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R E S U M E N 

Se recolectaron ramas de AlvaradoB amorhphoides (Cola de Zorro o 

Pluma jillo) , las cuales se secaron y molieron. 

Se hicieron extracciones etanólicas de la muestra y Be concentr~ 

ron para obtener el extracto bruto. Con una porción de este extrac­

to se montaron dos columnas cromatográficas y se aislaron de cada una 

de ellas, tanto la Alvaradona como la Umbeliferona. 

Se realizaron evaluaciones antlbacterianas, aplicando el método­

Cilindro-Placa, con el extracto bruto y con cada una de las sustancias 

aisladas a 'diluciones de 1000 ppm., 5000 ppm y 10000 ppm, utilizando -

como cepas de ensayo la Pseudomona sp. y el StaphylococcuB aureuS. 

Se observ6 que el crecimiento del Staphylococcus aureus fue inhi­

bido por el extracto bruto y por la Alvaradona, pero no por la Umbeli­

ferona. 

La Pseudomona sp., no present6 ninguna susceptibilidad al extrac­

to bruto, a la Alvaradona, ni a la Umbeliferona. 
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1 N T R OD...' U e G ION 

En 106 6ltimos años , el descubrimiento de nuevos agentes antibac-

terianos ha sido producto de numerosas investigaciones y, aunque mu-

chos de es tos agentes pueden sintetlzBrae en el laboratorio de Invee-

tlgaci6n Farmacéutica, constantemente se est&n buscando nuevas Bustan-

cias inhlbitorias de origen natural. 

Para contribuir a la búsqueda de nuevos compuestos para combatir 

las diversas infecciones que sufre"" el hombre, siendo mayor el proble­

ma en los hospitales debido e la resistencia de algunas bacterias, 

tales como Pseudomona sp., e los antibacterianos, se seleccionó la es­

pecie Alvaradoa amorDhDides Lieb., de la familia Simarubáceas, cono­

cidas comúnmente como Gola de Zorro o Plumajillo por poseer entre sus 

componentes sustancias con propiedades inhibitorias. 

Este estudio tiene como objetivo investigar el posible efecto an­

tibacteriano in-vitro, del extracto bruto de Blvarado8 amorpholdes. 

aal mismo, de sus componentes aislados; la Alv.ar.adona y la Umbelifero­

na sobre Pseudomona ap y Estaphylococcus aureus. 
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 

En el estudio fitoqu1m,co de la especie Alvaradoa amorphoides,se­

reporta el aislamiento de diversas sustancias, entre ellas, la Alvara­

dona Cl,''5-dihidroxi-2-metil-antraquinona) (anexo 2a) y la Umbeliferona 

(7-hidroxicumarina) (anexo 38.) (30) 

La Alvaradona es un compuesto nuevo, aislado e identificado en el 

laboratorio de Inv2stigaci6n Aplicada y Tesis Profesionales de la Uni­

versidad de El Salvador; por tanto, se carece de referencias bibliográ 

ficas sobre ella; esto motivó a que se investigaran las propiedades 

características de compuestos con estructura similar; es decir, de las 

Quinonas, encontrando la siguiente informaci6n : 

Algunos derivados de la Antraquinona, como la Emodina, inhiben el -

crecimiento del Stsphylococcus aureus mediante un bloqueo de la re~ 

piraci6n celular. (10) 

La Acci5n bactericida de la Quinona es superior a la del Fenol y T~ 

mol; su po~encia germicida se debe a que act6a qu1micamente sobre­

algunos constituyentes de las proteínas esenciales para las bacte -

rias O sobre algunos de los aminoácidos constituyentes de éstes.(12, 

13) 

La p-quinona es de 80 - 190 veces tan eficaz en la destrucción del­

B.typhosus como el Fenal y el Quinol. A diferencia de los fenoles, 



51ca110 y aminas, la potencia bactericida de las quinanas diBmin~ 

ye con el aumento de la szrie homóloga. (25) 

Las quinünaa, las hidroquinonae y sus análogos nitrogenados, t~ 

nen fuerte acci6n bacter1ost~tica sobre microorganismos Gramposi­

tivos como el Staphvlococcus aureus y el 8ac1l1us subtilis; ade -

m~s, son activas contra microorganismos Gramnegativos como le E~ 

cherich1a ~ y el Aerobacter aerogenes. (31). 

