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RESUMEN
Las frutas, hortalizas y cereales son productos susceptibles al ataque de hongos patégenos
que causan graves enfermedades. Tradicionalmente, los tratamientos quimicos se han
utilizado para prevenir la aparicidbn de plagas en campo; sin embargo, tienen un impacto
negativo en el medio ambiente y provocan el desarrollo de cepas resistentes. Hay
metabolitos secundarios o especializados biosintetizados por plantas vasculares que
actualmente proporcionan nuevas fuentes de control de plagas, son biodegradables y
tienen alta diversidad de propiedades bioactivas. En México, la diversidad de plantas
endémicas muestra un valor agregado porque tienen propiedades medicinales y una gran
capacidad antimicrobiana. El Colorin (Erythrina americana Miller) es una planta mexicana
valiosa en aspectos culturales, ecolégicas y farmacolégicas, donde las flores son atractivas
por sus componentes bioquimicos. El objetivo de este trabajo es determinar la actividad
inhibitoria de extractos metandlicos y acuosos de florres de Colorin sobre el crecimiento
micelial de los hongos patdgenos Fusarium oxysporum,-Sclerotium cepivorum-C1y -C2,
Aspergillus flavus y sobre la esporulacion de A. flavus y A. niger. La metodologia consistio
en obtener extractos metandlicos y acuosos de fior madura de Colorin (pétalo y caliz-pistilo),
realizar analisis de compuestos tipo fendlico y-actividad antioxidante por ABTS+ y DPPH.
Posteriormente se llevaron a cabo las pruebas de actividad antifUngica in vitro con
diferentes concentraciones de interpolacién de compuesto fendélicos (mg Eq de A.G./mL) de
cada estructura floral: 100, 500,.1000y 2,500 ppm, y Benomilo como fungicida comercial.
Los resultados mostraron una cantidad mayor de compuestos fenodlicos en la estructura de
pétalo, con la extraccion acuosa de pétalo mas alta para compuestos de flavonoides totales
y taninos condensados. También, una actividad antioxidante mas alta para pétalo en
comparacion a caliz-pistilo, en particular de la extraccibn acuosa. En los analisis
antifungicos, se observé una actividad inhibitoria casi nula para todos los hongos de estudio
en todas las concentraciones de extracto metandlico y acuoso. La unica inhibicion fue a
2,500 ppm de extracto metandlico de pétalo en A. flavus, tanto en crecimiento micelial (47%
menos) como en esporulacion (66% menos). Se concluye que los extractos de flor de
Colorin no tienen actividad antifungica de igual manera que un fungicida comercial o un
fungicida natural; presentan el efecto contrario en las concentraciones mas bajas de
extractos de flor, es decir, promueven el crecimiento micelial y/o de esporulaciéon en los

hongos fitopatdgenos de este estudio.



SUMMARY
Fruits, vegetables and cereals are susceptible products to the pathogenic fungi that cause
diseases. Traditionally, chemical treatments are used to prevent the emergence of plagues
on field; however, they have a negative impact on the environment and cause the
development of resistant strains. There are secondary or specialized metabolites
biosynthesized by higher plants that currently provide new sources of pest control, they are
biodegradable and have a diverse activity due to the combination of bioactive compounds.
In Mexico, the diversity of endemic plants shows an added value because they have
medicinal properties and antifungal capacity. The Colorin (Erythrina americana Miller) is a
valuable Mexican plant in cultural, ecological and pharmacological aspects, where the
flowers are attractive for their biochemical components. The objective of this work is to
determine the antifungal activity of the methanolic and aqueous extracts of Colorin flowers
on the mycelial growth of the pathogenic fungi Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum-
C1 and -C2, Aspergillus flavus and on sporulation of A:flavus and A. niger N402. The
methodology consisted of obtaining methanolic and agueous extracts of Colorin mature
flowers (petal and calyx-pistil), making analysis of phenolic compounds and antioxidant
activity by ABTS+ and DPPH. Subsequently, tests of antifungal activity were carried out in
vitro with different interpolation of phenolic compound concentration (mg Eq of A.G. / mL) of
each floral structure: 100, 500, 1000 and 2,500 ppm, and Benomyl as a commercial
fungicide. The results show a higher quantity of phenolic compounds in the petal structure,
specifically in total flavonoids and condensed tannins for petal aqueous extraction. Also, a
higher antioxidant activity for petal, in particular aqueous extraction. In antifungal analyzes,
there is a null or almost.no.inhibitory activity on all fungi in this study with all concentrations
of the methanolic and aqueous extracts. The only inhibitory effect occurred at 2,500 ppm of
petal methanolic'extract in A. flavus, both in mycelial growth (47 % less) and sporulation
(66% less). It is.concluded that the extracts of the E. americana flowers have no antifungal
activity as well as a commercial fungicide or a natural fungicide. In contrast, the flower
extracts present the opposite effect in the lower quantities, in other words, they promote

mycelial growth and sporulation of the studied phytopathogenic fungi.



I. INTRODUCCION

En el mundo, la produccion de cultivos de frutas, hortalizas y cereales es susceptible
al ataque de microorganismos causantes de enfermedades, en la pre- y pos-
cosecha y durante su almacenamiento, lo cual ocasiona grandes pérdidas
econdmicas (Agrios, 2005). Los organismos patogenos de plantas, también
llamados fitopatdgenos, mas importantes en los cultivos agricolas son normalmente
las bacterias y los hongos, siendo con mayor frecuencia estos ultimos con
aproximadamente dos tercios de infecciones en plantas (FAO, 2016)." Algunos de
las especies de hongos fitopatdgenos incluyen, por ejemplo, a Fusarium.oxysporum,
Sclerotium cepivorum, y Aspergillus flavus que afectan a cultivos importantes de
nuestro pais (Gonzalez et al., 2012; Ulacio-Osorio et al., 2006; Moreno y Gonzalez,
2011). El hongo fitopatdogeno Fusarium oxysporum provoca marchitez vascular y el
rendimiento de hasta un 60% del jiomate, el cual es considerado una hortaliza muy
importante por su alta produccién en muchos paises en el mundo, incluyendo a
México (Gonzalez et al., 2012; Rios-Osorio et .al.,, 2014). Una de las toxinas mas
conocidas y de mayor efecto carcinogénico es la aflatoxina B1, la cual produce
Aspergillus flavus una vez que se establece en la precosecha y poscosecha de
agricultivos ricos en aceite como el maiz, mani y semillas de algodén (Martinez y
Hernandez, 2013; Meareg y Keller, 2014). Por ultimo, la pudricion blanca que causa
el hongo Sclerotium cepivorum es la principal enfermedad que reduce la calidad y
el rendimiento de la _produccion de ajo (Allium sativum), uno de los cultivos mas
rentables en México (Delgadillo-Sanchez, 2004; Ulacio-Osorio et al., 2006).

Las plantasvasculares presentan una gran variedad de sustancias conocidas como
metabolitos secundarios o0 especializados tales como taninos, terpenoides,
saponinas, alcaloides, flavonoides y otros compuestos bioactivos que son
reportados para tener actividades antifungicas y antibacterianas y que se han
extraidos para utilizarlos como biocidas naturales que no causan ningun dafo al
medio ambiente (Ribera y Zuniga, 2012). Los extractos son las sustancias mas
concentradas que se pueden obtener, en este caso de partes de las plantas, con la
conservacion de sus propiedades por medio de solventes (metanol) o diluciones con

agua. El género Erythrina (familia Fabaceae) presenta un gran potencial fitoquimico,
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del cual se han extraido varios compuestos para uso medicinal o farmacolédgico y
algunos como antimicrobiano (Araujo-Junior et al., 2012); como la erisovina de
semillas de Erythrina americana Miller que presentan actividad antifungica en
algunos hongos de interés agricola (Ibarra-Estrada et al., 2009). Se han identificado
la presencia de alcaloides del tipo eritrinano y del tipo lactonico en extractos de
flores de E. americana (Sanchez-Herrera et al., 2001); sin embargo, se desconocen
otros metabolitos secundarios y su efecto antifungico sobre hongos patégenos.

Este trabajo tiene la meta de conocer la composicidén quimica de metabolitos
secundarios de los extractos de flor de Erythrina americana Miller y utilizarlo como
un producto natural para determinar su actividad antifungica sobre los hongos
patdgenos Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum, y Aspergillus flavus que
puedan ser de interés en los cultivos agricolas a nivel local y en nuestro pais. Se
busca conocer el efecto de diferentes concentraciones de extracto de flor de colorin
(co) sobre el crecimiento micelial y/o esporulacién (F) de los diferentes tipos de

hongos () de acuerdo al siguiente modelo:

Frn=(a+co)*en+(a+CO)*Gn-€
(1)
Donde n es igual al numero de especies de hongos estudiados (1, 2, 3); a es el factor
ambiental en donde crecen y'se desarrollan los hongos de manera constante (medio
de cultivo); e, es el error restado en cuanto condicion del extracto (metanol) que
puede interferir sobre el efecto inhibitorio de los hongos; y F es la variable de

respuesta en cuanto crecimiento micelial y/o esporulacion de los hongos.

Los'hongos constituyen uno de los principales agentes infecciosos en plantas,
causando alteraciones en etapas del desarrollo, en poscosecha y problemas de
calidad relacionados a la apariencia fisica, valor nutritivo y vida de anaquel limitada
(Agrios, 2004; FAO, 2016). Se estima que los hongos fitopatdgenos causan
pérdidas del 5 al 25 % en paises desarrollados y de 20 a 50% en paises en
desarrollo (Rivera, 2008), lo cual es un dato considerable partiendo de la necesidad

de aumentar mas la eficiencia de produccién en sistemas agronémicos.
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Por otro lado, el uso desregulado de los plaguicidas sintéticos ha provocado
resistencias cruzadas, y una continua coevolucion de los patdgenos (Feyereisen,
1999), sin mencionar el grave dafo al ambiente por su largo tiempo de degradacion
(Palomares-Padres, 2011). Existen varias alternativas para el control de plagas, y
una de ellas ha sido el control biolégico. Sin embargo, el dia de hoy se sabe que el
control biolégico puede afectar a diferentes huéspedes, no necesariamente
patogenos, lo que puede comprometer el desplazamiento de las especies nativas'y
no-nativas y los procesos ecoldgicos de los organismos (Van Driesche ‘et al., 2003).
Existen metabolitos secundarios que son biosintetizados por plantas, hongos y
bacterias que proporcionan nuevas y fuentes alternas controladoras de plagas
(insectos, hongos, bacterias y virus), ademas de que son biodegradables y
presentan actividad selectiva al estar constituidos: por combinaciones de
compuestos bioactivos (Céspedes y Alarcén, 2011; Nava-Pérez et al., 2012). Varios
derivados de plantas de vida silvestre poseen actividades antimicrobianas e
insecticidas y en la actualidad se esta incrementando el uso de estos para encontrar
microbiocidas mas seguros que los convencionales sintéticos debido a la necesidad
de prevenir la degradaciéon ambiental (Saravanakumar et al., 2009; Céspedes y
Alarcén, 2011; Nava-Pérez et al., 2012).

La planta Erythrina americana Miller es una valiosa especie endémica de México ya
que, ademas de que es un arbol importante en sistemas agroforestales vy
restauracion de suelos'degradados (Fehling-Fraser y Ceccon, 2015), es ornamental
en las ciudades.y sus flores son frecuentemente comidas, usadas para hacer
infusiones y sedantes y como farmaco (Garcia-Mateos et al.,, 2001). También, ha
sido extensamente estudiada debido a sus altos contenidos de alcaloides en todas
las partes de la planta (Garcia-Mateos et al., 1998; Garcia-Mateos et al., 2001) y
varios-autores reportan a los compuestos fendlicos como los responsables de los
tratamientos médicos en procesos analgésicos, antiinflamatorios, prevencion de
osteoporosis, cancer, diabetes mellitus, cardiopatia y neurodegeneracion
(Balasundram et al., 2006; Sumbul et al.,, 2011). Se han realizado estudios de
actividad antifungica de un alcaloide de extracto de semilla sobre algunos hongos

patdgenos de interés agricola con efectos comparables a fungicidas quimicos
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sintéticos (lbarra-Estrada et al., 2009). Ademas, se ha evaluado la toxicidad de
extractos crudos de esta especie en el frijol comun (Phaseolus vulgaris) y el maiz
(Zea mays) y no se ha encontrado algun efecto alelopatico (positivo o negativo) en
su germinacion (Garcia-Mateos et al., 2001). Por otro lado, varias especies del
género Erythrina en sus diferentes partes vegetales exhiben actividad
antimicrobiana (Rukachaisirikul et al.,, 2007; Araujo-dunior et al., 2012;
Muthukrishnan et al., 2014), que no ha sido explorada completamente en la especie
E. americana.

El vasto repertorio de compuestos secundarios de plantas vasculares puede servir
como biopesticidas o como plantillas para la sintesis de nuevos pesticidas naturales
basados en su quimica (Ribera y Zuhiga, 2012). Faltan estudios que ayuden a
determinar blancos y mecanismos de accion de los productos naturales y es
importante aumentar la investigacion en el desarrollo. u-obtencién de estos. Los
bioensayos que determinan la susceptibilidad de aislados fungicos a metabolitos
secundarios pueden convertirse en una. tecnologia clave en este campo
(Engelmeier y Hadacek, 2006). La busqueda de metabolitos antifungicos de plantas
se centra en varios puntos: identificar y caracterizar estas sustancias envueltas en
alta actividad inhibitoria de hongos fitopatdégenos y usarlos directamente como
fungicidas naturales, los cuales son amigables con el medio ambiente; se mejore la
capacidad de eliminacion ‘de plagas; orientar el desarrollo de aplicaciones
biotecnolégicas o de ingenieria metabdlica para su produccion; y aumentar el

proteccion de los cultivos agricolas y su rendimiento.

il ANTECEDENTES

11.1. Hongos patdgenos de plantas

A.todos los hongos que causan enfermedades en plantas se les conoce como
hongos fitopatdgenos (del griego ‘phyton’ = planta, y ‘pathos’ = enfermedad) (Trigos
et al., 2008). Se estima que existen mas de 8 mil especies de hongos que causan
enfermedades en las plantas (Juarez-Becerra et al., 2010). Los hongos

fitopatdgenos constituyen uno de los principales agentes infecciosos en plantas,
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provocando alteraciones en etapas del desarrollo y en poscosecha y problemas de
calidad relacionados a las caracteristicas organolépticas y vida de anaquel de los
productos (Agrios, 2004). La mayoria de ellas pueden ser atacadas por un tipo de
hongo o varios, o bien, un mismo hongo puede infectar a una o varias especies de
plantas (Garcia, 2004). Lo efectos producidos por los hongos en las plantas pueden
ser en una zona en especifico del tejido, o sistémico si causan un dafo completo a
toda la planta. Las caracteristicas del dafio producido son, principalmente, una
muerte del tejido (necrosis), atrofia de una parte de la planta o la planta completa,
hipertrofia (crecimiento excesivo y amorfo), infeccion de las raices o.el sistema
vascular que pueden producir un color amarillo y marchitez, manchas foliares o
tizones que causan la disminucion de la vitalidad de las plantas (Juarez-Becerra et
al., 2010). Hongos fitopatdbgenos poseen materiales para penetrar la pared celular
de las plantas: primero, el patégeno utiliza enzimas para degradar compuestos de
la pared celular y alimentarse de los nutrientes de la planta; segundo, con la pared
celular removida, protoplastos son destruidos por procesos osmoticos y la célula
pierde las defensas inmunitarias; y tercera, el patbgeno destruye el septo (estructura
que une a las células vegetales), lo cual le confiere un libre movimiento dentro de

los tejidos de la planta (Dyakov, 2007).

I1.2. Fungicidas quimicos sintéticos

Tradicionalmente, cuando'los patdgenos son detectados en el campo o cuando se
requiere prevenir-su-aparicion en la temporada de cultivos agricolas, el control es
llevado a cabo_ portratamientos quimicos (Santos et al., 2008). Entre los quimicos
mas usados en la agricultura son, por ejemplo, los fungicidas benzimidazoles y
tiofanatos que afectan la mitosis y division celular; los triazoles que se caracterizan
por.inhibir una enzima especifica que juega un rol fundamental en la sintesis de
esteroles, necesarios para la pared celular; y las estrobirulinas que inhiben la
respiracion mitocondrial de los hongos (Gaspar, 2013). Por ejemplo, el Captan 50
(carboxamidas) posee una fuerte de inhibicién en el crecimiento micelial del hongo
Fusarium oxysporum (lbarra-Estrada et al., 2009). La eficacia del fungicida

tebuconazole sobre el hongo Sclerotium cepivorum esta en funcién del numero de
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esclerocios en el suelo y la cantidad de aplicaciones (Delgadillo et al., 2002). Los
quimicos butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BTH) y propil-parabeno
(PP) controlan el crecimiento micelial y la produccién de aflatoxinas de A. parasiticus
y A. flavus (Thompson, 1992). Sin embargo, la emergencia de cepas resistentes a
fungicidas quimicos, la cancelacion de registro o validacion de los fungicidas, la
contaminacion y el impacto de los agroquimicos en los cultivos la salud y el medio
ambiente, pueden limitar su aplicacién en el futuro (Lira, 2003; Tournu et al., 2005;

Fernandez-Acero et al., 2011).

