soluto, solvente y adsorbente 

determinan las velocidades de migración de los solutos. 

Tanto el solvente como el soluto son adsorbidos de la 

solución. 	Hay competencia entre las partículas del 

solvente y el soluto para ocupar la superficie del 

adsorbente. Para desarrollar un cromatograma, el adsor-

bente debe adsorber al soluto reversiblemente y exhibir 

afinidades selectivas o preferencíales para diferentes 

solutos. 	Simultáneamente, el solvente debe disolver al 

soluto y proveer una fuerza de arrastre para la migra-

ción del soluto a través de la columna o de la placa. 

La diferencia de adsorción de compuestos similares causa 

que éstos migren a diferentes velocidades y, así, puedan 

ser separados. 

Las velocidades de migración de los solutos son una 

medida de la interacción del soluto con el solvente y 

con el adsorbente. Una medida conveniente es la razón de 

la distancia viajada por el soluto a la realizada por el 

solvente. Esta cantidad se designa Rf. 

• Rf =  Distancia viajado por el_oluto 
Distancia viajad« por el solvente 
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Para un sistema de solvente-adsorbente dado, el 

valor de Rf es característico y reproducible para cada 

soluto, mientras se mantengan constantes la temperatura, 

concentración del soluto y la velocidad de flujo del 

solvente. 

4. AdSO.r.b._~. 	El adsorbente debe ser insoluble 

en el solvente a usarse, para prevenir la diso-

lución de la columna cuando el solvente pase a través de 

ella. 	No debe interactuar (excepto por el mecanismo de 

adsorción) con el soluto o el solvente. 

Los adsorbentes más comunes son la alúmina (ATs), 

gel de sílice (siqt), Celite, tierra de diatomeas, 

hidróxido y óxido de magnesio, carbón activado, silicato 

de magnesio, silicato de calcio y carbonato de calcio. 
fas 

La actividad de la sílica gel se debe a la presencia de 

grupos hidroxilo que forman enlaces de hidrógeno con 

compuestos polares e insaturados. El Florisil es un si-

licato de magnesio activado, usado en análisis de vita-

minas, procesamiento de antibióticos y cromatografía en 

general. 

5. Fase móyjj. El solvente se escoge de manera que 

los componentes de la mezcla que se van a sepa- 



rar sean solubles en él, o una mezcla de solventes, en 

la que las proporciones se van cambiando gradualmente, 

para obtener una mejor separación. 	Cuando se utilizan 

dos o más solventes, se empieza con una mezcla de baja 

polaridad y ésta se va incrementando, hasta obtener una 

mezcla de alta polaridad. 	Cuando no se conoce nada de 

la composición de 1-á mezcla a separar, se empieza a 

eluír con solventes no polares (como hexano o benceno) y 

se va aumentando la polaridad de los solventes, hasta 

eluir con etanol o metanol. 	En la Tabla 1 se presentan 

datos de poder de elución para los solventes más utili—

zados en cromatografía en columna. 

Tabla 1 

Valor elutrópico de solventes comunes utilizados en cro—
matografía en columna (1) 

SOLVENTE 	 E° 

hexano 
isooctano 
tolueno 
benceno 
éter etílico 
cloroformo 
acetona 
acetato de etilo 
etanol 
metanol 

0.0 
0.01 
0.29 
0.32 
0.38 
0.40 
0.56 
0.58 
0.88 
0.95 

(il Escala c solventes de Hildebranbt, ES dna lista de solventes en orden creciente od energía 
de absorción en allieina- El orden es sizilar en silica, aunqud la sagnitud es diferente. 
(CU' handoodk Series in Chrodatography, 1975). 



I .1„ ObjElIVOS. 

En el presente trabajó de invedtióación se hicieron 

extractos de Salvinia auriculta que fueron procesados 

para aislar y caracterizar las fracciones que presentan 

actividad antílarvaria sobre A. albimanus. Los objetivos 

específicos del presente trabajo se indican a continua-

ción. 

Comparar los extractos clorofórmicos de hojas y 

raíces, y determinar si la actividad se encuentra en 

las dos partes o solamente en una de ellas. 

Determinar la proporción letal media de los extrae-

tos clorofórmicos de hojas y de raíces. 

Fraccionar los extractos clorofórmicos de hojas y de 

raíces de Salvinia auriculata. 

Caracterizar las fracciones activas obtenidas. 

Determinar si hay más de un compuesto que presente 

actividad antilarvaría. 



IV. TRABAJO EXPERIMENTAL 

A. Recolección. preparación Y extracción de. Salvinia 
atwiculata  

1. Recolección y Procesamiento. En el presente es- 

tudio se utilizó Salvinia auriculata proveniente 

de estanques naturales de la finca San Bernardo, locali-

zada en el municipio de Escuintla, del departamento del 

mismo nombr& , en la costa sur de Guatemala. 

La planta fue recolectada durante los meses de julio 

a septiembre de 1986, siendo trasladada a esta Universi-

dad dentro de bandejas con agua el mismo día de su reco-

lección. La planta se limpió, removiendo material muer-

to o extraño; por una parte, se procesó planta entera y 

por otra se separaron las raíces y las hojas; cada 

parte, por separado, se pesó y se puso a secar durante 

dos o tres días sobre malla metálica dentro de un inver-

nadero. 

Las raíces, las hojas y la planta entera secas se 

pesaron por separado, luego se pulverizaron en un molino 

eléctrico tipo Wiley a un tamaño de partícula de 0.85 mm 

y se guardaron en bolsas de polietileno bajo refrigera-

ción a aproximadamente 5 °C hasta el momento de su ex- 

tracción. 



2. Extracción. El material vegetal seco y molido 

se colocó en bolsas de manta de algodón para ser 

extraído por inmersión en metanol en una primera etapa, 

y en cloroformo en una segunda etapa. Las bolsas de 

algodón utilizadas fueron previamente remojadas en meta-

nol y en cloroformo calientes. 

Las bolsas se colocaron en recipientes de acero ino-

xidable, agregándoseles metanol grado industrial a razón 

de 1 litro por cada 100 g de material vegetal seco. 

Después de cada uno de dos períodos de 24 horas de in-

mersión se decantó la mayor cantidad posible del extrac-

to metanólico, y se repuso el volumen de extracto obte-

nido con un volumen igual de metano' grado industrial. 

Después de 72 horas de inmersión, se decantó todo el ex-

tracto metanólico, se sacó el material vegetal de las 

bolsas y se colocó sobre papel filtro dentro de la cam-

pana de extracción de vapores, evaporándose durante dos 

días el metanol remanente en el material vegetal. 

El material vegetal seco, ya extraído con metanol, 

se colocó nuevamente dentro de bolsas de manta, en 

recipientes de acero inoxidable. 	Se agregó cloroformo 

grado industrial a razón de 1 litro por cada 100 g de 

material vegetal seco y se hizo una extracción clorofór- 
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mica exhaustiva. 	Cada dos o tres dias se decantó la 

mayor cantidad posible de extracto clorofórmico y se 

agregó un volumen de cloroformo grado industrial agual 

al volumen de extracto removido. Este proceso de 

extracción clorofórmica exhaustiva duró entre 40 y 45 

días. 

El extracto clorofórmico obtenido se guardó en 

frascos de vidrio color ámbar, bajo refrigeración 

aproximadamente a 5 C. Luego, el extracto se encontró 

por evaporación del solvente a presión reducida en un 

rotavapor calentándolo con un baño de agua a 45°C. 	La 

remoción del cloroformo se completó haciendo pasar 

nitrógeno sobre el recipiente, y luego colocándolo en un 

horno al vacío, a temperatura ambiente. 	Los extractos 

obtenidos de esta manera, a partir de hojas , raices y 

planta entera, se designaron "extractos crudos" y se 

guardaron en refrigeración a aproximadamente 5°C , hasta 

antes de ser bioensayados. 

B. Ensayo Biológico del extracto crudo y sus fracciones  

Los extractos crudos y las fracciones que más 

adelante se obtuvieron de éstos, fueron bioensayados 

usando larvas con Anopheles albimanus de primer estadio 

proveniente de una cepa de Finca San Bernardo, 

Escuintla, y mantenido en cautiverio con renovaciones 

trimestrales de hembras silvestres de la misma cepa. En 



vasos de vidrio de 100 mL de capacidad se pusieron 15 mL 

del medio acuoso a bioensayar y 25 larvas. Se trabajó 

con seis réplicas y cada día, a lo largo de cuatro días, 

se contó el número de larvas vivas en cada réplica. 	Al 

cuarto día, las larvas sobrevivientes fueron trasladadas 

a agua desíonizada y se continuó el tonteo de individuos 

vivos y la observación de su desarrollo hasta su 

tual llegada a adultos. 

Cada medio acuoso a bioensayar se preparó en base a 

una proporción (g de extracto o fracción utilizados : mL 

de medio acuoso preparados) considerada conveniente para 

evaluar la toxicidad del material en cuestión. 	Se pre- 

pararon 100 mi, de cada medio a bioensayar y para ello se 

pesó la cantidad de extracto o fracción necesaria para 

dar la proporción deseada. 	El extracto o la fracción 

fue tratada con 1 o 2 mL de acetona, buscando solubili-

zarla lo más posible. El medio resultante se filtró con 

papel Whatman No. 51 hacia un balón volumétrico de 100 

mL y se aforó con agua desionizada. 	Dado que sólo una 

parte del extracto crudo o la fracción se disuelve en 

acetona y pasa al medio que se bioensayó, no se habla de 

concentración del medio a bioensayar sino que solamente 

de la proporción (g de extracto o fracción utilizados 

mL de medio acuoso preparados). 	La concentración del 



medio bioensayado se podría calcular utilizando el dato 

de masa de extracto o fracción remanente en el papel 

filtro utilizado, pero no se consideró necesario para 

los propósitos de este estudio. 

Por la presencia de acetona en los medios recién 

preparados y el efectp letal de este compuesto sobre las 

larvas, se esperó el tiempo necesario para su evapora-

ción antes de colocar las larvas e iniciar los biensa- 

yos. 	Este tiempo previo de evaporación fue de 4 y 5 

horas, respectivamente, en el caso de los medios conte- 

niendo 1% y 2% de acetona (Montúfar, 1987). 	En cada 

bioensayo se corrieron seis réplicas de cada uno de dos 

controles, uno con agua y otro con solución de acetona 

al 1% o 2%, según hubiera sido el caso del medio prepa-

rado para bioensayar. 

Se calculó el porcentaje de mortandad corregido se-

gún la fórmula de Abbot (1925), utilizando ambos contro-

les como base para la corrección (ver Sección III.E). 

Para evaluar el grado de toxicidad de los extractos 

crudos se determinó su valor de proporción letal media, 

ésto es, la proporción (gr extracto o fracción utilizado 

: mL medio preparado) que causa una mortandad del 50% de 



las larvas a un día determinado del bioensayo. 

La proporción letal media de los extractos crudos 

de raíz, hoja y planta entera se determinó bioensayando 

medios preparados en proporciones de (1:1,000), 

(1:2,500), (1:5,000), (1:7,500) y (1:10,000). 	Los datos 

experimentales cie mortandad se analizaron usando la 

transformación probit y de esta manera se calcularon los 

valores respectivos de proporción letal media de los ex-

tractos crudos de raíz, de hoja y de planta entera. Al 

ir avanzando en los procesos de fraccionamiento, y por 

tener en forma más concentrada la o las substancias 

activas, las fracciones se bioensayaron utilizando pro-

porciones cada vez menores, (1:5,000), (1:10,000) 

(1:20,000). 

C. Fraccionamiento de los extractos crudos de raíz  Y_ 
hoja QI1 pequeña escala. 

En las Figuras 7 y 8 se presentan los diagramas de 

flujo seguidos en el fraccionamiento preliminar de los 

extractos crudos de raíz y de hoja. 

El extracto crudo de raíz o de hoja de S. auriculata 

se disolvió en tolueno y se fraccionó por cromatografía 

de columna abierta utilizando Florisil (Fisher Sci. Co.) 

como fase estacionaria, y el siguiente sistema y orden 



de elución: 

1. Tolueno 
2. Tolueno-éter etílico 1:1 (v:v) 
3. Eter etílico 
4. Eter etílico-cloroformo 1:1 (v:v) 
5. Cloroformo 
6. Cloroformo-acetona 1:1 (v:v) 
7. Cloroformo-acetona 1:2 (v:v) 
8. Acetona 
9. Acetona-etanol 1:1 (v:v) 
10. Etanol 

La masa de extracto crudo a fraccionar fue de 1.88 g 

en el caso del extracto de raíz y de 1.98 g en el caso 

del extracto de hoja. 	Por cada gramo de material a 

fraccionar se utilizaron alrededor de 70 gramos de Flo-

risil y se emplearon alrededor de 300 mL de cada solven- 

te o mezcla de solventes. 	Se usó,un total de 600 mL de 

cada eluyente; se colectó como una fracción diferente 

cada porción de 50 mL del medio eluido; posteriormente 

aquellas fracciones que en capa fina dieron cromatogra-

mas similares fueron combinadas. La cromatografía analí-

tica en capa fina se corrió sobre material de cromato-

grafía de capa fina del tipo: cromatofolios Al de sílica 

gel 60 	F-254 (Merck), en capas de 0.2 mm de espesor. 

Los cromatogramas obtenidos en capa fina se examinaron a 

simple vista y por medio de luz ultravioleta de 254 nm y 

366 nm de longitud de onda (lámpara. UVGL-58 Mineralight, 

UVP Inc.), y además se revelaron con el reactivo de 

vainillina y en algunos casos con vapor de yodo. 	Dicho 



reactivo se preparó disolviendo 0.5 g de Vainillina (99% 

de pureza, Aldrich) en 9.0 mi, de etanol al 95% y agregan 

do 0.5 mL de ácido sulfúrico concentrado y 3 gotas de 

ácido acético glacial. Para revelar las placas, se as-

perjaron con solución de vainillina, se dejaron secar y 

luego se calentaron en una estufa hasta que se desarro-

llaron manchas coloreadas. En el caso del revelado con 

yodo se colocó la placa de cromatografía en una cámara 

de vidrio cerrada con yodo sólido, hasta que se observó 

manchas de color amarillo. 

Las fracciones que se obtuvieron del extracto crudo 

de hoja y del extracto crudo de raíz se nombraron H-A', 

H-C', etc., y R-A', 	R-C', etc.,respectiva- 

mente. 

Realizando bioensayos de las fracciones obtenidas se 

determinó cuáles presentan actividad larvicida sobre A. 

alhiiianus. Luego, estas fracciones activas disueltas en 

hexano fueron sometidas a un segundo paso de fraccio-

namiento por cromatografía en columna abierta con Flori-

sil trabajando con la proporción (g de material a sepa-

rar : g Florisil) ya descrita y usando el siguiente 

sistema y orden de elución: 



p. 

:3 5 

1. Hexano 
2. Hexano-tolueno 1:1 (v:v) 
3. Tolueno 
4. Tolueno-benceno 1:1 (v:v) 
5. Benceno 
6. Benceno-éter etílico 1:1 (v:v) 

La masa de las fracciones R-A' y H-A'sometida a 

separación fue entre 0.34 y 0.36 g. Se usó un total de 

50 mL de cada eluyen-te y se colectó como una fracción 

deferente cada 50 mL del medio eluido. 	Las fracciones 

así obtenidas fueron analizadas por cromatografía de 

capa fina sobre gel de sílice y en base a los cromato-

gramas obtenidos se unieron las fracciones similares. 

Las subfracciones se nombraron de acuerdo al orden en 

que eluyeron, por una parte HA'-1, HA'-2, etc., y por 

otra RA'-1, RA.-2, etc. Por medio de•bioensayos de estas 

subfracciones se determinó cuáles presentan actividad 

larvicida. 
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Figura 7. Fraccionamiento preliminar, en pequeña esca-
la, del extracto crudo de raíz de S. auricu-
lata 
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la, del extracto crudo de hoja de S. auricu-
lata 



D. EraQ.Dis/namientº d los extractos crudos de. raíz y 
hoja en es_Q_ale. grande  

Dado que la cantidad de fracción activa obtenida del 

segundo pase del fraccionamiento en pequeña escala fue 

muy reducida, se hizo necesario realizar un fracciona- 

miento en mayor escala. Los diagramas de flujo de estos 

fraccionamientos se presentan en las figuras 9 y 10. El 

fraccionamiento en escala grande se planeó en base a los 

conocimientos adquiridos en el fraccionamiento prelimi-

nar, sobre la polaridad de los solventes que eluyen 

el(los) principio(s) activo(s) y sobre ciertas propie- 

dades de este(estos) principio(s). 	De tal manera se 

logró llevar a cabo un proceso de separación más efi-

ciente que el preliminar. 

1. Primera etuna.. La masa de extractos crudos que 

fue sometida a esta separación fue de 4.70 g en 

el caso del extracto de raíz y de 12.80 g en el caso del 

extracto de hoja. 	Los extractos se pusieron en hexano- 

éter etílico 1:1 (v:v), y la parte soluble se trató por 

cromatografia en columna abierta con Florisil, elüyendo- 

los con la misma mezcla hexano-éter etílico. 	Se reco- 

gieron los primeros 400 mL y los primeros 1000 mL elui-

dos, respectivamente para el extracto de raíz y el de 

hoja. 	Estas fracciones recogidas contenían el material 



que forrió una banda de color amarillo en la columna. 

Posteriormente, el resto del material en la columna se 

 

eluyó con acetona y se descartó. Las fracciones obteni-

das de los extractos crudos de hoja y de raíz se denomi- 

naron 	H-A y R-A, respectivamente. Se hizo cromatogra- 

fía de capa fina para determinar si el compuesto activo 

seguido se encontraba-en estas fracciones. 

2. segunda etapa. 	En el caso de la fracción de 

extracto de hoja, H-A, ésta se concentró en un 

rotaevaporador,luego se redisolvió en hexano y se trató 

por cromatografía en columna abierta con Florisil. Se 

recogieron los primeros 75 mL eluidos con una mezcla de 

1% de acetona en hexano, los cuales contenían el mate- 

rial que en la columna formó una banda amarilla. 	El 

resto del material se lavó de la columna con acetona y 

se descartó. A la fracción recogida se le denominó HA-1 

y se continuó el proceso para su purificación. 

Por otra parte, la fracción de extracto de raíz, 

H-A, se concentró en un rotaevaporador, y luego se 

disolvió en hexano y se trató por cromatografía en 
• 

columna abierta con Florisil, del tipo y composición ya 

descrito, utilizando el siguiente sistema y orden de 

elucion: 



1. Hexano 
2. Hexano-tolueno 1:1 (v:v) 
3. Hexano-tolueno 1:1 (v:v) con 1% de acetona 
4. Tolueno con 1% de acetona 

Se usó un total de 30 mL de cada eluyente y se 

colectó ese mismo volumen de cada diferente fracción. 

Las fracciones recogidas se designaron RA-1, RA-2, RA-3 

y RA-4. 	Por,cromatografia de capa fina se determinó 

que dichas fracciones correspondieron con las del frac- 

cionamiento preliminar RA'-1 a RA'-4. 	Dado que estas  

fracciones se obtuvieron en cantidades muy reducidas y 

que las dos primeras de ellas presentaron cromatogramas 

de capa fina muy similares a la fracción equivalente en 

el fraccionamiento del extracto crudo de hoja, no se 

continuó el proceso para su purificación. 

3. Tercera etapa. La fracción HA-1 se concentró en 

un rotaevaporador, se redisolvió en hexano y se 

corrió en cromatografía de capa preparativa (gel de 

sílice, 2000 pm de espesor, Analtech). Se usó hexano-

acetato de etilo 9:1 (v:v) como eluyente y se hicieron 

dos corridas sucesivas de la misma placa para obtener 

una mejor separación de los componentes de la fracción. 

A simple vista se observaron tres regiones de color 

amarillo. Bajo luz ultravioleta se distinguían estas 



mismas tres regiones como regiones obscuras y una cuar-

ta, en el frente del solvente, con fluorescencia de co-

lor celeste-azul. 

La placa se cortó de acuerdo al patrón observado 

bajo luz ultravioleta en cuatro regiones. 	Las fraccio- 

nes obtenidas se denominaron HA-1.1, 	HA-1.2, HA-1.3 y 

HA-1.4, siendo la fracción HA-1.4 la que más se desplazó 

y la HA-1.1 la que se desplazó menos. Al bioensayar 

estas 	fracciones se encontró que las de los extremos, 

HA-1.1 y la HA-1.4, presentaron mayor actividad antilar-

varia. Se continuó la purificación de la fracción 

HA-1.4 pero no la de la fracción HA-1 1 pues se obtuvo 

una cantidad muy reducida de ella. 

4. Cuarta etapa. 	La fracción activa HA-1.4 se 

concentró en un rotaevaporador y se redisolvió 

en hexano, luego se trató por cromatografia en columna 

- abierta, usando como eluyente 120 mL de hexano-acetato 

de etilo 9:1 (v:v). 	Se recogieron tres fracciones, la 

primera incluyó el material eluido hasta antes que empe-

zara a eluir una banda amarilla, la segunda fue la 

constituida por la banda amarilla, y la tercera fue la 

eluida por el resto del eluyente. Estas fracciones se 

denominaron HA-1.4-1, HA-1.4-2 y HA-1.4-3, respectiva- 



mente. Entre ellas, la HA-1.4-2, fue la fracción que 

causó mayor mortandad de larvas de A. albimanus. 

Dado que la fracción HA-1.4-2 presentó contaminación 

probablemente debida al contacto con plásticos durante 

su procesamien to, fue necesario purificarla pasándola 

sobre Florisil, y.usando hexano-acetato de etilo 9:1  

(v:v) como eluyente. 	Tanto la presencia original de la 

impureza como su ausencia posterior, fueron determinados 

por cromatografía analítica en capa fina. 
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Figura 9. Fraccionamiento del extracto crudo de raíz de 
S. auricuiata, en escala grande. 



hexano-éter etílico 1:1 

1 

 cromatografía de 
columna abierta, 

Florisil 

Parte insoluble 
descartada 

hexano-éter 	)hexano-éter 
etílico 1:1 etílico 1:1 	acetona 

H-A 
(banda amarilla) 

H-B parte 
descartada 

  

concentración 
	lexano 

1 cromatografía de 
columna abierta, 

Florisil 

1% acetona 
en hexano 

HA-1 
banda amarilla) 

{acetona 

HA-2 
parte 

descartada 

f

cromatografía en capa 
preparativa, sílica gel 

hexano-acetato de etilo 9:1 

HA-1.1 HA-1.2 HA-1.4 

44 

EXTRACTO CRUDO 
DE HOJA 

concentración 
<1 	hexano 

(MAYOR DESPLAZAMIENTO 	 (MENOR DESPLAZAMIENTO 

EN LA PLACA) 
	

EN LA PLACA) 

Figura 10. Fraccionamiento del extracto crudo de hoja de 
S. auriculata, en escala grande. 
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Continuación Figura 10. 



E- Tratamianto e_s_ta,Oistico d_e- 1_0_5 dzIos de  1515. loen-._ 

determinar la actividad antilarvaria del ex-

tracto crudo o de las fracciones obtenidas, se bioensa
-

yaron preparaciones de éstas en agua. Dado que dichas 

preparaciones se hicieron usando acetona que se dejó 

evaporar antes de proceder al bioensayo, se usó dos 

controles, 
uno con acetona a la concentración usada en 

la preparación de los medios probados y otro con agua. 

La mortandad observada se expresó como porcentaje, 

para poder comparar entre réplicas con diferente número 

de larvas. 	
Se hizo un análisis de varianza para compa- 

rar la actividad larvicida de los extractos o fracciones 

y una prueba 'a posteriori' (prueba de Student-Newman
-

Keuls) de comparación de medias para determinar diferen
- 

cias entre ellas. 

Se utilizó 
la fórmula de Abbott (1925) para corregir 

por la mortandad en el control: 

P = 	 * 100 
100 - Ko 

es el % de mortandad 
P* es el % de mortandad 

ción probada. 
Ko es el % de mortandad 

en donde P 

(1) 

real 
observada en la solu- 

observada en el control 

Se utilizó los datos de los dos controles (acetona Y 

1 
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agua) para calcular Ko. 