La Fenantraquinona, inhibe el crecimiento del Staohvlococcus ~ -

~ a una concentraci6n de 1,200000. (3) 

Se ha postul ado que en las quinonas, se requiere la presencia 81-

mult~nea de un grupo He y j Ó 2 grupos OH para que ejerzan un fueL 

te efecto .inhibitorio sobre las bacterias. (22) 

Con respecto a le Umbellferona, se encontr6 la siguiente informa -

ciqn sobre su actividad antibacteriana : 

Presenta actividad tuberculost~tica a una concentraci6n de 5-10x104• 

(5) 

De la6 lactonaa insaturadas, la Umbellferona es la mas simple y la­

rnás especifica in-vitro contra la Brucella a concentrsci6n de 

1:2500.. (2?) 
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DESCRIPCION BOTANICA 

mombre Ciend.fico ....... -........ ~ .. Alvaredoe emorphoidelt Lieb • 

Familia. . .......••.•....• _. Simarubáceas 

Nombres Comunes. ..~.- .•......•..••• Cola de Zorro o Plumajillo. 

El Plumajillo ea un ~rbol mediano, de aproximadamente 15 mts de­

altura, c omún en bosques caducifoliosj hojas alternas, imparipinnadas 

de 20 B 30 cm de largo; flores unisexuales distribuidas en diferentes 

plantas (dioicas)j laa inflorescencias masculinas son de 20 cm de laL 

90 y las femeninas de 13 cm de largo; el fruto es una sámara angoste­

de 1 a 1.5 cm de largo y 3 mm de ancho, de color café al madurar y c~ 

bierta de pelos blancos. (33) 



MATERIALES V EqUIPO 

l"'lATERIALES 

1- Especie Vegetal : Al varadoa amorohoides Lieb. 

2- Mic roorganismos de prueba : 

Pseunomones aeruginosa (ATce) NC 9027 

Pseudomonas sp. (recolectada en Hospital) 

Staohvlococcue aureus (ATCC) Na 6538 

Staphylococcus aureus (recolectado en Hospital) 

3- . Medios de Cultivo 

Agar 110 

Agar Cistina Tripticasa (CTA) 

Agar Citrato de Simmons 

Agar Movilidad 

Agar Mueller-Hinton 

AgBr Tripticasa y Soya (TSA) 

Agar Tres Azúcares y Hierro (TSO 

Agar con Sal y Manitol 

Cal do Nutritivo 

Caldo Rojo de Metilo (Voges-Proskauer) 

Caldo Tr1ptófano 

Caldo Urea 

7 



- Caso Agar 

- Soluci6n salina estéril. 

4- Reactivos y Disolventes 

AcetonsC .. R. 

Acido Acético Glacial 

Acido Sulfúrico al 1% 

Agua destilada estéril 

Alcohol et!lico 

Amoniaco T.S. 

Benceno C. R. 

Cloruro de Bari o al 1% 

Cristal Vio l e 

Hidr6xido de . D~ ~3io O . ~ ·: 

Lugol 

Peróxido de ' no al 3% 

Plasma Humano 

Propilenglicol 

Safranina 

S1lica-gel Cromatográfica GF
254 

Silics-gel bO para c~omatograr1a de columna 

8 Standaree McFarland (15 x10 microorg/ml) 

s- Cristaler1a 

8 

Material de vidrio utilizado rutinariamente en el laborA 



~ Otros 

EQUIPO 

9 

torio de Fermacognosia. 

Material de vid~lc útil en el laboratorio de MicrobiolD­

gia. 

E9P~tulas 

Mallas de Asbesto 

Microespátulae 

Mecheros 

Regla milimetrada 

Tr1podes 

Autoclave 

Balanza Analtt1ca 

Balanza Granataria 

Baño de Maria 80 De 

Cilindros de Acero Inoxidable 

Estufa gl.,; 

Evaporador Flash 

Incubadoras 

Lámpara Ultravioleta 

Mantas de Calentamiento 



• Microscopio compuesto 

Placas cromatogrefícaa 

Refrig8rador 

Termostato Superior 

10 
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M E T O D O S 

La metodolog1a, se ef ec tG5 en dos e tapas : 

a ) De campo 

b) De Laborat orio 

A) METODDLOGIA DE CAMPO. 