11.3. Hongos patdégenos en cultivos agricolas en México

En México, el tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos principales
de exportacién y se encuentra primordialmente en los estados del Noreste y
Occidente, con rendimientos de 43.3 toneladas por hectarea (t/ha) y produccion
anual de 4 millones de toneladas (t) (FAOSTAT, 2018). Las especies de Fusarium
causan marchitez en varias especies de plantas y siguen un patron similar de
infeccion: penetran la raiz y colonizan el sistema vascular (Gonzalez et al., 2012).
Una de las especies mas estudiadas es Fusarium oxysporum, ya que €S una
especie anamoérfica que incluye cepas patogénicas y no patogénicas (Gordon vy
Martyn, 1997). Las formas patogénicas son agrupadas en subtipos de acuerdo al
hospedero que infecta y-perjudica a cultivos como sorgo, maiz, algodoén, alfalfa,
arboles forestales y frutales (Singh et al., 2007). Por ejemplo, Fusarium oxysporum
f sp. lycopersici que causa la pérdida de rendimientos de hasta un 60% del cultivo
de tomate (Gonzalez et al., 2012; Rios-Osorio et al., 2014), es responsable de la
traqueomicosis; y F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici provoca podredumbre del
cuello y las raices del tomate. Ambas cepas son morfolégicamente indistinguibles,
pero poseen habilidades parasitarias distintas (Carbonell et al., 1994). Debido a la
variacion genética y amplia distribucion de F. oxysporum, el manejo de este
patogeno se torna dificil (Gonzalez et al., 2012), por lo que la utilizacion de
biorreguladores, inductores de resistencia y productos de origen vegetal se han
estudiado para encontrar estrategias efectivas de control (Rodriguez y Montilla,
2002).
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Sclerotium cepivorum Berk, es el hongo causal de la pudricibn blanca que
exclusivamente afecta a las especies del género Allium, como cebolla, ajo y puerro,
y puede causar la pérdida del 1 al 100% de estos cultivos (Perez-Moreno et al.,
1998). En México, la enfermedad es reportada en los estados de Aguascalientes,
Chihuahua, Guanajuato, Puebla, Jalisco, Morelos, Michoacan, Querétaro, Tlaxcala
y Zacatecas. En Guanajuato, por ejemplo, que es el principal productor de ajo.y
cebolla, se han encontrado densidades de 700 esclerocios (estructuras. de
resistencia del hongo)/ kg de suelo, lo cual causa la gran pérdida cada afio en este
sitio ya que el control de esclerocios de S. cepivorum puede permanecer latente por
mas de 15 afos (Pérez-Moreno, 1998; Ulacio-Osorio et al., 2006).-Se han utilizado
diversas estrategias para combatir a este fitopatogeno, como la combinacion de
solarizacion del suelo e incorporacion de residuos de brécoli (Ulacio-Osorio et al.,
2006) o la combinacion de solarizacion y tratamiento. quimico con tebuconazole
(Delgadillo-Sanchez et al., 2004), lo que aumenta un poco el rendimiento las
plantaciones de ajo, pero sin un progreso significativo en la lucha de esta
enfermedad.

El maiz (Zea mays L.) es el cultivo nativa mexicano mas importante de acuerdo con
la superficie cultivada anualmente, su.consumo per capita y su potencial en el sector
industrial (Martinez y Hernandez, 2013). En el 2018, 28.2 millones de t de maiz se
produjeron en 7.5 millones de-he (FAOSTAT, 2018); sin embargo, la cantidad y la
calidad de la produccion se ven afectados debido a la incidencia de enfermedades
y plagas, variaciones de temperatura, sequia, etc. (Moreno y Gonzalez, 2011).
Aspergillus flavus es un hongo saprofito ubicuo encontrado a nivel del suelo como
esclerocio, en-condiciones adversas, o como conidio para su rapida propagacion
asexual (Amaike y Keller, 2011) y afecta a los agricultivos ricos en aceite que
incluyen maiz, mani y semillas de algodén en la pre- y pos-cosecha (Meareg y
Keller, 2014). Este hongo produce toxinas, llamadas aflatoxinas, que tienen un gran
impacto en la economiay la salud y su produccion es favorecida por las condiciones
ambientales en el campo o en el almacenamiento del cultivo (Devreese et al., 2013).
Una de las aflatoxinas mas conocidas y peligrosas por su efecto carcinogénico es

la aflatoxina B1, por lo que su control es vital de una manera dosis-dependiente
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(Carvajal, 2013). En México, la normativa para regular la incidencia de aflatoxinas
en cereales, la NOM-247-SSA1-2008, indica la cantidad maxima permisible de
aflatoxinas en cereales, la cual es de 20ug/kg tanto para el consumo humano como
consumo animal (Martinez y Hernandez, 2013), lo cual lleva a la emergencia de
desarrollar estrategias de tipo quimico, cultural y/o biolégico para disminuir la

incidencia de hongos y sus aflatoxinas en el maiz.

11.4. Actividades antimicrobianas de extractos de flores de plantas

Tres familias de moléculas son generalmente consideradas: compuestos fendlicos,
terpenos y esteroides, y alcaloides. Los metabolitos mas conocidos y estudiados
son los compuestos fendlicos, y que estan envueltos en sintesis de lignina y son
comunes en todas las plantas vasculares. Sin embargo, otros compuestos como los
alcaloides estan presents en el reino Plantae y muchos son especificos del género
y especie (Yang et al., 2018).

Las plantas vasculares presentan una gran variedad de fuentes de metabolitos
secundarios tales como taninos, terpenoides, saponinas, alcaloides, flavonoides y
otros compuestos bioactivos que son reportados para tener propiedades
antifungicas y antibacterianas (Ribera y Zufiga, 2012). Otros metabolitos
secundarios con actividad antifingica derivan de plantas que pueden ser inhibidores
preformados que estan presentes en plantas saludables (llamadas fitoanticipinas),
o ellos pueden sintetizarse de novo, llamadas fitoalexinas, en respuesta en un corto
periodo de tiempo. al ataque de patdgenos u otras condiciones de estrés como
heladas, sales, metales pesados o radiacion UV (Dixon, 2001; Pelicice et al., 2000).
Los compuestos fendlicos como la emodina (antraquinona) aislada de la planta
Rhamnus triquetra es altamente efectivo contra la germinacion de esporas de
algunos grupos de hongos (Izhaki, 2002). Por ejemplo, se ha propuesto un posible
mecanismo de accién para el citral monoterpeno en contra del hongo A. flavus,
indicando que después de que el compuesto penetra la pared celular, dafia
irreversiblemente la membrana plasmatica y el ADN con consecuente pérdida de la
germinacioén de la espora (Luo et al., 2002). Los metabolitos secundarios de plantas

pueden afectar a los hongos fitopatdbgenos via interferencia molecular en sus
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organelos, tejidos y células, aunque en su mayoria sus blancos son biomembranas,
proteinas y acidos nucleicos (Engelmeier y Hadacek, 2006). No obstante, se han
utilizado extractos de plantas, en lugar de quimicos propionatos fitotéxicos, como la
‘gobernadora’ (L. tridentata) y compuestos aislados de Eucalyptus globulus que
inhiben el crecimiento de Aspergillus y sus aflatoxinas (Rocha-Vilela et al., 2009;
Moreno y Gonzalez, 2011). Se ha encontrado actividad antibacterial en extractos'de
flores del arbol de tulipan Indio (Thespesia populnea), en las cuales se han
encontrado flavonoides, alcaloides, taninos y glucosidos antroguinonas
(Saravanakumar et al., 2009). Extractos con hidroalcohol y cloroformo._de flor de
Cassia fistula Linn. de los cuales presentan compuestos fenoglicas y muestran
actividad antifungica contra Aspergillus niger, A. clavatus y Candida albicans
(Bhalodia et al., 2011).

11.5. Actividades antifungicas de extractos de plantas endémicas de México

En México, la diversidad de plantas superiores se estima entre 18 mil y 30 mil
especies (26,495 descritas), de las cualesentre 10 mil a 13 mil son endémicas y se
concentran principalmente en las zonas aridas y semiaridas (CONABIO, 2017). No
obstante, el conocimiento de la diversidad quimica de estas especies aun es
incompleto y se calcula que podria haber mas de un millon de metabolitos
secundarios no identificados.'(Montes-Belmot, 2009). La busqueda de nuevos
compuestos naturales ‘basada en el uso popular de determinadas plantas
medicinales en nuestro pais es un hecho bien documentado (Sanchez-Herrera,
2001), y la extraccion de componentes de diferentes partes vegetativas y el
comercio de material crudo como plaguicidas (Hernandez-Castillo et al., 2010).

Porejemplo, el extracto hidrosoluble de resina de la Gobernadora (Larrea tridentata)
puede-inhibir la esporulacion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici mas que los
quimicos fungicidas Clorotalonil y prozycar 50 en una concentracién de 1,000 ppm
(partes por millén) (Lira-Saldivar et al., 2003), y puede usarse como control de la
pudricion de corona en tomate causada por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(Cuadro 1; Pefuelas-Rubio et al., 2017). También, el extracto de la Gobernadora

puede ser comparable a los fungicidas comerciales al inhibir casi el 100% del
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crecimiento micelial de Botrytis cinerea (Lira-Saldivar et al., 2003), del 40 al 100%
de A. flavus y A. niger (Moreno y Génzalez, 2011) y del 100% sobre Penicillium sp.
y A. flavus en extractos con etanol en una concentracién de 100 mg/mL (Moreno-
Limén et al., 2011).

Los extractos de Eysenhardtia polystachya pueden inhibir hasta el 80% de
crecimiento micelial de Sclerotium cepivorum y extractos de cultivos celulares
suspendidos de la misma planta inhiben el 66% de Rhizoctonia solani comparado
con el fungicida Cercobin que inhibe solo el 33% (Bernabé-Antonio et al., 2017).
Fracciones de los extractos metandlicos de la yerba Targetes lucida Cv., nativa de
México y Guatemala, tienen un 100% de inhibicion a 125 y 250-ul/ml, contra R.
solani y Trichophyton mentagrophytes, respectivamente (Céspedes et al., 2006).
Mientras que extractos de Flourensia cernua y F. retinophylla presentan una
inhibicidn total del crecimiento de R. solani a 1000ul/L e inhibicidn total de Alternaria
sp. y F. oxysporum a 1500 ul/L (Jasso de Rodriguez et al., 2007). EI 0.2 yl/mL de
medio y 0.15 pl/mL de aire (forma volatil) del.aceite esencial del orégano mexicano
(Lippia graveolens) puede inhibir completamente la colonizacion de F. oxysporum f.
sp. lycopersici sobre las semillas de tomate sin afectar su capacidad de germinacién
(Cueto-Wong et al., 2010).
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Tabla 1. Actividades antifungicas de plantas endémicas mexicanas sobre el crecimiento micelial de
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11.6. Género Erythrina y sus metabolitos antimicrobianos

El nombre de Erythrina viene del griego ‘erythrés’, que quiere decir rojo y alude al
color de las flores. Es un género con 130 especies que pertenece a la familia
Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Papilionoideae y se encuentran a través de
los tropicos, subtropicos y algunas regiones templadas en el mundo (Neill, 1994).
Varias especies han sido estudiadas por su morfologia, distribuciéon, cromosomas,
farmacologia y composicidbn quimica: alcaloides, compuestos fendlicos,
aminoacidos, etc. (Krukoff y Barneby, 1974; Garcia-Mateos et al., 2001; Araujo-
Junior et al., 2012). Las semillas son la principal fuente de compuestos alcaloides
que incrementan con la maduracién de la vaina (Garcia-Mateos et al., 2004) y en
varios casos estos alcaloides se diferencian entre especies(Garcia-Mateos et al.,
1998; San Miguel-Chavez et al., 20006).

Algunos autores, por medio de analisis fitoquimicos; han-encontrado en el género
Erythrina la presencia de terpenos y flavonoides, especialmente isoflavones,
pterocarpenos, flavonones e isoflavonones (Barakat et al., 1997; Chacha et al.,
2005; Araujo-Junior et al., 2012), los cuales han demostrado una gran variedad de
actividades bioldgicas. Por ejemplo, los isoflavonoides (pterocarpanos) aislados de
extractos de tallo de Erythrina subumbrans, exhiben actividad antimicrobiana y de
fitoalexina (Rukachaisirikul et al., 2007). Flavonoides de extractos con cloroformo
de corteza de raiz de Erythrina burttii Ball con actividad antifungica contra Candida
albicans, Trichophyton mentagrophyte, Microsporum gypsum y Saccharomyces
cerervisiae (Yenesew et al., 2005). También, extractos etandlicos y acuosos de
corteza de tallo. de E. mysorensis Gamb. muestran efecto sobre C. albicans y
Aspergillus niger (Nagaraja et al., 2011). Extractos metandlicos de hojas, corteza de
raiz: y de tallo de E. excelsa presentan actividad inhibitoria de Trichophyton
mentagrophytes y Microsporum gypsum (Ogutu et al.,, 2012). Los extractos de
etanolicos de E. variegata muestran una actividad antifungica alta contra Aspergillus
niger 'y Aspergillus fumigatus, seguida de extractos con metanol, DMSO, hexano y
acuoso con menor efecto inhibitorio (Muthukrishnan et al., 2014). Alcaloides
isoquinolinicos (epieritradina y 8-oxoerisodina) de flor y raiz de Erythrina fusca

presentan actividad antifungica contra Mucor spp., Fusarium oxysporum f. sp.
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dianthi y Aspergillus niger (Calle et al., 1997). También, la isoflavanona prenilada
(sigmoidina |) de raices de E. sigmoidea exhiben actividad inhibitoria contra

Aspergillus fumigatus (Nkengfack et al., 1994).

[1.7. El Colorin (Erythrina americana Miller)

Erythrina americana ha sido la especie del género mas estudiada en México por sus
altos contenidos de alcaloides en las semillas y su actividad farmacolégica (Soto-
Hernandez y Jackson, 1994; Garcia-Mateos, 1998) y se le conoce comiunmente
como Patol, Colorin, Zompantle o Moté (CONABIO, 2016).

La especie Erythrina americana Miller es interesante en varios puntos de vista,
incluyendo el aspecto farmacologico-bioquimico, es un arbolde 4-5 m que se abre
profusamente como una corona ramificada, tronco marron, corteza suave, hojas
alternas y trifoliadas puntiagudas. Pierde su follaje en.temporada de invierno. Sus
flores son conicas vistosas situadas en espigas terminales y aparecen
tempranamente en la primavera (Figura 1). Las legumbres y flores situadas en
espigas terminales crecen hasta 12 cm delargo con semillas oblongas de 0.7-1 cm
y de color rojo intenso. Esta planta es'endémica del pais y puede ser encontrado en
vida silvestre a 1000-2100 msnm en bosques perenes, caducifolios y xerofilos con
clima humedo-calido a clima.seco y en sitios urbanos como ornamentales en el
centro de México (Veracruz, Hidalgo, Edo. de México, Morelos, Guerrero, Puebla,
Oaxaca) (Garcia-Mateos et al., 2001). También, se puede encontrar en el Estado
de Querétaro (Saavedra-Marin y Martinez, 2007).

Aunque las flores del género Erythrina pueden tardar de 3 a 4 afios en brotar desde
la semilla (Huxley, 1992), E. americana, al igual que otras especies, es facilmente
propagada por macropropagacion vegetativa (esquejes) tan efectiva como por
germinacion de semilla, ademas presenta crecimiento rapido y forma un buen dosel
(Musalem, 1992; Garcia-Mateos et al., 2001). El método mas comun de esta
propagacién es por cortes lefiosos y se sefala que los mejores resultados obtenidos
de estos son entre 0.6 a 10 cm de diametro para cultivarlos (Llera y Meléndez,
1989). También, la especie tiene el potencial para reforestar suelos degradados o

tierras deforestadas, por ser un buen fijador de nitrégeno (Sanchez-Vélez, 1992), y

23



se han llevado a cabo métodos de cultivo en invernadero con éxito para su insercion
en ecosistemas de bosques tropicales caducifolios aridos (Fehling-Fraser y Ceccon,
2015).

Al igual que otras especies del género Erythrina, las semillas contienen gran
cantidad de compuestos secundarios de tipo alcaloide y presentan una gran
actividad antioxidante (hasta 94% con el radical DPPH con 0.5 mg/mL) (lbarra-
Estrada et al., 2011) aunque se pueden encontrar en baja cantidad en flores, hojas
y corteza. Por ejemplo, a-eritroidina, B-eritroidina, 8-oxo-a-eritroidina, erisodina,
eritralina-N-oxido, eritratina, eritralina, erithbidina, cristamidina y 3-D-glucoerisopina
han sido encontradas en las flores (Sanchez-Herrera et al., 2001; Reimann, 2007).
Compuestos como erithbidina y erisolina se han encontrado en hojas, y Unicamente
la eritratidina se ha reportado en la corteza (Garcia-Mateos et al.,, 1998). Las
aplicaciones en el area meédica dependen del extracto de cada parte de la planta: la
corteza es utilizado como contraceptivo y abortive; las semillas como depresor del
Sistema Nervioso Central (Garin-Aguilar et.al., 2000), como sedante y relajante
muscular (Sanchez-Herrera et al.,, 2001) y como plaguicida contra mosquitos
(Garcia-Mateos et al., 2004). Las flores, hojas y semillas en conjunto son usadas en
hipnosis y como antiinflamatorio en brazos, piernas y ojos por mordeduras de
insectos, abscesos y ulceras, y toda la planta puede ser utilizada para tratar la
malaria, limpiar el higado, rifiones y pulmones y los dolores de diente, espalda y
oido (Hasting 1990; Gheno-Heredia et a., 2011; Araujo-Junior et al., 2012). Las
flores son usadas.para hacer infusiones con propiedad farmacolégica, como un
alimento complementario y son altamente apreciadas por su sabor en platillos
tradicionales de la region (Garcia-Mateos et al., 2001). Se ha descubierto que el
caliz_de la flor presenta un mayor numero de alcaloides del tipo eritrinano en
comparacion con los pétalos (corola): en céliz y pétalo existen tres alcaloides del
tipo lacténico (a-eritroidina, B-eritroidina y 8-oxo-a-eritroidina); en caliz tres del tipo
diénico (eritrinina, eritralina y cristamida) y un alcaloide no identificado; y en corola
dos diénicos (eritrinina y erisodina) (Sanchez-Herrera et al., 2001). También, el
follaje de esta planta presenta carbohidratos estructurales y un porcentaje de

proteina cruda que puede ser consumida por el ganado, principalmente rumiantes,
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y puede constituir hasta un 30% de su dieta sin que tenga alguna repercusion en su
salud por los metabolitos secundarios vegetales (Oliva-Hernandez y Lépez-Herrera,
2016).