Se determinó la concentración a la que una 

solución de extracto crudo de raíz, hoja o planta entera 

mata el 50% de las larvas (LC-50). Para ello se usó la 

transformación Probit. En el Apñdice A se describe esta 

transformación y en el Apéndice B se presenta el 

programa de computadora usado para desarrollar esa 

transformación y calcular el LC-50. 	A continuación se 

describen las otras pruebas estadísticas realizadas. 

1. 	Aamáliais.  d varianza. Para hacer compa- 

raciones entre las actividades de los extractos 

entre las actividades de las fracciones que se 

obtuvieron de ellos, se utilizó antes un análisis de 

varianza simple; de esta manera se determinó si había o 

no diferencia significativa entre las varianzas de los 

medios bioensayados. Como tratamiento se usó cada 

extracto crudo (hoja, raíz y planta entera) o las 

fracciones que se obtuvieron a partir de ellos. 	Una 

descripción del análisis de varianza puede encontrarse 

en textos de biometría (Sokal y Rolf, 1969), por lo que 

no se describe aquí. 	La prueba indica si hay o no 

diferencia significativa entre los tratamientos, pero 

ind$ca entre cuales_ 	Para obtener esta información es 



necesario hacer una prueba estadística adicional, la de 

Student-Newman_Keuls. 

2. Frueba de Iltudent-Newman-Keuls. 	Este método es 

un proceso por pasos, y usa el rango como un 

estadístico para medir diferencias entre medias. Prime-

ro se calcula el error estándar común del grupo de 

medias: 

= MS error 	 (2) 
n 

En donde S es el error estándar común del grupo de 
medias 

MS error es la media cuadrada del error 
encontrado en el análisis de varianza 

n es el número de réplicas del que se obtuvo 
cada media 

Se obtienen los valores críticos del estadístico 

un nivel de significancia a, para grupos de a, a-1, . 

y 2 medias, con grados de libertad iguales a los de la 

suma de cuadrados del error. 	Se calcula el rango menos 

significante (LSR), para grupos de a, a-1, 

medias, de acuerdo a: 

LSR = Q a [k,g.1.1 MS error 	 (3) 
n 

En esta fórmula Q se obtiene de tablas, con una signifi-

cancia a, para comparar k med7ias y con grados de liber- 

tad 'g 1.". 



Las medias se arreglan en orden ascendente o descen-

dente. Primero se prueba comparando el rango total (me-

dia más grande menos media más pequeña) con el LSR para 

medias. Luego comparamos el rango de 'a-1" medias 

con el LSR respectivo, después se compara el rango de 

a-2" medias, etc. Este proceso se continúa hasta com-

parar todos los pares de medias consecutivas. 



- 

- 

- 



V. RESULTADOS 

A. Extractos crudos 

1. Obtención. El extracto crudo de raiz se obtuvo a 

partir de 6.30 Kg. de reices húmedas, que die-

ron 380.0g. de material seco (porcentaje de humedad en 

las raices alrededor de 94%). 	Se obtuvieron 4:75 g. de 

extracto crudo (1.3 	de rendimiento en base seca}. 

El extracto crudo de hoja provino de 8.72 Kg. de 

jas húmedas, que pesaron 800.0 g. al secarse (porcenta- 

je de humedad = 91%). 	De ellas se obtuvo 9.70 g. de ex- 

tracto crudo (1.2% de rendimiento en base seca). 

El extracto crudo de planta entera se obtuvo de 

1.0 Kg. de material seco. Se obtuvieron 8.30 g. de ex-

tracto crudo, que representan el 0.837. de rendimiento en 

base seca. 

2. Proporción letál media. Se realizaron 

bioensayos para determinar la concentración letal media 

al cuarto dia de exposición a los extractos crudos de 

raiz, hoja y planta entera. 	Para ello se prepararon 

cinco soluciones acuosas de los extractos crudos a pro- 

porciones entre 1:1,000 y 1:10,000 (y. de extracto : mL 



de medio acuoso preparado). 	En la Tabla 2 se presentan 

los datos de mortandad obtenidos en los bioensayos. 

Tabla 2 

Mortandad de larvas de A, albitrianus al cuarto día de ex-
posición a extractos crudos de raíz, hoja, y planta en-
tera, de 5. auricvlata, (1) 

EXTRACTO PROPORC1ON LARVAS LARVAS 	LC-50 
O - 	(g extracto: 	MUERTAS 	EXPUESTAS (g extracto: 

CONTROL.  mL medio prep.) 	 mi, medio prep.) 

RAIZ 

1:1,000 
1:2,500 
1:5,000 
1:7,500 
1:10,000 

125 
145 
85 
30 
24 

125 
150 
150 
150 
150 

1:5680 

1:1,000 122 122 
1:2,500 141 145 

HOJA . 	1:5,000 85 146 1:5850 
. 1:7,500 42 117 
1:10,000 8 150 

• 1:1,000 125 125 
1:2,500 138 150 

PLANTA 1:5,000 75 150 1:6900 
ENTERA 1:7,500 72 150 

1:10,000 56 150 

ACETONA 0 150 
21.< 	EN 	AGUA 

AGUA 0 150 

hesulutcs Inza.se ce b 



Se utilizó un programa de computadora (Apéndice C) 

para hacer el análisis probit. 	En el Apéndice D se 

presentan tablas con los parámetros estimados y cómo 

varían éstos en cada iteración realizada. 

Con el análisis probit se determinó que el valor 

para la proporción letal al 50 % es de 1:5680 (171 1 5 

ppm) para el extracto crudo d•e raíz y de 1:5850 (176 ± 5 

ppm) para el extracto crudo de hoja. 	Para el extracto 

crudo de planta entera se obtuvo un LC.-50 de 1:6900 

(145 ± 8 ppm). Ver Gráficas 1 a 3. 

3. Comparación de la actividad  de los_ extractos. 

Se comparó la actividad larvicida de los extrac-

tos crudos de raíz, de hoja y de planta entera. Se hizo 

un análisis de varíanza (Tabla E.15), en donde se mues-

tra que no hay diferencia significativa (con probabili-

dad p=0.12) entre la actividad de los tres extractos a 

una proporción de 1:5,000, que es la proporción cercana 

a la letal inedia. 
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Gráfica 1. 	Mortandad (corregida con la fórmula de 
Abbott y expresadas en unidades probit) de larvas A. 
albimanus al cuarto dia de exposición al extracto crudo 
de raíz de S. auriculata y recta de regresión del Aná-
lisis Probit. 
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Gráfica 2. 	Mortandad (corregida con la fórmula de 
Abbott y expresadas en unidades probit) de larvas A. 
albimanus al cuarto día de exposición al extracto crudo 
de hoja de S_ auriculata y recta de regresión del 
Análisis Probit. 
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Gráfica 3. 	Mortandad (corregida con la fórmula de 
Abbott y expresadas en unidades probit) de larvas A. 
albimanus al cuarto día de exposición al extracto crudo 
de planta entera de S. auriculata y recta de regresión del 
Análisis Probit. 
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b. FraccionamienID Pre_liminar acalle_áa 
extractos crudos de_' raíz y boja  

1. Pr.im.e_ra etapa 
ext.r.ILLIQa crudos. 

frawionamiento de_ los  

  

     

a. Fracciones del extracto crudo de raíz. Des-

pués de unir las fracciones similares obte-

nidas de la cromatografía en columna abierta resultaron 

cinco fracciones como se indica en la Figura 7. 

En la Tabla 3 y en la Gráfica 4 se muestra la mor-

tandad corregida por la formula de Abbott de las larvas 

de Anopheles albimanus expuestas a los medios con las 

fracciones del extracto crudo de raíz a una proporción 

de 1:5,000. De las cinco fracciones únicamente la frac-

ción R.-A" presenta alta actividad antilarvaria, - un 100% 

de mortandad al segundo día. 	La fracción siguiente a 

ésta, la R-B', muestra poca actividad, un 29% de mortan-

dad al cuarto día, y las fracciones subsiguientes mues-

tran aún menores actividades. 



Tabla 3 

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. 

albimanus expuestas a fracciones preliminares del ex-
tracto crudo de raíz de S. auriculata. (1) 

FRACCION 	DIA 	MORTANDAD (%)(2) DESV. STD. 

1 	 37 	 19 
R-A.(3) 	2 	 100 	 0 

3 	 100 	 0 
4 	 100 	 0 

1 	 1 	 2 
R-B"(3) 4 	 6 

3 	 19 	 # 	12 
4 	 2.5 	 12 

1 
R-C"(4) 	2 

1 	 3 
3 
6 

4 
	

8 

1 	 0 	 0 

R-D"(4) 	2 	 0 	 2 
3 	 2 
4 	 0 	 3 

1 	 0 	 0 
R-E'(4) 	2 	 0 	 0 

3 	 0 	 0 
4 	 f) 	 3 

1 	 0 	 0 
CONTROL 	2 	 0 	 0 
AGUA 	3 	 3 	 5 

4 	 3 	 6 

(1) Fracciones en medio acuoso a ud.  	le 1:5,M. Resultados promedie de replicas, 

(2) ANOVA: F=201,94 p(1D-4 

(3) Difiere significativamente (951 Co f.) de las desás fracciones (Test SNK) 

(4) Difiere significativamente (9 	Conf.) de R-A' y R-13' (Test SNI 
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Gráfica 4. Mortandad corregida de larvas de A. albi-
mabus expuestas a fracciones preliminares 
del extracto crudo de raíz de S. auricu1ata. 
(Proporción bioensayada 1:5,000) 
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En la Tabla E.1 se presentan los resultados del 

análisis de varianza realizado para determinar si exis-

ten diferencias significativas entre las actividades de 

las fracciones preliminares de raíz. El análisis indica 

una diferencia significativa entre las fracciones a una 

probabilidad p<10-4. En el análisis se utilizó la mor-

tandad corregida al cuarto día, que es donde las dife-

rencias son más grandes. 

Se hizo la prueba de Student-Newman-Keuls para de-

terminar diferencias entre las actividades de las frac- 

ciones del extracto crudo de raíz. 	En la Tabla E.2 se 

observa que las fracciones R-A' y R-B.  difieren de las 

demás y entre sí, al 95% de confianza. 

Según lo indicado en la Tabla 4, la cromatografía de 

capa fina realizada bajo las condiciones de la sección 

IV.C, muestra una mancha azul-morada con Rf=0.59 en la 

fracción R-A' al revelar la placa con 	vainillina. Las 

fracciones R-B' y R-C" también presentan esta misma man-

cha pero con una intensidad gradualmente menor y un Rf 

levemente diferente (0.68). Dado que entre las dos frac_ 

ciones R-25' y R-B" ésta es la única mancha en común, y 

que no aparece en forma tan intensa en los cromatogramas 

de las otras fracciones se concluye que dicha mancha 



contiene el, o los principios activos; y por la diferen-

cia en su concentración la fracción R-A" preSenta una 

actividad antilarvaria mayor que la fracción R-B". 

Tabla 4 

Componentes de las fracciones preliminares del extracto 
crudo de raíz de S. suriculata observados en los croma-
togramas en capa fina. (1) 

TIFO DE REVEADC. 
TRACCION 

VISIBLE 
	

UV 	 IJV 
	

VAIniLLINA 
(254 nt) 	f3b6 nt) 

R-A" 1.54 Atarillo 8.54 
	

1.5Z, Azul e.59 

1.37 Moran 

E--B' 	1.54 Cafi., 	1.54 	ter.s1- 	1.31 Roje 	1.28 ?marino e.36 
1.28'intens 	1.17 Role 	1.41 Rojo 	1.56 Atarillo 

0.:E 

1.57 tenue 	1.57 Azul 	1.28 Atarill3 8.36 Azul-celeste 

8.28 intenso 
	

1.41 Rojo 	nuca --a._. 

R-Er 
	

9.25 tenue 
	

1.58 Rojo 	1.38 Azul-celeste 

1.43 Rojo 

R-E' 
	

1.64 Azul 	1.11 Verde 

(I) Se usó cloroforto-acetona 9:1 (v:v) coto fase :ball y crosatcfc:Ics Al de Silica gel 
68 F-254 (Merck) coso fase estacionarla 

b. EmIcion_ca dti ex ,Reto  crudo d. hoja.  Las 

.fracciones provenientes de la cromatografía 

en columna que mostraron similitud se unieron, y como se 

muestra en la Figura 8 resultaron cuatro fraccciones. 



Se bioensayaron estas cuatro fracciones que se obtu-

vieron del extracto crudo de hoja y los datos de mortan-

dad se presentan en la Tabla 5 y en la Gráfica 5. 

La primera fraCción H-A - , la menos polar, fue la que 

presentó actividad antilarvaria (99% de mortandad al 

tercer día). Las otras tres fracciones mostraron un 

efecto muy leve sobre las larvas . 	El análisis de va- 

rianza de la actividad de las fracciones al cuarto día 

(TLbla E.3) indica que hay una diferencia significativa 

(p<10-4) entre la actividad de las fracciones. La prue-

ba de Student-Newman-Keuls mostró que la fracción H-A' 

difiere de las demás fracciones, al 95% de confianza 

(Tabla E.4). 

Al hacer cromatografía de capa fina de las fraccio- 

nes H-A', 	 H-C', H-D', usando cloroformo-acetona 

9:1 (v:v) como elty te se obtuvo lo indicado en la Ta-

bla 6. Al observar los cromatogramas revelados con vai-

nillina se nota que la fracción H-A' contiene una mancha 

morada-azul (Ef=0.70), semejante a la detectada en la 

fracción R-A', y designada como la que contiene el o los 

principios activos. 	Esta misma mancha se observa más 

tenue (menor concentración) en las fraccioneá H-B.  y 



H-C' (Rf=0.69 y 0.68, respectivamente). El Rf de la man_ 

cha en discusión en H-A' es mayor al de la mancha en la 

fracción R-A", pero corresponde a aquel de la mancha en 

R-B' y R-C'. 

Tabla 5 

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. 	aibimanus 
expuestas 	a fracciones preliminares del extracto 	crudo 
de hoja de S. 	auriculata. 	(1) 

FRACCION DIA MORTANDAD (%)(2) DESV. STD. 

1 1 8 
H-A.(3) 2 23 11 

3 ,99 2 
4 100 2 

1 
H-B' 2 0 0 

3 1D 	• 5 
4 o 5 

1 0 0 
H-C' 2 0 0 

3 2 
4 1 4 

1 0 0 
H-D' 2 0 0 

3 0 2 
4 0 4 

1 0 0 
CONTROL 2 0 0 
AGUA 3 3 5 

4 3 6 

(z 261  Una proporción de 45,00e -Re5ocToob promedio de lo réphéac, 

(2) ANOVA: F=937,82 p<10-4 

(3) Difiere significativamente (95 Conf.) de las demás fracciones (Test S)iK) 
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Gráfica 5. Mortandad corregida de larvas de A. albi-
manus expuestas a fracciones preliminares 
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Tabla 6 

Componentes de las fracciones preliminares del extracto 
crudo de hoja de 5. auriculata observados en los croma-
togramas en capa fina. (1) 

TIPO DE REVELADD 

6b 

FRACCION 

VISIBLE 
	

uv 
	

UV 
	

VAI 1( 1 LLINA 

(254 no) 
	

(366 u) 

 

0.65 Tenue 	0.64 Azul 0.7¿ 

0.42 Morado 

 

H-E" 	2.57 Cafe 	0.69 Tenue 	0.69 Rojo 	0.37 Azul-celeste 

0.30 Tenue 	0.62 Rojo 	0.¿= 	 tErniw 

0.49, 0.06 Rojo 

H-C' 	1.65 Verde 	0.65 
	

0.65 Rojo 
	

L.37 Azul-celeste tenue 

C.51 Verde 	8.52 
	

8.51 Rojo 
	

0,65 Meralio-azul tenue 

0.64 	 0.64 Azul 	0.01 Verde obscuro 

(1) Se usó clorofareo-acetona 9:1 (v:v) cazo fase dvil y crozatofolios Al de Silica gel 

60 F-254 (Merck) coso fase estacionaria 

c. Comparación de fracciones de extracto crudo  

raíz y hoja. 	De los resultados de esta 

primera etapa de fraccionamiento de extractos crudos de 

raíz y de hoja se obtiene que la fracción activa es si-

milar en la raíz y en la hoja. Esta fracción activa es 

altamente apolar ya que en la cromatografía en columna 

es eluida con solventes no polares (tolueno, éter etíli-

co). En base a esta naturaleza altamente apolar, y a los 

cromatogramas de capa fina de las diferentes fracciones 



se concluye que en las fracciones activas, R-A' y H-A', 

el(los) componente(s) responsable(s) de la actividad es-

t(n) presente(s) en la mancha observada con revelado de 

vainillina como aquella con mayor migración y Rf de 

0.59-0.70, color morado-azul, al usar cloroformo-acetona 

9:1 (v:v) como fase móvil y cromatofolios Al de S'inca 

gel 60 F-254 (Merck) como fase estacionaria. 	Al llevar 

a sequedad las fracciones activas de raíz R-A' y de hoja 

H-A', se obtiene un polvo de color amarillo. 

2. Segunda etapa de fraccionamiento de los extrac-

tos crudos. Las fracciones activas R-A' y H-A', 

por separado, se sometieron a una segunda etapa de sepa-

ración cromatográfica (Figuras 7 y 8). La fracción R-A' 

dio cuatro subfracciones y la fracción H-A' cinco sub-

fracciones. Las subfracciones se identificaron por 

RA'-1, RA'-2, ..., y HA'-1, HA'-2, ..., según su polari-

dad creciente y orden de elación de la columna cromato- 

gráfica. 

a. subfracciones del extracto crudo de raíz. La 

fracción R-A' se separó por cromatografía en 

columna abierta sobre Florisil, dando seis fracciones; 

se combinaron las fracciones que mostraron cromatogramas 

de capa fina similares, resultando cuatro subfracciones 



(Figura 7). 	La identificación de estas subfracciones 

indica el orden con que fueron eluidas de la columna 

cromatográfica, y las subfracciones originales que se 

unieron. 

La mortandad de larvas de A. albimanus expuestas a 

estas subfracciones en medio acuoso se presenta en la 

Tabla 7. En la Gráfica 6 se observa que las subfraccio-,  

nes que presentan considerable actividad antilarvaria 

son la RA'-1 y la RA"-2, que son aquellas de carácter 

más apolar. 

Se hizo un análisis de varianza para comparar las 

actividades de las subfracciones obtenidas de R-A' y se 

encontró que si hay diferencia significativa entre la 

actividad de las subfracciones al cuarto día, con una_ 

probabilidad p<10-4 (Tabla E.5). 

La prueba de Student-Newman-Keuis muestra que la ac-

tividad de las dos primeras subfracciones, RA'-1. y RA'-2, 

es similar y que esta actividad difiere significativa-

mente respecto de las otras dos subfracciones, RA'-3,4 y 

RA'-5,6, al 95% de confianza (Tabla E.6). 
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Gráfica 6. Mortandad corregida de A. albimanus expues- 
tas a subfracciones preliminares de raíz de 
S. auriculata. (Proporción bioensayada 
1:10,000) 
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Tabla 7 

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. albimanus 
expuestas a subfracciones preliminares de raíz de S. 

auriculata (1) 

FRACCION 	DIA 	MORTANDAD (%)(2) DESV. STD. 

1 
	

0 	 0 
RA' -1(3) 	2 
	

99 	 2 
3 
	

100 	 0 
4 
	

100 	 0 

	

1 	 24 	 23 

	

RA'-2(3) 2 	 100 	 0 

	

3 	 100 	 0 

	

4 	 100 	 0 

	

1 	 0 	 0 

	

RA'-3,4(4) 2 	 5 	 8 

	

3 	 36 	 20 

	

4 	 58 	 13 

	

1 	 1 	 2 

	

RA'-5,6(5) 2 	 1 	 2 

	

3 	 3 	 2 

	

4 	 6 

	

1 	 1 	 2,  

	

CONTROL 2 	 2 	 2 
AGUA 	3 	 4 

	

4 	 4, 	 4 

A uNo propore.to'n de 1:1,000  gleyuCia.do5 promedio de 4 r¿plichlYS 

(2) ANDVA1 F=211.42 p<11-4 

(3) Difiere significativamente (951 Conf.) de RW-3,4 y de RW-5,6 

(4) Difiere sicnificativacante (95). Conf.) ce RW-1 y te RW-2 

(5) Difiere significativamente (951 Conf.) de las demás subfracciones 

La cromatografia de capa fina mostró, al revelar con 

vainillina, que las subfracciones RA'-1 y RA'-2 poseen 

una mancha morada con Rf de 0.68 y 0.64, respectivamen- 



te. La subfracción RA'-3,4 presenta esta mancha 

(Rf=0.68) pero con poca intensidad, no así la RA'-5,6 

(Tabla 8 y Figura F.1). 

Tabla 8 

Componentes de las subfracciones preliminares de raíz de 
S. avriculata observados en los cromatogramas en capa 
fina(1) 

TIPO DE REVELADO 
FRACCION 

VISIBLE 
	

UY 	 tjv 
	

VAINILLIkA 
(254 n:l 	(366 no) 

0.64 Atarille 	0.66 Obsc. 	2.66 Celeste 	2.6J 

RA'-2 	t.57 Cafe 
	

2.62 	 0.63 Celeste 	8.3e, 0.35 Cafe 

	

0.56 	 0.52 Celeste 	0.53 Azul 	0.57 Cafe-rojo 

	

E.51 	 2.t¿ 

lAr-3,4 
	

0.65 Verde 
	

0.67. 0.35 
	

t.32 Celeste 	0.21 Azul 0.27, 0.32 Cafe ciare.  
0.51 Verde 
	

0.29 
	

0,5E r1-:a:ci ciare 

RPC-5,6 	 0.33 Celeste 	0,17 Cafe 0.43, 0.62 Cafe ciare 

(I) Se usó dor-ofertó CDPW fase ;ovil y creratefelios Al de Silica del 60 F-254 (Merck) 

CULI fase estacionaria 

b. subfracciones  del extracto crudo 	hoja. 

De la fracción activa del extracto crudo 

de hoja, H-A', se obtuvieron seis subfracciones, las 

cuales se compararon por cromatografía de capa fina, 



luego combinándose las similares y quedando sólo cinco 

subfracciones (Figura 8). La identificación de estas 

subfracciones indica el orden en que fueron eluidas de 

la columna crwmatográfica y las subfracciones originales 

que se unieron. 

Los resultados del bioensayo de -las subfracciones 

obtenidas se presentan en la Tabla 9 (ver Gráfica 7). Se 

puede observar que las dos primeras subfracciones, HA - -i 

y HA"-2, poseen actividad antilarvaria considerable y 

las demás subfracciones actividades mucho menores. 

Se hizo un análisis de varianza (Tabla E.7). para 

comparar la actividad actividad antilarvaria de estas 

subfracciones al cuarto día y se encontró que sí hay una 

diferencia significativa, con probabilidad p<10-4. 	El 

análisis de Student-Newman-Keuls (Tabla E.8) indica que 

la actividad de las dos primeras subfracciones, HA - -1 y 

HA"-2, son semejantes y éstas difieren del resto, al GZ:-,Á 

de confianza. 



Tabla 9 

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. albimanus 
expuestas a subfracciones preliminares de hoja de S. 
auriculata (1 ) 

FRACCION 	DIA 	MORTANDAD (%)(2) 	DESV. STD. 

1 	 0 	 0 
HA"-1(3) 	2 	 99 	 2 

3 	 99 	 2 
4 	 99 	 2 

1 	 4 	 10 
HA'-2(3) 	2 	 67 	 13 

3 	 99 	 - 2 
4 	 100 	• 	 0 

1 	 1 	 2 
HA'-3(4) 	2 	 5 	 - 8 

3 	 18 	 16 
4 	 25 	 22 

1 	 0 	 0 
HA"-4(5) 	2 	 0 	 0 

3 	 1 • 
4 	 b 	 6 

	

1 	 2 
	

3 

	

H15.-5,6(5) 2 	 2 
	

3 

	

3 	 2 
	

3 

	

4 	 7 
	

7 

1 	 1 	 2 
CONTROL 	2 	 2 	 2 
AGUA 	3 	 4 	 4 

4 	 4 	 4 

14) A unir:A proporción are 	 Resurfilo105 promedio de Iiiiréptitcy, 

	

12rE 3Á1-,aicaIn;ar.er.Ie 	Cc r-1.; te 7E1. 	te 	y oe 
7, :1. C.; 	 C 

	

significanvemente 	CD-71'.) re m1: - -1, te .r:11,--2 y ze 
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Gráfica 7. Mortandad corregida de larvas de A. albi-
iianus expuestas a subfracciones preliminares 
de hoja de S. auriculata. (Proporción bio-
ensayada 1:10,000) 



La cromatografia de capa fina de estas subfraccio-

nes, al revelar con vainillina, muestra la mancha mora-

da-azul (Rf= 0.68) que se observó en las subfracciones 

activas del extracto crudo de raíz, en las subfracciones 

activas HA'-les HA'-2, y con menor intensidad en las 

subfracciones HA"-3, HA"-4 y HA"-5,6. 