La recoleccibn de la planta , se efectúD e n la zona occ i den-

tal de El Salvador , Departamento de Sant a Ana, en los meses de 

mayo - junio de 1985. 

La muestra fresca, constituida por partes leñosas de l árbol 

incluyendo la corteza, fue secada y molida. 

B) METODOLOGIA DE LABORATORIO~ 

La metodología de laboratorio, se efectuó de la sigu i ente manera: 

a) Extracción con etanol , por medio de reflujo, de la muestra 

seca y molidas. 
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b- Separaci5n de los CompU8StoB por cromatografla de CD-

lumna. 

c- Identificaci5n y separación de las fracciones obteni-

das. 

d- Ensayos microbiológicos. 

a- Extracci5n con etanol por medio de refluiD, de la muestra seca y -

molida,. 

Se reflujaron con etanol , durante cuatro d1as consecutivos, 3.5 kg 

del material seco y molido. hasta agotar la muestra. 

Los extractos alcohólicos, se concentraron por destilación simple. 

Una parte del concentrado se llevó a sequedad en baño de vapor y -

/ 

luego se pulverizo (extracto bruto); la otra parte, se concentr6 -

a presión reducida, obteniendo 75 9 de extracto. 

b- Separación de los compuestos oar Cromatograf1a de Columna. 

Con el extracto concentrado a presi6n reducida, se montaron dos c~ 

lumnas cromatográficas que se denominaron Columna G y P (Anexo Ng 

:0, las cuales se eluyero'.l: con benceno, benceno-acetona en les pr.Q. 

porciones 9:1, 8:2. 7:3, 6:4 y 5:5 y acetona; se recolectaran frsE 

ciones de 250 mI cada una y se concentraron. 

c- Identificación V Separación de 186 fracciones obtenidas. 



A cada una de las fracciones eluldas y concentradas , se lea efes 

tuaron cromatograf1a de capa fina , llevando un patrón .de cDmpar~ 

ci~, de la Alvaradona ( . ); después de a bservarla s bajo luz visi­

ble y luz ultravioleta, se unieron las fracciones 4-39 y 49-54 -

de la columna G, as ! como las fracciones 4-20 y 23-27 de la ce -

lurnns P, ya que presentaban características similares de colora-

ci6n y Rf-; además, eran los cDmpuestos de nuestro interés. 

Al evaporar el disolvente, se obtuvieron cristales que fueron 

identificados por medio de las pruebas especificas para antraqui-

nonas (17) : Borntrager y Borntrager modificada. La Umbelifero-

na se identificó por la fluorescencia mostrada bajo luz ultravio-

leta. (Anexo 3-b) 

Posterior a su identificación, lB Alvaradona fue separada por Cro 

matografía en Capa Gruesa, utilizando como fase móvil benceno 

acetona (9.5 : 0.5) ; finalmente, se recristalizó con benceno. 

d- Ensavos Microbio16gicos. 

1- Reclasificaci6n e identificaci6n de los microorganismos. 

Durante el desarrollo de las pruebas de susceptibilidad ant~ 

bacteriana, se utilizaron los siguientes microorganismos de-

• Proporcionado en el Laboratorio de Investigación Aplicada y Tesis -

Profesionales de la Universidad de El Salvador por la Lic. Rhina ~ 

tonieta Toledo. (Anexo 2-b) 
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prueba : 

- Pseudomonas aeruqinos~ ATCC Ng 9027 (Colección Am~ricana de 

Cultivos Tipos) .. 

- StRphvlacoccus aureus ATce NQ 6538 

- Bacterias aisladas de ambi2ntes hospitalarios (*). Se efectuó 

una reclasificación de especies a partir de las cepas de am -

biante hospitalario, utilizando Agar Cetrimide para las Pseud~ 

monae sp y Agar 110 para el Staphvlococcus aureus. Finalmente, 

las cepas se identificaron con la tinción de Gram y las siguieU 

tes pruebas : 

1.1 Pruebas 6ioqu1micas para Pseudomona9 sp. 

Desdoblamiento de Urea. 

Movilidad en Medio Semis61ido. 

Prueba en Agar Tree Azúcares y Hierro (TSI). 

Prueba del Indol. 

Prueba del Rojo de Metilo. 

Prueba de Voges-Proskauer. 