Figura 1. Flor de Colorin (Erythrina americana Miller). Foto por Rodriguez-Guadarrama.

Se ha investigado al compuesto erisovina de E. americana Miller con efecto
antifungico. El compuesto fue extraido con solventes hexano y metanol de semillas
maduras y purificado y aislado para probar su efecto contra hongos fitopatégenos:
Fusarium oxysporum, Penicillium spp., Botritys cinérea y Trichoderma harzianum.
Se encontr6 que la dosis de 8 mg/ml de erisovina inhibe el crecimiento micelial de
B. cinérea, F. oxysporum-y M. fructicola, en un 88, 57 y 43% respectivamente,
mientras que la inhibicion.de A. solani, Penicillium sp. y T. harzianum fue apenas
del 27% superiores al testigo dimetil-disulféxido (DMSO). De otra forma, esta misma
dosis de erisovina puede inhibir el crecimiento de todos los hongos, a excepcion de
Penicillium sp., de igual forma que los fungicidas comerciales Benomil, Captan® y
Daconil (Ibarra-Estrada et al., 2009). No obstante, existen otros compuestos en
distintos tejidos (flores) y en distintas concentraciones que pueden conferir una
mayor o igual respuesta de actividad antifungica; como los fenoles y flavonoides
que exhiben actividad antimicrobiana en otras especies del género (Araujo-Junior
et al., 2012) y que no han sido explorados en la especie E. americana (Garcia-
Mateos et al., 2001).
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.  HIPOTESIS
Los extractos metandlicos y/o acuosos de pétalo y caliz-pistilo de flor de Colorin
(Erythrina americana Miller) presentan una cantidad importante de metabolitos
especializados con efecto antioxidante y otras propiedades bioactivas, de las cuales
poseen una actividad inhibitoria en el crecimiento micelial de los hongos patogenos
Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum y Aspergillus flavus; o bien, inhibicién
de la esporulacién de Aspergillus flavus, de igual manera que la inhibicién de los

procesos biologicos que presenta un fungicida comercial.
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IV. OBJETIVOS
IV.1. General
Determinar la actividad antifungica de extractos de la flor de la planta Colorin

Erythrina americana Miller sobre hongos patogenos de interés agricola.

IV.2. Particulares

- Cuantificar compuestos fenodlicos (fenoles totales, flavonoides totales 'y
taninos condensados) presentes en extracto metandlico y.acuoso en
muestras fresca de flor (pétalo y caliz-pistilo) de Colorin.

- Determinar la actividad antioxidante por medio de DPPH y ABTS* presentes
en extracto metandlico y acuoso en muestras fresca de flor (pétalo y caliz-
pistilo) de Colorin.

- Determinar los tipos de compuestos fendlicosy/o organicos presentes en el
extracto de flor de colorin por técnicas cromatograficas (Espectrometria de
Masas/Cromatografia de Gases).

- Evaluar la actividad antifungica del extracto acuoso y metandlico de
diferentes partes de la flor (caliz-pistilo y pétalo) de Colorin y un fungicida
comercial (Promyl 50) sobre el crecimiento micelial in vitro de los hongos
Sclerotium cepivorum, Fusarium oxysporum, Apergillus flavus y Aspergillus
niger.

- Evaluar la actividad del extracto acuoso y metandlico de diferentes partes de
la flor (caliz-pistilo y pétalo) de Colorin sobre la inhibicion de esporulacion de

los hongos Asperqgillus flavus y A. niger.
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V. Metodologia
Los lugares donde se llevaron a cabo los experimentos fueron el Laboratorio de
Biotecnologia de Hongos, Facultad de Quimica, UAQ, para la parte de evaluacién
antifungica, el Laboratorio de Metabolitos y Nanocompositos, Facultad de
Ingenieria, Campus Aeropuerto, UAQ para la cuantificacion de compuestos
fendlicos y espectrometria de masas/cromatografia de gases; y Laboratorio-de
Fisiologia Vegetal, Campus Amazcala, UAQ, para identificacion y aislamiento de los

organismos modelos para este estudio.

icacion de los hongos y observacion en microscopio compuesto.
En este apartado, se describen los procedimientos metodolégicos para llevar a cabo

el desarrollo de esta investigacion:

V.1. Obtencién de material bioldgico de campo

La colecta de flores de la planta Colorin (Erythrina americana Miller) se realizé de
dos ejemplares en la localidad de Ejido Bolafios, municipio de Querétaro (Q) dentro
las instalaciones de la Universidad Auténoma de Querétaro, campus Aeropuerto,
(coordenadas 20°37°31” N, 100°22’15.6” O, 1981 m.s.n.m.), Estado de Querétaro,
México durante el mes de marzo-abril del afio 2018 y 2019. Las flores presentaron
un color rojo brillante ‘a rojo poco brillante, con aproximadamente 5 a 7 cm de
longitud que indica la madurez de la flor (Garcia-Mateos et al., 2001). Todas las
muestras y los ejemplares fueron identificados mediante la descripcién taxondmica
hecha por San Miguel-Chavez et al., 2006. Las flores fueron limpiadas con agua
destilada y se separaron estructuras florales: pétalos y caliz-pistilo. Cada parte floral

se congelo en nitrégeno liquido y se almacen6 a -70°C hasta su uso.

V.1.1. Datos de temperatura y humedad relativa ambiental

Los datos ambientales de temperatura y humedad relativa fueron obtenidos de la
base de datos de la estacion climatolégica del Aeropuerto Intercontinental de
Querétaro (AlIQ, 2018; AIQ, 2019), ubicada a 12 km de distancia del lugar de
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muestreo. Datos fueron analizados 8 semanas antes de la colecta de material

biologico, es decir, en los meses de enero y marzo.

V.1.2. Analisis de fertilidad de suelo donde se encuentran los ejemplares
muestreados.

El suelo fue obtenido a 30 cm de profundidad (dentro de la rizosfera) y a 30 cm de
distancia de los arboles. Se colectd aproximadamente 1 kg de suelo.
Posteriormente, el suelo de cada sitio se dej6é secar por 7 dias, fue tamizado en
malla de 2 mm y se hicieron los analisis correspondientes a fertilidad del suelo:

La determinacion de materia organica del suelo se evalua a través del contenido de
carbono organico con el método de (Walkley y Black, 1934) y de acuerdo a la NOM-
021-RECNAT-2000 Método AS-07. Este método se basa en la oxidacién del
carbono organico del suelo por medio de una disolucién de dicromato de potasio y
el calor de reaccion que se genera al mezclarla con acido sulfurico concentrado.
Después de un cierto tiempo de espera la mezcla se diluye, se adiciona acido
fosférico para evitar interferencias de Fe3+ y el dicromato de potasio residual es
valorado con sulfato ferroso. Con este procedimiento se detecta entre un 70 y 84%
del carbén organico total por lo que es necesario introducir un factor de correccién,
el cual puede variar entre suelo y suelo. En los suelos de México se recomienda
utilizar el factor 1.298 (1/0.77).

El fésforo extraible en suelo neutro a alcalino se hizo de acuerdo a la metodologia
de (Olsen and Sommers, 1982) y NOM-021-RECNAT-2000 método AS-10. Se pesod
2.5 g de suelo y se colocé en tubo de polietileno. El fésforo fue extraido con una
solucion de bicarbonato de sodio (NaHCO3s) a 0.5 M ajustada a un pH de 8.5
(solucion extractora). Se tom6 una alicuota de 5 mL del filtrado y se colocé en un
matraz aforado de 50ml. Se agregé 5 ml de solucién de acido ascérbico + molibdato
de amonio (solucion reductora). Se ley6 después de 30 min a una longitud de onda
de 882 nm. La curva de calibracion se hizo con fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4) a 200 mgl/L.

El método para la determinacioén de la capacidad de intercambio catiénico (CIC) y
bases intercambiables (Ca?*, Mg?*, Na*y K*) de acuerdo a la NOM-021-RECNAT-
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2000. Consistio en la saturacidn de la superficie de intercambio con un catién indice,
el ion amonio, lavado de exceso de saturante con alcohol; desplazamiento del cation
indice con potasio y determinacion del amonio mediante destilacion.

Método para determinar los cationes solubles (Ca, Mg, Na y K) y conductividad
eléctrica de acuerdo a la NOM-021-RECNAT-2000 Método AS-18 consiste en el
extracto de saturacién por medicion en un aparato de absorcién atdmica (Ca y Mg)
y en un espectrofotometro de flama (Na y K). El calcio y el magnesio solubles son
medidos por espectrofotometria de absorcion atémica y el potasio y el sodio por
espectrofotometria de emision atdmica en los extractos diluidos. Las interferencias

en las mediciones son eliminadas con lantano (La) y cesio (Cs), respectivamente.
V.1.3. Longitud y peso de flor de Colorin
Se midieron flores maduras al azar de la base del céliz a la punta del pétalo y se

pesaron individualmente. Se utilizaron 30 flores al azar por sitio (n=30).

V.2. Obtencion de extracto metandlico y acuoso

Las partes florales recolectadas previamente se colocaron en maceraciéon en
metanol al 99% (Fermont) (extracto metandlico de pétalo, EMP vy extracto
metanolico de caliz-pistilo, EMCPi) y en mezclas de agua destilada (extracto acuoso
de pétalo liofilizado, EAP 'y extracto acuoso de caliz-pistilo liofilizado, EACPI) en un
Orbit1000 a 60 rpm. Cada uno de los extractos se dejé reposar durante 24 h en
oscuridad; posteriormente se centrifugo (Thermo Scientific, Biofuge Primo R, USA)
a 5,000 rpm a4 °Cdurante 10 min y se recuperé el sobrenadante en un tubo nuevo.
Para los extractos acuosos, las muestras se liofilizaron (Liofilizadora LABCONCO
120355361, U.S.A.) durante 72 h (Fig. 2) y almacenaron previamente en oscuridad
hasta su uso. El extracto metandlico se sometid a rotaevaporacion (Rotaevaporador
Heildoph G1 2) a 20 rpm, 30° C (Fig. 3), para concentracién de las muestras y las
suspensiones se mantuvieron en refrigeracion y en oscuridad hasta su uso.

Posteriormente se siguié la metodologia de Cardador-Martinez et al., (2002). Se
colocaron 200 mg de muestra mas 10 mL de metanol (MetOH), puestos en agitaciéon

y posterior centrifugacion, para determinar compuestos fendlicos.
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V.3. Cuantificacibn de compuestos fendlicos

V.3.1. Fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron mediante el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocateu (Singleton et al., 1999). Este método consistio en la oxidacion de los
componentes fendlicos por el reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Lote BCBJ1586V),
el cual estd constituido por una combinacién de acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico (6xidos azules de tungsteno y de molibdeno) que se reduce en una
reaccion REDOX por causa de los fenoles. El color azul producido absorbe a una
longitud de onda de 760 nm. Para la cuantificacion de fenoles totales, se tom6 una
alicuota (40 ml) del sobrenadante obtenido de la extraccion y se llevé a un volumen
total de 500 mL de agua destilada. Posteriormente, se mezclé con 250 uL del
reactivo de Folin-Ciocalteu (1 N) y se adicion6 1.25 mL de Carbonato de Calcio
(Naz2COs, Karal Lote 23745) al 20 % y se dejo reposar en ausencia de luz por 2 h a
temperatura del ambiente. Transcurrido este tiempo, se midi6 la absorbancia (abs)
en un espectrofotdmetro (Thermo Scientific, MULTISKAN Ascent 1.0) a 760 nm. La
cuantificacion se realiz6 interpolando los resultados en una curva estandar de acido
galico (A.G., Sigma SLBW1278) de 0 a 20 pg. Los resultados se expresaron como
miligramos Equivalentes de A.G. por gramos de muestra de flor de Colorin (mg Eq.
A.G. / g de flor de Colorin).

V.3.2. Taninos condensados

La cuantificaciébn de taninos condensados se realiz6 siguiendo el procedimiento
realizado por Feregrino-Pérez et al. (2008) modificando para su uso microplacas de
96 pozos. Al sobrenadante obtenido de la extraccion (50 yL) se le agregé 200 pL
de solucion de vainillina (Fluka lote 0001415069) al 0.5 % de reciente preparacion
(vainillina 1 % en MetOH y HCI 8% en MetOH en una relacion 1:1). Posteriormente,
se preparo un blanco adicionando 50 yL de MetOH y 200 pL de HCI (J.T. Baker lote
9535-02) al 4 %. Para cuantificar los taninos condensados se midi6 la abs. a 492

nm en el espectrofotdometro MULTISKAN 1.0 utilizando una curva estandar de (+)
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Catequina (Sigma Lote BCBV0725) y los resultados obtenidos se expresaran como

mg Eq. de (+) C / g flor de Colorin.

V.3.3. Flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides totales se realiz6 lo descrito por Oomah et al.
(2005). La determinacion se realizd con 50 pl del extracto metandlico y acuoso de
la muestra agregando 180 pL de agua destilada o metanol y 20 uL de solucién 2-
aminoetildifenilborato (Sigma Aldrich Lote BCBK7607V) 1%. Se midio la abs en
equipo espectrofotométrico visible MULTISKAN 1.0 con filtros de 404 nm y se
interpolaron los resultados con la curva estandar a diferentes concentraciones (0-
50 mg/mL) de Rutina (Sigma Lote 128K1177) expresandolos como mg Eqde R/ g

flor de Colorin.

V.4. Determinacion de tipos de acidos fendlicos por espectrometria de masas-

cromatografia de gases (EM-CG).

Se pesd 10 mg de muestra liofilizada (pétalo, céliz y pistilo) en un tubo de 2 mL y se
afiadié 1 mL de metanol grado HPLC (Karal 2100). Se sonic6 (Elmasonic E 30 H,
Singen) durante 8 h hasta disolverse perfectamente. Se centrifugd a 14,000 rpm
durante 10 min a 4°C y el sobrenadante se transfirié a un tubo ambar de 900 pL.
Posteriormente, las muestras se evaporizaron con nitrogeno gaseoso y agregé 50
ML agente derivatizante (N,0-bis[trimetilsilil]trifluoro acetamida, BSTFA, Sigma-
Aldrich Lote BCBW2670). Se agité por 2 min a temperatura ambiente. Se utilizd un
EM-CG Agilent 7890 AA con un detector cuadrupolo 5975, con un sistema de
ionizacion de 50 eV en un rango de masas de 50-700 m/z. Columna HP-SMS (30 m
x 0.25mm x 0.25 pm) en modo spletess temperatura del inyectos 250°C y el tiempo
de spletess de 2.5 min. Temperatura inicial de la corrida fue de 100°C/1 min,
posteriormente aumento 220°C a una razon de 6 °C/min (durante 1.23 min); luego
incremento a 290°C a razéon de 10°C; 310°c a razén de 40°C por 7.5 min. Gas

acarreador fue helio 1 mL/min.

V.5. Medicion de capacidad antioxidante
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V.5.1. Actividad antioxidante con DPPH

Se utiliz6 el método de Fukumoto y Mazza (2000), modificado de Brand -Williams et
al., 1995, adaptado para su uso en microplaca de 96 pozos. Se realizo la
preparacion del reactivo Difenil-Picril-Pidrazilo (DPPH) en matraz aforado de 25 mL
con MetOH y se adicion6 al sobrenadante de la extraccion de la muestra. Se midio
la abs en el espectrofotometro MULTISKAN 1.0 a 520 nm cada 10 min durante 90
min. La microplaca se mantuvo cubierta con papel aluminio a temperatura ambiente
en cada pre-lectura. Se utilizdé una curva estandar de acido carboxilico £-6-Hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2- (TROLOX, Aldrich Lote BCBGS5969V) en

concentraciones de 0.05-0.8 mM.

Célculo de la actividad antioxidante (aaDPPH):

aaDPPH =100 * (1 - Amuestra / Acontrol)
(2)

El resultado indic6 decoloracion del DPPH, donde aaDPPH = % de actividad
antioxidante con el reactivo DPPH; Amuestra = abs. de la muestra de flor de Colorin a

520 nm; y Acontrol = abs. del control (ausencia de antioxidante).

También, se calculd la capacidad antioxidante mediante una curva estandar,
TROLOX (TEAC):

TEACmuestra = Amuestra/(m*[muestra])

Donde Amuestra = abs de la muestra a 520 nm; m = pendiente de la curva de

calibracion (); y [muestra] = concentracion de cada muestra.