Tabla 10 

Componenetes de las subfracciones preliminares de hoja 
de. S. auriculata observados en los cromatogramas en capa 
fina. 	(1) 

FBACCIGH 
TIPO DE REVELADO 

VISIBLE UY 

(254 n) 

trv 

(366 n) 
VAINILLINA 

HA'-1 L64 Asarillo 

B.62 Asarillo 

0.67 	fibsc. 0.66 celeste e.66 horade 

6'-2 0.59 first. 0.62 Celeste ¿.6:1 	A.zu27e2o 

0.56 Morado claro 

HA•-3 0:62 

0.47 
0.52 Celeste 0.26, 	0.31 	Cafe 

0.53, 

6'-4 0.67, 	0.3E 

23e 

0.32 Celeste 0.28 @S osa 	8.26 Cafe 
E3, £.56 	Morado claro 

MA'-5,6 0.41 	Cafe 

0.17 Atarillo 

0.08 Asarillo 

Rejd 

0.25 Rojo 

13.1e Obscuro 	0.28 Azul Cese. 
0.13 Azul 

0.31, 	0. ,41, 	0,517, 	0.64 	Morad:, 

W SE usó cleroforsc coso fase 'Ovily e- mate:ft-11 os Al de Silica gei 60 F-254 (Merck) [UD fase estacionaria 



c. Comparación de subfracciones de extractos  

crudos dg raíz y hoja. Se observó similitud 

en los resultados de los fraccionamientos de los extrac- 

tos crudos de raiz y de hoja 	El patrón de actividad 

antilarvaria fue el mismo, ya que las subfracciones 

eluidas con hexano y hexano-tolueno 1:1 (v:v), RA'-1 y 

2, y HA'-1 y 2, mostraron la mayor mortandad (aproxima-

damente 100% al segundo o tercer día). 

Segun indican los datos en las Tablas 8 y 10, los 

cromatogramas en capa fina de las subfracciones HA'-1 y 

RA'-1 son similares. 	Se considera que el(los) princi- 

pio(s) activo(s) está(n) incluído(s) en la mancha que al 

revelar con vainillina se ve morada con Rf=0.68. 	La 

actividad observada en las segundas subfracciones, HA'-2 

y RA'-2, se debe a que el(los) principio(s) activo(s) no 

fue(ron) eluido(s) en forma completa como parte de la 

primera subfracción, sino que terminó(aron) de salir en 

la segunda. 	Se observa en las Tablas 9 y 11 que las 

subfracciones HA'-2 y RA'-2 también contienen la mancha 

morada antes mencionada con Rf=0.64-0.68. 	En forma más 

tenue, esta mancha aún se observa en algunas de las 

subfracciones subsiguientes. 

Se obtuvo el espectro infrarrojo (IR) (espectrofotó- 

76 



metro 735B Perkin-Elmer) de las subfracciones activas, 

preparadas en pastillas de bromuro de potasio. 	El es- 

pectro IR de RA'-1 (Figura 11) muestra la presencia de 

grupos metilo y metilenos (2900-2850 cm-1, 1460 cm-1 y 

720 cm-1), metilos geminales (1390 cm-1, 1200 cm-1 y 

1040 cm-1), carbonilos (1740) y vibraciones de carbono-

oxígeno en 1260 cm-1 (podría ser un grupo éster o un 

éter). El espectro IR de HA'-1 (Figura 12) muestra gru-

pos funcionales similares: metilos y metilenos (2850-

2800 cm-1, 1540 cm-1), metilos geminales (1360 cm-1 y 

1040 cm-1), grupo carbonilo (1640) y una vibración C-0 

(1240 cm-1) de un éster o un éter. (De estas subfraccio- 

nes no se sacó espectro de resonancia magnética nuclear 

de protones.) 



1 .1;, 1-- 4- 

Pal 

..... 

• 

- • 

sun Ir 
in ES II U 	211 

1114511 311 	BU 

":113. anu 
fie 

"Mur III' n 

'.47.7.111, -77  ,.
. 1 .4, . , 4  

78 y 

"', ...; :11 1.11 i ;4 -. 4. a. . 	'. • 

y, -•• 4 - -- • -- • • • • 

	

.:::.; 	

....- ......t.-.......... ........ , 

s_s 

	

s 	• 	I 	• 	• 	•  L4 - ' ' 	, ' 	• 	
7-_3 	- 

	

al 	1 

. 	-T 	.: 1.1. '• .. I i ' . . : . 

111 

.
,,1 	11 	

1 	I TI j. 	' ... I. t . -!..1 7 -• :. 

	

; 	• 7. ' 
..... 

••  

.  -.....1..,...--_!... • 

musiumo-rill111111 NUEillti 	 , 	....=:71.--i- •-; ..• i 

	

_ _ 	..._, . 

1_,. 1111111111111»~_ 1111111XMIZT1 	.4---r 4-14- - . 17 -- - - • 

Crin ellinadituaaa 	a 	ame. , 	
: • •, , . . 

, 	 11111 	
11 	:-.1-14.1,--.1 	....: . _ 

i 	 n lana 
	

-1 c.3 
, , 1 Mis 4u U1112~1 mas 	

...! 1 , . , , 1. • • _ .. 	,, 1 ,..._ .__ 	
CI 

- -u.' 	111111511111111111•"•!til 	m U 	 . .7"1" .4:-.1: -. . :1 	
- ...1 ..-- 

	

1 11111ffilluunquurl 0 	e 

su 	, : 	a 	gaigEllinill -,-.3

-  

in« 	n , i 	_i_.i. :ri 1 onsuor :~ 
MusalUll 	1 ' 	rrt 	Tom,;-«!.! 	,.• • • 7. : - - 

1-------: 	77 -- - - 

4...-++ 2-i. i. 4 L ' u 	imunlii~e 	i-ri -14 - t 	... -1. -1.;Tr.:.i...t_ . 

-11:-4-4:.74Ár-i, _ 	

UrraisullIU ri !_i_i y _i_,:, 
irna 	rjr- 1 	' 

. t t 	.:--1 	... ,• 	, • 

-3 1.1:.•..-11__' • 	' 
.:-..-....i. - 1-...,.. 7 : . - .... 

H:11.---t , 
• ~U 

~az 
~In 
. 	:Mi c.>,  

Na 11-44 
~1111

Iren1 Unir 	 Rip l' 1 

	

14.2.-;--ii tr_2.1.. 	.,..: i: ; : • : 

CO 	
4 	• 	

, , 

i--ii ,--,424--r4-ti- 	u' 	L.L.,„ 	ISUI 	1:rt-t - - - ti -- ,-• • - 
, ....1. ti, • : - -  • 	711- 	.• 	. a i 

i 	-.:- 	' 11 	r 	I 	11 	
. 	' 1-4-ij•-z-,-. 'T-.4-¡-4, : 7-1 ' - 

• --e: rt--1" . nan 	- -rr 	

12...n-i t-r-t+ti --,---1,--,-- 
.2,  ..!--L-i-4- . 	1 	4 	I I 	I • 	 1 

---.--1...:-.1 1-2.-; 

-.:-.:-.1-1-i++ 	 HUÍ' 	• I N rh - T:- - ' :- - , • 1 11 .4 	1 1 	r.' •  	-'' --   4 - 	, ....i.-- 

.1._... 	.1-itt: alliMillints iiiumi airar~.~... . 	-.: .1' : " -. : 

C.) -): 	; 4 r'--77--- - - 

. 	 tr.ZiiighlaMISON~iti 	
• 

,-...--.. 	4~..."-.-', •• 	laragliffirilra 

	

14- 	.1-• 
s... . , 	. 

LT 
1 	; 	

, 	i 	4 • 	t -.7- - -:'' 

	

..-,... 	
a 	, 1-7-::-: - -- •:• - -,--: ' • - 

-i.-1-4-......1.:_!.......-., 
	 c_. 	...:..... 

E .• ___LT•i_..4..: 

	

=1... 	. Lf 	..„, r 	-1-::--4-Tri- as 	4 11 c--) 14 amasa 
''-, - ' -: 

4   

4i_ 	i 	 1 a a 	 11111M119 :044-4L , 
, 

12 to_rs!--74:4-414i-i-- -.ea 
...., ..-- • ........ 

c...) .4.......__, 	oc
a 

	

I-- 
	., 1111111111211111nig e IIM Wall 	ii.b 	_ 	 .7- i 	i 	:.•...-4.r.....-.1-e.,•- i,--,111.....•: • 11 	 . -•_::: .. 1-771 

	

1 	'

• 

j- ' 1" • r 	• 	
1 • 	• _11. - 	• 	• • • 	• 	• 

	

LLI 	lalgagg 	
tillifilleleirme.eet:,,,-__ __ 
illitia~„.1.•--,.. ..... ... 	' 11 *. 	11 	---. i i ri 1 fi 7 -: -; 	.. . .. _ . 	•  	• Li ;...._Ls 

	

. Z 	 1 	. .47,..coiliiiifliriiiimunini 	• _ 	- 

	

-1 al 	' 4.7-:: ..1 "ti-r.77- 1  

	

- •- 	 11 ,.. 

~11ffinlisisnnouunni_lre 	u i-I1 	
-r 	 _ .._...._i_.4.: .. 4 . : _ 	

_. ,_ . ,..,_ . 	,..4_1 c) 
. : ____, i. 

	

1 (..› 	
111190111111152USURAIMIlli 	

1 	. . 1 I 	!_.:. • ' • .1.: • 1 I. i 	 . ' ci .1 '.11 
• . 	lizzauunsainumme 

iliWOMMUlt 

	

	il~luMIUMUSII 	 -1,-4-':_ t r--1-. „ --,, :- ::- ' I : 

oramonrawanup 	IfIlmanza 	inri 	 ....L_ 	-:--1 r, 7,---71- ..:-: .,!.- : -_. 

t 
1 	Km ni anises tem`,1.21:214111 UN 

	

el 114 	I. 	r4 	i - -j L-Z- •--4--: 	: -4- 4 4 - 	• 

	

HIL.,... t_41._.,,...4..___ .t.: 1. ,. .;_i 	_ 	..... 	-!„ 
Ñ 14~211 IMINMUnia II2 

Ullelai 	il 	ilesa 5 	i y 

II 	Rg_. _ 	1111101111111111 	, 	IIM 	44....„..r ii.... i ,...., ,.._. : ,... ., , . _ 	
• • ., 	e 

	

alai/ i :la affilizzaca UUSIIIIIMUHLUIEL USO 	
. : 	c 

a 	atimalaall11111111111~1111111ITINIMIND 	
i , • , • a i , t ! ,...i. , i , 	• 	

. „ c 

tu 	slUISSURIIIIIUSUIU~111125111UU UUMII . 1
.1117 , i .47. 417,1!"-.. - 

	

.111“_:.1.1_ 	4 711-777Tí 	- 	.. - . •• : 

	

. ; "• --1 	c‘ 

111111:1111111::Iiilia111111111111111 ala 	I 	
, i 1 . 	 :-  í  ' : -  

blifilffillariffilinthilliaagaraffilt: I I 

	

1 
	11-14-1-1-2-4•L i Li_i '  - 

sala sanam 
sohjaaaaatalatitandaipaililiria 	I arda far „2.2, 	, 

	

"".ithttK-:-± 	--, c 

taliananitm_ , 
wiaiallaaarip 

	

} . nuniaaisooran 14 	
, „,.........._:..14 _....,_- • - 

.... 1.. 1 : 

	

anaimulawasialmam ni :_,..: i DIE 	EU 	
14 r1 ;1-1.11 2. _2.; : . 

	

iiiiiiiin~i4ILIIIIIIIIII1 ; ; onueanstainit 	
, 	, , , , . - • . • . , , .. , , _,,..1-77-.77;--- . 

	

aLainaiiiiia~anuoilinanamiguanuanimaigl 	
,.....1..........1 

linnin 	icatiMiasiamagMlimi .,-. 
• . 	

'Ti - •-•,- 7---.- 	":"-'.-,-  4_,..1....._ --a .1.1.. : .: _ . .....,..1 --t, : 

	

gilliniffilinu_i_11~1.112111911.91E: , 1 L1111-1:r:;;IJII:.7" 1 :11. 	 ►' '. ) ,n _,) . -, 	1 111 	10111112012111 	 I 	
..! 	--i- _ • • .3 

011§i1MR110111“.__WIIIIIMUI.Wira_ 51 	
6 . "' ' 

4 	, 	. 	os , _.4__ 	OiIIIIii""iiiiTiralienlpir 	

< s 

111TE_. , 4 :. rifizsmuus 	limanifi  
. bILD iri ! 	 Rittitiitliffivr e, mema 	- 

.11_11.it. 	I 	N 	19111121,211.1111211niii 	
. , I, , fi . r . • 1 • 

.....,H.+:,...i.I......-•-•••-•• • • - 	! - 
, 1 144-1 i • ; 	watt 1111.111111.'it f.% estata 

Hin 	1 I ' 	
Eninitellinel 	

2. IIMMUlliffille 	.1. i I ! • • . • • 
tdmilluarnazu-saiasilla alisallueuazamai I i 	'-i 	

' . .., 

1 	
:luta mut aniatuisaimala al t'Ir 	

.,,, , in -  i -1 1 1 .- 

L.i-1 . - ' 1 . HUI 

tu 1 III idt lining n ,_1_„_,4.11, niU1212220111 le Ul 
1 -,,. 	11""1:11:111IPI 	!//in 1 	

., , , , • : ,- • ", . • 

Ti+ FI All1111111111 r u 

: ?....2..L. i, ILL.: -  

.iiiiiiiinittiruneuituillú 

	

mizietalumapagizz 	1 • , riLJTi. :7:. ;: . ' 

	

. I.U1-17 1 _I i..1 s 	- 1 4 1 	 finUUNSIM Ring 	 , 

1111 	
Illul2112121112111111111512111§11111111111111 liallinrinin 

IMUU211111512 t 411~11111111UluzUNII1112112111 4 I i:1:-...tel;:411, -„1:11. .. _ 

11111111111111111111P.11 	 ' i. 	1 .! • . - 	

._.. 
• . 
:-1 

Ill 	
inuoiri@ia L entnaaatanaziattutiezziasatai 

I 
UNID 1111M511111§1121111112.ffialoollUnamMUUSIUUUMUll 

	. . , 
luan millUtills1114112111111NU1121111111111111.11211122121111111111 U  

 , 

ansinuffnietteintialefiallitilelalialanatilliiiIIIIIIIIIIIii1111 	
ri :1 • 	1....:_:_,_-.....±..._...: -.....7 

4 - 4 1. > 	, 	, .  

1/11111111n1.1111111111511111111111110112111111111111111111112111111111121152111125 	
e i • ' U.'... ti:: ..i.fl , ..,_.r. _....7. 

pa I 11: 1.1i.::-.!1{-71 

11111111111111ingi11/1111111111
1111111311/11111011111111111111:11111111111111n11111 

_ 	
1111111111111111~111111111111111111111111111111.11111111111111111111111111111111111111111111111 

	 ...1..'..1.,: 	L-1-- :-;-1-"' 

NOISSIVISNV81 IN3311*1 

  

  

4 

e 

a 
u 
az 

If14 
4-1- lit 

3 
' •_tt 

_1• 
!-- 

ft • 
o 
t 
ID 

11 

e n 

: I •!.. 

ti 
• • 



79 

L I" 

..... 	0«. 

1.; 
ffFT+4,irl,-; 

• 
*.: 

1- 

; ti • 1 
	

Juti 

Tt 
1- 

r • 

o: 
rr 

11:1111a ~in 1111 

....z. «...tufrilmrzwe.,...pg ,rnitz& kg,".1.~.- E«. iforfizill.2-,  
nalliNER ~ni maimi....~~~ 2-.1...-o-7-1.1. 

4 	 1 4 .  

• 

:lin 

gs .. • . ir. ''", -r ;,- 	reN 	--,-;;"-.: . f. . 
, 

,4"-T.-••=arr 	77-P-7.7:•: 
. 4 

1;-..I.r.,.....1. 	 • - 	• 

..,o_

1 
 : 111.....i.'-14.111:..r;:1:f--.:-.'....;!-.::.:Li:: „._'.1-1'121.--_ 4..,:r. • • ‘..1.-4.... . , i_:, _o 4 .' - :. ' •—•-•-:¡";;i1:;;;. 	, I--  01,í ...._-  I  :--;-:-;:i•-....-7,:_" •___:... 

I /-4-,•-,:-.; . _2 .: ::' 

-TI 
, - 

. . 	. 

,>•'.i---;-----o-i-;-'1:.;:.1:71-1-1,71-1-14....„:5.74--.11"4-77;7:::.1;1:':.::- .--1,44--.1- ".1 • • • 	• 	: _..., 
• .. 	.: , • 7 '7 	77; :-7-:* i - • •-- . - - . 

._)*-- 	.. . 
• t ls 	

f-" ::1-1.: 	- - 1 	-'",— 
„ ,H.,--,--:-•,-;-1-' 4 .•:... o-:_ii.• ' 

j--1 -1 1--:-••-i--!--14.-4--,-i•!;__. 	... ---rf---r-f1-,---1- 1- f--•--:---1--- 
,111 ;-.•;----- ---,---1': 

-t-7--r-{-",--oi 

1...r75„.1..."77T-1---Htp.iltrT 	 --r:-1-.• 

'1: o o o 	lti ifTtI.3i 	1/ 11-1, 	-11 1••••::••••.: 11'.•17tTt•.1-:  
"•flIt•t44..LL'k   	

; 4.  

.." 1. 	,••• • 	. ; 

'....•,_T:1“*" -:"i•- 
1.7 	 " " • 

_ 	- • 	. 	• 

I 

allftelialla 
me 	#  •  rintilluMakl iiMII 011211111111 1111111. 	N larigelem Mil. o mamairiamatme 
oulammallammyllairaim 	il ammummewrim-zgamalme 
iMMullgrliir. III 
IUMMIlullt aull 11~111101 /Un 
lounUILMILIf IIIII 11,1111 
liumillimluir I 

111111 111111117410§1M11111.110 
luillffiliglik uilatilli 
1111111 11111Milluilltilil M allí 111110 filiffiliftlim 

111111 
EME III Imi~ III Mi 

fisismouniritan 1../II 	NO Mili 	MIIIIIImill 	Itil 1 I ' , l'IMMIIIII IlliiillligiMMIMIMI : 
1111 
iimumig 	

mitilellinnliiin111115 ..,...._ 

1 I I • 'i.-•• 	. 	. 
1 : f ,: 4 it_L-1-1 114 .-; i  dikaw  t~ 
I 1 

t : 	T 

PJ 

buil 11111111111FainnUmil1111:111111111111imullilll Mima 
	i : 1 : • . 

II  
mili mi Illimiliffill11111£1111111Ilimgrwilplill IMMO 
inumnill11111111111i1111115 11111111121M11111milihlizi nUill 
111111,11M11111,4111111111111111 In111111111111111111111111filliqut 
IftiliiIIIIIIIIIMINIII11111111111111111111111Millinuiluilitufti  mminIIIMILIMIIWIMINI

IIIIIMIIIIIIIIIIIIIIIIIMIUMM 11111111illiiMMAMM111111111111111111111111111Mifillaininaill  u111111 IIIIIIIIITLMIIIIIIIIMM1111111111111111111111111111/MIIMI ILIMIMEMOSIIMMAYMMATOMOMINIMNIINO11111111121111111111111111igi  
NOISSINSNVILL IN33113d 

• 

. 	i 
/ 	/I •I 	 2 a 	1 

O I . 	 ......41 I 111211111111__Wildidearin illimpiall 14111/1~1191111111 
41  

annum eta 	tolo _„4-loasarinirlinzellia :-.14,1' nallitall 	Allaiiiillia 
litIMIIIIIN 	g  
al 111/111111 Y .1trgelmilm 	lit 	. --i ” MIT NI ~nen 	 Ti  t1+"-r4  ~giman  

! 	, 	• 	• 

a 

11 

u. 

LI 

- • vi. 
• •• 	- 

I 	• 7  

4-1 . 4 	 

;!1! . 

111111 ~Un 
er 

ii
_
lif 

	

alim!..- 	gifflii 1 

	

...N 1151111 	Iimigypi 	1$ "Cr 	 I 
11111 IlligulL11111111111ulllimifill I 	liTillnt;LL• 11.1111V112111111 Mil 

N 	14X111,911711 tiaih.1
1
! L....i 	 : 

mem, _raro 	9 
lifilienrillinnáll

'OREIBUffil &lin ' y 111111311MIMM:11111111M11111111111111111111111111111111 MMO« • ii i 4 i i .. : .... i 4I 	. * 	Ii.  
.  : 

. 	. 	. 	. 

	

41--; • 	 - • - • e 	 o 	:.. 
• 11) .. 

• 



Con esta segunda etapa de fraccionamiento preliminar 

se concluye que el(los) principio(s) activo(s) es(son) 

de carácter apolar según lo sugiere el Proceso de frac- 

cionamiento. 	En la primera etapa de fraccionamiento 

el(los) compuesto(s) activo(s) fue(ron) eluido(s) con 

tolueno y tolueno-éter etílico; en la segunda, con nexa- 

no y hexano-tolueno. 	En la cromatografía de capa fina 

el(los) compuesto(s) activo(s) se detectó(aron) COMO 

contenidos en una mancha de color morado-azul al revelar 

con vainillina; esta mancha tiene un Rf de 0.66 al usar 

cloroformo como eluyente. 	Las absorciones en el espec- 

tro IR de los grupos carbunilo son fuertes; como en los 

espectros de las subfracciones RA'-1 y HA'l estas absor-

ciones son de intensidad media, el carácter apolar de 

las subfracciones es poco y dominan los grupos apolares. 

C. ExuecionamiePto 	ina.extractos arild_0_5. 	wíz  y. 

hnía 	azcala  gr_andn 

Sabiendo que el(los) principio(s) activo(s) es(son) 

de carácter apolar se hizo un nuevo fraccionamiento, 

pero en mayor escala. Se fraccionaron los extractos 

crudos de raíz y de hoja, por aparte. El extracto crudo 

de raíz se llevó hasta un nivel de fraccionamiento 

similar al del caso del fraccionamiento preliminar. No 

se continuó debido a que se obtuvo muy poca cantidad de 

ut 



la subfracción activa. Por otra parte, el extracto cru-

do de hoja se llevó a niveles de fraccionamiento más 

avanzados que en el caso del fraccionamiento preliminar, 

logrando aislar una subfracción activa con menor número 

de componentes que lo logrado anteriormente. 

1. Primera etapa  eiLl_ fraccionamiento de_ los extrae-

tos crudos. El fraccionamiento en escala grande 

se hizo de una forma diferente de como se hizo el frac-

cionamiento preliminar, buscando así aislar el principio 

activo por medio de un proceso más corto. 	El extracto 

crudo se disolvió en hexano-éter etílico 1:1 (v:v) y el 

sólido insoluble se descartó, habiendo chequeado por 

cromatografía de capa fina y revelado con vainillina que 

éste no presentaba la mancha morada-azul que contiene el 

principio activo. 	La parte soluble se trató por croma- 

tografía de columna abierta como se indica en la Figura 

9. La primera fracción recogida, R-A y H-A, en cada ca-

so, eluida con hexano-éter etílico 1:1 (v:v), estaba 

constituida por una banda amarilla. 	La segunda, R-B y 

H-B, en cada caso, se eluyó con el mismo solvente, pero 

al haber terminado de eluir la banda amarilla. 

Se hizo cromatografía de capa fina de las fracciones 

recogidas. La fracción de la banda amarilla, R-A y H-A, 



fue la única que mostró el componente morado-azul carac-

terística del principio activo (Rf=0.65-0.67 al eluir 

con cloroformo). En la Tabla 11 se describen los croma-

togramas de las fracciones del extracto crudo de raíz y 

en la Tabla 12 las del extracto crudo de hoja. 	Estas 

fracciones no fueron bioensayadas porque se consideró 

suficiente la presencia de la mancha morada-azul antes 

mencionada como evidencia de actividad antilarvaria. 

