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1. RES U MEN 

1) Se hicieron extracciones del material vegetal seco, en un 

soxhlet, obteni~ndose tres extractos diferentes: Clorof6rml 

co, metSnolico y et6reo. 

2) Se determine la presencia de sesqulterpenlactonas, en los tree 

extractos brutos y de la mezcla de sesqulterpen~actonas (T. 

CLARCKS), por medio de cromatograf!a en capa fina y espectros 

al I.R. 

3) Se prepararon diluciones, de 10 a 10,000 p.p.m. de los tree e~ 

tractos br~tos y de la mezcla de sesqulterpenLactonas (T. 

CLARCKS), para su apllcaci6n en e1 m~todo microblo16g1co. 

4) Se determine la Inhiblc16n del crecimiento de Pseudomona s.p; 

utilizsndo extracto9 de la especie bot~nica Calea urticifolia 

(Juanislama), de la familia de las compuestas (tribu heliante­

Be) 
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11. I N T ROD U C C ION 

Para continuar con la Investlgac16n de plantas medlcinalea de 

El Salvador, se selecclon6 Ie Calea urticlfol1a, que pertenece a 

Ie familia de las compuestas, llamada comGnmente~ Juanlalama~ esp~ 

cle caracterlzada por poseer lactonas sesqulteTpenlcBs rle l 1 u -

del Germacrano. (1) (ver AnexD ND 2) V que es utll1zeda por Ie me­

dicina folklorlca salvadorena, atrlbuyendole propiedades antlrreu-

maticaa, vermifugas, antlulcerosas y antlbacterlanas. Por otra 

parte se Ie atribuyen propledadea antltumorales, como a la mayor ~ 

parte de las especies, en las que aparecen 189 menclonadas lacto 

nas sesqulterp~nlcas. 

Las sesquiterpenlactonas, se encuentran difundidas en las fa-

milias vegetales, entre las cuales, las compuestas revisten mayor 

importancia, debido a que mas del 50% de las Lactonas descritas,se 

han aislado de sus diferentes g~neros • 

Estos compuestos, son importantes por sus propledades farmaeJ! 

l6g-icas-, fundamentalmen te, ci totoxieas, anti tumorales, analg~s ieas, 

amebieidas y por su ace ion microbiologiea en la inhibielon de bac­

terias gram(+), como Stafilococcus aureus y Levaduras como Candida 

(1) Dominguez, Xorge A. H~todos de Investigaeion Fltoqulmica, 

1a. ed., Editorial L1musa, N~xico. 
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albicans (2). 

Se ha determinado que la mayorla de sesqulterpenlactonas, que 

paseen un grupo cr -Lactona,~- a~iinsaturado presentan este t1po 

de act1vldad, debido a la propledad de efectuar una alqu1lac16n de 

los grupos Bulfihidr110s presentes, en las mo1~cu1as enzim~t1cas -

(3) (ver anexo NO 3). Eate estudio, t1ene como objetlva invest1 -

gar 1a acci6n inhibitoria que dicha especie pudlera ejercer sobre -

e1 crecimiento de 1a bacteria gram(-). Pseudomona s.pJ., en vista -

de que hasta 1a fecha no han sida reportados estudlos que pongan -

de manlfiesto dicho efecto. 

Adem5s 1a Pseudomona ~ participa frecuentemente en 1nfec -

ciones mlxtas, pEoduce infecciones en herides y quemaduras, ~ando-

lugar a ~us verde azu1osa, necrosis fecal de Ie piel, meningitis 

(cuando eccidentalmente es introduclda par puncian lumbar), e 1n-

fecciones en vIas urinarias (cuando es acarreada par cat~teres, 

instrumento 0 par irrigac16n de Boluciones). 

Par otra parte, es una de las bacter1as que es resistente a 

la mayorla de agentes antimlcrobianos comunmente usadas, par tan-

to se seleccion6 la Galea urtlcifolia, a fin de buscar una droga 

(2), (3): Revista Latinoamericana de QulmicB Vol. 8/2. 
ORGANO OFIGIAL DE LA FEDERAGION LATINOAMERIGANA 
DE QUIMIGA AL SERVICID DE AMERICA LATINA. 
Consejo Editorial Presidente Dr. Jesus Romo 
U.N.A.M. In5titu~o de Quimlca, 
Giudad Un1versltar1a, M~xico 20, D.F. 
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que venga a contribulr a Ie solucion de los problemas antes men­

cionados, que tlenen gran lncldencia en 1a mavor!a de los hospi­

tales de nuestro pais. 
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III DESCRlPCION BOTA~ICA 



Especie 

Tribu 

familia 
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III. DESCRIPCION BOTANICA 

•••••••••••• Calea urticlfolia (Mill.) DC 

..•......... Helianteae 

..........•. Compuestas 

Nombre cornun ••••••••••• Jusnislama, Guanislama, 

amarg6n. 