V.5.2. Actividad antioxidante con ABTS*
El método consistid del uso de 2,2-azinobis, 3-etil-benzotiazolin,6-acido sulféonico
(ABTS, Sigma Lote SLBG1958V) (Nenadis et al. 2004), modificado en microplaca

de 96 pozos. Se adicionaron 19.20 mg de reactivo ABTS y se afor6 a 5 mL con H20
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destilada; después, se agregaron 88 pL de Persulfato de Potasio (K2S20s, Fermont
Lote 58842) a una concentracion de 140 mM para la formacion del radical ABTS*
ocultandose de la luz por 12 h. Se monitore6 la abs con el MULTISKAN 1.0 a una
longitud de onda de 734 nm, de 0.7 y 1.0 unidades. Se prepararon las muestras en
microplaca de 96 pozos con las concentraciones del extracto y ABTS+, como control
se utiliz6 metanol y ABTS* y como blanco la muestra y metanol. Las absorbancias
se midieron a 734nm por un lapso de 0 a 2 minutos. Se utilizé una curva estandar
utilizando TROLOX en concentraciones de 50 a 800 uM. Los resultados se
expresaron en mM de TROLOX/ g flor de Colorin.

El porcentaje de inhibicidn se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

abs.inicial — abs. final
aaABTS = — * 100
abs. inicial

Donde aaABTS = el % de la actividad antioxidante con el reactivo ABTS™.

Por otra parte, los resultados obtenidos de DPPH y ABTS* fueron expresados como
la concentracion media inhibitoria (ICs0), calculadas de la curva de inhibicion de
dosis-respuesta por un algoritmo de regresion no linear (polinébmica de segundo
grado) con la ayuda del programa estadistico GraphPaD Prisma version 7 para
Windows, San Diego California, USA, 2007.

V.6. Preparacion de medios de cultivo para hongos

El hongo de Asperqgillus flavus (cepa positiva a aflatoxina, +) y el hongo Aspergillus
niger (N402), como hongo control no patoégenico, fueron obtenidos del Laboratorio
de Biotecnologia de hongos de la Facultad de Quimica, UAQ bajo el resguardo del
Dr. Sergio de J. Romero Gomez; y los hongos Fusarium oxysporum 'y Sclerotium
cepivorum (Cepa 1, C1, y cepa 2, C2) fueron obtenidos del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo Experimental

Bajio, Celaya, Guanajuato.

34



Se prepararon medios de papa dextrosa agar (PDA, MCD LAB Lote 704218D002)
pH 5.6 para cultivar los hongos de estudio. Las esporas de los hongos Aspergillus
flavus (+) y Asperqgillus niger N402 se cultivaron en un matraz Erlenmeyer con 25
mL de medio PDA previamente esterilizado. Se dejaron incubar a 29 °C durante 72
h. Una vez teniendo un cultivo vigoroso de esporas se anadio 25 mL de agua
destilada con Tween 20 (Meyer TG011500) al 0.1%. Las esporas fueron removidas
con agitador magnético previamente esterilizado y el sobrenadante se recuperé en
un tubo nuevo. La concentracion de esporas de cada cultivo se determiné utilizando
una camara de Neubauer doble (hemocitdmetro Merienfeld, Alemania) de acuerdo
al método de conteo (Absher, 1973) y se realizaron las diluciones pertinentes con
agua destilada estéril hasta obtener una concentracion de 5x 10* esporas/mL de
los hongos Asperqillus flavus (+) y Aspergillus niger N402 para cada ensayo
experimental. Los hongos de Fusarium oxysporum y Sclerotium cepivorum-C1 vy -
C2 se cultivaron en medio PDA en cajas Petri 90x15 mm durante 5 dias a 28°C. De
estos ultimos se obtuvieron discos miceliales de aproximadamente 0.45 cm de

diametro para las pruebas inhibitorias de crecimiento micelial.

V.7. Evaluacién de la actividad antifungica sobre crecimiento micelial de los hongos

El extracto de flor de Colorin del sitio de Querétaro (Q) fue escogido para las
pruebas antifungicas debido a la practicidad del material biolégico disponible. La
evaluacion de los extractos de flor como agente antifungico (fungicida o fungistatico)
se llevara a cabo mediante el método de dilucién en medio Agar Dextrosa de Papa,
PDA (Guerrero-Rodriguez et al., 2007) en cajas de tejido celular (1.6 cm de
didmetro, 24 pozos). Las concentraciones de extractos metandlicos de pétalo de flor
de Colorin fueron de 0.1 (100 ppm), 0.5 (500 ppm), 1 (1000 ppm) y 2.5 (2500 ppm)
mg Eq. de Acido Galico/mL de solucién PDA + extracto para pétalo (EMP)y 0.1 (100
ppm), 0.5 (500 ppm) y 1 (1000 ppm) mg Eq. De A.G./mL para Caliz-Pistilo (EMCPi).
Las concentraciones para los extractos acuosos fueron de 0.1 (100 ppm), 0.5 (500
ppm) y 1 (1000 ppm) mg Eq. de A.G./mL de solucion para pétalo (EAP) y 0.1 (100
ppm) y 0.5 (500 ppm) mg Eq. A.G./mL de solucion para caliz-pistilo (EACPi). El

fungicida quimico comercial utilizado fue Promyl 50 (Benomilo: metil-1-
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(butilcarbamoil) benzimidazol-2-il-carbamato) preparado al 0.1 mg/mL (100ppm) de
solucién PDA + ingrediente activo. El metanol absoluto (99%) + PDA y medio PDA
+ agua fueron utilizados como controles negativos. La adicién de los extractos y
soluciones de control negativos se afiadieron en una mezcla homogénea previo a
la solidificacion del agar concentrado al 150%. Se prepararon suspensiones
acuosas con 5x10* esporas por mL de los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus
niger. Después se tomé 2 uL de cada suspension para inocular en cada uno de los
pozos de la caja de tejidos. Para el caso de Sclerotium cepivorum 'y Fusarium
oxysporum se tomaron propagulos de micelio (aproximadamente de 4.5 mm de
diametro) y se sembraron en cada uno de los pozos de la caja de tejidos. Todos los
tratamientos fueron incubados entre 25 y 28°C, humedad relativa de 60-70%. Se
monitoreo a las 24 y 48 h para su cuantificacion en relacion al porcentaje de
inhibicién micelial de los hongos con respecto a cada tratamiento de los extractos
de flores de Colorin. Fue determinado como efecto fungicida al no presentar
crecimiento durante las proximas 48 h; o bien, como efecto fungistatico al no

presentar crecimiento a las 24 h pero si alas 48 h.

El porcentaje de inhibicion se calculd mediante la siguiente ecuacién: las areas de
crecimiento micelial por tratamiento (area de ensayo) respecto al area de

crecimiento micelial en PDA + agua (area control):

.. Areacontrol — Area ensayo
% inhibicion = X ol * 100
rea contro

V.8. Evaluacién de la actividad antifungica de esporulacién de los hongos

Asperqillus spp.

Posteriormente a los ensayos de inhibicion de crecimiento micelial, los hongos de
A. flavus (+) y A. niger N402 con cada uno de los tratamientos fueron incubados en
72 h a 28°C. Después, discos de micelio de 1.5 cm con las esporas fueron

transferidas a tubos de 50 mL con 10 mL de Tween 20 al 0.1% estéril, segun la
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metodologia de (Babu & Singleton, 2009). Las esporas fueron removidas en
agitacion con el orbit1000 a 200 rpm por 4-5 h. Después, con la ayuda de un voértex
se agito rapida y vigorosamente antes de tomar el sobrenadante y pasarlo a un tubo
nuevo. La solucion con esporas fue filtrada con papel Whatman nim. 3 estéril para
remover el agar y el micelio adyacente. Finalmente, se realizé un conteo de esporas
con la camara de Neubauer para cada uno de los tratamientos y se compard con

respecto al control negativo PDA+Agua.

V.9. Analisis estadistico

Todos los tratamientos de actividad antifungica se realizaron por cuadriplicado
(n=4). Los ensayos de determinacion de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante se realizaron por triplicado (N=3) con muestras escogidas al azar y tres
repeticiones (r=3). Los datos ambientales (temperatura y humedad relativa) fueron
promediados por semana en los meses de enero y febrero, es decir, datos de 7 dias
por semana. Se utilizo el programa estadistico GraphPad Prisma (version 7.0, 2007,
USA) para la realizacion de las. graficas y analisis estadistico. Los resultados
obtenidos se expresaron como Media + Error Estandar (E.E.). Se utilizé analisis de
varianza (ANOVA) de una via con post-prueba de Dunnett para las actividades
antifungicas de crecimiento micelial y post-prueba de Tuckey para la actividad
antifungica de esporulacion y determinacion de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante de cada estructura floral (pétalo y caliz-pistilo). Diferencias

significativas fueron igual o menor a 0.05 (a=0.05).

VI. Resultados y discusion

VI.1. Datos ambientales y medidas morfométricas de la flor de Colorin
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Figura 2. Temperatura y humedad relativa media ambiental en el sitio de muestreo: Ejido Bolafios, Querétaro,
Qro. de los tres diferentes sitios. Lineas y puntos representan promedios + error estandar de datos diarios por
cada semana. Temperatura media (°C) es linea azul y Humedad Relativa (% HR) es linea verde. Las semanas
corresponden a la semana 1-4 del mes de enero (Ene s1-s4) y semana de 1-3 del mes de febrero (Feb s1-s3).
Cruz roja (+) indica el tiempo de colecta de muestras de flores Fuente: Datos Climatoloégicos de la Estacion
Aeropuerto Intercontinental de Querétaro, El Marqués, Querétaro (AlQ, 2019).

Tabla 2. Datos morfométricos de las flores de Colorin y analisis de fertilidad del suelo del sitio de colecta. Arboles

n=2, flores n = 30, suelo analizado n=2.

Arbol Medicién

Altura (m) 49+1.31

Area dosel (m?) 11.85+7.26

Flores

Largo (caliz-petalo) cm 5.6+0.04

Peso (cdliz-petalo) mg 389+16.4

Numero de flores maduras por inflorescencia 34+9.29

Suelo Interpretacion
Materia orgdnica % 346+ 0.84 Media
Conductividad eléctrica (dS/m) 0.334+£0.002 Imperceptible salinidad
Capacidad de intercambio catidnico [Cmol(+)/kg] 29.85+8.63 Alto

Nitrogeno mineralizable (kg N/Ha) 73+22.34 Aporte por ciclo (*¥*)
Fésforo aprovechable (mg/kg) 4.18+0.18 Bajo

Calcio (mg/Kg) 8291.47 £1201.65 Alto

Magnesio (mg/Kg) 1535.66+1198  Alto

Potasio (mg/Kg) 409.815 +237.59 Medio

Sodio (mg/Kg) 443.485+33.43  Bajo

(**) Estimacidn valida para cultivos de verano segun la clasificacién NOM-021-SEMARNAT-2000
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La colecta de flores de Colorin (Erythrina americana Miller) se llevo a cabo en la
ultima semana del mes de febrero y la primera semana del mes de marzo, tiempo
en la que las flores empezaron a madurar y a caer de la inflorescencia. También,
coincide con el inicio del aumento de temperatura por la primavera y estimulo de
floracidn de esta especie tipo caducifolia, segun lo reportado anteriormente (Krukoff
& Bernabe, 1973). La longitud de las flores de 5.6 cm es ligeramente menor (Tabla
2) a lo senalado en (Sanchez-Herrera et al., 2001) que es casi de 7 cm de longitud.
Probablemente, esto se deba a las condiciones intrinsecas y/o extrinsecas del
ejemplar y del lugar donde habita. No obstante, en el analisis de fertilidad de suelo
hay una cantidad baja de fésforo aprovechable lo que puede indicaruna disminucion
del crecimiento del sistema del vastago, que incluye ramas, hojas y flores, y un
aumento del crecimiento del sistema radicular (Hansen and Lynch, 1998; Wissuwa,
2003).

VI.2. Concentracion de compuestos fenodlicos y actividad antioxidante de flor de

Colorin.
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Figura 3. Cuantificacion de compuestos fendlicos de extractos acuosos (EA) y extractos metanolicos (EM) de
pétalo (P) y caliz-pistilo (CPi) de flor de Erythrina americana Miller en muestras fresca. N=3, r=3, ANOVA una
via, prueba de Tuckey, p<0.05. Letras diferentes indican diferencia significativa. a) Fenoles Totales, mg
Equivalentes de Acido Galico / g de muestra fresca, F = 44.26; b) Flavonoides Totales, mg Equivalentes de Rutina / g de

muestra fresca, F = 49.23; c) Taninos Condensados, mg Equivalentes de (+) Catequina / g de muestra fresca, F = 62.63.

La concentracion de compuestos tipo fendlico es mayor en la estructura de pétalo

que la estructura de caliz-pistilo de la flor de Colorin, tanto en extracto metandlico y
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acuoso (Fig. 3). Esto demuestra que existe una cantidad de compuestos fendlicos
diferente en cada estructura floral, lo cual se correlaciona a los tipos diferentes de
alcaloides encontrados en el trabajo de (Sanchez-Herrera et al., 2001). En los
compuestos de fenoles totales, la concentracion de extractos acuosos y metandlicos
se mantiene igual (Fig. 3, a). Sin embargo, en la concentracion de flavonoides
totales y taninos condensados, la extraccion acuosa de pétalo es mayor a la
extraccion metandlica de pétalo (Fig. 3, b y c). Esto es contrario a lo esperado, ya
que el solvente metanol extrae compuestos fendlicos insolubles en’ agua
(predominantemente los que estan en paredes celulares) y compuestos fendlicos
solubles en agua (Randhir et al., 2004; Eghdami and Sadeghi, 2010). Sin embargo,
se ha reportado que solventes organicos mezclados con agua son mejores
extractores de metabolitos que los solventes organicos absolutos (Sultana et al.,
2009; Do et al., 2014).
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Método de Capacidad Antioxidante

Figura 4. Actividad antioxidante de extractos acuosos (EA) y extractos metandlicos (EM) de pétalo (P) y caliz-
pistilo (Cpi) de flor de Erythrina americana Miller en muestras fresca. N=3, r=3, ANOVA una via, prueba de
Tuckey, p<0.05. Letras diferentes indican diferencia significativa. Porcentaje de a) actividad antirradical por el
método de DPPH, F = 26.57 y b) capacidad antioxidante por el método de ABTS+ en un gramo de muestra
fresca, F = 14.92. c) cantidad de muestra fresca (expresada en mg de flor de Colorin) para alcanzar el 50 %
(IC50) de-inhibicion del radical (DPPH y ABTS+), Fmuestra = 29.09, Fmétodo = 3.585 p = 0.0635, Finteraccion = 0.6809
p =0.5674.

Es recomendable que al menos dos métodos de actividad antioxidante se apliquen
para obtener informacién mas comprensible acerca del material de estudio. Con el
método de ABTS se puede medir la actividad de los compuestos de naturaleza

hidrofilica y lipofilica, mientras que el método de DPPH solo mide la actividad de los
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compuestos capaces de disolverse en un medio organico. Ademas, ABTS posee
mas picos de absorbancia en la lectura del espectrofotdmetro (Pérez-Jiménez et al.,
2008). En este caso, la actividad antioxidante de cada método no es significativo
entre el grupo de muestras (Fig. 4, a y b). Por otra parte, la actividad antioxidante
del extracto acuoso de pétalo de Colorin es mas alta que el resto de los grupos,
incluso que el extracto metandlico de pétalo. Esto se correlaciona a los altos niveles
de Flavonoides Totales y Taninos Condensados del extracto acuoso de pétalo
(EAP) medidos anteriormente, los cuales reflejan el efecto de capacidad de
inhibicion del radical oxidativo.

Por otra parte, los niveles de compuestos fendlicos y actividad antioxidante medidos
en este estudio son superiores en un 20% y 800%, respectivamente, a los obtenidos
en flores maduras de Colorin en el trabajo de (Bernardino-Nicanor et al., 2016),
posiblemente a la procedencia de origen del material biolégico. No obstante, existen
otras Fabaceas con mayores niveles de fenoles totales, como las flores de Bauhinia
kockiana (82.8 mg Eq de A.G./g) (Chew et al., 2009), o de Anthyllis aurea (108.9 mg
Eq de A.G./g) (Godevac et al., 2008). Aunque puede ser comparado a otras
Fabaceas como las flores de Astragalus compactus (Naghiloo et al., 2012), con
similar cantidad de compuestos fendlicos y actividad antioxidante. A pesar de que
la actividad antioxidante de EAP es alta en ambos métodos de ABTS y DPPH, la
cantidad de muestra necesaria para inhibir el 50% del radical ICso (Fig. 4, c) es muy
altay por lo tanto posee una actividad antioxidante baja de acuerdo a la clasificacién
de (Kuete and Efferth, 2010) que el ICs0 debe ser menor a 0.1 mg de muestra / mL.
Si lo comparamos al alcaloide aislado y purificado erisodina extraido de cotiledén
de semilla de Colorin, este posee una mayor actividad antioxidante con ICso de
0.012 mg/mL (lbarra Estrada et al., 2011).