Se evaporó el solvente de las fracciones R-A y H-A y 

éstas se redisolvieron en hexano para continuar el frac- 

cionamiento. 

Tabla 11 

Componentes de las fracciones del extracto crudo de raíz 
de S. auriculata observados en los cromatogramas en capa 

fina. (1) 

TIFI) DE REVELAD° 

FRACCib 

  

VISIBLE 	 liV 	 "T  

(254 nm) 	(31, 

VAIkILLINA 

t.60 obscuro 	0.55 celeste 	 e.6z celeste 

1.2E, t.11 	0.21 verde-cafe 	C.47 rosario e,31 verde 

	 Lb celeste 

R-B 	0.55 cafe 	G.3I tenue 	0.45 rojo 
	

0,37 azul -celeste 

0.33 rojo 

(1) Se usó cloroformo como fase móvil y cromatofellos Al de Bilica gel 60 F-254 (Merck) como 

fase estacionaria 

r 



Tabla 12 

Componentes de las fracciones del extracto crudo de hoja 
de S. auriculata observados en los cromatogramas en capa 
fina. 	(1) 

FRACCIDN 
TIP5 DE REVELADO 

  

VISIBLE 	UV (254 ne) 	Dv (366 na) 	 VAINIL 	INA 

H-A 	0.64 amarillo 0.63 obscuro 0.64 celeste 	c.6 azz,;̂ 

0.35, 0.26 azul tenue 

H-E1 	0.76 acarillo 	0.27, 0.15 	0.49, 0.2B 	15.49, 0.2B 
0.27 verde 	0.04 	 0.19, 0.15 	0.19, 0.15 verdes 
0.15 verde 	 0.0E, 0.03 	8.10 azul 
0.07 	 rojos 	 8.06, 8.02 café 

(1) Se usó cloroformo coro fase aóvil y croaatofolios Al de Siiica gel 60 F-254 (Merck) coso 
fase estacionaria 

2. Segundá etapa de fraccionamiento de los extrac-
tos crudos  

a. Subfraociones del extracto crudo de raíz. 

La fracción R-A obtenida se trató por croma-

tografía de columna abierta sobre Florisil, usando como 

eluyentes hexano, hexano-tolueno 1:1 (v:v), hexano-

tolueno 1:1 (v:v) con 1% de acetona y tolueno con 1% de 

acetona según se indica en la Figura 9. 	Se utilizó 

acetona debido a que el Florisil no se desactivó con 

anticipación y estaba reteniendo parte del material 

introducido en la columna. Por la manera en que se hizo 

la elución, el principio activo no salió únicamente en 



la primera subfracción RA-1, la más apolar, sirio también 

en la segunda, RA-2. Esto se deduce al observar los re-

sultados de -los bioensayos de las subfracciones (ver Ta-

bla 13 y Gráfica 6) y de la cromatografía de capa fina 

realizada (Tabla 14). 

El análisis de varianza muestra que hay diferencia 

significativa entre la actividad de las fracciones al 

cuarto día (Tabla E.9), con probabilidad p<10-4. El a-

nálisis de Student-Newman-Keuls muestra que las subfrac-

ciones RA-1 y RA-2 son semejantes en actividad antilar-

varia, y difieren de la subfracción RA-3,4, con un 95% 

de confianza (Tabla E.10). 	
Esta diferencia se debe a 

que las dos primeras subfracciones presentan una fuerte 

actividad antilarvaria (alrededor del 100% al 4to. y 

3er. día, respectivamente) en comparación de la RA-3,4_ 

que tiene un efecto despreciable (2% al 4to. día). 

La cromatografía de capa fina (Tabla 14 y Figura 

F.2) muestra que las subfracciones RA-1 y RA-2 presentan 

en forma importante el componente morado-azul, al reve-

lar con vainillina, el principio activo que se está si-

guiendo; la siguiente subfracción, RA-3,4, la presenta 

en forma muy tenue. 



Debido a la poca cantidad remanente de las subfrac-

ciones RA-1 y RA-2, menos de 100 mg entre ambas, en esta 

etapa se detuvo el fraccionamiento del extracto crudo de 

raíz. 	Dado que se comprobó la similitud entre las 

fracciones activas de la raíz y de la hoja, se consideró 

que el continuar únicamente con el fraccionamiento del 

extracto crudo de hoja era satisfactorio para los obje-

tivos de este trabajo. 

Tabla 13 

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. albimanus 
expuestas a subfracciones de raíz de S. auriculata. (1) 

FRACCION 	DIA 	MORTANDAD (%)(2) 	DESV. STD. 

RA-1 
1 
2 	 59 	 12 
3 	 92 	 4 
4 	 99 	 2 

1 	 2 	 3 
RA-2 	2 	 82 	 3 

3 	 100 
4 	 100 

1 

	

RA-3,4(3) 2 	 2 	 3 

	

3 	 2 	 3 

	

4 	 2 	 3 

1 	 0 	 0 CONTROL 	2 	 0 	 0 AGUA 	3 	 0 	 0 
4 	 0 	 0 

i; -A una 19 ro !go r Ción 09_1: 19r000  ReSk.arqdoS promedio de. 3 réplico+5 2 ANOVA: F=144b.3 pKii-4 
3 Difiere sipificatiya.te (95 Ce71f.; de •R4-1 y de RA-2 
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Gráfica 8. Mortandad corregida de larvas de A. albi-
manus expuestas a subfracciones de raíz de 
S. auriculata. 	(Proporción bioensayada 
1:10,000) 



Tabla 14 

Componentes de las subfracciones de raíz de S. aur..icula-ta observadas en los cromatogramas en capa fina. (1) 

FRAL:CIO1 
T1PD DE RPJELADZ) 

VISIILE 	 Uy 

(254 no) 
Lv 

(366 noj 
YAINILL 1 hA 

RA-1 0.50 Gcsc. 0.64 Celeste 8.52, 	1:;.,2,  

0.71 	Café 

FA-2 0.54 Den. 8.68 Celeste 

8.25 Rojo 
0.55, 	P.:c 

8.45 Café 	0.35, 	0.30 Azul 

8.23 Cafe-rejo 

RA-3,4 0.54 °tse. 

8.48' 
0.32 Celeste 8.23 Café-rojo 	0.30 Azul 

C.40 Atarillo 	8.47 Café-rojo 

0.54 Morado claro 

i7.6t hzr¿lio -lar._ 

1 Se usá hexano-acetato de etilo 8:2 (y:y) cote fase móvil y cratatofolios Al de Mica gel 68 
F-254 (Merck) coto fase estacionaria 

b. Subfracciones del extracto crudo de boja. 

La fracción H-A se disolvió en hexano y se trató por 

cromatografía de columna abierta sobre Florisil según lo 

indicado en la Figura 10; se usó como eluyente hexano 

con 1% de acetona, para desactivar el Florisil. Se se-

paró una banda amarilla que se recogió como la fracción 

activa HA-1; después se lavó la columna con acetona. 

Según se indica en la Tabla 15, se detectó, por desarro-

llo con vainillina de la cromatografía de capa fina, que 
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en la fracción HA-1 está presente el componente morado-

azul que se siguió como el que contiene el principio ac-

tivo; y que esta mancha, en cambio, no se detectó en la 

parte eluida con acetona (Tabla 15). 

Tabla 15 

Componentes de las subfracciones de H-A de S. auriculata 
observados en los cromatogramas en capa fina. (1) 

TIPO DE REVELAD 

FRACCIDN 

    

VISIBLE V (bn) 

(254 nm) 

iV (LW) 

(366 CE) 

VAINILLIkA 

0.59 amarilla 	0,62 obscuro 	t.66 celeste 	 2_1 

0.59 celeste 	0.35, t.26 azul tenue 

HA-2 

 

0.3E, 0.31 

0.0B 

	

0.39, 0.33 	 0.33 :orado 

	

0.22, 0.62• 	 C.22 café 

celestes 	 C.11 azul 

 

(I) Se usó cloroformo come fase móvil y cramatófolios Al de Silica gel 66 F-254 (Merck) como fa-

se estacionaria 

3. Tercera, etapa de fraccionamiento del extracto  

crudo de hoja. 	La fracción activa. HA-1 fue 

llevada a sequedad y redisuelta en hexano. 	Se hizo 

cromatografía usando placa preparativa. 	La fracción se 

colocó a lo largo de uno de los bordes de la placa; ésta 

se corrió dos veces y luego se partió en cuatro regiones 

de acuerdo al patrón observado con luz ultravioleta (254 



y 366 nm). Segdn io indicado en a Figura 10, a la frac 

ojón que se movió menos (Rf menor) se le nombró HA-1.1 y 

a las sunsiguient_s se les Llamó HA-1.;, HA-1.3 y HA-jA. 

Se hizo un bioensayn de estas cuatro subfraeciones 

para determinar su efecto sobre las larvas de 
A. adbilria-

nus (Tabla 16, Gráfica 9). Aquí se observó que dos sub-

fracciones son las que presentan la mayor actividad an-

tilarvaria, la HA-1.1 y la HA-1.4. La subfracción HA-1.4 

dio una mortandad del 96% al tercer día; se esperaba que 

esta subfracción fuera activa ya que según los datos en 

la Tabla 17 y Figura. F.3 es la única que incluye la man-

cha morada-azul al revelar la placa de cromatografía de 

capa fina con vainillina (kf=0.66, usando hexano-acetato 

oe etilo 9:1 como eluyente); esta fracción es la mayori- 

taria y se obtuvieron 680 rr,g de ella. 	La subfracción 

HA-1.1 causó 1~. de mortandad al segundo día; esta sub-

fracción no incluye la mancha morada-azul que se encuen-

tra en la subfracción HA-1.4 y que nasta ahora se había 

seguido como 1a que contiene aiios) 	 acti- 

vos(s), por lo que se deduce que su actividad se debe a 

un segundo principio activo; de esta subfracción se ob-

tuvieron sólo 26 mg. De ia sub-lracción HA-1.2 se obtu- 

vo 50 mg y de i - HA-1 o 96 mg. 



Tabla 16 

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. aibimanus 
expuestas a subfraccíones de HA-1 de S. auricalata. (1 ) 

FRACCION 	DIA 	MORTANDAD (%)(2) 	DESV. STD. 

	

1 	 29 	 15 

	

HA-1.1(3) 2 	 100 	 0 

	

3 	 100 	 0 

	

4 	 100 	 0 

1 
HA-1.2(4) 2 

3 
4 
	

23 	 11 

	

1 	 0 	 0 

	

HA-1.3(4) 2 	 15 	 5 

	

3 	 73 	 11 

	

4 	 81 	 6 

	

1 	 0 	 0 

	

HA-1.4(3) 2 	 5 	 3 

	

3 	 98 	 5 

	

4 	 98 

1 	 0 	 0 

CONTROL 	2 	 0 	 0 

AGUA 	3 	 0 	 0 
4 	 0 	 0 

0 
	

O 
1 
	

2 
9 
	

9 

(1) A una  p roporcióh de 0,000- ResurcaPfos promedio de  e„, réplicas,  

1 -3; Lilere,  slgrdilzarivalEntl U151 Lor-7. 	 cs 

141 Lfiere siz7:111cativamunte 	 CE-  17 7.1 
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Gráfica 9. Mortandad corregida de larvas de A. albi-
manus expuestas a subfracciones de HA-1 de 
S. auriculata. 	(Proporción bioensayada 
1:10,000) 
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Tabla ]7 

Componentes de las subfracciones de HA-1 de S. auricula-ta 
observados en los cromatogramas en capa fina. (1)

.  

7IÚ 

Dh. 

Amarliis 	C.10, 1.29 	0.29, 1.34 	1.41, 0,37, 	1.1 Y;oradó 

	

0.1t 	1.t.1 ¡Ai2EIZE 	an. 

Lrac: 

t.Z 

t•4-1.2 	1.42 Amani'lc 	1.3E lb4, 	 Culeste 	0,42 Muraco 
0.41 Dost, 	0.49 Celeste 	0,34 horado 

1A-I.3 	C.50 Amarillo 	0;54 Obsc. 	e.43 Celeste 	e.54 Azul tenue 
0.49 Celeste 	0,49 Morado-azul 

0.e3 Rojo intenso 

0.42 Onsc. 	0.4E Celeste 	L .  

con Fluores-

cencia azul 

11) Se usó nexao-acetato de etilo 9:1 (V:Y1 Caes fase gávil y cromate.follos Al de Sillca gul 60 
F-254 	come fase estacionaria 

Se hizo un análisis de varianza (Tabla E.11) de la 

actividad de las subfracciones y éste muestra una dife- 

rencia significativa entre ellas (p<10-4). 	El análisis 

de Student-Newman-Keuis muestra que la actividad de las 

subfracciones HA-1.1 y HA-1.4 es similar al 95% de con- 

fianza y que difieren del resto. 	Además la subfracción 

HA-1.3 difiere en actividad a la HA-1.2, con un 95% de 

confianza (Tabla E.12). La actividad en las subfraccio- 



nes intermedias se explica por un traslape con las más 

más activas. Es de notarse la alta actividad de la 

subfracción HA-1.3, que causó un 81% de mortandad al 

cuarto día y no muestra la mancha morada-azul presente 

en la HA-1.4. 

Se obtuvo el espectro de resonancia magnética nu-

clear de protones ('H-NMR) de la subfracción HA-1.1 (Fi-

gura 14), usando tetrametilsilano (grado NMR, Aldrich) 

como estándar interno y tetracloruro de carbono como 

solvente. 	Su espectro presenta una señal muy débil en 

7.0 ppm que podría corresponder a hidrógenos en estruc-

turas aromáticas y dos señales intensas en 1.1 y en 0.7 

ppm, correspondientes a hidrógenos de grupos metilo y 

metileno en cadenas alifáticas. 

El espectro infrarrojo de la subfracción HA-1.1 

(Figura 13) muestra en 2850-2750 cm-1 absorciones de vi- 

braciones C-H en cadenas alifáticas. 	En 1700 cm-1 hay 

una absorción por la presencia de un grupo carbonilo 

(C=0). La banda en 1260-1240 cm-1 puede deberse a vibra- 

ciones carbono-oxígeno. 	En 1440 cm-1 se indica la pre- 

sencia de metilos o metilenos, y en 1360-1340 cm-1 la 

posible presencia de metilos geminales. 	En 690 cm-1 la 

absorción se debe a grupos metilenos. 	No hay evidencia 



- • 	• 	CNI : 	.I . 	. 

1 	. 	. 

• - I : 	• 1.• t • 
. 	• . : . 

. 

   

, • • • 	. 7 

— 	•I • 
..c-2  

• 

¡ 
(.4  

CO 

1 -3 

I _. ,,, I 
, 

1 
, __ 

	

1 	
• : . 	9 31 

' 	O 
O 

4 	 
; 
I 	

i 
; 
I 

. . - -- -1 '° 
I 	 i 

- 	3- 

	

; 	 • . 	 l 

; 	 o 

6 	1 	o 	
- o 

ay 
7: 	 • cm 

. 	 I 	- 	I- 	• 
I 	' 	i 	I 	

, • 	f 

, 	. 
I 	

f 	- 
.-• 	 i 	 1 	 i 	

• 	. 
; 

1 	. 	 . 	; e 	
i 	

7      

o 
o 
o 

GO 
IX 	 : :1.1.--• 1  

L.1.1 	
1 	  " 1 	: ___Ar• 

1,- 7.•-• 	 a) 

o   

(..../
£: 

-,1 ••. 

01 	4:/  • • 	! 

• 

0 
4- 

1 

,1 /4/ 	 

1  , 	. 	! 
1 
1 	 1 - 	' 

i - 	' 	- 	! 	• 	' 	
; 

1 L.  • 
• 

 
1 	i 	

. 

	

I 	---1 . 	1 	 

• • 	, 
- 	• 

• f 

o 
N 

o 
O 

; 

: 	 O 
O

O   

L;  
— 

2 

Q 
,_ 
e

, 

. • 
1 

o 
o 
o 

• í • • 
• : 7. 	1 

• 1 	.. 
! 	I 	! 

1 

Q  : i • • 	o 

c•Na 

1.. 

• • __ 

3 

L 

4 

- 	••.• ..^' 
I 	.1 	4 ' • í 	• 	i - • " 	I 	: 	. 	-.  

i - - ¿ sl 	r 	7 	i 
- i 

— 	f
1 _ j 	

r- 
--1-  ; 

-1 	
1 
' • 

c0 
• • ; I 	 1— 	1  - -- - - —1 -- ---- i---.  -7-•-• CN  

+ 	
i 

'Sr  

_I 	. 	, 	' 
	, , 	. _ .__. 

	

, Ti  	 - - i . 
[-t--1--, 	i -- -- 	

. 

	

1 	
. __, ,... 
. . . 

, 	, . • 	• 	, 	- 	, . 	
___ , 

,_-_, - 	I  ,..... 
í r; 

	

i 	 - 	I 

. • _ 

	

:1: 	 :1•7 -''...' ,-1- 	i 

, C.) 

NOESSIWSNY211 IN3DU2d   c.) 

4... 

O 

o 



._ 



0 

1..r.,  r.. 1. 
Ea 9 

as c :- 
- 

L 	& 	..-1 --t- '-1 	U v  

rt  
--, ' ' L O 

• U 
--,. 	---, r.-  u U 	

.., 

• : L I. • : .._ ,
CL! L Ul ID 1.7 

'-- (O I E E 
n.,  n 

ez 	C• zaj  1 is-4  
• ,I 	ti 	• 	. 
U  
U • O j 
,G ,:r -C 4) 
L .--. 1 j ••••1 •• • • 

4-  u  á 71. l-  - nu 	u 
E O 

tn 	Cr 'O _1 
..-t 

	

U Cu 	1 13 •• c . r -z3 
—, W • ,-4 E tu 	i 

4-,  E a -o ro 
o CL O ..-4 

al 01  
ij > 	E; - e 

al 
O▪  " 	• 4...) 

w cr, O 	cr c 
E --- p O 131 D. ,-- \ 
2  

I 
2 	

rOLL 'LL-4  Sir)  
• -O (O •  

rt 

o ft) II co 	C59 fj  
L ^-• 	1:3 •, 

L'U 3 D.° ,-1 LO  • • 7-  
W .•-i E O -o 
C L L a1 o — U CI 
IP 	--1 .._4 ..-! 0 4.• 

W % r-- LL L.L. ...j 7 

; 



de OrUpns arOMátiCOS, y no es ciara la presencia de 

dobles enlaces entre carbonos. 

No se pudo seguir separando la subfracción HA-1.1 

por tener tan poda cantidad de ei1a, únicamente se 

continuó fraccionando la subfracción HA-1.4 designada la 

mayoritaria y que es la que contiene la mancha morada-

azul seguida a lo largo de los fraccionamientos. 

4. Cuarta etapa de fraccionamiento del extracto  

crudo de boja. La subfracción HA-l.4 se llevó a 

sequedad y se disolvió en hexano-acetato de etilo 9:1 

(v:v) y se trató por cromatografía de columna abierta 

sobre Florisil como se indica en la Figura 10. Al eluir 

con el mismo solvente se formó una banda amarilla. 	Se 

recogió, como la primera subfracción, HA-1.4-1, lo que 

eluyó desde que se Inició el fraccionamiento hasta antes 

que empezara a salir la banda amarilla y la banda amari-

lla se-recogió como ja segunda subfracción, HA-1.4-2. 

La columna se lavó después con acetona, recogiendo ésto 

como la subtracción HA-1.4-3. Según la Tabla 19 (Figura. 

F.ii) la cromatografía de capa fina mostró en la subfrac-

ción HA-1.4-2 un componente azul. obscuro (kl=0.60, elu-

yente: hexano-acetato de etilo 9:1 v:v); se consideró 

que esta mancha corresponde a la mancha que se ha segui- 



do como la que contiene el(los) principio(s) activo(s). 

La subfracción HA-1,4-1 mostró una mancha morada similar 

a la de la HA-1.4-2, pero más alargada y con la parte 

más intensa un poco más abajo (Rf=0.55). 

Los datos del bioensayo muestran que la actividad 

se encuentra principalmente en la HA-1.4-2 (Tabla 18, 

Gráfica 10). Por escasez de larvas al momento de iniciar 

este bioensayo se utilizaron seis réplicas para la 

subfracción HA-1.4-1, pero solamente tres réplicas para 

las otros dos subfracciones, siendo dos de éstas de 25 

larvas y la tercera de 5. 

Al hacer un análisis de varianza de la actividad de 

las subfracciones obtenidas se encontró una diferencia 

significativa entre las subfracciones (p=0.0004) lo que 

se debe a que la subfracción HA-1.4-2 es la única con 

alta actividad (Tabla E.13). El análisis de Student-

Newman-Keuls muestra que la subfraccion HA-1.4-2 difiere 

significativamente de las otras dos, al 95% de confianza 

(Tabla E.14). 



Tabla 18 

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. .aibimanus 
expuestas a subfracciones de HA-1.4 de S. auriculata.(11 

FRACCION 	DIA 	MORTANDAD (%)(2) 	DESV. STA. 

1 	 0 	 0 
HA-1.4-1 	2 	 1 	 2 

3 	 17 	 21 
4 	 23 	 24 

	

1 	 0 	 0 

	

HA-1.4-2(3) 2 	 45 	 6 

	

3 	 63 	 16 

	

4 	 93 	 6 

1 	 0 	 0 

HA-1.4-3 	2 	 1 	 2 
3 	 4 	 4 
4 	 7 
	

6 

	

1 	 0 	 0 

	

CONTROL 2 	 0 	 0 
AGUA 	3 	 0 	 0 

	

4 	 2 	 3 

ti I A u_n_q_frqporcidn 9Ie 1120,000,  Resultados promedió de (o réplicas. 
(2) (ANG: F=2e.555 p=0.001,4 
(Z,1 Difiere sigrIficativapente (9:Z Conf.) de las rieras slbfraccicnes 



2 

Dios 
HA-1.4-2 D HA-1.4-1 

3 	 4 

0 HA-1.4-3 

100 

90 - 

80 - 

70 - 

11 	60 

o 
1:1 	50 - c 
o 
t 
O 	40 - I 

30 - 

20 - 

10 - 

0 

4Pica 10. Mortandad corregida de larvas de A. albi-manus expuestas a subfracciones de HA-1.4 de 
S. auriculata. 	(Proporción bioensayada 
1:20,000) 
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Tabla 19 

Componentes de las subfracciones de HA-1.4 de S. auricu-

lata observados en los cromatogramas en capa fina. (1) 

TiPa DE REVELADS • 

FRAMIJN 
VAINILLitiA 

t254 nal 	 (366 na) 

h14-1.4-1 

 

e.,5 obscuro 
0.15 tenue 

0.44 fluarsc. azul 

11.55 celeste 

0.43 celeste 

B.55 %arado 

136 rojo 

 

HA-1.4-2 	0.52 	£.57 obscuro 	 0.61 celeste 	i.tt.-  PI:j.: 

aaarilla 	0.45 fluorsc. azul 	0.46 celeste 	0.32, 0.87 rajo 

0.15 tenue 

HA-I.4-3 

 

0.17 obscura 	 0.5% celeste 	8.35, LH, 0.06 rojo 

 

ti) Se usó nexana-acetato de atila 9:1 (y:Y) cazo fase móvil y cratatofolias Al de Sihca gel 

6 F-254 (Merck) cama fase estacianarla 

Según se ve en los resultados presentados en la 

Tabla 19, las subfracciones de HA-1.4 presentan una 

mancha roja intensa al revelar la placa de cromatografía 

de capa fina con vainillina, con un Rf de 0.06-0.10. 

Esta mancha por ser de carácter polar no puede pertene-

cer a esta fracción, hecho que indica que la fracción 

fue contaminada en algún paso intermedio o de almacena- 

miento. 	Para purificar la fracción activa, HA-1.4-2, 

ésta fue eluida con hexano-acetato de etilo 9:1 (v:v) a 

través de Florisil, y como la fracción purificada 

se recogió la banda amarilla que bajó. 