La Guanislama es un arbusto erecto de . 1 a 2 metros de alto, 

ramiflcado y densamente piloso. Es comun en diferentes zonas del 

pais, tanto en la tierra caliente como en la templada. 

Las hojas son sencillas, opuestas, con pec10los cortos, de -

bordes sserrados, pilosas, trinervistlas y de forma ovalada s obioll 

ga Ianceoladas 0 ellptico-Ianceoladas; haz rugosa y asperoj env~9 ~ 

tambi~n ~spero y m~s claro que el haz; flores amarillas, reunidas 

en capltulos, dispuestas en inflorescencia umbeliformes (a menudo, 

son mas cortos que las hojas) con pedicelos delgados que miden en­

tre 0.5 - 2.5 cm de largo; las umbelas esten sostenidas por pedice-

10s largos y axilares; los frutos son aquenios aproximadamente de -

2.5 mm de largo, piloso, papas can escamas de 3.4 mm de largo. 
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A. MATERIAL Y EQUIPO 

1. MATERIAL. 

Especie vegetal 

1.2 Microorganismos 

. • 

: 

Calea urticifolia 

Pseudomona a.p. 

1.3 Medias dB cultivo: 

Agar Tripticasa soya (T.S.A.) 

Agsr Nutritivo 

Agar Mueller Hinton 

Agar Tres Azucares y Hierro (T.S.I.) 

Agar Citrato de Simmons 

Caldo Urea 

Caldo Triptofano 

SoIuci6n salina est~rIl 0.9% 

Standar f-1acfarland 0.5 x 10
8 ml 

1.4 ReBctivos y Disolventea : 

Cloroformo C.R. 

Metanal C.R. 

Eter de petroleo C.R. 

Propllengllcol 

Agua destilada est~ril 
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Benceno C.R. 

Acetona C.R. 

lodo (Revelador) 

1.5 Cristalerla 

Material de vldrl0 de rutina usado en el Laboratorio 

de Farmaeognosia. 

Material de vidrio propio de Laboratorio microbiol6 

gico 

1.6 0 t r 0 8 

Esp&tula~ 

Mlcroesp~tulaB . 

RegIa ml11mitrada 

Pinzas de extensi6n 

Pinzas de sost€!n 

Hallas de asbesto. 

2. E QUI P 0 

Balanza Granataria 

BalanzB analities 

Meehero 

BIBLIOTEC' 
UHIVEIlBIDAU 
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Mantas de Calentamlenta CattMl14 Ser NIJ 31031A. 

Coclna el~ctrlc8 

Espectrofot6metra I.R. Perkin Elmer Mod: 710A. 

Placas Cromatagraflcas 5 X 20 em 

Refrlgeradora General Electric 

Estufa 

Autoclave 

Cl1indros de acera inoxidable 

Incubadara 

Termostata VG130B NV120 

BanD de Maria. 
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B. METODOS V PROCEDIMIENTOS 

1. METODOLOGIA DE CAMPO 

La planta fue recolectada en el departamento de Sonsonate 

en los meses de Junio y Julio. 

2. HETODOLOGIA DE LABORATORIO 

2.1.1 

2.1.2 

Tratamiento de la planta 

a) secado 

b) pulverlzado 

Extracciones 

£1 material seco y pulverizado. es sometido a1 pr~ 

ceso de extrBcci6n en un soxhlet. 

Utll1zando tree dlso1ventes 

a) ~ter de petroleo 

b) cloroformo 

c) metanol 

---:-Con l&f=mtt"ad del extrscto cloroformlca se s1gui6 

la MARCHA DE CLARCKS para la abtenc16n de Is mezcla 

de sesqulterpenlactonas (ver snexo Ng 1) 



2.1 .. 4 
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Pruebas prelimlnarea 

Obaervaci6n directa de las caracteristicas 

organol~pticas de los extractos. 