VI.3. Obtencion de compuestos presentes en flor de Colorin a través de

Espectrometria de Masas/Cromatografia de Gases (EM/CG).
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Tabla 3. Resumen de compuestos organicos de pétalo de Colorin obtenidos de EM/CG. m/z,
relacion de masa-carga; min de retencién, minuto de retencion en la columna EM/CG; P. M., peso

molecular.
; Min. de L .
Nam. Nombre del compuesto m/z L. P.M. Funcién Referencia
Retencion
- L . Precursor de poliésteres. Y produccién de
5 Acido Butapedpngg, éster bis 99 5.519 262 especies reactivas de oxigeno (ROS). Disruptor ~ USEPA, 2012
(trimetilsilil) . )
endocrino potencial.
- : . Actividad anti-inflamatoria y antioxidante, Rahuman et al.,
49 . Ac@o. Hex’ac'iecanOICQl, ester 157 17.521 328 nematicida, pesticida y larvicida potente de 2000; Aparna et
trimetilsilyl (Acido palmitico TMS) )
mosquito al., 2012

Acido graso poliinsaturado. Efecto antiinflamatorio.
59 Acido Linoleico éster trimetilsili 122 19.744 35p ~ ormaradicales lipidicos que en combinaciones - Peyrat-Maillard

con compuestos fendlicos puede ser sinérgico en et al., 2003

efecto antioxidante o efecto proxidante.
Es una amida del &cido oleico (acidos grasos).
69 9-Octadecenamida, (Z) (Andogen 124 21479 281 Ipduce suefio en anlmaleg e interactua con los NCBI, 2019
73) sistemas de neurotransmisores y receptor CB1
del sistema regulado por ¢annabinoides.
Glicérido de un acido graso y un glicerol. )
Componentes minimos de tejidos de plantas y Wishart et al.,

92 1-Monopalmitin éster trimetilsilil 164 251 474 } . 2018; Gosh et

animales. Detergente fuerte y efecto disruptor en al. 1997

membrana.

Es un fitoesterol. Utilizado como aditivo en
116 Stigmasterol éter trimetilsilil 324 33.676 484 alimentos, como antiinflamatorio. Representa el Yang 2007
0.1% de lipidos en plantas. Resistente a oxidacion.

Acido graso saturado de larga cadena (Acido

Acido Tetracosanoico, éster lignocérico) presente en paredes celulares de

113 . . " NCBI, 2019
trimetilsilil 147 1.0 440 plantas. Es un bioproducto de la produccion de
lignina.
Tocoferol-y-tms-derivado (masa Compuesto por varios fenoles. Actividad
118 K 4 L NCBI, 2019
alta adjustada=100%) 77 37.85 88 antioxidante. Menos que Tocoferol alfa.
Compuesto organico de la fam. de polialcoholes
53 Mio-Inositol, 1'. 2,3.4,‘5l,6-hexak|s- 99 18.627 612 pres?ntg enl !as mem’branas plasm?tlcas. NCBI, 2019
O-(trimetilsilil)- Sefializacion y moléculas mensajeras
secundarias.
D-(-)-Fructofuranosa, - .
32 pentakis(trimetilsili) éter (isomero 208 14.106 540 Monosacarido soluble en agua, alcohol y o éter. g, 504
1) Presente en todas las frutas dulces
72 13-Docosenamide, (2)- 217 21793 337 Causa movilidad reducyfia y ligera disminucién de NCBI, 2019
la atencion en ratas
Alcaloide opiaceo (tebaina). Potencial analgésico
83 Oripavina 232 23116 313 comparado a la morfina. Toxicidad severa que NCBI, 2019

causan conculsiones tonicas hasta la muerte en
ratas.
Ver Apéndice |, Tabla 9

10 mg de muestra liofilizada de pétalo + 1 mL de metanol grado HPLC. 50 yL agente derivatizante (N,0-
bis[trimetilsilil]trifluoro acetamida, BSTFA). EM-CG Agilent 7890 AA con un detector cuadrupolo 5975, con un sistema de
ionizacion de 50 €V en'un rango de masas de 50-700 m/z. Columna HP-SMS (30 m x 0.25mm x 0.25 ym) en modo spletess
temperatura del inyectos 250°C y el tiempo de spletess de 2.5 min. Temperatura inicial: 100°C/1 min; luego, 220°C a una
razén de 6 °C/min (durante 1.23 min); 290°C a razén de 10°C; 310°c a razon de 40°C por 7.5 min. Gas acarreador: helio 1
mL/min.

La oleamida (9-Octadecenamida, (Z) 6 Andogen 73) encontrada en el extracto de
pétalo de Colorin en este estudio (Tabla 5) es un compuesto de los acidos grasos
que tiene su propiedad bioactiva en la depresion del sistema cannabinoide del
Sistema Nervioso Central en animales (NCBI, 2019) e induce el sueio. La oripavina
(alcaloide) funciona como un analgésico comparado a la morfina, pero a dosis altas
causan convulsiones y muerte en ratas (Yeh, 1981). Esto se correlaciona a la

actividad de la flor de Erythrina sp. reportada como sedativa (Garcia-Mateos et al.,
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2001) y ansiolitica con 500 mg de flor/kg (Bonilla Rodriguez, 2013). Ademas, se
encontré la presencia del compuesto del Acido Hexadecanoico, éster trimetilsilil, el
cual se ha reportado con actividad antioxidante y antiinflamatoria (Aparna et al.,
2012), actividad pesticida, es especial contra larvas de mosquito (Rahuman et al.,
2000) y actividad antimicrobiana (Abubakar et al., 2016).

Esto también se enlaza al efecto inhibitorio del crecimiento de algunas bacterias que
presento el extracto de pétalo de Colorin en un estudio anterior (Bata-Garcia, 2014).
Hay una cantidad de acidos grasos como el acido linoleico, que tiene implicaciones
antiinflamatorias y forma parte de la ruta bioquimica de la oxidacién de los lipidos y
efecto antioxidante en sinergismo con compuestos fenélicos (Peyrat-Maillard et al.,
2003). Ademas, el compuesto acido Tetracosanoico, éster trimetilsilii es un
bioproducto de la lignina, el cual es un compuesto de la pared celular en plantas
que da rigidez estructural (NCBI, 2019). Por otro lado, existen hongos que pueden
degradar estos compuestos de la lignina y aprovecharlos como sustrato para el
crecimiento y desarrollo (ten Have and Teunissen, 2001). EI compuesto 1-
Monopalmitin éster trimetilsili puede funcionar como detergente y provocar

disrupcién en las membranas celulares (Ghosh et al., 1997).

Los compuestos organicos del extracto de caliz de Colorin son similares a los de
pétalo (Tabla 4). EI compuesto 1-Hexadecanol, el cual es un derivado de los
terpenos (metabolitos especializados), estd reportado para tener actividad
antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis a una concentracibn minima
inhibitoria de 8ug/mL (Cantrell et al., 2001). Otro metabolito importante y con efecto
antifungico es el acido benzoico, le cual se transforma a benzoato y causa
interferencia en la via de glucdlisis y cambios de pH a nivel celular del
microorganismo (Krebs et al., 1983). Se ha reportado que derivados del acido
benzoico pueden afectar el crecimiento micelial del hongo Eutypa lata a través del
tiempo (Amborabé et al., 2002). EIl alcaloide presente (uleina, 1,12-dihidro-13-
hidroxi) esta reportado para tener un efecto anti-malaria con una concentracion ICso
de 1 ug/mL (Dolabela et al., 2015). También, existen otros dos alcaloides, de los
cuales la equitamida no se conoce una actividad biolégica (Salim et al., 2004) y el

aspidospermidin tiene efecto a nivel de receptores adrenérgicos en tejidos (Deutsch
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et al., 1994). Por otra parte, la estructura de caliz presenta una gran cantidad de

compuestos polisacaridos y ésteres lipidicos (ver Apéndice 1, Tabla 7) en

comparacion a la estructura de pétalo.

Tabla 4. Resumen de compuestos organicos de caliz de flor de Colorin obtenidos de EM/CG. m/z,
relacion de masa-carga; min. de retencion, minuto de retencion; P. M., peso molecular.

Min. de

Nam. Nombre del compuesto m/z . .M. Funcién Referencia
Retencion
L. X , Actividad anti-inflamatoria y Rahuman et al.,
62 mrﬁ;ﬁ;He()/(fggga:ﬁi};iS%S) 157 17.533 328 antioxidante, nematicida, pesticiday . 2000; Aparna et
Y P larvicida potente de mosquito al., 2012
Acido graso poliinsaturado. Efecto
antiinflamatorio. Forma radicales
74 Acido Linoleico éster trimetilsii 252 19.777 35p llpidicos que en combinacionss con - Peyrat-Mailiard et
compuestos fenolicos puede ser al., 2003
sinérgico en efecto antioxidante o
efecto proxidante.
Es un fitoesterol. Utilizado como
. . - aditivo en alimentos, como
121 Stigmasterol éter trimetilsilil 324 33.644 484 antiinflamatorio. Representa el 0.1% Yang 2007
de lipidos en plantas. Antioxidante
Glicérido de un acido graso y un
glicerol. Componentes minimos de Wishart et al
104 1-Monopalmitin éster trimetilsilil 164 25.057 474 tejidos de plantas y animales. 2018 v
Detergente fuerte y efecto disruptor
en membrana.
Acido Hexadecanoico. éster Actividad anti-inflamatoria y Rahuman et al.,
60 trimetisilyl (Acido almiti’co T™S) 231 17.446 328 antioxidante, nematicida, pesticiday  2000; Apama et
Y P larvicida potente de mosquito al., 2012
Derivado de un aminoécido,
' . . precursor de piroglutamato.
L-Proline, 5-oxo-1-(trimethylsilyl)- Paul .
17 ol e’. S-oxo .(t imethylsilyl)- 83 8.924 273 Relacionado a procesos de aulose et al.,
trimethylsilyl ester S ; 2013
destoxificacion de células vegetales y
resistencia a sequia.
Es una amida del &cido oleico (acidos
grasos). Induce suefio en animales e
97 9-Octadecenamida, (2) (AmidQ) 181 23214 281 interactla con los sistemas de NCBI, 2019
neurotransmisores y receptor CB1
del sistema regulado por
cannabinoides.
9  5a-Cholest-8-en-3-one, 14-metil- 173 24.092 39 |ipidos de membrana. Sefalizacion - Simons & Toomre,
de interacciones proteina-proteina. 2000
Intermediario en la formacién de otros
93 Acido Eicosanoico, éster trimetilsill 64 22.487 34 ~ acidos grasos yelongacion de dcidos g pgq
estearicos. Importante en acidos
grasos vegetales.
Alcohol graso (derivado de terpeno).
83 2-Hexadecanol 184 21.099 242 Inhibicién de M. tuberculosis (CMI 8
pg/mL)
Intermediario para la produccién de Krebs et al. 1987
. : : : b ‘g rebs et al., ;
b, Benzoic a(l:|d, 4-[(tr‘|methyI5|IyI)oxy]-, 85 10.637 280 fenqlgs (metgbf)lltqs e§pe0|al|zad-os). Amborabé et .
trimethylsilyl ester Actividad antifungica, interferencia a 2002
nivel de glucolisis.
70 Curan, 16,17-didehidro-,20.xi.- 222 19.397 280 Alcaloide Salim et al., 2004
(Equitamidina)
9  Uleine, 1,12-dihydro-13-hydroxy- 180 2291 284 Alcaloide. Actividad antimalaria D@52 2!
Aspidospermidin-17-ol. 1-acetyl Indol-alcaloide presente en el género Deutsch et al
71 pidosp ' ty 128 19.538 414 Aspidospera. Actividad de bloqueo oo &t 8l

19,21-epoxy-15,16-dimethoxy-

Ver Apéndice |, Tabla 10

adrenérgico de varios tejidos urinarios

1994
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10 mg de muestra liofilizada de caliz + 1 mL de metanol grado HPLC. 50 pL agente derivatizante (N,0-bis[trimetilsilil]trifluoro
acetamida, BSTFA). EM-CG Agilent 7890 AA con un detector cuadrupolo 5975, con un sistema de ionizacion de 50 eV en
un rango de masas de 50-700 m/z. Columna HP-SMS (30 m x 0.25mm x 0.25 ym) en modo spletess temperatura del
inyectos 250°C y el tiempo de spletess de 2.5 min. Temperatura inicial: 100°C/1 min; luego, 220°C a una raz6n de 6 °C/min

(durante 1.23 min); 290°C a raz6n de 10°C; 310°c a razon de 40°C por 7.5 min. Gas acarreador: helio 1 mL/min.

Tabla 5. Resumen de compuestos organicos de pistilo de Colorin obtenidos de EM/CG. m/z,

relacién de masa-carga; min. de retencion, minuto de retencién en la columna EM/CG; P. M., peso

molecular.
. Min. de L. .
Num. Nombre del compuesto m/z . P. M. Funcion Referencia
Retencion
Acido Hexadecanoico, Actividad anti-inflamatoria y antioxidante, Rahuman et al.,
64 éster trimetilsilyl (Acido 157 20.319 328 nematicida, pesticida y larvicida potente de 2000; Aparna et
palmitico TMS) mosquito al., 2012
Es un fitoesterol. Utilizado como aditivo en
123  Stigmasterol éter trimetilsilil 324 39.368 484 alimentos, como antiinflamatorio. Representa Yang 2007
el 0.1% de lipidos en plantas. Antioxidante
Acido graso poliinsaturado. Efecto
a-Acido Linoleico éster antunﬂamlator!o. Foifpa radicales I|p|d|cc35. que Peyrat-Maillard et
68 AT 265 23.658 350 en combinaciones con compuestos fendlicos
trimetilsilil Q) o al., 2003
puede ser sinérgico en efecto antioxidante o
efecto proxidante.
Tipo de vitamina E. Actividad antioxidante
119 (+)-a Tocoferol, O-trimetilsilil- 259 38.013 502 variable, de acuerdo al nimero de los grupos NCBI, 2019
metilos y al tipo de isoprenoides
Alcaloide opiaceo (tebaina). Potencial
74 Oripavina 299 29.599 297 analgésico comparado a Ia. morﬁn'a..Toxmldad NCBI, 2019
severa que causan conculsiones tonicas hasta
la muerte en ratas.
Es un tipo de caratenoide presente en plantas Gupta &
129 Neuroporaxantina 480 41.601 498  yalgunos hongos, como Gibberella fujikuroi y A P
yyachamy, 2012
Neurospora crassa
Monoterpenoide relacionado a la supresion de
89 Aucubln_a, et_er_l_wexakls 269 32.971 778 TNF-g (factor alfa de necrosis tum'oral). Bone & Mills, 2013
(trimetilsilil) Mecanismo de defensa contra hervivoros.
Actividad antinflamatoria.
Producto metabdlico de 1,5 anhidro-D-
28 1,5—Anh|dr_o—D_—sor_b|t‘c?I, éter 230 15776 452 fru_ctosa. Suplefne_nto allmen_t|C|_o cor_m NCBI, 2019
tetrakis(trimetilsilil) beneficios como antioxidante, antimicrobiano y
antidiabético
Es un alacaloide opioide que funciona como
78 Codeina éter metil 232 30.25 313 metabolito tipo morfina activa, sobre el Moore, 2013
receptor p-opioide. Actividad anti-inflamatoria
76 CefalotaX|_na, 3-deoxi-3,11- 247 30174 313 Alcaloide bngazepmg hete'rop.)entamcllco. Isono & Mori, 1995
epoxi-, (3a, 11a)- Actividad anti-leucémica.
120 Campesterol 284 38.728 400 Fitoesterol. Funcion parecida al colesterol, NCBI, 2019

trasnporte de lipidos via sérica

10 mg de muestra liofilizada de pistilo + 1 mL de metanol grado HPLC. 50 pL agente derivatizante (N,0-
bis[trimetilsilil]trifluoro acetamida, BSTFA). EM-CG Agilent 7890 AA con un detector cuadrupolo 5975, con un sistema de
ionizacion de 50 eV en un rango de masas de 50-700 m/z. Columna HP-SMS (30 m x 0.25mm x 0.25 ym) en modo spletess
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temperatura del inyectos 250°C y el tiempo de spletess de 2.5 min. Temperatura inicial: 100°C/1 min; luego, 220°C a una
razén de 6 °C/min (durante 1.23 min); 290°C a raz6n de 10°C; 310°c a razon de 40°C por 7.5 min. Gas acarreador: helio 1
mL/min

Algunos compuestos del extracto de pistilo siguen siendo similar a los otros de caliz
y pétalo (Tabla 5). Este extracto presenta un acido caroténico llamado
neuoroporaxantina, el cual fue descubierto primeramente en el hongo Neurospora
crassa y cumple las funciones de proteccion UV y radiacion solar como: cualquier
pigmento carotenoide (Gupta and Ayyachamy, 2012). EI compuesto aucubina, un
monoteperno, se ha reportado que tiene relacion a la disminucion de la produccion
del factor de necrosis tumoral (TNF-a), el cual esta involucrado en la regulacién de
la divisidon celular y procesos pro-inflamatorios que involucran al sistema inmune de
mamiferos (Bone and Mills, 2013). Otros alcaloides identificados en el extracto de
pistilo son codeina, el cual presenta una actividad de depresion del sistema nervioso
igual que la oripavina y la morfina (Moore, 2013), y cafalotaxina, la cual presenta
actividad antileucémica y antitumores en humanos (Isono and Mori, 1995).

En general, los compuestos organicos que presentan los extractos de pétalo, caliz
y pistilo son ricos en glucidos y acidos grasos, los cuales constituyen a la flor como
un platillo nutritivo y preferido en algunas comunidades mexicanas (Alcorn, 1984;
Garin-Aguilar et al., 1997; Garcia-Mateos et al., 2001).

VI.4. Determinacion del efecto de extractos metandlicos y acuosos de flor de

Colorin sobre el crecimiento micelial de los hongos fitopatdégenos.
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F. oxysporum

= a) b)
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L — % \ / E3 100ppm EMCPI
‘N = Z § ? MetOH 99%

g : ; = % § ] ¢ Benomilo 100ppm
o st T 7] Control

Figura 5. Efecto de los extractos metandlicos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de Fusarium
oxysporum en a) 24 h y b) 48 h. Barras son promedios + error estandar de las muestras y linea azul punteada
es el promedio del control (PDA + agua). Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido galico. EMP (Extracto Metandlico
de Pétalo), EMCPi (Extracto Metanolico Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl
50) y Control (PDA + agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al
grupo control. Analisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett. Fasn = 39.95, Fasnh = 135.8. N por
tratamiento = 4.