La snbfraccion HA-1.4-1 presenta el, su espectro 

(Pigura 17) senajes relativamente débiles en 7.2 

Ppm, que indica la posible presencia de hidrógenos uni-

dos a carbonos aromáticos. En 1.2.ppm y entre 0.8 y 1.3 

ppm presenta señales intensa errespondientes a nidre-
.  

genios de grupos metilo y metileno en cadenas alifáticas. 

El espectro 11--NMh de ia subfracción HA-1.4-2 tFigura 

18) es similar al de la subfraeción HA-1.4-1; presenta 

senales en las mismas regiones y con intensidades rela-

tivas similares. Dado que la cromatografía de capa fina 

de la subfracción activa HA-1.4-2 (Tabla 20) indica la 

presencia de al menos cuatro componentes diferentes, se 

consideró que no era el caso, con algo aún tan impuro, 

integrar el área bajo las señales del espectro de 

'H-NME. 	El espectro de 	HA-1.4-3 (Figura 19) presenta 

una señal correspondiente a hidrógenos de grupos metile-.  

nos (. 1.2 ppm) y otras señales en 2.5 y 3.1 ppm; sin 

embargo, no presenta resonancia en la región alrededor 

de 7 ppm como las subiracciones HA-1.4-1 y HA-1.4-2. 

El espectro infrarrojo de HA-1.4-1 (Figura 15 	
pre- 

senta vibraciones cle estiramiento de C-H. (3000-2600 

cm-1). El espectro indica ja posible presencia de un 

grupo earbonilo, absorciones en 1730 cm-1, y un grupo 

C-0 de un éter u un éster en 1260 cm-1. Farecen existir 

•.' 



pemn2jes según absorciones en 3:7/.60 cm-1 y en 

104C-1020 cm-1. 	En 700 cm-1 se indica la presencia de 

metiienos. 	No hay evidencia de carbonos en grupos aro- 

Mt..icos ni en cad.enas ins2turadas. 

El espectro 	de la subfracción HA-1.4-2 (Figura 

16) es similar al de la subfracción HA-1.4-1. Presenta 

vibraciones de grupos C-H en cadenas alifátícas (3000 

2800 cm-1), de heti los geminales (1380 cm-1 y 104:9 cm-1) 

y de grupos metileno (700 cm-1). 	No hay evidencia. 

suficiente de grupos carbonilo y C-0. 	No hay evidencia 

de carbonos en grupos aromáticos ni en cadenas insatura- 

das. 

Se obtuvo el espectro UV-V1S de la subfracción 

HA-1.4-2 (Figura 20); éste muestra una banda de absor-

ción fuerte con un máximo en ‘230 nm, que puede deberse a 

la excitación de electrones pi en carbonos insaturados. 

Además presenta otra absorción bastante débil en 445 nm 

que puede deberse a dobles enlaces conjugados. 

De ros espec tros y da cromatografía en capa fina se 

concluye que la subfracción activa HA-I.4-Z contiene 

compuestos con fragmentos alifáticos y carbonos insatu.:  

rados. lo indicado en las Tablas i y 21 uno ce 

     

     



sus componentes (Rf=0.60-0.62) posee fluorescencia azul 

al irradiarlo con luz ultravioleta de onda larga (366 

nm); este mismo componente es el que se colorea azul-

morado al revelar con vainillina. 

Se hizo una cromatografía de capa fina para comparar 

las subfracciones HA-1.1, HA-1.4-1 y HA-1.4-2 en forma 

cuantitativa, colocando 160 pg por subfracción. 	En la 

Tabla 20 (Figura F.5) se observa que las subfracciones 

HA-1.4-1 y HA-1.4-2 poseen dos componentes en común, de 

Rf=0.62 y Rf=0.47. 	En el cromItograma de HA-1.1 se 

encuentran estas dos componentes, pero con valores de Rf 

levemente mayores (Rf=0.62-0.65 y 0.49), y con poca 

intensidad. 

Dado que de la subfracción activa HA-1.4-2 se obtuvo 

muy poca cantidad (150 mg), esta se guardó bajo refri-

geración, disuelta en tetracloruro de carbono, y no se 

fraccionó más. Se dejó como referencia a futuros traba-

jos con S. auriculata. 



Tabla 20 

Componentes de subfracciones de hoja HA-1.1, HA-1.4-1 y 
HA-1.4-2 de S. auriculata observados en los cromatogra-
mas en capa fina. (1) 

se DE REVELADG 

FRADCIDN 

VISIBLE 
	

UV 
	

UV 	VAIWILLIKA 

(254 nr) 
	

(366 n) 

HA-1.1 	0.12 Azarilic 	0,6, 	 0.44 

0.35, 0.27 	0.29, C.05 

2.10 	Celestes 

1.65, E2, 	. 
0.32, 0.29 Merado 

0.26, 0.23 Azul 

0.21, 0.1E, 
0.15, L7 Morado 

0.0 Rojo-aorado 

0.44, 

0.19 Alti:TU.10 

e.29, e.e Mo-

rillo intenso 

HA-1.4-I 

 

0.61 Qw. 	1.61, 1.6 	0.62 ea 

0.09 Coso. 2a:— azul 

0.62 Ararilic 

intenso 

 

HA-I.4-2 	0.57 Azari1lo 	0,62 DtEc, 	0,62 Azul 	1.62 Azul 
	

0.62 A:arillo 

1, .52 LSC. 	1,47 Azul 
	

intenso 

(1) Se usó hexono-acetato de etilo :1 (v:v) coto fase móvil y ,....tefolios Al de L'in gel 

6E F-254 (Merck) coso fase estacionaria. Se punteó I6 pg de cada sulfracción, para ptter 

hacer corporación cuantitativa tesa de cualitativa. 
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Figura Sh. Espectro ultravioleta-visible de la subfrac-
ción HA-1.4-2 de S. auriculata. (Se utilizó 
un espectrofotómetro Bausch & Laumb, modelo 
Spectronic 21-UVD para obtener el espectro. 
En la región de 200 a 375 nm se utilizó una 
solución diluida y en la región 375 a 700 nm 
se utilizó una solución concentrada. Se usó 
hexano como solvente, habiéndose corrido el 
espectro contra un blanco de este solvente.) 
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VI. DISCUSION 

A. Extractos Crudos  

Al bioensayar los extractos crudos de raíz y de hoja 

se observaron efectos antilarvarios sobre A. albimanus y 

se encontró que la proporción letal media del extracto 

crudo de raíz (1:5,680) es igual a la del extracto crudo 

de hoja (1:5,850). Estos resultados indican que el prin-

cipio activo está presente en hojas y raíces en similar 

concentración. Sin embargo, el extracto crudo de planta 

entera tiene una proporción letal media menor (1:6,900). 

Esta disminución en la actividad puede deberse a alguna 

variabilidad en la concentración de los metabolitos, en 

la planta entera y en las partes separadas. El proceso 

de separación de hojas y raíces podría de alguna manera 

fomentar pérdidas o cambios bioquímicos en la planta que 

disminuyan la concentración del compuesto activo en las 

partes separadas, y con ello causar que los LC-50 de los 

extractos crudos de raíz y de hoja sean mayores que los 

de la planta entera. 

Se utilizó el análisis probit para determinar la 

proporción letal media de los extractos crudos de planta 

entera, de raíz y de hoja. Este método se utilizó porque 

se consideró adecuado, ya que los puntos de probít 

empírico nuestran una tendencia lineal (Gráficas 1, 2 y 



3). 	Existen otros métodos como el análisis logit y el 

método Weibull, que ajustan los datos a curvas exponen-

ciales asimétricas y simétricas. No se utilizaron estos 

modelos ya que los datos no presentan tendencias curvi- 

líneas. 

B. Fraccionamiento preliminar  

Para purificar la fracción activa se hizo un frac-

cionamiento preliminar con una pequeña cantidad de ex-

tracto crudo (..r. 2.0 g). El propósito del fraccionamien-

to preliminar fue determinar en qué forma se eluye de la 

columna el(los) compuesto(s) activo(s) y qué caracterís-

ticas generales posee(n). En el fraccionamiento en esca-

la grande se abrevió el procedimiento realizado en el 

fraccionamiento preliminar y se siguió más allá la puri-

ficación de la fracción activa encontrada. 

Según las Figuras 7 y 8, en la primera etapa del 

fraccionamiento preliminar de los extractos crudos de 

raíz y de hoja la fracción activa fue la eluida con to-

lueno y tolueno-éter etílico, indicando ésto que el(los) 

principio(s) activo(s) es(son) de carácter apolar. El 

análisis de varianza de los datos de actividad larvicida 

mostró que la primera fracción, R-A" y H-A", es más ac-

tiva que las demás, tanto en el caso de raíz como en el 



de hoja (Tablas E.1 a E.4). 	La segunda fracción de 

raíz, R-B', causó mortandad, aunque baja (29% al cuarto 

día); ésto sugiere que una pequeña parte del principio 

activo no salió en la primera fracción R-A' sino que 

eluyó como parte de la segunda. 	En el fraccionamiento 

del extracto crudo de hoja no sucedió ésto, sino que la 

mayor parte del principio activo eluyó en la primera 

fracción H-A' (Tablas 3 y 5). 

El hecho que dos fracciones consecutivas de la misma 

etapa presenten actividad antilarvaria se debe a que la 

cantidad de eluyente usada no fue suficiente para eluir 

todo el(los) compuesto(s) activo(s) como parte de una 

sola fracción y por lo tanto la parte remanente eluyó 

como parte de la siguiente. 	En la segunda etapa del 

fraccionamiento se obtuvo algo similar; las dos primeras 

subfracciones de las fracciones activas, tanto de raíz 

como de hoja, RA.-1 y RA'-2 y HA'-1 y HA'-2, fueron ac-

tivas. Ambas subfraeciones mostraron en los cromatogra-

mas en capa fina una mancha en común (Tablas 8 y 10), la 

cual se observa, al revelar con vainillina, como una 

mancha morada-azul de Rf=0.64-0.68. Ella debe contener 

el(los) principio(s) activo(s), ya que en la primera 

subfracción (RA'-1 y HA'-1) esta mancha fue la única 

presente al revelar con vainillina. 



Los cromatogramas de RA'-1 y HA'-1 son similares. 

Ambos poseen la mancha morada-azul, con Rf=0.68 al reve- 

lar con vainillina. 	Con luz ultravioleta se observan 

los mismos componentes. 	En la región visible hay un 

componente amarillo en la subfracción RA.-1, pero hay 

dos en la HA'-1, coincidiendo una de ellas (Tablas 8 y 

10). De los dos cromatogramas, se deduce que el princi-

pio activo encontrado en la raíz es el mismo que el 

encontrado en la hoja. 	No se siguió purificando estas 

subfracciones porque se obtuvo muy poca cantidad de 

ellas. 

Los espectros infrarrojos (Figuras 6 y 7) de las dos 

subfracciones, RA'-1 y HA'-1, muestran grupos funciona-

les similares como metilenos, metilos, carbonilos y una 

absorción debido a vibraciones C-0 en un grupo éster 

un éter. 	En ambos espectros se muestra la ausencia de 

grupos polares como -OH, -00011 y NH1 . Esto indica que 

la fracción que incluye el(los) principio(s) activo(s) 

contiene compuestos con cadena alifática, grupo carboni-

lo y un grupo éster o un éter. 

C. Fraccionamiento en escala grande  

Al hacer el fraccionamiento en escala grande de los 

extractos crudos de raíz y de hoja se quizo llegar en 



forma mas directa a la traccion activa encontrada en el 

fraccionamiento preliminar. 	Por ello, según las Figu- 

ras 9 y l. al €xtracto crudo de ca.ia parte se 

tema 	 solvenLe 	el que Se cluyú la 

fiaecien ativa en ja primera etapa del fraccionamiete 

preliminar. Se comprobó por cromatograra en capa .tina, 

y el eluyente correspondiente, que la mancha morada-azul 

con Rf=0.64-0.66, obtenida al revelar con vainillina, 

estaba presente únicamente en la parte soluble y por 

ello se pudo descartar la parte insoluble (Sección 

V.C.1). A las partes solubles se les purificó por cro-

matografia en columna abierta con Fiorisil, usando el 

mismo solvente como eluyente. A la primera fracción re-

cogida se le denominó R-A o h-A (si provenía del extrae-

to crudo de raíz o del de hoja, respectivalLente), por 

ser el primer paso del fraccionamiento y el grado de se- 

paración es similar a las fracciones 	y H-A (Tablas • 

4, 6, 	11 y lz). 	No se bloensayó estas fraeciones por 

considerar suficiente la presencia de la mancha ob-tenida 

per cromatogratia en capa fina como evidencia de la ac-

tivida,_i de las fracciones. por lo que no se bioensayaion. 

Debido a que la tracción i‹-A disuelta en hexano 

trató por cromatogratia de columna abierta sobre Flori- 

sii, sin desactivar con .agua, 	la cejumna retuvo los 

cOMpUeStól-,i, 	Lara evitar que el "-o c' :osorbler 	MaS 



material se agregó solución de acetona al 1% en hexano-

tolueno 1:1 (v:v) y después acetona al 1% en tolueno, y 

así permitir una elución más rápida. 	En esta etapa de 

fraccionamiento (Sección V.C.2.a) se obtienen tres 

subfracciones, de las cuales las dos primeras (RA-1 y 

RA-2) mataron el 100% de las larvas al tercer día. Estas 

dos subfracciones poseen dos manchas en común en el cro-

matograma de capa fina, de valores de Rf de 0.66 y de 

0.64 (Tabla 14). Estos dos valores no coinciden exacta-

mente entre sí debido a la diferencia en concentraciones 

de este componente y a la presencia de otros componentes 

diferentes. 

De la fracción HA disuelta en hexano y fraccionada 

por cromatografía en columna abierta sobre Florisil, 

usando acetona al 1% en hexano como eluyente, se obtuvo 

una primera subfracción HA-1 constituida por una banda 

amarilla; luego al lavar la columna con acetona se reco-

gió una segunda subfracción. Al comparar estas dos sub-

fracciones por cromatografía de capa fina se verificó 

que la constituida por la banda amarilla HA-1 es la 

fracción activa, pues contiene la mancha que se ve mora-

da-azul con Rf=0.65 al desarrollar con vainillina (Tabla 

15), eluyendo con cloroformo. 

J res 



Ya que los cromatogramas en capa fina de las sub-

fracciones RA-1 y RA-2 presentan la misma mancha morada-

azul que aparece en el cromatograma de la subfracción 

HA-1, al revelarlos con vainillina (Tablas 15 y 1b), se 

dedujo que el(los) principio(s) activo(s) es(son) 

el(los) mismo(s) que se encuentra(n) en la raíz. 	Por 

esta razón y porque de las subfraceiones RA-1 y RA-2 se 

obtuvo menos de 100 mg, se decidió no continuar el 

fraccionamiento en la línea en lo que a raíz se refiere 

y que basta con continuarlo en la línea de las subfrac-

ciones del extracto crudo de hoja. 

Los 1.2 g que se tenían de la subfracción HA-1 se 

fraccionaron 	utilizando placas preparativas de sílica 

gel; de esta forma se aislaría el componente correspon-

diente a la mancha monada-azul observada en la cromato-

grafía de capa fina, la cual se considera que contiene 

el principio activo. La separación por corte, hecha el, 

base al patrón observado al desarrollar las placas pre-

parativas con luz ultravioleta, resultó no ser muy ade-

cuada ya que las cuatro subfracciones obtenidas causaron 

mortandad; al comparar estas subfracciones por cromato-

grafía de capa fina se hizo evidente la presencia de 

componentes comunes (Tabla 17). Sin embargo, la primera 

y la última subfracción, la HA-1.1 y la HA-1.4, presen- 



tan actividad antilarvaria considerablemente mayor que 

las dos subfracciones intermedias (Tabla 16). 	Las dos 

subfracciones más activas, según la cromatografía en ca-

pa fina, aparentemente poseen sólo un componente en co-

mún: con valores de Rf de 0.51 y de 0.46 (Tabla 17). El 

componente morado-azul con Rf=0.66 seguido como indica-

ción de la presencia del principio activo está presente 

en HA-1.4 y ausente en HA-1.1. 	Por lo anterior se 

sugiere que puede haber otro compuesto activo presente 

en las hojas de Salvinia auriculata, además del de 

Rf=0.66. 

La posiblidad de más de un compuesto activo lo 

indica el hecho que en esta etapa de fraccionamiento, 

las subfracciones que muestran mayor actividad antilar-

varia no sean consecutivas, sino que sean la primera y 

la última (Tabla 16). Por otra parte, se observa que 

entre estas dos subfracciones, es más activa la HA-1.1, 

la cual, según datos en la Tabla 17, contiene once 

componentes diferentes, en comparación con la HA-1.4 que 

sólo contiene tres. De ésto se puede pensar que si la 

subfracción HA-1.1 es más activa, a pesar de tener más 

componentes, es porque el(los) compuesto(s) activo(s) 

presente(s) en la subfracción HA-1.1 es(son) más poten-

te(s) que el(los) presente(s) en la HA-1.4. 

j irD 



Ya que de la subfracción HA-I.1 sólo se obtuvo 26 mg 

y además presentó once manchas diferentes en el cromato-

grama de capa fina, no se continuó su fraccionamiento. 

Para estudiar el compuesto activo presente en esta sub-

fracción se debería realizar el fraccionamiento partien-

do de una mayor cantidad inicial de extracto crudo; de 

esta manera, al llegar a esta etapa, se podría aislar 

el(los) compuesto(s) activo(s) presente(s) en esta sub-

fracción. Por otra parte, dado que la subfracción HA-1.4 

presentó unicamente tres manchas diferentes y que es la 

subfracción mayoritaria en esa etapa de fraccionamiento 

(se obtuvo 680 mg de ella), se continuó su fracciona-

miento intentando con ello aislar el componente con va-

lor Rf=0.66 que aparenta contener compuesto(s) de consi-

derable actividad antilarvaria. 

Al tratar la fracción HA-1.4 por cromatografía de 

columna abierta sobre Florisil se observó la formación 

de una banda amarilla y se recogió una primera fracción 

(HA-1.4-1) antes que saliera dicha banda, una segunda 

(HA-1.4-2) constituida por la banda amarilla y una ter-

cera (HA-1.4--3) que resultó de recoger el lavado con 

acetona 	De estas subfracciones (Tabla 18) la segunda, 

HA-1.4-2, fue la que tuvo mayor 	actividad antilarva- 

ría; la tercera, HA-1.4-3, no tuvo-efecto alguno sobre 



las larvas y la primera, HA-1,4-1, mostró poca activi-

dad. La actividad de esta primera subfracción se expli-

ca en base a lo observado en la cromatografía en capa 

fina, que tiene componentes en común` con la 	segunda 

subfracción y ésto debido a que el principio activo 

comenzó a eluir antes de empezar a recoger la HA-1.4-2. 

Los espectros infrarrojo de estas das subfracciones 

consecutivas (Figuras 15 y 16) son similares en ciertos 

aspectos. El de la subfracción HA-1.4-1 presenta una 

banda debido a un grupo carbonilo y otra por la vibra-

ción C-0 en un grupo éster o un éter, que no lo presen-

senta el de la HA-1.4-2. En ambos espectros se observan 

absorciones de metilos geminales y grupos metileno. 

Los espectros 'H-NMR de las dos subfracciones pre-

sentan señales debido a grupos metilo y metileno. Ambos 

presentan una serial en 7 ppan que puede deberse a hidró-

genos de grupos aromáticos (Figuras 17 y 18). 

Al hacer cromatografia de capa fina para comparar 

las dos subfracciones de HA-1.4 que mostraron actividad 

antilarvaria y la subfraccíón HA-1.1, utilizando 160 1.3,g 

de subfracción por punto (Tabla 20), se observa que las 

subfracciones HA-1.4-1 y HA-1.4-2 tienen dos componentes 



en común: 	
una con Rf de 0.62 y la otra con Rf de 0.47. 

El componente con Rf = 0.62 es el único de los componen-

tes de estas subfracciones que desarrolla un color azul 

con vainillina, el cual parece indicar que está relacio-

nado con el componente que desarrollaba azul-morado con 

vainillina que se había seguido como indicador de acti-

vidad antilarvaria en los pasos anteriores del fraccio- 

namiento. 

Los espectros 'H-NMR (Figuras 13 y 18) indican cier-

ta similitud entre las fracciones HA-I.1 y HA-1.4-2, 

ambos presentan seriales de hidrógenos -en metilos y metí-

lenos, y una señal en 7.1 ppm que se debe a hidrógenos 

aromáticos o de carbonos insaturados. 	La cromatografia 

de capa fina (Tabla 20) concuerda con los espectros pues 

muestra compuestos apolares (Rf mayor que 0.50) y com-

puestos con insaturaciones (al revelar con yodo dan 

color amarillo Rf=0.62, y fluorescencia al irradiarlos 

con luz ultravioleta de 366 nm Rf=0.66). 	Las insatura- 

ciones de la subfracción HA-1.4-2 se confirman con el 

espectro UV-VIS, que indica la presencia de dobles enla-

ces entre carbonos, y de dobles enlaces conjugados. 

Montúfar (1987) observó que el tamaño de las larvas 

es menor en las que se sumergen en. medios con extractos 

crudos que las de los controles; ésto indica que el 

principio activo actúa como una hormona juvenil, retar- 



dando el cambio al siguiente estadio larvario. 

La fracción HA-1.4-2 debería seguir . fraccionándose 

ya' que su cromatograma en capa fina muestra aún cuatro 

componentes diferentes (Tabla 20). 	No se continuó el 

fraccionamiento como parte de este estudio por tener só-

lo 150 mg, cantidad que no es suficiente para continuar 

con la investigación, debido a los métodos eromatográfi-

cos disponibles en esta Universidad. Sin embargo, se 

piensa dar esta subfracción al grupo que en "The Univer-

sity of Arizona" colabora con este proyecto para que por 

otros métodos se continúe su fraccionamiento, 	e deja 

como recomendación iniciar el fraccionamiento con una 

cantidad de extracto crudo mayor que permita que al lle-

gar a, este punto aún se pueda continuar y así lograr el 

aislamiento del compuesto activo y su caracterización. 



VIJ. CONCLUSJONES 

Los extractos clorofórmicos de hoja y de raíz de 

Salvinja auriculata poseen actividad larvicida similar 

sobre Anophejes ~imanas. El valor de la proporción 

letal media (g extracto: mi, de medio acuoso preparado) 

del extracto crudo de raíz es de 1:5,680 y el de hoja es 

de 1:5,650. 

La evidencia obtenida de los fraccionamientos y de 

los bioensayos indica que los compuestos activos son de 

naturaleza apolar; las fracciones que los contienen son 

altamente solubles en solventes apolares como hexano y 

éter etílico. 

Una de las subfracciones más activas, HA-1.1, al ser 

bioensayada 1:10,000, causó un 100% de mortandad de 

larvas de A. ~imanas al segundo día de exposición y 

presentó por lo menos once componentes diferentes. 	La 

subfracción activa obtenida en forma más pura fue la HA-

1.4-2, que al ser bioensayada, 1:20,000, causó 100% de 

mortandad 	en larvas de Anopheies albimanus al cuarto 

día de exposición y presentó sólo cuatro componentes. 

Hay evidencia que en estas dos subfracciones Riás acti-

vas, el compuesto activo no es común y por lo tanto en 

Salvinia auriculata hay más de un compuesto activo con 
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efecto Jarvicida sobre Anopheles aihiwanus. 

El espectro '14-NIIR de la. subfracción activa obtenida 

en forma. más pura. HA-1.4-2, indica que ésta contiene 

compuestos que son hidrocarburos c01-1 cadena(s) alifáti-

ca(s) y con un fragmento aromático. .E1 espectro infra-

rrojo presenta absorciones correspondientes a metilenos 

y metilos geminales y un grupo carbonilo. 	El espectro 

ultravioleta-visible indica la presencia de carbonos 

insaturados y de dobles enlaces conjugados. 



VIII. RECOMENDACIONES 

En base a los resultados obtenidos se recomienda in-

vestigar los siguientes aspectos sobre la obtención 

caracterización de los compuestos contenidos en hojas y 

raíces de Salvinia auriculata que muestran actividad 

larvicida sobre Anopheles albimanus. 

El proceso de fraccionamiento se realizará en menor 

tiempo si se utiliza un extracto crudo que contenga 

menor número de componentes que el utilizado en el pre-

sente trabajo. Si se utiliza un solvente más apolar que 

el cloroformo, como éter etílico o hexano, en la extrae-

ción apolar, se obtendrá un extracto crudo con una con-

centración de los compuestos activos mayor que la del 

extracto utilizado en este trabajo. 