Utilización del Citrato. 

1.'2 Pruebas Bioqutmicas para el Staohvlococcus aureus. 

Fermentaci6n del Manitol. 

Movilidad en Medio Semisólido. 

Cepas de Pseudomonae ep. y de Staphylococcus aureus, recolectadas 
en el Hospital Bloom y el Hospital Rosales, dE San Salvador, res­
pectivamente. 



Reacción de la Catalass. 

Reacción de la Coagulasa. 
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Para conservar las cepas, se hicieron resiembras semanales en tu­

bos conteniendo Agar Cistina y Tripticasa (CTA), y se mantenían -

en refrigeración a 5 CC. 

2- Determinación del Potencial de Inhibición. 

Para determinar la susceptibilidad de un microorganismo a una su~ 

taneia antibacteriana en particular, existen varios métodos; 108-

más comúnmente empleados, son el M~todo de Diluci5n Seriada y el 

de Difusi6n en Agar desde discos de papel (26). Alternativamen-

te, el agente ant1bacteriano puede colocarse en cilindros de vi -

drio, porcelana o acero inoxidable sobre la superficie del medio, 

en lugar de los discos de papel absorbente (MÉtodo Cilindro-placa) 

(11). Este último método, fue considerado de e1ecci6n para el d~ 

sarrol10 del presente estudio. 

METODO CILINDRO - PLACA 

(Método de Kirby-Bauer modificado) 

El fundamento de este m~todo es 18 difusión de la sustancia en in­

vestigación, colocada en un cilindro vertical sobre una capa de agBr -

(Mueller-Hlnton) solidificada, que contiene en la superficie el microo~ 

ganismo de prueba; de tal manera, que si es susceptible, se forma un hA 
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lo de inhibición alrededor del cilindro. 

El desarrollo secuencial de este m~todo, fue el siguiente : 

a) 24 horas ant es de real i zar las pruebas de susceptibilidad, se re­

sembraron las cepas mantenidas en refrigeración, por el método de 

estrías en placas conteniendo TSA y se incubaron B 37 gC. 

b) Preparacicn de las diluciones. 

Se realizaron pruebas de solubilidad de la Alvaradona , de la Umb~ 

liferona y del extracto br uto en varios disolventes : 

Aceite mineral 

Aceite de oliva 

Aceite de ricino 

Acetona 

Acetona-agua 

Alcohol 

Propilenglicol - agu8 

. Tween 60- agua. 

Finalmente, se prepararon diluciones a 1000 ppm., 5000 ppm., y 

10000 ppm en propilenglicol-agua y en alcohol. 

c) Suspensión de los microorganismos. 

A partir de los cultivos puros de 24 horas, contenidos en placas­

con Tripticasa Soya Agar (TSA), se seleccionaron 4 6 5 colonias -

bien aisladas, y ge transfirieron a tubos que contenían de 4 B 5 
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ml de Caldo Nutritivo. Los tubos inoculados, ae incubaron duran 

te 2-5 horas pare producir suspensiones de los rnicroorganismos~ -

cun una turbidez viaualmente compar able a la del estandar Mc-Far­

land (Anexo 4), preparado por la adici5n de 0.5 mI de Cloruro de­

bario al 1% a 9.5 mI de ~cido sulfGrico al 1% (Correspondiente a-

15x10B bacterias/mI). 

d) Inoculaci5n de las Placas. 

Por el método del extendido, utiliZando hisopos estÉriles impreg­

nados con la suspensión del microorganismo equivalente a 15x108 

bacterias/mI se inoculó uniformemente la superficie del medio 

Agar Mueller-Hinton; dejando secar los extendidos durante 10 min~ 

tos a temperatura ambiente, en condiciones estériles. 

e) Aplicaci5n de las Soluciones Acuosas y/o Alcohólicas de la Alvara-

dona, de la Umbeliferona y del Extracto Bruto. 

Se colocó sobre la superficie del medio inoculado seis cilindros -

de acero inoxidable, equidistantes uno del otro (a 2.8 cm de radio 

con respecto al diámetro de las placas y a una distancia de 60Q eE 

tre un cilindro y otro); luego, con una pipeta Pasteur se añad16 -

cuidadosamente dentro de cada cilindro, seis gotas de . . la diluci6n­

en prueba y se incubaron a 27gC por 24 horas. 