Pruebas cromatogrSfices en cape fine, varla~ 

do Ie polarldad de Ie fase m6vl1. 

Espectros 81 I.R. para Identiflcar bandas ca 
" -

racterlaticas de las lactonas sesquiterpeni-

cas presentee. (Ver espectros en Anexos Ng 4) 

Preparaci6n de las diluciones de los extract os -

de la plantae 

Tanto los extractos, cloroformlcos, metsnolleo y 

etereo, ssl como de la mezcla de sesqulterpenls~ 

tonas (T.ClARCKS), se hic1eron dllueiones con -

ague destilads "esterl1 y propilenglicol como dl-

luyente (4), a las siguientes concentrsciones : 

(4) Revlsta latinoamericana de Qu1mics, vol 70/4, Organa Ofl­

eial de la Federaci6n latinosmerlcsna de Qulmlcs, a1 ser­

vieio de America latina. Cap I. 
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10 p.p.m, 100 p.p.m. 500 p.p.m." 1000 p.p.m, 5000 p.p. 

m. y 10,000 p.p.m. 

2.2 RECOLECCION DE LA CEPA Paeudomona s.p. 

La cepa de Pseudomona s.p., fue proporclonada ~ 1 

les ANTEL, ROSALES, MATERNIDAD. 

2.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS DEL MIGROORGANISMO DE PRUEBA 

Las pruebas de identiflcaci6n bioqulmicas estan basadas en 

las necesidades energeticas de las becteries y ponen de mani-

fiesta caracterlsticas propias de cade micraorgenismo. facil~ 

tando as! au identlflcBci6n. 

e) Desdoblamlento de UREA: 

5e sembr6 densamente la superficie del medio agar 

Urep, 0 emulsionar la colonia bacteriana en caldo urea. 

incubar por 24 horas a 37cC. 51 hay actlvldad de la 

ureasa. desdoblara la urea con praducci6n de amonlaco, y 

cambia de color del indicedor; el medio se tornara rosedo 

total 0 parcialmente. 

La Pseudomona ~. di6 (-) esta prueba. 

b) Utilizaci6n de cl~rato : 

5e inacu16 e1 agar Citrato de simmons. incubar por 24 ho­

ras y observar la Reacci6n. 
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La uti11zaci6n de citrato eomo Fuente ~nlca de carbo­

no, en un medic sint6tico (Simmons), puede ser apre -

clada cuando e1 indicador que se anade a1 medio (azul 

de bromotimol), recupera BU color alcalino (azul pru -

sia) a medida que se oxida el radical citrato. 

Reacci6n ser~ posit iva si se forms color azul prusia ( 

azul intenso) 

La Pseudomona s.p. diD (+) est a prueba. 

c) Prueba del Indol 

Se inocu16 el cal do de triptosa 0 triptona, incubar 48 h, 

anadir 1 ml de 6ter 0 xilol agitar bien y dejar reposar 

por unos minutos hasta que el solvente suba a la super­

fiele. 5uavemente anada Bproximadamente 0.5 ml del 

Reactivo de ERLICH, de manera que baje por las paredes 

del tubo y forme un Bnille en la interfase entre el me­

diD de cultivo y el solvente. Cuande el resultado aea 

positive se formar~ un anill0 rojo brillante justamente 

debajo de 1a capa del solvente. 

5i el resultade es negativo no Be producir~ color. 

-= -la' P-s.eudomona ~ diD negativa esta prueba. 

d) Prusba de Vogea-PROSKAUER : 

Se inocu16 e1 medio de R.M.-V.P. (Roje de Hettla Uoges 

- .. ... 
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Proskauer) incubar 48 h, anada 15 g'otas de OC -Naftol 

al 5% en alcohol etilieo absoluto V 10 gotes de KOH al 

40%. La prueba ea positiva ai ae deaarrolla color Ro-

jo en 15 a 30 minutos. 

Este medio se utiliza para determinar la presencia de -

aceti1metilcarbinol, a las 48 horas. 

La Pseudomona s.p. di6 negativa eat a prueba. 

e) Prueba de Rojo de Metilo. 

Se inocul6 el caldo Raja de Metilo-Voges Proskauer, du -

rante 24-48 horas, anadir 5 gotas del reactivo. 

La prueba es positiva ai hay desarrollo de color Rojo, 

detectando asi la formaci6n de Acido. V el resultado 

es negativo cuando hay desarrollo de color amarillo. 