Partir de 5.0 Kg de hojas secas (60 g de extracto 

crudo, aproximadamente) para obtener mayor masa de cada 

una de las subfracciones HA-1.1 y HA-1.4-2 y poder 

aislar de ellas los compuestos activos. Teniendo aisla-

dos los principios activos, determinar su estructura mo-

lecular y sus propiedades utilizando métodos espectros- 

tópicos y otros, y determinar cuál es el efecto de cada 

uno de éstos sobre las larvas de Anopheles albimanus. 

Además de utilizar espectroscopias IR, UV-VIS y 1H-NMR 



como en este trabajo, será necesario utilizar también 

13C-NMR y espectro metría de masas para determinar las 

estructuras moleculares de los compuestos activos. 

Hacer estudios de campo para determinar cuál es el 

efecto larvicida que se logra al aplicar el principio 

activo aislado o una de las fracciones más puras en 

estanques con larvas de A. albimanus. 

Utilizar otras pruebas estadísticas como la trans-

formación Logit y la transformación Weibull, para deter-

minar la proporción letal media de los extractos crudos, 

y comparar dichos resultados con los 'obtenidos con la 

transformación Probit. 

1 2 4 
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APEND10E A 

Datos crudos de los bioensayos 

En este apéndice se presentan los datos crudos de 

los bioensayos realizados en este trabajo. En cada caso 

se presenta, para cada una de las 5 o 6 réplicas traba-

jadas, el número de larvas sobrevivientes en el medio 

bioensayado. El día en que las larvas fueron colocadas 

dentro del medio a bioensayar se tomó como día cero. La 

proporción bioensayada es la proporción (g de extracto o 

fracción : mL de medio preparado). 



Tabla A.1 

Larvas sobrevivientes de A. alhimanus expuestas al ex-
tracto crudo de raíz de S. auriculata 

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas 

1:1,000 1:2,500 

0 25 25 25 25 25 0 25 25 25 25 25 25 
1 23 22 23 18 15 1 25 25 25 24 24 24 
2 0 0 0 0 0 2 9 12 8 5 7 10 
3 0 0 0 0 0 3 1 3 4 2 1 
4 0 0 0 0 0 4 1 1 0 2 0 1 

1:5,000 1:7,500 

0 25 25 25 25 25 25 0 25 25 25 25 25 25 
1 24 25 25 25 24 25 1 25 25 25 25 25 25 
2 19 17 17 20 20 12 2 24 22 25 25 24 24 
3 11 9 15 13 11 6 3 21 21 23 18 23 24 
4 9 7 9 11 8 4 4 21 21 23 14 21 20 

1:10,000 

0 25 25 25 25 25 25 
1 25 25 25 25 25 25 
2 23 25 25 25 25 24 
3 22 18 24 25 23 23 
4 22 13 21 25 23 22 



labia A.2 

Larvas sobrevivientes de A. aibimanus expuestas al ex-
tracto crudo de hoja de 5. auriculata 

DIA Larvas vivas D'A Larvas vivas 

1:1,000 1:2,500 

0 25 25 25 25 2,5 0 25 25 25 25 25 25 
1 11 20 9 10 1 23 25 24 25 19 8 
2 0 0 0 0 0 2 4 2 1 1 0 1 
3 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0 0 1 
4 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0 0 .1 

1:5,000 1:7,500 

0 25 25 25 25 25 25 O. 25 25 25 25 25 25 
25 22. 2.3 25 22 23 1 23 19 24 22 - 23 

2 17 11 11 15 7.  13 2 15 14 19 20 - 19 
3 18 9 11 12 5 12 S 	15 14 18 19 - 19 
4 16 6 11 11 4 11 4 	14 11 16 15 - 19 

1:1,005 

0 25 25 25 25 25 25 
1 24 25 25 2b 25 25 
2 24 25 25 23 25 23 
3 24 25 25 23 24 22 
4 24 25 25 23 23 22 

e 



Tabla A. 

Larvas sobrevivientes de A. albipanus expuestas al ex-
tracto crudo de planta entera de S. auricuJata 

DIA 	Larvas vivas 	DIA 	,Larvas vivas 

1:1,000 1:2,500 

0 25 25 25 25 25 0 25 25 25 25 25 25 
1 21 25 25 25 23 1 22 22 21 25 24 24 
2 2 2 3 0 3 2 6 7 7 6 9 14 
3 1 0 O 0 0 3 2 1 4 3 5 5 
4 0 0 0 0 0 4 1 1 2 1 2 5 

1:5,000 1:7,50 

0 25 25 25 25 25 25 O 25 25 25 25 25 25 
1 24 25 24 25 25 22 1 24 23 24 23 25 21 
2 17 25 22 15 21 17 2 21 20 2 21 20 17 
3 18 17 16 12 21 16 3 20 17 18 19 20 16 
4 13 17 6 10 13 16 4 17 13 4 17 12 10 

1:10,000 

25 25 25 25 2 25 
1 20 24 25 25 25 25 
2 19 22 '•- 22 23 24 
3 14 21 21 2.V. 23 22 
4 13 17 10 14 22. 16 



Tabla A.4 

Larvas sobrevivientes de A. albimanus en los controles 
del bioensayo de los extractos crudos de raíz, de hoja y 
de planta entera de S. auriculata 

DIA 	Larvas vivas 	DIA 	Larvas vivas 

0 
1 
2 
.3 
4 

25 
25 
25 
25 
25 

25 
25 
25 
25 
25 

Acetona 

25 	25 
25 	25 
25 	25 
25 	25 
25 	25 

2% 

25 
25 
25 
25 
25 

25 
25 
25 
25 
25 

0 
1 
2 
3 
4 

25 
25 
25 
25 
25 

25 
25 
25 
25 
25 

Agua 

25 	25 
25 	25 
25 	25 
25 	25 
25 	25 

25 
25 
25 
25 
25 

25 
25 
25 
25 
25 



Tabla A.5 

Larvas sobrevivientes de A. albimanus expuestas a frac-
ciones preliminares del extracto crudo de raiz de S. 
auriculata (Proporción bioensayada 1:5,000) 

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas 

R-A' R-B' 

0 24 25 25 25 23 22 0 25 26 25 25 25 25 
1 ,17 11 21 19 9 17 1 25 26 25 25 24 25 
2 0 0 0 0 0 0 2 25 26 25 25 22 22 
3 0 0 0 0 0 0 3 24 16 19 22 18 18 
4 0 0 0 0 0 0 4 21 14 17 21 15 18 

R-C' R-D' 

0 25 25 25 25 25 25 0 25 25 26 25 25 25 
1 23 25 25 25 25 25 1 25 25 26 25 25 25 
2 23 25 25 24 25 25 2 25 25 26 25 24 25 
3 21 23 25 24 25 24 3 24 25 26 25 24 25 
4 21 23 24 24 24 22 4 23 25 26 25 24 25 

R-E` 

0 25 25 25 25 25 25 
1 25 25 25 25 25 25 
2 25 25 25 25 25 25 
3 25 25 25 25 25 25 
4 25 25 25 25 25 25 



Tabla A.6 

Larvas sobrevivientes de A. aibimanus expuestas a. frac-clones preliminares del extracto crudo de hoja de S. auriculata (Proporción bioensayada 1:5,000) 

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas 

H-A" 

0 25 25 25 25 25 25 0 25 25 25 25 25 25 1 23 25 25 25 25 25 1 25 25 25 25 25 25 2 20 20 15 22 16 19 2 25 25 25. 25 25 25 
3 0 0 0 1 0 0 _ 3 22 25 25 25 24 24 
4 0 0 0 0 0 0 4 22 24 25 25 23 24 

0 25 25 25 25 25 25 0 25 25 25 25 25 25 
1 25 25 25 25 25 25. 1 25 25 25.  25 25 25 
2 25 25 25 25 25 25 2 25 25 25 25 25 25 
3 21 24 23 25 25 24 3 25 25 25 25 24 25 
4 21 24 23 24 24 24 4 25 23 25 24 23 25 

Tabla A.7 

Larvas sobrevivientes de A. albimanus en los controles 
del bioensayo de fracciones preliminares del extracto 
crudo de raíz y de hoja de S. auriculata 

DIA 	Larvas vivas 	DIA 	Larvas vivas 

Acetona 2% Agua 

0 25 25 25 25 25 25 0 25 25 25 25 25 25 
1 25 25 25 25 25 25 1 25 25 25 25 25 25 
2 25 25 25 -22 24 24 2 25 25 25 25 25 25 
3 25 24 25 22 24 24 3 25 24 22 25 25 25 
4 24 24 25 22 23 24 4 25 24 21 24 25 25 



Tabla A.8 

Larvas sobrevivientes de A. albimanus expuestas a sub-
fracciones preliminares de R-A.  dé S. auriculata (Pro-
porción bioensayada 1:10,000) 

UTA Larvas vivas UTA Larvas vivas 

RA'-1 RA'-2 

0 25 24 25 27 24 25 0 24 25 25 26 24 25 
1 25 24 25 27 24 25 1 24 25 25 12 14 15 
2 0 1 0 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 
4 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 

RA.-3,4 RA"-5,6 

0 26 25 25 25 25 25 0 25 25 25 25 25 26 
1 26 25 25 25 25 25 1 24 25 25 25 25 26 
2 26 20 23 24 25 25 2 24 25 25 25 25 26 
3 16 15 11 11 23 21 3 24 25 24 24 24 25 
4 13 9 10 5 13 14 4 24 25 24 24 20 25 



• Tabla A.9 

Larvas sobrevivientes de A. albimanus expuestas a sub-
fracciones preliminares de HA' de S. auriculata (Pro-
porción bioensayada 1:10,000) 

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas, 

HA'-1 HA'-2 

0 25 25 25 25 25 25 0 25 25 25 25 25 25 
1 25 25 25 25 25 25 1 25 25 25 25 25 19 
2 1 0 0 0 0 0 2 11 5 8 13 6 6 
3 1 0 0' 0 0 0 3 0 0 0 1 0 0 
4 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 

HA' -3 HA' -4 

0 25 25 25 25 25 25 0 25 25 25 25 25 25 
1 25 25 25 25 25 24 1 25 25 25 25 25 25 
2 25 20 25 25 25 23 2 25 25 25 25 25 25 
3 25 16 25 17 22 18 3 25 25 25 24 25 25 
4 25 13 25 13 20 16 4 24 25 25 22 25 22 

HA' -5,6 

0 23 24 25 23 25 25 
1 23 24 25 23 25 25 
2 23 24 25 23 25 25 
3 23 24 25 23 25 25 
4 22 21 25 23 21 25 



Tabla. A.10 

Larvas sobrevivientes de A. aibimanus en los controles 
del bioensayo de 
áurioulata 

las subfracci.ones de R-A" y H-A" de S. 

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas 

ACET 2% AGUA 

0 25 .25 24 25 25 25 0 25 25 24 25 26 26 
1 25 25 24 25 25 25 1 24 25 24 25 26 26 
2 25 24 24 25 25 23 2 24 24 24 25 25 - 26 
3 25 24 24 25 24 23 3 23 23 24 25 24 26 
4 25 24 24 25 24 21 4 23 23 24 25 24 26 



Tabla A.11 

Larvas sobrevivientes de S. aurioulata expuestas a frac-
eiones de HA-1 de S. 	auriculat.a y sus controles 
(Proporción bioensayada 1:10,000) 

DIA 	Larvas vivas 	DIA 	Larvas vivas 

HA-1.1 	 HA-1.2 

0 25 27 	27 0 25 25 	24 23 26 26 
1 16 22 	15 1 25 25 	25 23 24 25 
2 0 0 	0 2 25 24 	25 23 24 25 
3 0 0 	0 3 25 19 	22 22 23 22 
4 0 0 	0 4 17 15 	21 20 23 21 

HA-1.3 HA-1.4 

0 23 25 	24 25 27 25 0 25 25 	26 25 26 
1 23 25 	24 25 27 25 1 25 24 	26 25 25 
2 21 23 	19 22 22 20 2 25 23 	25 23 24 
3 7 5 	7 5 9 3 3 1 0 	0 0 3 
4 '5 5 	6 5 8 2 4 0 0 	0 0 3 

ACETONA •1% AGUA 

0 25 25 0 25 25 
1 25 25 1 25 25 
2 25 25 2 25 25 
3 25 24 3 25 25 
4 24 24 4 25 25 



, 	Tabla A.12 

Larvas sobrevientes de A. a]bimanus expuestas a la 
subfracción HA-1.4-1 de S. auriculata y sus controles 
(Proporción bioensayada 1:20,000) 

DIA 	Larvas vivas 	DIA 	Larvas vivas 

HA-1.4-1 	 AGUA 

.0 25 26 24 25 25 25 0 25 25 27 25 26 25 
1 25 26 25 25 25 24 1 25 25 27 25 26 25 
2 24 26 25 25 25 24 2 25 25 27 25 26 25 
3 11 20 23 20 25 23 3 25 25 27 25 26 25 
4 8 19 18 16 24 22 4 25 25 26 23 26 24 

ACETONA 0.5%, 

0 26 25 26 25 25 25 
1 26 25 26 25 25 25 
2 26 25 26 25 25 25 
3 24 24 26 25 25 25 
4 24 23 'Lb 21 21 24 



W } 

Tabla A.13 

Larvas sobrevientes de A. aibifflanus expuestas a fraccio-
nes HA-1.4-2 y HA-1.4-3 de S. auriculata y sus controles 
(Proporción bioensayada 1:20,000) 

DIA 	Larvas vivas 	DIA 	Larvas vivas 

HA-1.4-2 HA-1.4-3 

0 25 25 5 0 25 25 5 
1 25 25 5 1 25 25 5 
2 14 12 3 2 24 25 5 
3 13 10 1 3 23 24 5 
4 3 2 0 4 23 22 5 

ACETONA 1% AGUA 

0 25 25 0 25 25 
1 25 25 1 25 25 
2 25 25 2 25 25 
3 25 24 3 25 25 
4 24 24 4 25 25 
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APENDICE b 

Transformación probit 
(Finney, 1971) 

En un experimento de -dosis-respuesta" se consideran 

dos elementos: el estímulo y el sujeto. El estímulo se 

aplica al sujeto a una dosis dada, .una intensidad espe-

cificada en unidades de concentración, peso, volumen, 

tiempo, etc. 	Como resultado, el sujeto manifiesta una 

respuesta (crecimiento, cambio de color, etc.). Dife-

rentes estimulas pueden compararse en términos de la 

magnitud de las respuestas que producen o en términds de 

las intensidades requeridas para producir iguales res-

puestas. 

Si-la respuesta es cuantificable, la ocurrencia o no 

ocurrencia dependerá de la intensidad del estímulo. 

Para cualquier sujeto habrá cierto nivel de intensidad 

abajo' del cual no habrá respuesta y arriba del cual 

siempre habrá respuesta. ,'Este valor es llamado 

"tolerancia". 

Si la dosis o intensidad del estímulo se 

-Z- , la distribución de tolerancias puede 

por: 

dE = F(Z) dZ 

mide por 

expresarse 

(5.1) 

que da la proporción de sujetos cuyas tolerancias 'caen 

en el rango Z y Z+dZ, al tiempo de prueba. 



Si se administró una dosis Zo a toda la población, 

la proporción P de individuos cuya tolerancia es menor 

que Zo, responderá, siendo ésta: 

Zo 

P = 	F(Z) dZ 

0 

Con ello se asume que la dosis Puede variar desde 

hasta infinito, y que para dosis muy altas: 

co 

I

F(Z) dZ = 1 

O 

(B.2)  

cero 

(B.3)  

La distribución de frecuencias de tolerancias medida 

en una escala natural es ensanchada, pero una 

transformación de escala la convierte en una 

distribución normal. 

En pruebas con insecticidas la distribución de con-

centración de tolerancia del agente tóxico es raramente 

simétrico, debido a que algunos insectos proveen de una 

"cola-  en la distribución, con sus tolerancias extrema- 

damente altas. 	Esta distribución se puede normalizar 

usando el logaritmo de la concentración, en vez de la 

concentración misma. 

Una escala metamétrica es una escala de dosis 

transformada, en la que las tolerancias están distribui-

. 
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das normalmente. 	La medida de la dosis es la dosis 

metamétrica. 	En toxicología se utiliza el logaritmo 

común de la concentración. 

La gráfica del porcentaje de respuesta versus la 

dosis dará una curva que se va levantando suavemente. 

Cuando el estímulo se mide en unidades metamétricas se 

obtiene una forma sigmoide normal (Fig. B.1). Esta curva 

se aproxima a cero o a cien por ciento de respuesta a 

valores de x infinitamente pequeños e infinitamente 

grandes, respectivamente. 
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La distribución normal de. frecuencia del logaritmo 

de la tolerancia (correspondiente a la ecuación B.1) es-

crita en unidades metamétricas es: 

1 
dP = 	exp - 	 (x-P)2-  \dx 	 (B.4) 

a4271 	 2a 

para todos los valores de x en el rango (-co,+w). 	Las 

cantidades p y a son,  la media y la desviación estandard 

de la población. 

La probabilidad de respuesta, P, puede medirse en 

una escala transformada, en desviaciones normales 

equivalentes (D.N.E.). 	La respuesta metamétrica es Y, 

definida por: 

Y 
1 

P = 	exp(- 
42n 

-m 

(B.5) 

Étisi, la DiN.E. de cualquier valor de P entre 0 y 1 se 

define como la abscisa correspondiente a la probabilidad 

P en una distribución normal con media 0 y varianza 1. 

De la integración de la ecuación B.4, si P es la 

probabilidad de respuesta a una dosis cuyo metámetro es 

un valor particular x: 

x 

P = 	 exp(-(x-p)')dx 	 (B.6) 
04-2n 	 2a' 

14 



que escribiendo, 

x = p + Ua 	 (8.7) 

se convierte en: 

I 
P = 	 _1_ exp Ul du 

4-2n 	2 

y comparando con la ecuación B.5: se muestra que 

Y =.x  - u 
a 

(8.8) 

(8.9) 

Así, la relación entre el metámetro de dosis y la 

D.N.E. de 	la probabilidad de respuesta a esa dosis es 

una línea rebta. 

Se define el "probit" de P ("probit" = unidad de 

probabilidad) como Y, en donde: 

Y-5 

exp 	) du 	 (8.10) 
2 

-03 

Para cualquier P, el probit es simplemente la D.N.E. 

incrementada en 5, y la ecuación 8.9 se escribe como: 

Y = 5 + 1 (x - U) 	 (B.11) 
a 

P = 

que en forma general se escribe como : 

Y = ZN+ Kix 

siendo a y 0 los parámetros a determinar. 

(8.12) 

El problema es cómo estimar lo mejor posible a y D, 



150 

si ambos son parámetros desconocidos. 	El principio de 

estimación más usado es el que maximiza la "semejanza" 

de los resultados observados. 

Supongamos que la probabilidad de respuesta a una 

dosis particular Zo está dada por la ecuación B.2, 

implícitamente en términos de parámetros desconocidos. 

Si un batch de n sujetos recibe esta dosis, cada uno 

reaccionando independientemente, la probabilidad que r 

respondan es la función binomial. Un experimento en que 

se probaron K dosis, puede resumirse por las cantidades 

Zi, ni, ri, para i=1, 2, 3, 	 La probabilidad 

"unida" de estos resultados es proporcional a exp (L), 

donde 

L = 2 ri*log(Pi) + 	2 (ni - ri)*log(Qi) 	(B.13) 
1 

y P y Q se evalúan para cada Zi. 	La "semejanza" de las 

observaciones se define como una cantidad proporcional a 

exp (L) pero que tiene un valor máximo unitario con 

respecto a las variaciones de los parámetros. 

La "semejanza" alcanza un valor máximo cuando L es 

un máximo, si 8 es cualquier parámetro de la 

distribución de tolerancias individuales, el estimado de 

"semejanza" de O debe satisfacer: 

0 =a1 = Zk. 	2n-rPL-1/. 
C P (3,0 	e 	Q 	a- e 

2 n 	- P) 
	

(B.14) 
PQ 



en donde p = r es un estimado empírico del valor de P a 
n 

una dosis particular. Si la distribución de tolerancias 

posee más de un parámetro desconocido, un conjunto de 

ecuaciones como B.14 debe satisfacerse simultáneamente. 

Una solución para tales ecuaciones es poco posible, pero 

los métodos iterativos dan aproximaciones sucesivas que 

convergen a las soluciones. 

	

Se ejemplifica para dos parámetros O y 0. 	Suponga- 

mos que 81 Y 01 son cualquier aproximación a las 

soluciones de la ecuación B.14. 	Se obtiene una segunda 

aproximación, 81 + 68, 01 + 60, donde 88 y 60 se 

obtienen de 

	

;414 + 881:111 + &O 3.2L 	,= 0 
E1-81 	'&81' 	G-81 01 

(B.15)  

+ be 	 + 80 	 . 0 
c:301.3-01 	(9-012 

(En Finney (1971) se presenta cómo se obtienen estas 

ecuaciones) que se convierten én: 

se 2 n „an + 80 2. 
¿ PiQi a),(91 	¿ P1Q1\9-01 eD- 01 	P1Q1 	981 

(B.16) 

68 2 	n  (51_ aNE.2. + 
6z 

0 	n 	2 n(p-Pi)  &EL 
Pi.Q1 Ge1 	 piQh. \a- e. ) 	Pic¿I 801 



que son dos ecuaciones lineales que se resuelven para 60 

Y 60. 	Este proceso se repite con 

62 = el '+ 	86 (B.17) 
02 = 01 + 60 

en vez de 81 y 951. 

Las ecuaciones de arriba se aplican cualquiera que 

sea la forma de P. La forma de estimación de parámetros 

más importante es aquella donde la distribución de,  

tolerancia está dada por la ecuación B.4. 	Usando la 

ecuación general 8.12, los parámetros a y 0 se relacio-

nan a u  y a por 

= - B1/0 
(8.18) 

a = 	1/0 

y Y se define como B.5. 	Si Y es un probit se usa B.10 

en vez de B.5 y (a-5) se substituye por a en B.18. 

De B.5 

a'P= 	exp 	= 
a Y 	4-2-re 	2 

entonces 

= Z 	 alE = zx 
C31-43  

(B.19)  

(B.20)  

y las ecuaciones B.16 se construyen en términos de a y 

13. 	Si 

Y' = al + bi x 	 (B.21) 



es una primera aproximación, B.16 se convierte en: 

8a 2nw + 8b 2 nwx = 2 nw(p - P)  

(B.22) 
ba 2nwx + 8b 2 nwx2  = 2 nwx(p - P)  

en donde el coeficiente de peso es w = /1 	(B.23) 
PQ 

Aunque las ecuaciones B..22 están arregladas como una 

regresión lineal de (p-P) en x con peso nw, el 

procedimiento clásico introduce el "probit de trabajo" 

para cada dosis: 

Y = Yl + (p - P) 	 (B.24) 

Si se agrega 2nwY1 a la primera ecuación_8.22 y 2nwxYi a 

la segunda, obtenemos: 

(al + 8a) 2nw + 	+ 8b) 2 nwx = 2 nwy 
(8.25) 

(al + 8a) 2nwx + (bi + 8b) 2 nwx2  = 2 nwxy 

Escribiendo a2, b2 para los estimados ajustados y 

definiendo las medias: 

X - = 2nwx 	 Y - = 2nwv 	 (B.26) 
2nw 	 2nw 

obtenemos 

b2 = 2nw (x - X) (v - Y) 	 (B.27) 
2nw(x - X)2  

a2 = Y - b2 X 	 (B.26) 

Generalmente sucede que en el grupo control ocurre 

cierta mortandad natural, para tomar ésto en cuenta, 
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usamos la formula de Abbott: 

P = p* - K, * 100 	 (B.29) 
100 - Kc 

siendo P* el % de mortandad observada en la solución 
probada 

Ke el % de mortandad natural del grupo control 
P el % de mortandad corregida o real 

Las diferencias son pocas con el caso anterior. 	El 

coeficiente de peso es: 

w 	Z2 	 (B.30) 

Q 	+ 1-Ka 

o bien 

wi = w 	P (B.30a) 

 

P +  Kr,  
1-Ke 

Las ecuaciones correspondientes a B.20, B.14 son las 

siguientes: 

= a:1_1( 	 = (1-C) Z 
aCt 	a-P asa 

a_Pit = (1-C) Z x 
	 (B.31) 

cL = 2 	nz.(1-K) 	(T) - p) 	= 0 
a-a 	Q [Ke + P(1-K0)] 

= 2 	nZ2x (1-Ke) 	(p - P) 	= 	0 	(B.32) 
a-1:5 	Q [Ke + P(1-1(c)] 

= Nc (C - Kc) + 	n (P - P)  
P.Ke 	K0(1-Ke) 	Ke + P(1-Ke) 

'en donde C mortalidad observada en el control 
No numero de individuos en el control 



Con la introducción de una variable auxiliar: 

x' = Q/Z 	 (B.33) 

se hace una segunda derivación y se introduce un probit 

de trabajo similar a B.24, con lo que se obtiene: 

b Sxx + 	6  Sxx' = Sxy 	 (B.34) 
1-Ka 

1 
bSxx + _15__ 	c(1-Kc)  + Sxx/7= lic(C-Ke)  + Sx'y 	(B 35) 

1-Kc 	Kc 	 Ke 

a = Y - b 1 -:  6  ki 	 (B.36) 
1-Kc 

en donde, por ejemplo: 

Sxx/  = 2 nw (x-X).(x'-X') 
2 nwxx' - 2nwx 2nwx' 	 (B.37) 

2nw 

De esta forma se obtiene la mejor estimación de 

Y = a + bx 	 (B.38) 

y 6 se agrega a Kc, para tener una mejor estimación. 