Los diámetros de inhiblci6n, si los había, se median con regla ml­

limetrada y los resultados se interpretaban de acuerdo al tamaño -

del halo como"susceptible", (un halo mayor de 10 mm). ·moderadame~ 
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te resistente" (un halo de 9-10 mm) o ·reBistencia~ (halos de 8 

mm) del microorganismo a las muestras en prueba. 

Les pruebas se hicieron par triplicado , llevando un testigo posÁ 

tivo (constituido por el medie de cultivo con el crecimiento del 

microorganismo de prueba) y un testigo negativo (medio de culti-

VD con aplicaci5n de las soluciones). Cuando se utiliz6 aleo -

hol como diluyente, además de los testigos antes mencionados, se 

s greg6 otro que conten1a en los cilindros únicamente alcohol, en 

presencia del microorganismo inoculado en las placas. 

En la preparaci5n y el desarrollo de las purebas de susceptibili­

dad antibacteriana, S8 utilizó material y diluyentes estériles, 

guardando las precauciones asépticas necesarias. 
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R E S U L T A DOS 

C U A D R O 1 

De una porci5n del extracto bruto, se aislaron, por croIDatograf i a en 

columna, la Alvaradona y la Umbeliferona, de acuerdo con las fracci~ 

nes dadas en el siguiente cuadro : 

Columna G Columna P 
COMPUESTO (F racc 101;e5 elul (Fracciones elu1das) 

das) 

ALVARADONA 4 - 39 4 - 20 

UMBELIFERONA 49 - 54 23 - 27 
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e u A D R o 2 

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA IDENTIFICACION DE LAS Pseudomones sp. (6) 

Colo 
ra a 1 O Q u 1 M 1 C A 5 
[;i6n 

Microorganismo 

de Gram ! T51 ,Movili Urea CUra Voges Rojo 
dad to Pros- de 

lndol 
Prueba. kauer "'etilc 

Pseudomona 
o 
> 

aeruginosa .... N/N + - + - - -+' ro 
C1 

(ATCe) Na 9027 Q) 
2: 

Pseudomonas o 
> .,.¡ 

sp +' 
ro N/N + - + - - -C1 
QJ 

(Recolectada en 2: 

Hospital) 

- - --._---- -- - - ----
I BIBUOT;::CA r,~~~T-r.r~~-
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e u A D R o 3 

RESULTADOS D8T:ENIDOS EN LA IDENTIFICACION DE Staohvlococcus aureus 

, Colora 

ción. 
8 1 O Q U 1 M 1 C A S 

Microorganismo 

de Gram CatBlasa Coagulasa Fermenta- Movilidad 

ció" del 
Prueba Manitol 

Staphvlococcus e 
:> ..... ., 
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D 1 S e u s ION 

La muestra pulverizada, obtenida a partir de los extractos alcohi 

licos de Alvardoa amorphoides, presentaba color café y era de consis­

tencia homogénea no untuosa al tacto. 

La Alvaradona, al purificarla por Cromatografía en Capa Gruesa y -

recristalizarla en benceno, se obtuvo en forma de cristales anaranjados 

muy brillantes. 

Los disolventes más adecuados para preparar las diferentes soluci~ 

nes de la Alvaradona, de la Umbeliferona y del extracto bruto en tos­

ensayos microbiolflgics fueron : Propilenglicol-agua, y alcohol. 

Las soluciones utilizadas en las pruebas de susceptibilidad , pre -

sentaban la siguiente colorací6n: 

Caf~ rojizo, las del extracto bruto. 

Amarillo - naranja, las de Alvaradona. 

Café - verdoso, las de Umbeliferona. 

De acuerdo con las pruebas microbio15gicas realizadas con la Alva­

radona, la Umbeliferona y el extracto bruto de Alvaradoa amorphoi­

~~., resultaron con efecto inhibitorio sobre el Staphylococ 

~ aureus. la Alvaradona y el extracto bruto; la Umbeliferona no­

inhibió 8 este microorganismo. 
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Las Pseudamonas, no fueron inhibidas por estas sustancias. 