Le Pseudomona s.p. di6 negativa esta prueba. 

f) Movilidad en Medio Samis6lido. 

Con el asa recta, se tom6 una colonia V se introdujo peL 

pendlcularmente, en el medio haate 2/3 partes del mismo, 

incubar de - 18-24 horas. Las bacterias m6viles se difull 

den a partir del trazo de inoculaci6n e las 18 B 24 ho-

ras. 

La Pseudomona ~ d16 positiva esta prueba. 

fi' 
UN' 
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g) Prueba de Agar Tres Azucares V Hierro (T.S.I.) 

Can un asa en aguja se tom6 una colonia, puncionar pri­

mere e1 medio hasta el fondo y luego estriar el in6cu10 

sobre e1 bisel, incubar 24 h y Leer. 

Este medio se utiliza para determinar la fermentaci6n de 

dextross, Lactosa y/o sucrosa y la producc16n de sulfuro 

de hierro. 

En el caso de la bacteria no fermenta ninguna az6car. 

(VER RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS EN PAG NO 33) 

2.4 PREPARACION DEL MICROORGANIS10 DE PRUEBA 

Se efectuaron reslembras cada semana a partir de una cepa pu 

ra que ha sida mantenida en refrigerac16n de 4gC a 5gC en 

caldo nutritivo. Un dia antes de la prueba, Inocular la oA 

pa bacteriana por el metoda de estrias, en placas con medlo­

de cult iva de tripticasa soya agar (T.S.A.), e incubar a 37gC 

por 24 h. 

2.5 DETERMINACION DEL POTENCIAL DE INHIBICION POR EL METODO DE­

CILINDRO PLACA 

a) Suspena16n del microorganlsma. 

A partir del oultivo de Pseudomona ~ en placas de 

tripticasa soya Agar (l.S.A), en su fase exponencisl s1-
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guiendo las t~cnlcas microbio16gicas adecuadas de asep-

sla, se 1nocu16 la bacteria en un tubo conteniendo solu-

ci6n salina est~ril 0.9%, agitar hasta former una suspeU 

s16n un1forme, luego comparar la turbl ez Bp 

8 el standar Mcfarland 0.5x10 mI. (ver p~g 50). 

b) Inoculac16n del Microorganismo 

- -..; 

Se Inocul6 el mlcroorganlsmo de prueba en las placas de -

Petry que cont1enen 20 ml de medio de cultlvo MUELLER 

HINTON Agar, por e1 metDdo de Extendldo utilizando para -

ella 1sopos est~riles Impregandos con la suspens16n del -

microorganismo , extendiendose unlformemente sabre toda -

la Buperficie del medio de cultivo; secar los extendidos 

por diez minutos. 

c) Aplicaci6n de los extractos acuosos. 

Colocando sobre la superficie del medio, los cilindros de 

Bcero Inoxldable, equidistante uno del otro, con una sep~ 

raci6n de 10 m.m. aproximadamente, utllizando sels c1lin-

dros por placa, anadiendo dentro del cllindro con mucho -

culdado, seis gotas del extracto, con pipeta Pasteur, in~ 

cubar las placas 8 37gG por 24h, se midieron lOB dieme -
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tros de los halos de inh1bici6n con una regIa milim1tr~ 

da. 

Todas las pruebas efectu8das se hicieron por triplicado, 

llevando testigo positive y testigo negativo. 

2.6 FUNDAMENTO DEL l'1ETODO. 

El M~todo se bas6 en la difusi6n del extracto de Calea 

urticifolia en soluci5n desde un cilindro vertical 60-

bre una capa de agar selidificado que contiene en la su-

perficie el microorganismo de prueba, presentando un ha-

10 de inhibici6n alrededor del cilindro que contiene la 

6oluci6n del extracto vegetal, cuando esta bacteria es -

susceptible. 
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V RES U L TAD 0 5 
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RES U L TAD 0 5 

1. Al tratar el extracto clorof6rmico con la tecnica de Clarcks, 

se obtUVD una r esina amarilla trans parente. (Mezcla de Sesqu~ 

terpenlactonas) 

2. En cromatografi a en capa fina, la mezcla de sesquiterpen1act£ 

nas y los extract os brutos , presentaron algunas manchas simil~ 

res. 