El logaritmo base diez de la concentración letal 
media viene dada por: 

log(LC50)= Xbe = 1 + 1(5 - Y + 	69J') 	 (B.39) 
b 	1-Kc 

y la varianza por: 

S' = 1+ y11 (X-50 - 1)' 
b' 2w 

- 2V12k(X50 - X- ) - V22 X'2 
	

(B.40) 

en donde Vii es el componente (i,j) de la matriz inversa 
de la matriz de coeficientes de las ecua-
ciones B.34'y B.35. 
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APENDICE C 

Programa de computadora que hace el análisis probit 

1. Algoritmo  

Se calcula la mortandad observada, como fracción: 
P* = No. afectados  

No. expuestos 

Se calcula la mortandad corregida: 

P = 	= Ko  
1 Ko 

(C.1) 

(C.2) 

en donde Ko es la mortandad observada en el grupo 

control, expresada como fracción = No. afectados  
No. expuestos 

De la Tabla IX de Fisher y Yates (1983) se obtienen los 

probits empíricos. 	No se toman en cuenta las dosis con 

1 de mortandad o 1 de sobrevivencia. 

Se hace una regresión lineal de los probits con el 

logaritmo de la concentración. 	Se determinan los va- 

lores probit estimados de acuerdo a la recta de regre-

sión encontrada para cada dosis (llamados probits provi-

cionales esperados, Y). Con el valor del probit espera-

do se determina el probit de trabajo (y), usando la 

Tabla IX2 (Fisher y Yates, 1983), de acuerdo 

a: 	y = Max. Work probit - rango * p 	 (C.3) 

o 	y = Min. Work probit + rango * p 	 (C.4) 

El coeficiente de peso (w) y la variable auxiliar x' se 

obtienen de la Tabla IX3 (Fisher y Yates, 1983), de 



acuerdo al valor del probit esperado y a la mortandad en 

los controles (Ko). 

Se calculan 	los promedios pesados de y, x' y x. 

Se calculan 	las siguientes cantidades: 

A = Sum (wx2) (C.5) 

A' = Sum (wxx') (C.6) 

A" = Sum 	(wx'2 	+ Nc 	(1 - Ko)) (C.7) 
Ko 

B = Sum (wxy) (C.8) 

B' = Sum (wx'y + Nc (Kc - Ko)) (C.9) 
Ko 

C = Sum (wy2  + Nc (Kc - Ko)) (C.10) 
Ko (1 - Ko) 

Se resuelve el siguiente sistema de ecuaciones para b y 

15/(1-1(o): 

A b + A'  6 	= 	B 	 (C.11) 
(1-Ko) 

A'b + A"  b  = B' 	 (C.12) 
(1-Ko) 

Se calcula a = y - x * 	6 	 (C.13) 
(1-Ko) 

y se obtiene la ecuación Y = a + b (x- x) 	(C.14) 

Se calCula el valor de Chi cuadrado: 

Chi' = C - B b - B'  6 	 (C.15) 
(1-Ko) 

para determinar si los datos se ajustan al modelo. 

La concentración letal media es: 

X50 = x + 5-a  (C.16) 
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Se calcula la matriz inversa (V) de: 

[ A 	A' 
A' A" 

La varianza de b es: 

S2b = 1_ 1_ + V11 (X50 - 	' - 2 V12 x'(X50 - 	x). 
b2  214 
[ 

+ V22 )c'21 (C.17)  

La varianza de 8 es: 

S28 = V22 (1 - Ko)2  (C.18)  
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2. 	Listado del programa de computadora 

($11~1111:XIMIIIIMMIXIII$11~1~11111$01$1111$1#) 
(1 	 t) 
(I Programa para calcular el Frobit 1) 

(1 l) 

(1 Autor: lose Bordillo 1) 

($ Lenguaje: Turbo-Pascal -11 

(t Fecha: marzo19167 1) 

(1 1) 

(1111$11411111111111111/1111111111$11111/1111111111111111141111411111C 

PROBRAM PROBIT: 

CONST 	(Numero maximo de pruebas para aplicarle el Probiti 

MAX PRUEBAS = 30; 

Definición de variables: 

- TablaiX3, TablaIX2, TabiaiX: 	Son archivos declarados 

tipo texto que almacenan las tablas de las transforma-

ciones angulares y los coeficientes de pesos y valores 

dél probit a ser usados para los ajustes finales 

- StatusFile: 	es un archivo declarado tipo Texto al que 

se le asigna el STATUS.PRU que almacena un valor que 

corresponde a la siguiente prueba a realizarse con el 

probit. 	Es decir, si llevamos 20 pruebas hechas, el 

archivo STATUS.PRU almacenará '21' 

- Arch2: 	Es declarado tipo texto, se le asigna el nombre 

de TR3DIT" + No. de.prueba + ',DAT', es el archivo 

donde'se graban las tablas de resultados 

- Archdatos: 	es detlarado tipo texto, se le asigna el 

nombre de ?MIT' + No. de prueba + '.PRI?", es el 

archivo en donde• se graban el probit resultante que 

corresponde a cada concentracion y el valor del LC-50 

- Tabla: 	Es una tabla que puede tener hasta 30 distintas 

concentraciones (Maxpruebasi. Cada subíndice del 

arreglo es de tipo RES TABLA, el cual es un KtUUND con 

los siguientes campos: 

- Concentracion; 	tipo real, contiene el valor de la 

concentracion a la que se va a trabajar 

- Expuestos: -tipo entero, es el numero de individuos 

expuestos a tal concentracion 
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- 	Afectados: 	tipo entero, es el numero de individuos 

afectados a tal concentracion 

- Pi: 	tipo real, cortiene la mortandad total obser- 	• 

vada 

- P: 	tipa real, contiene la mortandad corregida (to- 

pando en cu'enta el control, Kol 

- Probit Emp; 	es el dato encontrado en las tablas de 

probit para un valor de p",. dado, estas tablas van de 

@a 991 

- Y; tipo real, contiene el valor de probit esperado, 

es decir, la recta de regresicn que mas se acerque a • 

los puntos de concentracion vrs, probit empirico 

XI: contiene los mismos valores de la concentracion 

que corresponden al eje X de la gratine 

- VI: es el valor resultante del probit a cada itera-

cion 

- y; es el probit de trabajo que se encuentra buscan: 

do en las tablas 

- m: 	es el coeficiente de peso y se encuentra en las 

tablas 

- di`: 	es la diferencia que existe entre el probit 

resultante (Y1) y el probit de trabajo(y) 

- Sum W, SumWX, SumWXI, SumNYI, SumWYlcuadrado, SumWXX1, 

SumWX1cuadrado, SumWXY1, SumWX1Y1: son declarados tipo 

reales y, contienen respectivamente las sumatorias de: 

- W 

- WIconcentracion 

- W$X1 

- WtYI 

- 10(Y1) -2 

- Wt(Conc.)"2 

- WonrentraciontX1 

- WI(XI)^2 

- WIconcentraciontY1 

- 

- N: contiene el numero de pruebas a calcular 

- SX, SY, SX2, SY2, SXY: contienen las sumatorias de las 

concentraciones, del probit empirico, de los cuadrados 



de cada uno y del producto de ambos 

- el: Es la pendiente de la recta de regresion 

- nn: Es el nugero de pruebas a calcular que no tengan un 

probit egpirico igual a cero (1001 o OX de mortandad; 

- Int': Es tipo real, contiene el valor del progedic. de Y 

llenos la pendiente por el promedio de X 

- MWP: 	Minieun Working Frobit, es un valor encontrado en 

la tabla del probito y utilizado en el calculo de Yi 

- Rangp: 	Este dato se obtiene de las tablas y se utiliza 

en el calculo de Y,t- 

- Xgedia, Xlgedia, Yleedia: es la media de las concentra-

ciones, las concentraciones por los pesos y Yl por el 

peso 

Factorl, Factor2, Factor3: Son los faactores de 

correccion usados para clacular la ecuacion de la recta 

de regresion de los pesos y son: 

Factorl = Nc 	(1 - Ko)!Ko 

Factor2 = Nc t (Kc - Kol/Ko 

Factor3 = Nc t (Kc - Kor2./Ko(1 - Ko)- 

- 	A, Al, All, B, B11: son coeficientes calculados a partir 

de las sugatorias y tedias que ya se tienen. Son usadas 

coso coeficientes de la satriz: 

A b Al 8 

1 - Ko 

Al 1 b 	All 	8 	Fi 

1 - Kr 

a partir de la cual se encuentra 1 y Kc 

- C: Es usada para calcular el Chi-cuadrado de los resnl- 

t-,4 -- 

- aa, bb: son los coeficientes de la recta de regresion 

52: Es la varianza en el punta X-50 

S; es le raiz cuadrada de 52) 

- 1150, Y501 	Son el valor de x y Y correspondientes al 
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punto donde muere la - mitad de la poblacion 

- Inversa: 	contiene los valores d2 la matriz inversa del 

sistema de ecuaciones A, Al, Al, All 

- 	Coefeeso: 	es encritrado en 	las tablas del probit y se 

usa para calcular el peso de cada concentracion 

- No: Es el numero de individuo. en el grupo de centrtel 

- TI: 	Es un arreglo de reales que contiene una linea de 
TabialX 

- T2; 	Es un arreglo de reales que contiene una linea de 
TablaIX2 	• 

- T3: 	Es un arreglo de reales que contiene una linea de 
TablaiX3 

TYPE 

REG_TABLA = RECORD 

CONCENTRACION : REAL; 

EXPUESTOS, 

AFECTADOS 	: 1NTESER; 
PI, 

F, 

PROBIT EMP, 

Y, 
Y1, 

XI, 

W,dif 	 REAL;  
END; 

VAR 

TabialX3, TablaIX2, TablaiX 	: TEXT; 
StatusFile, ArchOatos, Arch2 	TEXT; 
TABLA 	 ARRAY[I—MAX PRUEBAS] OF RE6 TABLA; 
Ko,k,Kreal,Gi 	 : REAL; 
SumWX, Sula, SumNXI,SumNYI, 

SumNYICuadrado, SumWXcuadrado, 

SumWXX1, SumPlcuadrads, 

SumWXY1, SumWX1Y1 	 : REAL; 
R, Teep, Templ 	 : REAL; 
N,i 	INTEGER; 

SX,SY,SX2,SY2,SXV 	 : REAL; 
ml,intl,MWP,rangc 	 : REAL; 
Xmedia, Xlmedia, Ylmedia 	: REAL; 
Factor?, Factor2, Factor3 	: REAL; 
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A,A1,A11,B,BI,C,delta 	 REAL;  

aa, bb, S7, Chi2, 5 	 REAL; 

1050, Y50 	 : REAL; 

Inversa 	 : ARRAY [1..2,1-21 OF REAL; 

fraccion,CoefReso 	 : REAL; 

Nc,NN,cont 	 INTESER; 

tl 	 array[1..118,0-10) of real; 

t2 	 array[1..110,1..31 of real; 

t3 	 arrayr1..80,1..15) of real; 

7 seguir,otravez 	 boolear; 

ans 	 char; 
list_tablas 	 : Ioolean; 
Archivo? 	 : string(12); 
signo 	 string[13; 

iterar 	 char; 

PROCEDURE LV; BEGIN LowVideo END; 

PROCEDURE Nv; BEGIN NormVides END; 

{Obtiene del archivo STATUS.PRU el numero de la siguien- 

te prueba, y lo almacena en Cont) 
PROCEDURE SET STATUS; 
BEGIN 

Assign(StatusFile,'Status.prul; 

Reset(StatusFile); 

ReadLn(Statusfile,cont); 

Close(StatusFilel; 
END; 

{Coloca en el archivo STATUSYRU el numero de la si- 

guiente prueba) 

PROCURE PutStatus; 
BEGIN 

Rewrite(StatusFile); 

WriteLn(StatusFile,cont); 

Close(StatusFile); 
END; 

{Este procedimiento lee desde la pantalla los valores de 

Ko, Kc, No. de pruebas, No. de expuestos al control y le 

da opcion al usuario de guardar en un archivo las tablas 

de los resultados. Si Ko=0, se le asignaKo=0.00101) 

PROCEDURE LEER DATOS_ INICIALES; 
VAR 

ans char; 

integer; 



BESIN 

C1rScr; 

FOR I:= 23 to 55 
do begin 

getoxy(1,5); write(chr(205)); 

5otoXY(1,9); Writelcbr(205)); 

SotoXY(1,12); Write(chr(205)); 

6oteXY(1,28); Wríte(chr(285)); 
en d; 

for it= 6 te 8 

do begin 

gotexy(22,1); 
Write(chr(156)); 

8otexy(59,1); 

Write(chr(186)); 
end; 

For 1:= 13 to 19 
do begin 

6otoXY(22,1); 

Write(chr(179))7 

6oteXY(59,1); 

Write(chr(179)); 
end; 

GotoXY(22,5); Write(chr(201)); 
GotoXY(59,5); Write(chr(1871); 

BoteXY(22,9); Write(chr(280)); 
EatoXY(59,9); Write(chr(188)); 

6otoXY(22,12); Write{chr(213)); 

GotoXY(59,12); Write(chr(184)); 

6otoXY(22,28); Write(chr(2121); 

6oteXY(59,20); Write(chr(190)); 

GotoXY(3e,71; 

LV; WriteIn('P .R.O.B. I . T'); 
GotoXY(24,14); 
NV; tiriten:2 	-> 
LV; Readln0(0); 

IF Ko=0 THEN Ko:=0.880111; 
Szteri(44,14); 

NV; Writenc 	->'); 
LV; Readln(kc); 

GotoXY(24,16); 
Ny; Write("No, 	pruebas 	 -> 
LV; Readln(N); 

RotaY(24,17); 

NY; Write("No, Expuestos EP el control 1; 
LV; Readln(No); 
REPEAT 

6oteXY(24,19); 

Ny; WriteVlesea iwpricir las tablas [sIn] 

J.6.5 



Readln(ans); 

	

UNTIL ans in ' 	' s ' , ' 
IF ans in rs',".5.} THEN list_tablas:=true; 

END; 

(Hace una pantalla para pedir los datos de entrada de 

cada prueba} 
PROCEDURE Pantalla Pruebas; 
Var 

x 	real; 
oa,xx 	integer; 

BEGIN 

FOR xx := le to 25 

DO DESIN 

GotoXY (1,xx); 
CirEol 

ENE-; 

FOR i := .23 to 5G 
DO BEGIN 

6otoXY(412); Write(chr(205)); 

6otoXY(1,14); Write(chr(196)}; 

6otoXY(i,20); Write(chr(205)); 
ENID; 

FOR i:= 13 to 19 
DO BEGIN 

6otoXY(22,i); Write(chr(179)); 

6otoXY(59,i); Write(chr(179)); 
END; 

6otoXY(22,12); Write(chr(2131); 

6otoXY(59,12); Write(chr(164)); 
6otoXY(22,21)); Write(chr(21.2)); 
6otoXY(59,2e); Write(chr(190)); 

6otoXY(22,14); Wríte(chr(195)); 

6otoXY(59,14); Write(chr(180)); 
GotoXY(24,13); 
NY; 	• 

Write('Frueba '); 
6-otoXY(26,16); 

WriterConcentracion 	-> 
6otaXY(26,17); 

Write('No, Expuestos 	-> '); 
6ctoXY(26,18); 

Write('No. Afectados 	-> 
ENID; 

(Calcula la concentracion como el logaritmo CONO de la 
concentracion y lee los valores de No, de individuos 
expuestos y afectados} 

PROCEDURE GetPruPbas; 
var 
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x : real; 

na,xx 	integer; 
8E01 

With Tablar,i) 

De BFSI 

LV; 

6otoXY(33,13); Write(' 	'I; • 
6otoXY150,16); Write(' 	'); 
6otoXY(50,17); Write(' 	'); 
6otoXY(50,1E;; Write(' 	'); 

6OtoXY(33,13); Write(i); 

Botor1(50,16); Readin(x); 
1F x = 0 

TREN tabla:i],concentracion :=3„ 

ELSE tabia[i],concentracion := In(x) 1 in(10); 

6otoXY(50,17); Readln(expuestos); 

6otoXY(50,18); Readln(afectados); 
IF expuestos <> e 

HEN pl := afectados/expuestos 
ELSE pl := 1; 

END; 

END; 

PROCEDURE ProbitEtpirico; 
var 

exito boolean; 

enteros,decitos,centesites : real; 
op,fi : integer; 

{Los valores para P=1 no existen, per lo tanto cuando 
esto ocurre Probit Etp=0 y no se busca en la tabla) 

BEGIN 

IF tablarii,P = 1 

TREN tablari).Probit Emp := 
ELSE BEGIN 

enteros := trunc(tablaril.p1100); 

decitos := trunc(tablaril.p t 1000 - enteros1101í 

centesitOs := round(tabla[i).p # 10000 - enteros1100 - decitos$10); 
IF enteros >= 98 	, 
TREN BEGIN 

enteros := enteros + decitos110; 

op := trunc(centesi;os) 
END 

ELSE op := trunc(decitos); 
.exito := faise; 
fi:=1; 

while not exito and (fi < 119) DD 
IF enteros = tiffi)(10) 
TREN BEGIN 

tablari).Probit Etp ;= tl[fiffoo]; 
exitoz=true; 
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END 
ELSE fi := fi + 1; 

END; 
END 

PROCEDURE Regresioni; 

var a,b : real; 
BEGIN 

a := (nn 1 SXY - 5X i SU; 

b := 	$ 5X2 - SX 1 SXI; 
{ writeln (' a ', adble); 

writein (' b 	b:10:10); 
writein (alb:10:10); 
readin;} 	 ." 
el :=. alb; 

{ el := (nn $ SXY - SX $ SY) / (nn I SX2 - SX $ SX);} 

intl := (SY - 21 $ SX) 1 nni 

END; 

PROCEDURE Calculo_Y; 

VAR i 	INTE6ER; 
REGIR 

FOR i:= 1 Te N 
De tabia[i].Y := tabia[i].concentracion 1 el + intl; 

END; 

PROCEDURE ShowTabla; 

VAR 

Filetee : string112];. 
stnug 	string(2]; 
un, de 	: integer; 

BEGIN 

CirScr; 

eotoXY(1,2); 
WRITELN(' , 1; 

' 
1 
);
; 

1; 

i.); 

WRITELN(1 	Ion 	I 	No. 

Conc. 	I Expuestos 
WRITELN(.) 

WRITELNUI I 
• No, 

Afectados Pl 

! 
! 
I ( P 

I 	Probit 

Egpirico 1 Y 

WRITEIN('1  

for i 	:= 1 to n do 
begin 

- with tablaii] DO BEGIN 

gotexy(1,i + 6); 
Writeln(1 	I 

1 
gotoxy(3, i + 6); write(concentracion:6:3); 
gotoxy(17, i + 6); write(expuestos); 

gotoxy(29, i + 6); write(afectades); 

gotoxy(38, i + 61; write(P1:2:3); 

gotoxy(49, i + 6); write(P:2:3); 
gotoxy(60, i + 6); write(Probit_Egp:2:3); 
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gotoxy(71, i + 6); write(Y:212); 
END; 

end; 

Writeln; 
WRITELW" 	 i');  

IF list _tablas 

THEN BEGIN 

Archivo2 := 'PROPIT'; 

IF cont < 10 

THEN STNUM := chr(cont+4) 
ELSE BEGIN 

'); 
Prcblt 

I 	• 	 '); 
I Empirico 1 	Y 

'); 

'); 

Write(arch2,1 ',concentracion:613,T:3,expuestos:7,1":5;afectados:7,1 •:6); 
Writeln(arch2,P1:2:3,1 	 :4,Probit 	H Emp:2:3 	':6,Y:2:2,' 	11: 

! •  
END; 

WRITELN(arch2,'I 	 1 . ;  
END; 

END; 

ROI:HURE ShowTablA2; 
BESIN 
ClrScr; 

$otoXY(1, 2); 
WRITELN(' 	 

dif 	:1: WRITELN(' 	
1 

WRITEIN('I   '). 
WRITELN('1 	   'I; 
FOR i := 1 Te n 

ZO With tabla[i] 

DO BESiN 

gotoxy(1,i + 5); 

Writeln(1 
1
)
; 

dif := abl(Y — y1); 

6otoXY(4,1 + 5); Write(concentracien:1:3); 
boto Y(18, i + 5); Write(P:2:3); 

de 	:= tont DIV 10; 	. 
un := cont—deIle; 
stnu 	:= chr(de+42); 

stnum := stnum + chr(un+48); 
END; 

Archivo2 ;= Archiyo2 + stnum + '.DAT'; 
Assign(Arch2,Archivo2); 
Rewrite(Arch2); 

WRITELN(arch2,' 

iog No. N. WRITELN(arch2,' 

WRITELN(arch2,' Cono. Expuestos Afectados I 	PI P 
WRITELN(arch2,' 

WRITELN(arch2,' 
FOR i := 1 TO n 
DO 

With tahlatil DO BESIN 
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BotoXY(32, 1 + 5); Write(Y:3:2); 

GotoXY(45, i + 5); Write(y1:2:2); 

ectoXY(56, i + 5); Writeldif:3:3); 
END; 

Writeln; 
WRITELNYI 	 l'i;  
R:=Sugw t Sugwxyl - Sugwx t Sugly1; 

tegpl:= Sugw t Sugwxcuadrado - SLIP« t SUMWX 
tEgP:= SWIW t Sugwylcuadrado - Sugwyl t Sugwyl; 
tegpl= Sqrt(tPgpl $ tesp); 

R:=RYtesp; 

Gotoxy(10,i+10); 

write('Coeficiente de Correlacipp 	',R;B:6); 
IF list tablas 

THEN BEGIN 

writeln(arch2);writeln(arch2);writeln(arch2); 
WRITELN(arch2,'; 

WRITELN(arch2,1 	2 	
I 	f 	I 	

Y 
I 

WRITELN(arch2,1 

WRITELN(arch2,'t  
FOR i := I TO n 

DO With tablaril 

DO BEGIN 

dif := abs(Y - yl); 

Writeln(arch2,1 ',concentracion:6;3,1 .:B,P:3:3,1 ':7,Y:3:2,' I ':10,y1:2:2,1':6,dif:2:3,T:6); 
END; 

WRITELN(arch25'1 	 u); 
writeLN(ARCH2); 

writeLN(ARCH2,'Coeficiente de Correlacion 	',R:8:6); 
ENE; 

EN; 

FUNCTION INTERPOLAR (Valini,ValFin,KcIni,KL-Fin,Kc: REAL): REAL; 
VAR 

IncCoef,Inac : real; 
ValKc,ValCoef : real; 

BEGIN 

IncKc := abs(Kcini-KcF1n)/5; 

IncCoef := (Vallni-ValFin)f5; 
Valk := Kclni - IncKc; 

ValCoef := Vallni; 
Repeat 

ValKc := ValKc + Mac; 

ValCoef := ValCoef - IncCoef; 
Cantil ValKc >= Kc; 

Interpolar := ValCoef; 
EN; 

PROCEDURE Calculo_Xl; 

'); 
); 

'); 

1; 

y I dif 
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yyl=tr(teLECi),y110; 
..,̀ Y 

e7:tr 

Tr:EN EEE11,  

exlio:=CrLe 

..P1.1  1= t2líi[23: 

rarc;Ir := t2if1:7:; 

END; 

END; 

tatla[i],Y.1 	,1,3, X taPi],1  

FND! 