EMP EMP EMP EMP EMCPi = EMC-Pi  EMC-Pi . . Benomilo 5,
2500ppm  1000ppm 500ppm  100ppm  1000ppm 500ppm  100ppm e 100ppm

EE 3 * ok 3¢ % %k k &%k %k *k ok

Figura 6. Imagenes del crecimiento micelial de F. oxysporum en diferentes concentraciones de extractos
metanolicos de flor de Colorin. 100-2500ppm Eq. de acido galico (A.G.). EMP (Extracto Metandlico de Pétalo),
EMCPi (Extracto Metandlico Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control
(PDA +agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control.

Andlisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett.
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F. oxysporum
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Figura 7. Efecto de los extractos acuosos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de Fusarium.
oxysporum. Barras son promedios + error estdndar de las muestras y linea azul punteada es el promedio del
control (PDA + agua). Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido galico. EAP (Extracto Acuoso de Pétalo), EACPI
(Extracto Acuoso de Caliz-Pistilo), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA + agua). * (p<0.05),
** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control. Andlisis estadistico de
promedios por prueba de Dunnett. Fasn = 39.95, Fash = 135.8. N por tratamiento = 4.

EAP EAP EAP EAC-Pi_. EAC-Pi Benomilo

1000ppm S500ppm 100ppm 500ppm 100ppm  100ppm PDA

* %k ¥ * % % % %k %k

24 h

Figura 8. Imagenes del crecimiento micelial de F. oxysporum en diferentes concentraciones de extractos
acuosos de flor de Colorin). Muestras: 100-2500ppm Egq. de acido galico. EAP (Extracto Acuoso de Pétalo),
EACPI (Extracto Acuoso de Caliz-Pistilo), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA + agua). *
(p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control. Analisis

estadistico de promedios por prueba de Dunnett.

En este estudio, el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum no es afectado
negativamente por los extractos metanoélicos de pétalo y céliz-pistilo de flor de Colorin (Fig.
5y 6). Sin embargo, en todas las concentraciones (100-2,500 ppm) del extracto metandlico
de pétalo (EMP) se observa un aumento del crecimiento micelial de F. oxysporum dentro

de las primeras 24 h con respecto al grupo control; mientras que no hubo diferencias en las
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concentraciones del extracto metandlico de caliz-pistilo (EMCPi). El fungicida sintético
Benomilo a 100 ppm inhibe totalmente el crecimiento del hongo, tal y como lo reportan en
otros estudios (Vargas-Hernandez et al., 2014). En la concentracién de 2,500 ppm Eq. A.G.
de EMP a las 48 h existe un efecto fungistatico (crecimiento detenido en un 15%
aproximadamente) del hongo con respecto al control, lo cual sugiere que el extracto tiene
un efecto en el desarrollo a nivel celular-bioquimico, pero no un efecto biocida. De manera
similar, las concentraciones bajas (100 ppm Eq A.G.) de extractos acuosos de pétalo (EAP)
y de caliz-pistilo (EACPI) tienen un efecto estimulante del crecimiento micelial en las
primeras 24 h (Fig. 7, a). A las 48 h no hay diferencia entre los grupos de tratamientos y el
control (Fig. 7 y 8).

Otros estudios indican que una concentracién de 2,500 ppm Eqg. A.G. de extracto
metandlico de vaina de Acaciella angustissima (Timbe) tampoco puede inhibir el
crecimiento del hongo, pero una concentracion de 40,000 ppm puede inhibir hasta el 29.5
% del hongo F. oxysporum (Vargas-Hernandez et al., 2014). Una concentracion de 0.8
mg/mL (800 ppm) del alcaloide erisovina asilado de semillas de Colorin, puede inhibir el
crecimiento micelial de F. oxysporum hasta un-57 % y es similar a la inhibicién hecha de
fungicidas comerciales a la misma concentracion (Ibarra Estrada et al., 2009). Por otro lado,
extractos metandlicos y acuosos de hojas 'y tallos jovenes de Larrea tridentata
(Gobernadora) a una concentracion de 2 mg/mL (2,000 ppm) de muestra puede inhibir
hasta el 94 % (extracto metandlico) y el 41% (extracto acuoso) del crecimiento micelial de
F. oxysporumf. sp. radicis-lycopersici (Pefiuelas-Rubio et al., 2017). Esto sugiere al extracto
de L. tridentata como mejor extracto con actividad antifingica y con dosis pequeias que le
confiere un gran rendimiento, que en comparacion con el Colorin se ha utilizado mas de 10
mg/ml de muestra para las distintas concentraciones interpoladas a cantidad de compuesto
fendlico presente y que representaria un costoso gasto de material necesario para observar
el efecto fungicida deseado. No obstante, se ha observado que a una concentracion de 400
ppm de acido galico puede promover el crecimiento en medio liquido de F. oxysporum f sp.
niveum, lo cual se correlaciona a lo encontrado en este estudio. Sin embargo, también
facilita el aumento de enzimas involucradas en virulencia con el hospedero, como
pectinasa, celulasa y amilasa (WU et al., 2009). Por esto ultimo, es necesario realizar otros
experimentos que corroboren el efecto a nivel bioquimo-celular en los hongos
fitopatdgenos, ya que no se requiere que la aplicacion de extractos tenga un efecto negativo

para el cultivo como el sector ecologico.
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Figura 9. Efecto de los extractos metandlicos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de Sclerotium
cepivorum C1. Barras son promedios + error estandar de las muestras y linea azul punteada es el promedio del
control (PDA + agua). Muestras: 100-2500ppm Egq. de acido galico. EMP (Extracto Metanélico de Pétalo), EMCPi
(Extracto Metanolico Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA
+ agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control.
Andlisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett. Fasn = 18.93, F4sn= 18.47. N por tratamiento = 4.

EMP EMP EMP EMP EMC-Pi EMC-Pi EMC-Pi MetOH Benomilo PDA
2500ppm 1000ppm 500ppm  100ppm  1000ppm  500ppm  100ppm e 100ppm

Figura 10. Imagenes del crecimiento micelial de S. cepivorum C1 en diferentes concentraciones de extractos
metanolicos de flor de Colorin. 100-2500ppm Egq. de acido galico. EMP (Extracto Metandlico de Pétalo), EMCPi
(Extracto Metandlico Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA
+ agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control.

Andlisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett.
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S. cepivorum C1
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Figura 11. Efecto de los extractos acuosos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de Sclerotium
cepivorum C1. Barras son promedios * error estandar de las muestras y linea azul punteada es el promedio del
control. Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido galico. EAP (Extracto Acuoso de Pétalo), EACPi (Extracto Acuoso
de Caliz-Pistilo), benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA + Agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), ***
(p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control. Analisis estadistico de promedios por
prueba de Dunnett. F24n=39.95, Fasnh=135.8

EAP EAP EAP EAC-Pi EAC-Pi Benomilo PDA
1000ppm 500ppm  100ppm  500ppm 100ppm  100ppm
* %k % * %k k % % %

24 h
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Figura 12. Imagenes del crecimiento micelial de S. cepivorum C1 en diferentes concentraciones de extractos
acuosos de flor de Colorin.). Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido galico. EAP (Extracto Acuoso de Pétalo),
EACPI (Extracto Acuoso de Caliz-Pistilo), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA + agua). *
(p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control. Analisis

estadistico de promedios por prueba de Dunnett.

De manera similar que F. oxysporum, Sclerotium cepivorum (Cepa 1) posee un
crecimiento positivo en presencia de los extractos metandlicos y acuosos tanto de
pétalo como de caliz-pistilo. A concentraciones de 500 ppm Eq. de A.G. de EMP y
1000 ppm Eq. de A.G. de EMCPi existe un mayor crecimiento de 30 y 40 % en
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comparacion al grupo control en las primeras 24 h (Fig. 9 a, 10), respectivamente.
Este efecto se ve normalizado con respecto al grupo control en las siguientes 24 h
(48 h); sin embargo, ahora el crecimiento se ve aumentado en la concentracién de
100 ppm Eq de A.G. de EMP. En cuanto a las extracciones acuosas, solo las de
EMCPi a 100 y 500 ppm Eq. de A.G. presentan un mayor crecimiento micelial de S.
cepivorum C1. No obstante, a las 48 h el mayor crecimiento se reflejo en todas las
concentraciones acuosas de cada estructura floral, excepto el de 500 ppm Eq. A.G.
de EMCPi que no presento diferencias con respecto al grupo control (Fig. 11b, 12).
Por otro lado, se reporta que no hay efecto fungicida con el benomilo 100 ppm sobre
S. cepivorum C1 y solo inhibe hasta el 30% del crecimiento micelial. Esto corrobora
la resistencia del patdgeno a fungicidas sintéticos y que ha sido sefialado como un
problema para combatirlo en los cultivos de cebolla y ajo desde hace unas décadas
(Arévalo Valenzuela et al., 2002; Ulacio-Osorio et al.; 2006).
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Figura 13. Efecto de los extractos metandlicos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de Sclerotium
cepivorum C2. Barras son promedios + error estandar de las muestras y linea azul punteada es el promedio del
control (PDA + agua). Muestras: 100-2500ppm Eg. de acido galico. EMP (Extracto Metandlico de Pétalo), EMCPi
(Extracto Metandlico Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA
+ agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control.

Andlisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett. Fosn = 9.69, Fasnh = 16.02.
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Figura 14. Imagenes del crecimiento micelial de S. cepivorum C2 en diferentes concentraciones de extractos
metandlicos de flor de Colorin). 100-2500ppm Eq. de acido galico. EMP (Extracto Metandlico de Pétalo), EMCPi
(Extracto Metanolico Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA
+ agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control.

Analisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett.

S. cepivorum C2

1000ppm EAP
500ppm EAP
100ppm EAP
500ppm EACPI
774 100ppm EACPI
Y Benomilo 100ppm
Control

*% dedek

I

24 h 48 h

BANEBDEA

Ly

Crecimiento micelial (diametro mm)
'S
1

Figura 15. Efecto de los extractos acuosos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de Sclerotium
cepivorum C2. Barras son promedios + error estandar de las muestras. Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido
galico. EAP (Extracto Acuoso de Pétalo), EACPi (Extracto Acuoso de Caliz-Pistilo), benomilo (fungicida
comercial Promyl 50) y Control (PDA + Agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia
significativa con respecto al grupo control. Analisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett. Fasn =
39.95, Fasn= 135.8. N por tratamiento = 4.
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Figura 16. Imagenes del crecimiento micelial de S. cepivorum C2 en diferentes concentraciones de extractos
acuosos de flor de Colorin). Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido galico. EAP (Extracto Acuoso de Pétalo),
EACPI (Extracto Acuoso de Cadliz-Pistilo), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA + agua). *
(p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control. Analisis

estadistico de promedios por prueba de Dunnett.

Al igual que la cepa 1 de S. cepivorum, los extractos metandlicos y acuosos no
tienen un efecto inhibitorio en S. cepivorum C2. En 100ppm de EMP existe un
crecimiento de aproximadamente 40% con respecto al control y que permanece
tanto en las 24 y 48 h. En 500 ppm de EAP, el comportamiento de aumento de
crecimiento es similar al extracto metandlico de pétalo y se mantiene durante las 48
h. Sin embargo, a diferencia de S. cepivorum C1 que el crecimiento es variable a
través del tiempo, S. cepivorum C2 se mantiene constante en esas concentraciones
donde hay diferencia. No hay diferencias significativas en cuanto a los extractos de
EMCPi y EACPI.

Por otro lado, se ha utilizado fracciones de etil-acetato de extractos de diclometano
de albura y duramen del tronco de Palo Dulce (Eysenhardtia polystachya Ortega),
una Fabaceae endémica de México, contra S. cepivorum, los cuales inhiben 80 y
73 % del crecimiento micelial, respectivamente, a una concentracién de 50 mg/mL
(50,000 ppm) de muestra (Bernabé-Antonio et al., 2017). Esto también es
comparable al fungicida comercial (Cercobin, 50mg/mL) utilizado en ese estudio, el
cual inhibe el 100% del crecimiento micelial del hongo. Sin embargo, en este trabajo

no hay comparacion de los extractos de flor de Colorin con el fungicida comercial
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utilizado (Benomilo), el cual también inhibe a 100 ppm casi el 100% del crecimiento
micelial (Fig. 14 y 16).

Por otra parte, la utilizacion de un agente promotor de crecimiento y desarrollo,
como lo puede ser la utilizacion de extractos de flor de Colorin, podria sugerir una
ventaja para combatir a la enfermedad de pudricién blanca en cultivos de cebolla y
ajo por Sclerotium cepivorum. Lo anterior, por la implementaciéon de estrategias de
manejo de la plaga al realizar una germinacién de esclerocios (estructuras de
resistencia a factores externos) en tiempos previos de cultivo para después ser

eliminado por agentes fungicidas (Ulacio-Osorio et al., 2006; Arglello et al., 2009).
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Figura 17. Efecto de los extractos metandlicos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de Aspergillus
niger N402. Barras son promedios * error estandar de las muestras y linea azul punteada es el promedio del
control (PDA + agua). Muestras: 100-2500ppm Eg. de acido galico. EMP (Extracto Metandlico de Pétalo), EMCPi
(Extracto Metanolico Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA
+ agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control.

Analisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett. Fasn=136.7, Fasn=229.9. N por tratamiento = 4.
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Figura 18. Imagenes del crecimiento micelial de A. niger N402 en diferentes concentraciones de extractos
metandlicos de flor de Colorin. 100-2500ppm Eq. de acido galico. EMP (Extracto Metandlico de Pétalo),
EMCPi (Extracto Metandlico Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y
Control (PDA + agua) * (p<0.05). ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al

grupo control. Analisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett.
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Figura 19. Efecto de los extractos acuosos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de A. niger N402.
Barras son promedios * error estandar de las muestras. Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido galico. EAP
(Extracto Acuoso de Pétalo), EACPI (Extracto Acuoso de Caliz-Pistilo), benomilo (fungicida comercial Promyl
50) y Control (PDA + Agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al
grupo control. Analisis estadistico de promedios por prueba de Donett. Foan = 39.95, Fash = 135.8. N por

tratamiento = 4.
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Figura 20. Imagenes del crecimiento micelial de A. niger N402 en diferentes concentraciones de extractos
acuosos de flor de Colorin). Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido galico. EAP (Extracto Acuoso de Pétalo),
EACPI (Extracto Acuoso de Caliz-Pistilo), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA + agua). *
(p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control. Analisis

estadistico de promedios por prueba de Dunnett.

El crecimiento micelial de Aspergillus niger N402 se increment6é en las
concentraciones menores de extractos metandlicos de pétalo (100, 500 y 1000 ppm
Eq. A.G.), donde 500 ppm EMP tuvo un aumento de cerca de un 30% con respecto
al grupo control. También, las concentraciones menores de extractos metandlicos
de caliz-pistilo (100 y 500 ppm Eqg. A.G.) tuvieron un efecto positivo al crecimiento,
donde 100 ppm EMCPi aumento en un 20% con respecto al control. Todo lo anterior
dentro de las primeras 24 h, ya que en 48 h el crecimiento en todas las
concentraciones fue normalizado.

Por otra parte, los extractos acuosos de pétalo muestran un efecto aumentado en
las concentraciones de 500 y 1000 ppm Eq A.G., y en la concentracion de 100 ppm
Eq A.G. de EACPI con respecto al control en las primeras 24 h. Después, a las 48
h el crecimiento del hongo es mas alto en las concentraciones alta de EAP (1000
ppm) y EACPI (500 ppm). Aceites esenciales, como el carvacrol y el timol, aislados
del orégano mexicano (Lippia graveolens) tienen actividad fungicida de un 100%
sobre A. niger, A. flavus 'y A. ochraceus a una concentracion de 20ul/L (PASTER et
al.,, 1995). Los extractos etandlicos de hoja de Erythrina variegata a una
concentracion de 3,000 pg/mL muestran una actividad antifungica alta contra

Aspergillus niger y Aspergillus fumigatus, los cuales se comparan al fungicida
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comercial Ketoconazole (10ug), seguida de extractos acuosos con menor efecto
inhibitorio (Muthukrishnan et al., 2014).

El crecimiento acelerado del hongo A. niger N402 entre 24 y 48 h puede deberse al
contenido alto de azucares de los extractos de pétalo y caliz-pistilo, mas en la parte
de extraccion acuosa, mismos que fueron observados en el andlisis de
espectrometria de masas/cromatografia de gases (ver Apéndice |). Dado lo anterior,
se sugiere que el hongo esta utilizando el extracto como sustrato y los componentes
de los metabolitos secundarios o bioactivos es muy bajo que no tiene relevancia en

la actividad antifungica.

A. flavus (+)
E 16- ) b E3a 2500ppm EMP
g Hkk Hkek Hkk ok 1000ppm EMP
g T-por-rey B3 500ppm EMP
§ 12- Z § D 100ppm EMP
5 % % 1000ppm EMCPi
B * % § 500ppm EMCPI
3 HZIR Tz . 7 % § €8 100ppm EMCPi
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 oHEL — A MOl 2 oo

24h 48 h

Figura 21. Efecto de los extractos metanodlicos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de Aspergillu
flavus (+). Barras son promedios + error estandar de las muestras y linea azul punteada es el promedio del
control (PDA + agua). Muestras: 100-2500ppm Eg. de acido galico. EMP (Extracto Metandlico de Pétalo), EMCPi
(Extracto Metanolico Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA
+ agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control.