Los efectos inhibitorioa de Alvaradona y de l extracto bruto, pro­

bablemente se deban a los siguientes mecanismos de acci6n : 

1) Los derivados de la quinona, pueden actuar quimicamente sobre 

las proteinas esenciales de las bacterias, precipitándolas , -

posiblemente, siguiendo el proceso reportado por Cooper, E.Ae 

a The enemical Action of Quinones upon Proteins ft 1913. (12) 

2) Tambi~n podrían actuar, de acuerdo con lo propuesto por Chlung 

-~ua Chen y colaboradores, a Mechanism of Antibiatic Action of 

Antraquinone deriva tes. Effects on the Respiration ar Staony­

lacoccus aureus" 1963, inhibiendo la respiración celular del­

Staphvlococcus 8ureus, mediante una inhibición de la oxidación 

y deshidrogenaci6n de la mayoría de los aminoácidos (a excep-

ci5n de Cistina y Ciste1na), glucosa V/o productos intermedia­

rios del metsbolismo de los carbohidratos. (10). 
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e o N e L u S ION E S 

La umbeliferona no inhibió el crecimiento de Pseudomonas s p, 01-

del Staphvlococcus aureus. 

La Pseudomona sp., no eS susceptible a la Alvaradona, B la Umb~ 

liferona ni al extracto bruto. 

El Staphvlococcus ~ureus. es susceptible a la Alvaradona y al e~ 

tracto bruto, pero es resistente a las Umbeliferona. 

La Alvaradona produjo halos de inhibici6n de diámetros mayores a 

los obtenidos con el extracto bruto, de donde se infiere que los re -

sultados óptimos se obtienen con productos aislados. 
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A N E X O Na 1 

CARACT ERIST I CAS DE LAS COLUMNAS ELUIDAS 

e A R A C TER 1 S T 1 C A 5 COLUMNA laG- COLUMNA"\ . p l! 

Longitud f 1500 mm 750 mm 

Di ámetro i nterno 43 mm 43 f!ID 

Diámetro externo 50 lJ'Ill 50 mm 

511icB Gel Cr omatográfica 715 9 345 9 

Can t idad de ext r acto bruto en 

polvo utilizado 50 9 23 9 

Cantidad de solvente agregado 

en cada una de las proporcio-

nes usadas. 4 L 2 L 

NGmer~ de fracciones de 250 ml --

obtenidas. 115 56 
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A N E X O NO 2-a 

o HO 
1I 

11 
oH O 

ALVARADONA 

Aislada e identificada por primera vez en el Laboratorio de Invest1ga-

ci6n Aplicada y Tesis Profesionales de la Facultad de Qu1m1ca y Farma-

cia UES, por la Lic. Rina Antonieta Toledo M. 1980 • 



A N E X O 

GRDMATOGRAMA DE LA ALVARADONA 

Observado con luz visible 

o 

o 

MUESTRA 

Fracciones elu1dBs: 
( 4 - 39 Columna G) 
( 4 - 20 Columna P) 

Q 

o 

PATRON 

Solvente desarrollador Benceno - acetona (9.5:0.5) 
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CROMATOGRAMA DE LA UMBELIFERONA 

Observado bajo luz Ultravioleta. 

3 

2 

1 

[¡ 

!J 

o 
A 

Fracciones : 
(49 - 54) 
Columna "Gil 

MUESTRAS 

Solvente desarrollador 
Aj, lknbeliferona 

Benceno-acetona (9: 1) 

Bi Unbeliferona 

U
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o 
B 

2 

Fracciones : 
(23 - 27) 

Columna .p. 
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A N E X O Ng 4 

REACTIVOS ESPECIALES 

PREPARAC¡ON DEL STANDAR McFARLAND 

a) Preparar 10 tubos de ensayo de igual tamaño 

b) Preparar Acido SulfGrico al 1% 

c) Preparar una 801uc15n acuosa al 1% de Cloruro de Bario 

d) Agregar la cantidad indicada de ambas soluciones, tal como ae ln-

dica en el cuadro, hasta obtener un total de 10 ml por tubo. 

e) Cerrar herméticamente loe tubo8 

El precipitadO de Sulfato de Bario en 8uspensi6n corresponde apr.Q. 

ximadamente a la densidad de células homogéneas de Escherichia .5.2.:' 

1JIml, seg~n la escala de patrones en la siguiente tabla: 

".--

Nltmero del Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

G1
2

Ba 1% 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 

H2S04 1% 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9.0 

Densidad celular 
aproximada X108/ml 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 
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