PRZEDURE FactrresCorreccion; 

Fe:tori := CNC 1 (1c) / Kr; 

1Kc-:c)) I Ir; 	 • 

1- Plc 	((t.c-Kc)*(n-Kr))1 	•(t.0 t (1-Ko.:); 

haer¡zí 

A 	:= li,21:tiadradr - hedia I SumWX; 

Al 1= 	- (Suol4 $ Sug14111 I SuPWi 

All := knI4lcuarars - Xidi 1  SuIWX1 	Factorl: 
B 	1= 51111, 1 - Xledia $ 
El := 15_11AWY1Y1 - Xitedia 	BrIWY1 	Factor2: 

:= LoWncoarrado - Yitedia t•SuIVY1 t Factor-4 

1411AI - AtAllj; 
:= 	 Albb)) í Al 

I (Olitlli-c')l 

',a214:2 3 " 	; 3 sb:141: 
,' 	- ,11r21-_-:1,21:t12;21 

trcle pera ccIt.11-,ue' 	I. 
FeppA7 

y 



BEGIN 
j := (1 / (tdabb)); 
Inversa[1,1] := All 	(AIAll - Al$A1); 
Inversa[1,2] :=.A1 / (AliAl - A011); 
Inversa[2,1] := inversa[1,2]; 
Inversa[2,2] := -A / (A1$41 - A$A11); 
S2 := j $ (11SumW + Inversa[1,1] 1 (LC50 - Xaedia) $ (LC58 - Xmedia) 

2 $ Inversa[1,21 t Xlmedia $ (1058 - Xmedia) + 
inversa[2,2] 1 Xlgedia $ Xlmedia); 

S:= SORT(S2); 
Chi2 := C - B $ bb.- B1 $ delta / (1 - Ko); 

END; 

PROCEDURE Get_tablaIX; 
Var fi : integer; 

pp,cero,uno,dos,tres,cuatro,cinco,seis;siete,ocho,nueve : real; 
BEG1N 

fi:=1; 
Reset(tahlaIX); 
hile not eof(tablaIX) 

DO BEGIN 
readln(tahlaIX,po,ceroono,das,tres,cuatro,cinco iseis,siete, 

ocho,nueve); 
t1[fi][8] := cero; 
tl[fi][1] ;= uño; 
tl[fi][2] 	:= dos; 
tl[fi][3] := tres; 
ti[fi][4] := cuatro; 
ti[fi][5] := cinco; 
t1[fi][15] := seis; 
tl[fi][7] := siete; 
tl[fi][8] := ocho; 
tl[fi][9] := nueve; 
dIfi][18] := pp; 
fi:=fi+1; 

END; 
END; 

PROCEDURE Get_tablaIX2; 
Var fi : integer; 
BEGIN 

Reset(TabIaIX2); 
fi:=1; 
4hile Not Eof(TahlaiX2l 
DO BEGIN 

Readin(TablaiX2,t2[fi][1],t2[fi][2.1,t2[fi][3]); 
fi:=fi+1; 

FWg; 

END; 
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PROCEDURE Oet_tahla10; 

Var fi : integer; 

Ee4 

ti:=1; 

Reset(tablalX3); 

While Nnt FnfitatilaiX3) and (ti< 81) 

DO BESIN 

readln(tabIaiX3,t3(fil[1],t3ffil[2],t3[fi][3],t3(fi][41,t3[fi][5], 

t3ffi1(6],t3(fi][7],t3(fil[8],t3[fi][93,t3[fil[101, 

t3(fi][111,t3[fi][12],t3(fi][131,t3[fil[14],t3(fi1[1576.11; 
fi:=fi+1; 

END; 

END; 

PROCEDURE FillFije; 
VAR 

FileNale : string(12]; 

stna 	string(2); 
un, de 	: integer; 

BESIN 

FileNaze := 7R285 

IF cnnt < 10 

THEN STNUN := chr(cont+48) 
ELSE BESIN 

de := cont DIV 10; 

G ;= cont-de$10; 

stnue ;= chr(de+48); 

stnue := stnue + chr(un+48); 

END; 

FileName := FileName + anual + ".PRN'; 
Assign(ArchDatos,FileNage); 

RewritefArchDates); 

FOR i 1= 1 to N 

DO WritelnlArchDatol,tallafibconcentracion:10:5,", 

ta5a[iliY:10:5); 
Writein(Archnato8LC51:10:5,'«  ,Y50:10:5,",Y,9:10:5); 
CInse(ArchDatcs); 

cnnt:=cont+1; 

end; 

PROCEDURF PrintResultados; 

Begin 
CIrScr; 

Soto-U(30,3); 

WriteURESULTADO S'); 

SntoXY(25,6); WriteUX-50 	 ..1.C50:10:5); 
2toXY(25,8); Árite('Desviacicn Standard ',S:10:5); 
SotnU(25,9); 4rite('Varianza 	 ',52:10:5); 
2tr0(25,10); WriteCChi cuadrado 	',Chi2:10:5); 
Sotoxy(25,11); write(lo 	 ',Ko:10:h); 
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Sotoxy(25,12); Write("Delta 	 ',delta:10:6); 
SotoXY11%,16); Write("1 1'); 
SotaXY(10,17); Write(' ',A1:8:3,A1112:3, 1"); 
GotoXY(40,15); Write('inversa '); . 
SotoXY(40,16); Writer! ',Inversa[1,1]:10:8," ',Inversa11,21:10:8 

GotoXY(40,17); Writd1.1 ',Inversa[2,1];l0:8,",inversa[2,2]:10:8 

GotoXY(3,22); Writeripriga una tecla para ccntinuar"); 
Repeat Until KeyPressed; 

End; 

1PROSRAMA PRINCIPAL} 

BESIN 
CIrScr; 
SotoXY(28,11); Write(*$$$ 	PROBIT 	$$$'); 
SotoXY(3,24); Write('espere por favor"); 
ASSISN(TabialX3i'probit3.tabl; 
ASSISN(TablaiX2,'probit2,tab"); 
ASSISN(TablaIX,'probitlX.tab"); 
Set_tablaiX; 
Set tablaiX2; 
Set=tablaIX3; 
Set status; 
ans := '5'; 
iterar := 'N'; 
list_tablas:=false; 
REPEAT 

LEER BATOS INICIALES; 
Pantalla Pruebas; 
SX:=0; SY:=0; 5X2:=0; SY2:=0; SXY:=0; NN:=0; 
FOR i:= 1 TO n 
DO BESIN 

SetPruebas; 
fraccion:=1; 
tablatil.p:=(tabla[i].pl - Ko) / (I - Ko); 

a. 	 tabla(i).p:=(tabia[i].p $ 10000,0 - frac(tabla[i].p $ 10000,0))/10000; 
ProbitElpirico; 
IF tabia(i).Probit Egp <> 0 
THEN BEGIN 

SX := SX + tabla[i].concentracion; 
SY := SY + tablaIii.Przbit Elp; 
5)(2 := 5X2 + tablaii),concentracion I tabla[i],dancentracion; 
SY2 := SY24 tabla[i].Probit EAp $ tabla[i].Probit EA)); 
SXY := 51Y + tablaril.concentracion $ tabla[i].Probit_Egp; 
nn:=nn+1; 

END; 
END; 
Close(tablaIX); 



Regresionl; 

Calculo_y; 

ShowTabla; 

Repeat 

S;11W := 0; 

Sua4X := 0; 

:=0; 

Sualffl := 0; 

Su2WYlcuadrado 1= 0;  

SualiXcuadrado t= O; 

SuaWXX1 := 0; 

Sa4X1cuadrado := @; 

SuaWXY1 := 0; 

SulWX1Y1 1= O; 

FOR i ;= 1 TO n 

DO WITH tabla[i] 

DO BE SIN 

Calculo_Xl; 

Calculo fi; 

w := CaefFeso 1 expuestos; 

SuTW 	Sugli + 4; 

SugWX := SugWX + 4 # concentracion; 

SuallX1 := SualX1 + 4 t XI; 	• 

luIY1 ;= SuIWY1 + W X Yl; 

WRITE; WRITE; WR1TE;write;write; 

SugWYlcuadrado := SuaWYlcuadrado + 4 t (y1 i yl); 

SugliXcuadrado := SumWXcuadrado + 4 $ concentracion 1 

concentracion; 

SogWXXI := SuaWXXI + 4 	concentracion 1  xl; 

write; 

SugliXlcuadrado ;= Sugialcuadrado + 4 # (xl $ xl); 

SuaWXYI := Sua#XYI + W t concentracion 1 Yl; 

SualiX1Y1 :=Sua4X1Y1 + W X xl t yl; 

END; 

Xgedia := SugWX/Suall; 

Xlgedia := SugliX1/SumW; 

Ylaedia := SuaWY1ISugW; 

FactaresCarreccion; 

Matriz; 

Regresion2; 

(t Calculo la nueva Y $) 

For i:= 1 to 4  DO tabla[i].Y := aa + bb t 

(tablatibconcentracion - Xsedia); 

Showtabia2; 

Repeat 

SotoXY(15,17); 

Write('Otra iterado (SIN] '); 

Readin(trayiterar); 

until Upcase(iterar) in US.,'N'71; 

1f Upcase(iterar) = 'S' 
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Close(arch2): 
ND; 

PrintResultados; 

Writeln;Writeln; 

Write(' Desea correr el progresa de nuevo 
READI N(Ans); 

UNTE_ ans in [n',N']; 
PutStatus; 

E N D 

Then Regia 

Ko := Ko + delta; 

For il= 1 to 4 DO tabla[i],Y := Tablafi1,y1; 
End; 

Until UpCase(iterar) = '11'; 

1C5B := bedia + (5-aalibb; 

Y5W := aa + bb 1 (LC51- media}; 
FiliFile; 

CalculoInversa; 

if list tablas 

THEN BEGIN 

Writein(arch2);Writeln(arch2); 
If bb 	e 

then signo:='-' 

else signo:='+';' 

Writeln(arch2,' 	Recta de regresion 	Y = '0a:4:2,",signo 
,",bb:4:2,' ( X -,',Xsedia:6:2,-)':2); 

Writeln(arch2,' 	Desviacion Standard ',5;10:5); 
Writeln(arch2,' 	Chi cuadrado 	:,chi7:10:5); 
Writelp(arch2,' 	LC50 	 ',1153:10:5); 
writein(arch2,' 	Ko 
Writeinlarch2,' 	Delta 	 ',delta:10:8); 
writelnfarch2); writeln(arch2,' 	latrizInversa'); 
4rilein(an=h2); 

Writeln(arch2,' 	',Invers3[I,I]:10:8,", 

Inversa(1,21:10:8, 1'); 
Writeln(arch2,' 	I ',Inversa[2,I]:19:8,", 

Inversa[2,2]:10:8,' 11; 

[SIN] 





APENDICE D 

Variación de los parámetros estimados 
en el análisis probit 

En las tablas siguientes Ko es la mortandad en los 

controles (expresada como fracción); a, b y X son los 

parámetros en la ecuación C.14; Chi2  es una estimación 

de que el modelo se -ajuste a los datos experimentales; 

LC-50 es el valor de la concentración letal media, 

expresada en mg/L; y R es el coeficiente de correlación 

de la regresión lineal de los datos. 

Tabla D.1 

Parámetros para el análisis probit de la actividad anti-
larvaria del extracto crudo de raíz de S. auriculata 
sobre A. albimanus 

Itera 	Ko 	a 	b 	X 	Chi2  LC - 50 
ción 	 (rng/L ) 

0 0.0010 4.87 5.09 '2.21 10.425 171 ± 5 0.9761 

1 1.52 E-4 4.85 5.06 2.20 10.104 171 ± 5 0.9770 

-9.42 E-6 4.86 5.04 2.21 10.152 171 ± 5 0.9778 

3 7.10: E-7 4.85 5.06 2.20 10.110 171 ± 5 0.9774 

4 1.00 E-7 4.85 5.06 2.20 10.106 171 ± 5 0.9770 



Tabla 0.2 

Parámetros para el análisis probit de la actividad anti- 
larvaria del extracto crudo de hoja de S. auriculata 
sobre A. albimanus 

Itera 	Ko 	a 	b 	X 	. Chi' LC - 50 
ción (ffigIL) 

0 0.0010 4.87 5.35 2.22 11.777 175 ± 5 0.9702 

1 -2.27 E-4 4.90 5.33 2.23 9.963 176 ± 5 0.9731 

2 1.12 E-4 4.90 5.33 2.23 9.644 176 ± 5 0.9737 

3 -5.20 E-5 4.90 5.33 2.23 9.672 176 ± 5 0.9737 

4 2.40 E-5 4.90 5.33 2.23 9.659 176 ± 5 0.9737 



Tabla D.3 

Parámetros para el análisis probit de la actividad anti-
larvaria del extracto crudo de planta entera de S. 
auriculata sobre A. albimanus 

Itera 	Ko 	a 	b 	X 	Chi' ICC - 50 
ción 	 (mg/L) 

0 0.0010 5.24 2.76 2.24 20.319 144 ± 7 0.9412 

1 6.21 E-5 5.14 2.70 2.22 19.764 146 ± 7 0.9183 

2 -3.46 E-6 5.14 2.65 2.21 20.923 145 ± 7 0.9097 

3 -7.20 E-7 5.12 2.57 2.21 20.018 145 ± 7 0.9025 

4 -8.40 E-7 5.12 2.53 2.21 19.351 145 ± 8 0.8991 
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APENDICE E 

Análisis de varianza y comparaciones a posteriori de la 
actividad larvicidad de los extractos crudos y las frac-
ciones de S. auriculata sobre A. albimanus 

Tabla E.1 

Análisis de varianza de la actividad de las fracciones 
R-A', R-B', R-C', R-D' Y R-E' de S. auriculata sobre A. 
albimanus (1) 

Fuente de 
variación 

G.L. Suma de 	Media 	Razón Probab. 
Cuadrados Cuadrada 

Entre 

	

Fracciones 5 	73.9423 	W7885 	108.04 < flor) 

Error 	'30 	-.x.1325 	07'11 

Total 35  74. 0748 

  

(1) Análisis del % de sortandad corregida, al cuarto dia. 

Tabla E.2 

Prueba 'a posteriori" para comparación de medias (test 
de Student-Newman-Keuls) de la actividad de las frac-
ciones R-A', R-B', R-C', R-D' Y R-E' de S. auriculata 
sobre A. albimanus (1) 

Media Grupo R-E' R-D' R-C' R-B' 	R-A' 

0.0 R-E' 
0.02b17 R-D' 
0.14933 R-C' 
1.0133 R-B' * * * 
+0000 R-A' * * * * 

* Diferencia significativa entre dos medias al 95% de 
confianza 

. (11 Análisis de las medias de % de sortandad corregida al cuarto dia. 



Tabla E.3 

Análisis 	de varianza de la actividad de las 	fracciones 
H-A', 	H-B', 	H-C' 	Y H-D' 	de S. 	auriculata sobre A. 	albí- 
manus 	(1) 

Fuente de 
variación 

G.L. Suma de 
Cuádrados 

Media 
Cuadrada 

Razón 	Probab. 

Entre 
Fracciones 

Error 

4 
25 

1. chela 

0.83(05 

17. 91'13 
0.0335 

535.4638 < zoo o 

Total 29 72,5059 

(1) Análisis del Y. de mortandad corregida, al cuarto día. 

Tabla E.4 

Prueba 'a posteriori' para comparación de medias (test 
de Student-Newman-Keuls) de la actividad de las frac-
ciones H-A', H-B', H-C' Y H-D' de S. auriculata sobre A. 
albimanus (1) 

Media Grupo 	H-C' H-D' H-B' 	H-A' 

0.0,24? H-C' 
0.24147 H-D' 
0.1#G7 H-B' 

4,0000 H-A' * * 

* Diferencia significativa entre dos medias al 95% de 
confianza 

(1) Análisis de las medias de Y. de mortandad corregida al cuarto día. 
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Tabla E.5 

Análisis de varianza de la actividad de las fracciones 
RA'-1, RA'-2, RA'-3,4 Y RA'-5,6 de S. auriculata sobre 
A. albimanus (1) 

Fuente de 	G.L. 	Suma de 	Media 	Razón Probab. 
variación 	 CuacWados Cuadrada 

Entre 
Fracciones 	3 	3.5888 	1.1963 	211.48 < 10-4 

Error 	20 	0.1131 	0.0057 

Total 	23 	• 3.7020 

(1) Análisis del X clie mortandad corregida, al cuarto dia. 

Tabla E.6 

Prueba 'a posteriori' de comparación de medias (test de 
Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones 
RA'-1, RA'-2, RA'-3,4 Y RA'-5,6 de S. auriculata sobre 
A. albimanus (1) 

Media Grupo RA'-5,6 RA'-3,4 RA'-1 RA'-2 

0.0600 RA'-5,6 
0.5767 	RA.-3,4 
1.0000 RA'-1 
1.0000 RA'-2 

* Diferencia significativa entre dos medias al 95% de 
confianza 

) Pnalisis de las medias de X de mortandad corregida al cuarto dia. 
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Tabla E.7 

Análisis de varianza de la actividad de las fracciones 
HA'-1, HA'-2, HA'-3, HA'-4 y HA'-5,6 de S. auriculata 
sobre A. albimanus (1) 

Fuente de 	G.L. 	Suma de 	Media 	Razón Probab. 
variación 	Cuadrados Cuadrada 

Entre 
Fracciones 	4 	5.6293 	1.4073 	120.93 < 10-4 

Error 	25 	0.2909 	0.0116 

Total 	29 	5.9203 

(1) Análisis del X de mortandad corregida, al cuarto dia. 

Tabla E.8 

Prueba 'a posteriori' de comparación de medias (test de 
Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones 
HA'-1, HA'-2, HA'-3, HA'-4 y HA'-5,6 de S. auriculata 
sobre A. albimanus (1) 

Media Grupo HA'-4 HA'-5,6 HA'-3 HA'-1 HA'-2 

0.0467 HA'-4 
0.0733 	HA'-5,6 
0.2533 HA'-3 
0.9933 HA'-1 
1.0000 HA'-2 

* Diferencia significativa entre dos medias al 95% de 
confianza 

(1) Análisis de las mediás de X de mortandad corregida al cuarto día. 
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Tabla E.9 

Análisis de varianza de la actividad de las fracciones 
RA-1, RA-2 y RA-3,4 de Salvinia auriculata sobre A. 
albimanus (1) 

Fuente de 	G.L. 	Suma de 	Media 	Razón Probab. 
variación 	Cuadrados Cuadrada 

Entre 
Fracciones 	2 	1.3499 	0.6750 	1446.3 < 10-4 

Error 
	

4 	0.0190 	0.0005 

Total 	6 	1.3518 

(1) Análisis del % de mortandad corregida, al cuarto dia. 

Tabla E.10 

Prueba 'a posteriori' de comparación de medias (test de 
Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones 
RA-1, RA-2 y RA-3,4 de S. auriculata sobre A. albimanus (1) 

Media Grupo 
	

RA-3,4 RA-1 RA-2 

0.0200 RA-3,4 
0.9867 RA-1 
1.0000 RA-2 

Diferencia significativa entre dos medias al 95% de 
confianza 

(1) Análisis de las medias de % de mortandad corregida al cuarto día. 
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Tabla E.11 

Análisis de varíanza de la actividad de las 	fracciones 
HA-1.1, HA-1.2, HA-1.3 y HA-1.4 de S. auriculata sobre A. albimanus (1) 

Fuente de 
variación 

G.L. Suma de 
Ctiadrados 

Media 
Cuadrada 

Razón Probab. 

Entre 
Fracciones 3 2.1461 0.7154 137.77 < 	10-4 

Error 17 0.0883 0.0052 

Total 20 2.2343 

(I) Análisis del Y. de mortandad corregida, al cuarto dia. 

Tabla E.12 

Prueba 'a posteriori' de comparación de medias (test de 
Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones 
HA-1.1, HA-1.2, HA-1.3 y HA-1.4 de S. auriculata sobre A. albimanus (1) 

Media Grupo HA-1.2 HA-1.3 HA-1.4 HA-1.1 

	

0.2267 	HA-1.2 
0.8067 HA-1.3 
0.9800 HA-1.4 

	

1.0000 	HA-1.1 

* Diferencia significativa entre dos medias al 95% de 
confianza 

(I) Análisis de las medias de Z de mortandad corregida al cuarto día. 



Tabla E.13 

Análisis de varianza de la actividad de las fracciones 
HA-A.4-1, HA-1.4-2 y HA-1.4-3 de S. auriculata sobre A. 
albimanus (1) 

Fuente de 
variación 

G.L. Suma de 
Cuadrados 

Media 
Cuadrada 

Razón Probab. 

Entre 
Fracciones 2 1.3454 0.6727 20.555 0.0004 

Error 9 .0.2945 0.0327 

Total 11 1.6399 

(1) Análisis del X de mortandad corregida, al cuarto dia. 

Tabla E.14 

Prueba 'a posteriori' de comparación de medias (test de 
Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones 
HA-A.4-1, HA-1.4-2 y HA-1.4-3. (1) 

Media Grupo HA-1.4-3 HA-1.4-1 HA-1.4-2 

0.0667 HA-1.4-3 
0.2300 HA-1.4-1 
0.9333 HA-1.4-2 * 

Diferencia significativa entre dos medias al 95% de 
confianza 

(1) Análisis de las medias de X. de mortandad corregida al cuarto día. 
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Tabla 1.15, 

Análisis dB varianza de las actividades de los extractos cru - 
dos de raíz, de hoja y de planta entera de b. auriculata so -
bre k.- altimanus'. 

Fuente de 	G.L. 	Suma de 	Media 	itazón 	Probab. 
variación 	 Cuadpados Cuadrada • F 

Ehtre 
Fracciones 2 0.0972 	0.0486 2.4204 	0.1227 

Error 	15 	0.3013 	0.0201 

Total 	 0.5'Jdb 



APENDICE F 

Placas de cromatografia en capa fina 

Se presentan fotocopias de los cromatogramas de capa 

fina, revelados con el reactivo de vainillina. 	Se usó 

cromatofolios Al de silica gel 60 	F-254 (Merck), en 

capas de 0.2 mm de espesor, y en cada caso se especifica 

el solvente utilizado. 	Se utilizó un tubo capilar 

(0.4 mm i.d.) para puntear la solución a analizar. 



Figura F.1 Placa de cromatografía en capa fina de las 
subfracciones preliminares HA'-1 a HA'-6 de 
S.auriculata; y de las subfracciones preli-
minares RA'-1 a RA'-6 de S. auriculata. Se 
usó cloroformo como eluyente (se punteó dos 
veces, unía a la par de la otra). 
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Figura F.2 Placa de cromatografía en capa fina de las 
subfracciones RA-1 a RA-3 de S. auriculata. 
Se usó hexano-acetato de etilo 8:2 (v:v) 
como eluyente (se punteó dos veces, una a la 
par de la otra). 
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Figura F.3 Placa de cromatografia en capa fina de 
de las subfracciones HA-1.1 a HA-1.4 de S. 
auriculata. Se usó hexano-acetato de eti-
lo 9:1 (v:v) como eluyente íse punteó dos 
veces, una a la par de la otra). 
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Figura F.4 Placa de cromatografía en capa fina de las 
subfracciones HA-1.4-1 a HA-1.4-3 de S. 
auriculata. 	Se usó hexano-acetato de etilo 
9:1 (v:v) como eluyente (se punteó dos 
veces, una a la par de la otra). 
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Figura F.5 Placa de c 
subfraccion 
S. auricul 
etilo 9:1 ( 
veces, una 

romatograf 
es HA-1.1, 
ata. 	Se 
v:v) como 
a la par d 

la en capa fina de las 
HA-1.4-1 y HA-1.4-2 de. 
usó hexano-acetato de 
eluyente (se punteó dos 
e la otra). 
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