Analisis estadistico de promedios por prueba de Dunnett. Fasn = 155.1, F4sn= 389.5. N por tratamiento = 4.
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Figura 22. Imagenes del crecimiento micelial de A. flavus (+) en diferentes concentraciones de extractos
metandlicos de flor de Colorin. EMP (Extracto Metanolico de Pétalo), EMCPi (Extracto Metandlico Caliz-Pistilo),
MetOH (Metanol), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA + agua) * (p<0.05), * (p<0.05), **
(p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control. Analisis estadistico de

promedios por prueba de Dunnett.
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Figura 23. Efecto de los extractos acuosos de flor de Colorin sobre el crecimiento micelial de A. flavus (+).
Barras son promedios * error estandar de las muestras. Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido galico. EAP
(Extracto Acuoso de Pétalo), EACPI (Extracto Acuoso de Caliz-Pistilo), benomilo (fungicida comercial Promyl
50) y Control (PDA + Agua). * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al
grupo control. Analisis estadistico de promedios por prueba de Donett. Fa4n = 39.95, Fasnh = 135.8. N por

tratamiento = 4.
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Figura 24. Imagenes del crecimiento micelial de A. flavus (+) en diferentes concentraciones de extractos
acuosos de flor de Colorin). Muestras: 100-2500ppm Eq. de acido galico. EAP (Extracto Acuoso de Pétalo),
EACPI (Extracto Acuoso de Caliz-Pistilo), Benomilo (fungicida comercial Promyl 50) y Control (PDA + agua). *
(p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001) indican diferencia significativa con respecto al grupo control. Analisis

estadistico de promedios por prueba de Dunnett.

En cuanto a la especie Aspergillus flavus positivo a aflatoxina (+), se observa un
incremento del crecimiento micelial en la concentraciéon de 500 ppm Eq A.G. de
EMP de un 32% aproximadamente con respecto al control. Sin embargo, el primer
efecto inhibitorio del crecimiento micelial se present6 en 2,500 ppm Eq A.G. de EMP
en A. flavus (+) con una reducciéon de 43% con respecto al control en las primeras
24 h (Fig. 21 a, 22). En las 48 h, sigue permaneciendo una actividad antifungica en
la concentracion de 2,500 ppm de EMP con una reduccion del crecimiento en 27%.
Esto correlaciona el efecto que tienen los componentes encontrados en el EM/CG
(Tabla 8): oripavina, acido hexadecanoico y oleamida con actividad antioxidante y
antimicrobiana, los cuales se sugiere no tienen efecto significativo en los demas
hongos. No obstante, en la concentraciéon de 1,000 ppm de EMP en las 48 h se
presento un efecto contrario, dando un crecimiento aumentado de mas de 10% con
respecto al control (Fig. 21 b, 22). En los extractos acuosas de pétalo a una
concentracion de 500 ppm Eg. A.G. hay una reduccion del 17% del crecimiento
micelial de A. flavus (+) en las 24 h (Fig. 23 a, 24). Sin embargo, a las 48 h no existe
diferencia entre cada unos de los tratamientos con respecto al control (Fig. 23 b,
24).
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El fenol monoterpenoide Carvacrol, aislado del orégano mexicano (Lippia
graveolens) presenta un efecto minimo inhibitorio sobre el crecimiento de A. flavus
a una concentracion de 800 ppm (Lopez-Malo et al., 2005). También, en otro estudio
la extraccion metandlica de hojas de L. tridentata muestra una inhibicién del
crecimiento micelial in vitro de A. flavus en un 93% a 100 mg/mL diluidos en medio
PDA (Moreno-Limén et al., 2011). A pesar que de que el extracto metandlico de
pétalo de Colorin inhibe el crecimiento micelial de A. flavus, se requiere de una
mayor cantidad de material biolégico en comparacion a otras plantas para obtener
una concentracion equivalente en compuestos fendlicos de 2,500 ppm. Es decir, se
requiere de 1 g de pétalo / mL de solucién de extraccion metandlica para inhibir casi

el 50% del hongo; mucho mas que el extracto de L. tridentata.

Las dosis-respuesta de los extractos de flor de Colorin muestran un comportamiento
variable de efectos, los cuales requieren de un analisis mas robusto para definir
concentraciones especificas para ver el maximo pico de respuesta. En este sentido,
puede tratarse de un comportamiento hormético (hormesis), el cual es un concepto
acufiado para referir las dosis requeridas para observar la actividad del tratamiento
empleado (Duke et al., 2006), es decir, promotor o inhibidor del crecimiento micelial.
En otros trabajos se realiza una mejora en la extraccion de compuestos, como
numero de ciclo de extracciones de 24 h con diferentes solventes (hexano,
diclometano, metanol), los cuales se combinan con otros solventes (etil-acetato)

para fraccionar y separar mas los componentes (Bernabé-Antonio et al., 2017).

VI.5. Determinacion del efecto de extractos metanodlicos y acuosos de flor de Colorin

sobre la esporulaciéon de los hongos Asperqillus niger N402 vy A. flavus (+).
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Tabla 8. Cuantificaciéon de nimero esporas de los hongos Aspergillus niger N402 y A. flavus (+)

después de 72 h cultivo + tratamiento (extractos metandlicos y acuosos de flor de Colorin).

Ndmero de esporas por tratamiento (x 10°/ mL)

Tratamiento A. niger N402 A. flavus (+)
2500ppm EMP 12+ 3.65 A 8.25+4.42 A
1000ppm EMP 27.25+9.94 AB 303.25+4167 H
500ppm EMP 29.5+10.75 ABC 175 £ 27.11 G
100ppm EMP 49.5+5.25 BCD 114.75+12.03  EF
1000ppm EMCPi 11 +£4.76 A 47.25+12.44 ABC
500ppm EMCPI 31.5+15.69 ABC 94 + 13.11 DEF
100ppm EMCPi 67 £21.44 D 77.5+5.56 CDE
MetOH 99% 6 +5.65 A 1.5+0.57 |
1000ppm EAP 60.75 £ 13.81 CD 63.75+11.44 BCD
500ppm EAP 103.125+1521 E 70 £4.69 cD
100ppm EAP 200.25+69.55 G 119.25+ 6.94 F
500ppm EACPI 52 + 6.68 BCD 86.25 + 18.97 CDEF
100ppm EACPI 162 + 23.1 F 75.75+ 15.77 CDE
Benomilo 100ppm 00 H 0+0 |
Control 18 £4.32 A 27.25 +5.31 AB

EMP (Extracto Metanolico de Pétalo), EMCPi (Extracto Metandlico de Caliz-Pistilo), EAP (Extracto Acuoso de
Pétalo), EACPI (Extracto Acuoso de Caliz-Pistilo), MetOH (Metanol), Benomilo (Fungicida comercial Promyl
50), Control (PDA + agua destilada). Los valores indican promedios + desviacién estandar del nimero de
esporas multiplicado por 10 por mL de solucién. Comparacion de medias por prueba de Tuckey, p<0.05,
letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos. Fa. niger = 89.06, Fa. fiavus = 93.39. N por

tratamiento = 4.

La esporulacion en A. niger N402 no es inhibida por ningun tratamiento en ninguna
concentracion, excepto el fungicida comercial Benomilo que mata al hongo desde
el principio. Al igual que el aumento del crecimiento micelial, existe aumento en el
numero de esporas en casi todos los tratamientos. Los extractos acuosos de pétalo
son diferentes de los extractos metandlicos de pétalo, donde aquellos presentan
mayor formacion de esporas con respecto al control. El mayor numero de esporas
de A. niger N402 se produce con 100 ppm Eq. A.G. de EAP, el cual es casi 10 veces
mas que el producido por el grupo control (Tabla 8, A. niger N402). Ademas, en los
otros tratamientos a 100 ppm, también se produce una cantidad importante de
esporas con respecto al grupo control, que va disminuyendo a medida que se

incrementa la concentracion de cada extracto. Interesantemente, la alta cantidad
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significativa de esporas a 100 ppm de EAP no se correlaciona a un aumento del
crecimiento micelial del hongo en el mismo tratamiento (Fig. 23, a), lo que sugiere
algun componente extraible de manera hidrofilica que sirve de promotor en la via
esporulacion y madurez reproductiva.

Por otro lado, en A. flavus (+) la esporulaciéon increment6 en 1,000 ppm Eq. de A.G.
de EMP, de igual manera que A. niger N402, 10 veces mas que el grupo control
PDA+agua. Los extractos acuosos y metanolicos de pétalo a 100 ppm Eq. de A.G.
son muy similares en cuanto a cantidad de esporas, la cual también es mayor que
el grupo control. Este caso, con la especie A. flavus (+), existe un pico de mayor
esporulacion que disminuye progresivamente con el aumento de la concentracion
del extracto, tanto como pétalo como caliz-pistilo. Adicionalmente, se observa una
tendencia no significativa de disminucion del numero de esporas (reduccién del casi
70%) en la concentracion maxima de EMP (2,500 ppm). Aceites esenciales de
orégano mexicano (Lippia graveolens) a una concentracion de 2ul/L tienen actividad
fungicida e inhiben el 100% la germinacion de esporas de A. niger y A. flavus
(PASTER et al., 1995). También, extracciones metandlicas de las plantas Tamarix
aphylla (hojas) y Morettia canescens (parte area de la planta) a una concentraciéon
de 5ug/mL pueden inhibir la esporulacion hasta un 92 y 97 %, respectivamente
(Mohammedi & Atik, 2013). Por otro lado, aunque no se ha probado en Aspergillus
spp., extracciones de resina hidrosoluble de L. tridentata con concentracion de
4,000ppm puede inhibir hasta un 66% de numero de esporas de F. oxysporum con
respecto al control(Lira-Saldivar et al., 2006). Esto sugiere que mayor concentracion
del extracto de flor de Colorin podria inhibir el proceso de formacién de esporas en
algunos hongos.

Por otra parte, también se podria evaluar la capacidad de germinacién de esas
esporas sometidas a los diferentes tratamientos de extractos de flor de Colorin, ya
que se ha reportado efectos en el desarrollo y viabilidad de germinacion de esporas
por interrupcion en la via de sefalizacion de madurez reproductiva a causa de los
componentes de los extractos (Paster et al., 1995; Mohammedi & Atik, 2013).

Se sabe que la especie A. niger es un microorganismo, aunque no patogénico,

importante en la biotecnologia, ya que produce enzimas extracelulares de interés
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en la ciencia de los alimentos y acido citrico (Schuster et al., 2002). Dada la
informacion de este trabajo, se puede sugerir utilizar los extractos de flor de Colorin
en otro tipo de hongos no patogénicos y que sean de interés en la producciéon de
biosistemas agricolas, como control biolégico (Trichoderma sp.), biofertilizantes

(micorrizas), o bien, en biosistemas agroalimentarias, como A. niger.

VIl. Conclusiones
Los metabolitos especializados de los extractos metandlicos y acuosos de flor
(pétalo y caliz-pistilo) de Colorin (Erythrina americana Miller) no tienen un efecto
inhibitorio significativo sobre el crecimiento micelial de los hongos fitopatdgenos
Fusarium oxysporum 'y Sclerotium cepivorum C1y C2 y el hongo Aspergillus niger
N402. Sin embargo, existe una inhibicién de 30% del extracto metandlico de pétalo
a una concentracion de 2,500 ppm sobre el crecimiento micelial de Aspergillus
flavus (+), lo cual es 25 veces menor al efecto de inhibicidbn provocado por el
fungicida comercial Promyl 50. Dado a lo anterior, se rechaza la hipétesis de que
los extractos de flor de Colorin tienen actividad antifungica sobre los hongos
fitopatogenos igual o mayor a un fungicida sintético comercial. En las
concentraciones mas bajas de los extractos de flor de Colorin se observé un efecto
contrario a lo establecido en la hipotesis de este trabajo, es decir, existe un efecto
promotor de crecimiento micelial y de esporulacion en algunas especies de los

hongos.
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VIll. Perspectivas

Se requieren otros analisis de variables biolégicas-bioquimicas para observar
los efectos de extractos de flor de Colorin: actividad enzimatica, proteinas de
virulencia (SIX) de hongos patdgenos (F. oxysporum f sp. lycopercisi), como
se han hecho en otros estudios (Hong-Sheng et al., 2008). Efectos en la
germinacién de esporas de los hongos Aspergillus spp. por tratamientos de
extractos de flor de Colorin.

Aumento de la concentracion de extracto metandlico de pétalo (EMP) para
conocer la Capacidad Inhibitoria Minima de crecimiento del hongo (CIM50),
lo cual tendria que evaluarse el rendimiento y rentabilidad del producto.
Obtencién de muestras en condiciones ambientales distintas: otros
metabolitos especificos y/o mayor cantidad de estos (observaciones en
campo, no publicadas).

Obtencién de extractos por meétodos diferentes: sonicacion, fluido
supercritico, otros solventes alternos al metanol. Extraccion, aislamiento y
purificacion de un grupo o grupos de metabolitos especializados.

Pruebas del efecto de los extractos de flor de Colorin sobre otros
microorganismos (patégenos o benéficos de interés agricola).

Efectos bioactivos de otras partes de la planta: las hojas presentan una
mayor cantidad de actividad antioxidante (Bernardino et al., 2016); en
plantula se producen metabolitos especificos diferentes a los de ejemplares
adultos (Soto-Hernandez & Miguel-Chavez, 2006), facil de obtencion del

producto.
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X. Apéndice.

Tabla 6. Compuestos organicos de pétalo de Colorin obtenidos de EM/CG. Prob., probabilidad de
la presencia del compuesto expresado en %, m/z; relacién de masa-carga; NIST/CAS#, numero de
catalogo de clasificacién quimica; P.M., peso molecular.
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Min. de

Nam, Nombre del compuesto Sinénimo Prob. % m/z NIST/CAS # . P.M.
Retencion
1 Acetamida, 2, 2, 2 - trifluoro-N-(trimethylsilyl)- 2,2,2-trifluoro-N-(trimethylsily) acetamida 46.2 99 CAS 55982-15-5 2.364 185
2 Trisiloxane, octamethyl Octamethyltrisiloxane 30 103 CAS 107-51-7 2.603 236
Silinae, dimethylbis (trimethyl-siloxy)-
3 Acetamida, N1 N -diethyl N, N-Diethylacetamida 7.56 47 CAS 685916 2776 115
CH3CON (C2H5)2
89.2 76 CAS 10497059 5.14 314
4 Silanol, trimethyl-phosphate (3:1) Tris(trimethylsilyl) phosphate
Phosphoric acid, tris (trimethylsilyl) ester
5 Butanedioic acid, bis (trimethylsilyl) ester Succinic acid (2TMS) 88.6 99 CAS 40309577 5519 262
Succinic acid di(trimethylsilul) ester
6 2-Butenedioic (E)-,bis (trimethylsilyl)ester Fumaric acid, bis(trimethylsilyl) ester 88.2 72 CAS: 17962-03-7 5.942 260
Bis(trimethylsilyl) fumarate
Fumaric acid, bis- TMS ester
7 Cystathionine, bis (triemthylsilyl) ester Cystathionine, di- TMS 26.9 215 CAS:73090-79-6 6.56 366
Trimethylsilyl 2-amino-4-((2-amino-3-oxo-3-
[(trimethylsilyl)oxy]propyl)sulfanyl)butanoate
8 Hexanoic acid, 3-trimethylsilyloxy, trimethylsilyl . L .
ester Trimethylsilyl 3-[(trymethylsilyl)oxy]hexanoate 138 101 CAS: 136788-82-4 7015 276
3-Trymethylsiloxy(trimetysilyl)caproate
3-Hydroxycaproic acid, bis- TMS
9 Trymethylsilyl (2Z)-2-isopropyl-3-
2-Isopropyl-3-ketobutyrate, bis(O-trimethylsilyl)- [(trimethylsilyl)oxy]-2-buteonate 53.1 161 NIST:79700 7.677 288
10 |-Galactopyranose, 6-deoxy- 1,2- bis-O- ((2,4-Dimethyl-6-[(trimethylsilyl)oxy]tetrahydro-4H-
(trymethyisilyl)-, cyclic methylboronate [1,3,2]dioxaborolo [4,5-c]pyran-7-
yl)oxy)trimethyl)silane 8.64 163 CAS: 56196-83-9 8.132 332
1 Butanedioc acid, [(trimethylsilyl)oxy]-
\bis(trimethylsilyl) ester Tris(trimethylsilyl)malic acid 912 71 CAS:38166-11-9 8.371 350
Bis(trimethylsilyl) 2-[(trimethylsilyl)oxy]succinate
Bis(trimethylsilyl)O-(trimethylsilyl)-malate
12 D-Erythro-Pentonic acid, 2-deoxy-3,5-bis-O- D-erythro- Pentonic acid, 2-deoxy- 3,5-bis
(trimethylsilyl)-,Y -lactone (trimethylsilyl)-, Y-lactone 323 167 CAS:10589-33-0 8.685 276
13 L-Proline, 5-oxo-1-(trimethylsilyl)- trimethylsilyl
ester Proline, 5-oxo-1-(trimethylsilyl)-,trimethylsilyl ester 69.2 83 CAS:40274-77-2 8.924 273
Pyroglutamic acid, bis {trimethylsilyl)-
14 1,8-Dimethyl-9-thioureido-3,6-
diazahomoadamantane SIN'SINONIMOS 38.7 195 NIST:216291 9.108 254
15 Xylulose tetrakis(trimethylsilyl)- 2,3,4,5-Tetrakis-O-(trimethylsilyl)pentose 39.5 127 NIST: 141494 10.149 438
3-Trymethylsiloxy-3 methyl-
bis(trimethylsilyl)glutarate
16 Pentanedioic acid, 3-methyl-3[(trimethylsilyl)oxy]-,
bis (trimethylsilyl) ester beta-Hydroxy-beta-methylglutaric acid (3TMS) 13.9 56 CAS: 55590 10.355 378
3-Trymethylsiloxy-3 methyl-
bis(trimethylsilyl)glutarate
17 Xylonic acid, 2,3,4-tris-O-(trimethyisilyl)-,3-lactone,
D- Xylonic acid, 1,5-lactone, tris-TMS, D- 11.6 84 CAS: 32384-59-1 10.875 364
18 Trimethyl((2-methyl-6,7-
a-D-Galactopyranose, 1,2,3-tris-O-(trimethylsilyl)- bis[(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
;cyclic methylboronate d]dioxaborinin-8-yl)oxy)silane 9.42 228 CAS: 56196-95-3 11.255 420
19 3,4,5-Trihydroxypentanoic acid, Trimethylsilyl 5-deoxy-2,3,4-tris-O-
tetrakis(trimethylsilyl)- O(trimethylsilyl)pentonate 52.7 87 NIST: 99898 11.428 438
20 B-L-Galactopyranose, 6-deoxy-1,2,3,4-tetrakis-O- Galactopyranose, 6-deoxy-1,2,3,4-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)- (trimethylsilyl)-B-L- 14.6 84 CAS:32727-31-4 11.71 452