3. En los espectros a1 I.R. se obtuvieron absorciones a una lonqi 

-1 tud de onda de 1700-1790 em (ver anexo pagina (45-49) 

4. Los extractos brutos y la mezcla de 1actonas sesquiterpenieas 

- (J. C1arcks), Ilre_aentaron escaSB solubi1idad ell aguai mas a1-

usar el propileng1ieo1, 1a so1ubi1idad aument6. 

5. Las diluciones efectuadas de los extractos brutos fueron de e£ 

lor verde; mientras que, hechas con Ie meze1a de sesquiterpen-

laetonas (T. CLARCKS), se observaron e1ares. 
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6. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE LA BACTERIA Pseu 

domona .hl!.. • 

MICROO£!, ROJO VOGES- UTILIZA MOVI 
GANISf-1D INDOL DE PORSKA C~ON DE UREA LI T.S.I. -DE METILO UER CITRATO DAD 
PRUEBA 

• 
- -,"' ; 

~ 
It! 
c: - - - + - + N/N 
0 
E 
0 
"0 
::J 
OJ 
m 

Q. 

COLO 
RA 
CION 

DE 
GRAM 

" " 

(-) 

Las respuestas obtenldas en dichas pruebas son caracter1sticas de 1a ba~ 

teria en estudio. 

• Dr. WILLIAM BURROWS, tratado de Microblo1og1a, traducldo al espanol 

por e1 Dr. Roberto Espinosa Zarza, vig~sima edic16n, editorial int~ 

ramericana, ano 1974. 

I 
: 
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7. INHIBICION DE Pseudomona ~. A DIFERENTE5 CONCENTRACIONES CON 

LOS EXTRACT OS ENSAVADOS. 

CONCENTRA EXTRAGTO EXTRAGTO EXTRAGTO MEZCLA DE 
CION EN CLOROFO R METANOL.l ETEREO SESQUITEB. -P.P.M. f'HCO CO. PEIIJ .. 'If":T -

NAS. - - ~ . -

10 + + - + 

100 + + - + 

500 + + - + 

1000 ++ ++ - ++ 

5000 ++ ++ + ++ 

10,000 +++ +++ ++ +++ 

S I r-1 B 0 LOG I A : 

+++: Zona de inhlbicifm de 12-14 m.m. 

++: Zona de inhibic16n de 10-12 m.m. 

+: Zona de inhibici6n de 8-10 m.m. 

. -. Ausencia de Zona de lnhibic16n 

."':--.:. -1 .. : ... ... . 
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B. En todas las pruebas rea11zBdaa, B laadlferentes dll~clone6, 

tanto de 109 extracto9 bruto9, como de le mezcla de Lactonas 

Be6qulterp~nlca9, (T. CLARKS), se observeron halos de lnhlb~ 

c16n de creclmlento, a excepc16n del Extracto etereo que solo 

present6 Inhlblc16n a 1ss concentraciOn£!6 maa ah .J ;-:~" 7-' - -.. ~:;.... 
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VI INTERPRETACION DE RESULTADOS 

--
BIBlIO 
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IfHERP RET ACID N DE RESULTADOS 

1) En cromatograf i a en capa fina, se obtienen me j ores resultados 

en la identificaci6n de manchas con la mazcla de s e s quiterpe~ 

lactonas (T. Clarcks) ya que estas se encuentran en forma mas 

puras, por 10 que se toma como patron de comparacion para las 

cr~matograf1as rea1izadas con los extractos brut os. 

2) En los espectros a1 I. R. se obse rvaron absorciones de 1700-

-1 1790 cm que dan indicia de que tenemos Lactonas sesquiter -

, . 
pen~cas. 

3) Se utilizo 1a Tecnica de Clarcks, para eliminar 1a c1orofi1a 

a fin de obtener halos tras1ucides, por cuanto en los extrac-

tos brut,os 1a c1orofila daba 1ugar a 1a fonnacion de halos de 

color cafe. 

4) Las respuestas bloqu1micas obtenidas nos identificaron y de -

terminaron 1a pureza de la Pseudomona ~. 

5) Para 1a extraccion de los principios actives que ejercen e1 

efecto inhibitorio sobr~ el crecimiento de Pseudomona ~ 

los mejores resultados se obtuvieron con los extractos metani 

lico y cloroformico; mientras que con e1 etereo solo es efi -

caz en concentraciones altas. 
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6. Segun los resultados obtenidos, el efecto inhi~itorio que 

ejercen los extractos de la Calea urticifolia, so bre la 

Pseudomona~. posiblemente se atribuyen 8 las Lactonas ge~ 

quite r penicas presentes en dicha planta . 
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VII CON C L U 5 ION E S 
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VII. CON C L U S IO N E S 

1) Los extractos brut os concentrados, como 1a mezc1a de s2squi-

terpen1actonas (Tecnica de C1arcks) , obtenidos de 1a Calea 

urticifolia , inhibieron e1 crecimiento de Pseudomona s.p. 

2) En 106 ens ayos de inhib icion mi crobiana con extrac tos vegeta 

1es, se obtuvieron mejores resultados e1imina ndo la clorofi-

la, del extracto por medio de la tecnica de C1arcks. 

3) E1 metodo de cilindro placa, fue e1 mas a decu ado en las pru~ 

bas de inhibicion de crecimiento de la Pseudomona a.p., uti-

1izando extractos vegetales de Calea urticifol1a. 

4) La concentraci6n m~s efectiva fue la de 10,000 p.p.m. tanto-

de los extracto6 cloroformicos, metanol.icos y mezcla de ses-

quiterpenlactonas. (T . C1arcks). 

BIBLIOTE 
UNIVEN IDAP 

T -0 
v:;. I 
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ANEXO 1 TECNICA DE CLARCKS 

MATERIAL VEGET AL SECD Y PULV RI ZA DO 1 
~ 

REFLUJAR EN SDXLET CON CLOROFORMO J 

DESTILAR EL CLO RO FoRMo EN S. M. I 
~ 

RES IDUo I 

EXTRAER EL RES IDUo CO N ET ANoL CALI ENTE 

DILUIR CON UN VOLUM~N IGUAL DE UNA SO LUCID N 
ACUOSA DE ACET ATo DE PLOMO AL 5% 

J 
DEJAR REPOSAR UNA NOC HE Y FILTRAR 

J, 
D STILAR TODD EL FILT RADO Y LLEVAR LO A SE UEDAD 

~ 
EXTRAER EL RES I DUo CON CLORoFO. MO , LAVAR CON AGUA 
H STA ELI ~ I N~R EL ACETATo DE PLoMO. 

t 
EL EXTRA CT O CLoRoFoRh ICO SE SE:CA CON S04Mg a S04Na ANHIDRO 

~I 

DESTILAR EL CLOROFORNO I 
1 

RES I NA DE COLO R AMAR ILLA TRANSPARENTE I 



. . 
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ANEXO lila 2 

ESTRUCTURA DEL GERMACRANO 
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ANEXO NC J 

ALQUILACION DE LOS GRUPOS SULfIHIDRILOS 

0\-\ 
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ANEXO NC 5 

PREPARAGION DE REACTIVOS ESPECIALES 

Pre perac16n del Stander r~c FARLAND 

a) 'Preparar 10 tubos de ensayo de 19.uel tamano. 

b) Preparar acido sulf~r'1co 131 1% 

c) Pre parer una soluc16n aCUOS,1:! 131 1% de , .. cloruro de bario. 
. 

d) Agreger Ie cantldad Indicade de ambas Boluciones tal como se 

aenale en el cuadro hasta tener un total de 10 ml per tube. 

e) ce r rar hermh"icamente 106 tubos 0 ampollas. .. El precipltaoo 

de SO,. Ba en sllSpensifin corresponde "aproX'imadamente a 113 den- ' 

sidad de celulas homog~neas de E.l c'ol i I ml segGn 113 !tscala 

de patronee que pueden ver . en 113 .tabl.a. · 

>, ."NumerQ. de " 
tuba 

" 

-' 

5 6 1 

" \ .• I·· ' . 

. 0.1 · 0.2 , .0 .• 3 ·O.er 0.5 ·0.6 ,. 0.;7 "0.6 .o~ ~ """ '1 ·". 

'H SO ' 1% 
2 4 

9.9 '9;.8 '. 9.7: 9.6 9.5 ' 9~ 4 9.: 3 9.2 9.1 g, " . . ' 

'Denslded 

c.elules 

Aprox.' 
x 

10
8/ml 

j 6 

. 

, 
9 .. 

. ~.l 

, : 

,. 

·12 15 '18 

-' 

. , 

: ". 
,. ' 

. 
21 24 . '27 ~.O 

: ~ 
" 

r: ,/ '. 
I 

, 
• l,' 

" 

I. 

., 
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