24

6-Deoxy-1,2,3,4-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)hexopyranose

A Pamins D A E bein A lhion b

Tabla 6. (continuacién)

oA

AAC. 55240 70 A

4n Ana
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Min. de

Num. Nombre del compuesto Sinénimo Prob. % miz NIST/CAS # Lo P.M.
Retencién
21 2-Deoxy ribose O,0',0"-tris(trimethylsilyl)- 2-Deoxy-3,4,5-tris-O-(trimethylsilyl)pentose 64.7 116 CAS: 33648-76-9 12.024 350
22 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-,cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 17 236 CAS: 54477-01-9 12.263 331
23 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E,12E,15E)-
[[(trimethylsilyl)oxylmethyllethyl ester, (Z,Z,2)- 9,12,15-octadecatrienoate 40 189 CAS: 55521-23-8 12.577 495
24 Pentanoic acid, 3-methyl-3,5-bis[(trimethylsilyl)oxy]- Methyl 3- methyl-3,5-
,methyl ester bis[(trimethylsilyl)oxy]pentanoate 4.83 124 CAS: 56051 12.827 308
25 [(2,5-Bis|[(trimethylsilyl)oxy]-5-
([(trimethylsilyl)oxy]methyl)-1,4-dioxan-2-
Dihydroxyacetone dimer, tetra(trimethylsilyl)- yl)methoxy](trimethyl)silane 15.8 85 CAS: 28527-65-3 13.065 468
26 Glucofuranoside, methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- Methyl 2,3,5,6-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)-a-D- (trimethylsilyl)hexofuranoside 8.33 130 CAS:6736-96-5 13.13 482
27 Trimethyl((2-methyl-6,7-
a-D-Galactopyranose, 1,2,3-tris-O-(trimethylsilyl)-, bis[(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-8-yl)oxy)silane 1.7 228 CAS: 56196-95-3 13.347 420
28 [(2,5-Bis[(trimethylsilyl)oxy]-5-
([(trimethylsilyl)oxy]methyl)-1,4-dioxan-2-
Dihydroxyacetone dimer, tetra(trimethylsilyl)- yl)methoxy](trimethyl)silane 327 85 CAS: 28527-65-3 13.445 468
29 D-(-)-Tagatofuranose, pentakis(trimethylsilyl) ether
(isomer 2) NO SINONIMOS 9.27 174 NIST: 380126 13.553 540
30 D-Psicofuranose, pentakis(trimethylsilyl) ether
(isomer 2) NO SINONIMOS 946 202 NIST:380128 13.662 540
31 Glucofuranoside, methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- Methyl 2,3,5,6-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)-a-D- (trimethylsilyl)hexofuranoside 28.7 130 CAS: 6736-96-5 13.9 482
32 D-(-)-Fructofuranose, pentakis(trimethylsilyl) ether
(isomer 1) NO SINONIMOS 334 208 NIST: 380166 14.106 540
33 B-DL-Arabinopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)- 1,2,3,4-Tetrakis-O-({trimethylsilyl)pentopyranose 8.47 142 CAS:56271-64-8 14.496 438
34 B-DL-Lyxopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)- 1,2,3,4-Tetrakis-O- (trimethylsilyl)-pentopyranose 7.1 141 CAS: 56271-66-0 14.626 438
35 D-Xylopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-  1,2,3,4-Tetrakis-O-(trimethylsilyl)pentopyranose 4.9 95 CAS: 55555-45-8 14.67 438
36 Glucofuranoside, methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- Methyl 2,3,5,6-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)-a-D- (trimethylsilyl)hexofuranoside 19.5 130 CAS: 6736-96-5 14.735 482
37 D-Psicofuranose, pentakis{trimethylsilyl) ether
(isomer 2) NO SINONIMOS 11.3 202 NIST: 380128 15.049 540
38 Ribitol, 1,2,3,4,5-pentakis-O-{trimethylsilyl)- 1,2,3,4,5-Pentakis-O-(trimethylsilyl)ribitol 12.6 185 CAS: 32381-53-6 15.331 512
Ribitol, 5TMS
Ribitol, (pentakis-TMS)-
39 B-D-(+)-Mannopyranose, pentakis(trimethylsilyl)
ether NO SINONIMOS 11.8 200 NIST: 380130 15.57 540
40 B-D-(+)-Mannopyranose, pentakis(trimethylsilyl)
ether NO SINONIMOS 8.29 200 NIST: 380130 15.602 540
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41 D-Xylopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-  1,2,3,4-Tetrakis-O-(trimethylsilyl)pentopyranose 5.46 95 CAS: 55555-45-8 15.711 438
42 D-Galactose, 2,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)- Galactose, pentakis-O-(trimethylsilyl)- 6 111 CAS: 6736-94-3 15.743 540
Galactose, penta-TMS-ether
43 a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-
(5ethylhexahydro-2,4,6, trioxo-5-pyrimidinyl)-1,1-  3-(5-Ethyl-2,4,6-trioxohexahydro-5-pyrimidinyl)-1,1-
dimethypropyl 2,3,4-tris-O-(trimethylsilyl)-, methyl dimethylpropyl methyl 2,3 4-tris-O-(trimethylsilyl)
ester hexopyrasiduronate 30.2 340 CAS: 55556-81-5 16.123 648
44
Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-(trimethylsilyl)- Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O-(trimethylsilyl)- myo- 31 99 CAS: 2582-79-8 16.578 812
Trimethyl((2,3,4,5,6-
pentakis[(trimethylsilyl)oxy]cyclohexyl)oxy)silane
myo-inositol (6TMS)
45 D-Xylopyranose, 1,2,3,5-tetrakis-O-(trimethylsilyl)-  1,2,3,5-Tetrakis-O-(trimethylsilyl)pentopyranose 7.45 121 CAS:56271-68-2 18.752 438
46 B-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O- Glucopyranoside, trimethylsilyl 2,3,4,6-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)- (trimethylsilyl)-, B-D- 9.07 198 CAS: 2775-90-8 16.99 540
1,2,3,4,6-Pentakis-O-(trimethylsilyl)- B-D-
Glucopyranose
B-D-Glucopyranose, TMS
47 B-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O- Glucopyranoside, trimethylsilyl 2,3,4,6-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)- (trimethysilyl)-, B-D- 12.3 198 CAS:2775-90-8 17.033 540
1,2,3,4,6-Pentakis-O-(trimethylsilyl)- B-D-
Glucopyranose
B-D-Glucopyranose, TMS
48 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester Palmitic acid, trimethylsilyl ester 64.7 231 CAS: 55520-89-3 17.445 328
Trimethylsilyl palmitate
Hexadecanoic acid TMS
49 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester Palmitic acid, trimethylsilyl ester 95.9 157 CAS: 55520-89-3 17.521 328
Trimethylsilyl paimitate
Hexadecanoic acid TMS
50 Cyclopropanetetradecanoic acid, 2-octyl-, methyl
ester Methyl 14-(2-octylcyclopropyl)tetradecanoate 13.9 141 CAS:52355-42-7 17.868 394
51 Tetradecane, 2,6,10-trimethyl- 2,6,10-Trimethyltetradecane 7.87 112 CAS: 14905-56-7 18.215 240
52 D-Allofuranose, pentakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 124 195 NIST: 380204 18.313 540
53
Myo-Inositol, 1, 2,3 4,5,6-hexakis-O-(trimethylsilyl)- Inositol, 1, 2,3,4,5,6-hexakis-O-(trimethylsilyl)-, myo- 47 99 CAS: 2582-79-8 18.627 612
Trimethyl((22,3,4,5,6-
pentakis[(trimethylsilyljoxy]cyclohexyl)oxy)silane
myo-inositol (6TMS)
54 Estra- 1,3,5(10)-trien-173-ol Estra-1,3,5(10)-trien-17-ol, (17)- 174 168 CAS: 2529-64-8 18.768 256
Estradiol, 3-deoxy-
1,3,5(10)-Estratriene-178-ol
55 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E, 15E)-
[[(trimethylsilyl)oxy]lmethyljethyl ester (ZZ,Z)- 9,12,15-octadecatrienoate 35.7 189 CAS:55521-23-8 18.942 496
56 [1,1Bicycloropropyl]-2-octanoic acid, 2-hexyl-
methyl ester NO SINONIMOS 42.8 155 CAS:56687-68-4 19.223 322
57
Malonic acid, 2-formamido-2-[4-(a-hydroxy-3-  Dimethyl 2-(formylamino)-2-((4-[(2E)-4-hydroxy-3-
methyl-2-butenyl)indol-3-yl] methyl-,dimethyl ester  methyl-2-butenyl]-1H-indol-3-yl)methyl)malonate 134 318 NIST: 195857 19.397 388
58 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucapyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-({trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 241 236 CAS: 54477-01-9 19.57 331
53 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, trimethylsilyl
ester Linoleic acid trimethylsilyl ester 90.5 122 CAS:56259-07-5 19.744 352
cis-9, cis-12-Octadecadienoic acid, trimethylsilyl
ester
80 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 31.7 236 CAS: 54477-01-9 19.917 331
61 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 19.5 236 CAS: 54477-01-9 20.091 331
62 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester Stearic acid, trimethylsilyl ester 94.2 211 CAS: 18748-91-9 20.123 356
Trimethylsilyl ester of octadecanoic acid
Trimethylsilyl stearate
63 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
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63 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 431 236 CAS: 54477-01-9 20.156 331
64 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 30.7 236 CAS: 54477-01-9 20.752 331
65 N-[4-(4-Chloropheny)isothiazol-5-y1)-1- 4-(4-Chlorophenyl)-N-[(2E)-1-methylpiperidin-2-
methylpiperidin-2-imine imine 14.6 237 NIST:287089 20.882 305
66 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E, 15E)-
[[(trimethylsilyl)oxy]methyllethyl ester (Z,Z,2)- 9,12,15-octadecatrienoate 241 189 CAS: 55521-23-8 20.926 498
67 Estra- 1,3,5(10)-trien-17B-ol Estra-1,3,5(10)-trien-17-ol, (17B)- 279 168 CAS: 2529-64-8 21.099 256
Estradiol, 3-deoxy-
1,3,5(10)-Estratriene-173-ol
68 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E, 15E)-
[[(trimethylsilyl)oxy]methyllethyl ester (Z,Z,2)- 9,12,15-octadecatrienoate 53.8 189 CAS: 55521-23-8 21.446 496
69 9-Octadecenamide, (2)- Adogen 73 82.8 124 CAS: 301-02-0 21.479 281
Oleamide
Oleic acid amide
70 9-Octadecenamide, (2)- Adogen 73 68.3 124 CAS: 301-02-0 21.544 281
Oleamide
Oleic acid amide
7 9-Octadecenamide, (2)- Adogen 73 61.9 124 CAS: 301-02-0 21.62 281
Oleamide
Oleic acid amide
72 13-Docosenamide, (2)- Erucylmide 27.9 217 CAS: 112-84-5 21.793 337
Erucyl amide
(2)-13-Docosenamide
73 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxylhexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 80 236 CAS: 54477-01-9 21.858 331
74 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 56.6 236 CAS: 54477-01-9 21.901 331
75 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[{trimethylsilyl)oxy]-1-
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxylmethyl)ethyl (9E, 12E, 15E)-
[[(trimethylsilyl)oxylmethyllethyl ester (Z,Z,2)- 9,12,15-octadecatrienoate 341 189 CAS: 55521-23-8 22.032 496
76 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E, 15E)-
[[(trimethylsilyl)oxy]methyllethyl ester (Z,Z,Z)- 9,12,15-octadecatrienoate 374 189 CAS: 55521-23-8 22.14 496
7 [1-(3,3-Dimethyloxyran-2-ylmethyl)-3,7- ((2E)-1-[(3,3-Dimethyl-2-oxiranyl)methyl]-3,7-
dimethylocta-2,6-dienyl]trimethylsilane dimethyl-2,6-octadienyl)(trimethyl)silane 26.1 177 NIST: 192030 22.248 294
78 15-Isopropenyl-3-
(trimethylsilyl)oxacyclopentadecan-2-one NO SINONIMOS 49.6 281 NIST: 191288 22.346 338
79 Eicosanoic acid, trimethylsilyl ester Arachidic acid, trimethylsilyl ester 66.8 64 CAS: 55530-70-6 22.487 384
Trimethylsilyl icosanoate
Eicosanoic acid, TMS ester
80 Oleic acid, eicosyl ester 9-Octadecenoic acid (Z)-, eicosyl ester 35.3 388 CAS: 22393-88-0 22.66 562
Icosyl (9E)-9-octadecenoate
81 4-Acetyloxymino-6,6-dimethyl-3-methylsulfanyl-
4,5,6,7-tetrahydro-benzo[c]thiphene-1-carboxylic
acid methyl ester NO SINONIMOS 15.3 256 NIST:301457 22.91 341
82 Morphinan-3-ol, 6,7,8,14-tetradehydro-4,5-epoxy-6-
methoxy-17-methyl-,(5a)- Oripavine
6,7,8,14-Tetradehydro-4,5-a-epoxy-6-methoxy-17-
methyl-morphinan-3-ol 225 229 CAS: 467-04-9 22.975 297
83 Morphinan-3-ol, 6,7,8,14-tetradehydro-4,5-epoxy-6-
methoxy-17-methyl-,(5a)- Oripavine 26 232 CAS:2859-16-7 23.116 313
6,7,8,14-Tetradehydro-4,5-a-epoxy-6-methoxy-17-
methyl-morphinan-3-ol
84 Octadecane- 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)- 3-Ethyl-5(2"-ethylbutyl)octadecane 9.5 317 CAS: 55282-12-7 23.257 366

3-Ethyl-5-(2-ethylbutyl)octadecane
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85 N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 13 236 CAS:54477-01-9 23.636 331
86 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E, 15E)-
[[(trimethylsilyl)oxy]methyllethyl ester (Z,Z2,2)- 9,12,15-octadecatrienoate 17.4 189 CAS: 55521-23-8 23.81 495
87 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E, 15E)-
[[(trimethylsilyl)oxy]methyllethyl ester (Z,Z,2)- 9,12,15-octadecatrienoate 50.9 189  CAS: 55521-23-8 24.124 496
88 9-Octadecenamide, (2)- Adogen 73 45.6 124 CAS:301-02-0 24,504 281
Oleamide
Oleic acid amide
89 D-(+)-Turonase, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 17.9 289 NIST: 380084 24.71 918
920 [1,1"-Bicycloropropyl]-2-octanoic acid, 2"-hexyl-
,methyl ester NO SINONIMOS 35 155 CAS: 56687-68-4 24.926 322
91 Hexadecanoic acid, 2, 3-
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 1-Monopalmitin trimethylsilyl esther 98 164 CAS: 1188-74-5 25.056 474
1-Monopalmitoylglycerol trimethylsolyl ether
92 Hexadecanoic acid, 2, 3-
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 1-Monopalmitin trimethylsilyl esther 95.8 164 CAS: 1188-74-5 25.1 474
1-Monopalmitoylglycerol trimethylsolyl ether
93 D-(+)-Turonase, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 228 289 NIST: 380084 25.132 918
94 2,4-Imidazolidinedione, 5-[3,4-bis 5-(3,4-Bis|[(trismethylsilyl)oxy]-1,5-cyclohexadien-1-
[(trimethylsilyl)oxy]phenyl]-3-methyl-5-phenyl-1- yl)3-methyl-5-phenyl-1-(trimethylsilyl)-2,4-
(trimethylsilyl)- imidazolidinedione 40.8 376  CAS: 55517-85-6 25.273 516
95 Dimethyl 5-(acetylamino)-3,5-dideoxy-6-(2-methyl-
B-N-Acetylneuraminic acid, methyl ester-2-methyl- 5-[(trimethylsilyl)oxy]-1,3,2-dioxaborinan-4-yl)-4-O-
7,9-methyl boronate-3,8-di (trimethylsilyl)- (trimethylsilyl)hex-2-ulopyranosidonate 10.4 292 NIST: 25317 25.512 505
96 Docosanoic acid, trimethylsilyl ester Trimethylsilyl docosanoate 62.6 140 CAS: 74367-36-5 25.826 412
Behenic acid, trimethylsilyl ester
Docosanoic acid, TMS ester
97 D-(+)-Turonase, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 12.6 289 NIST: 380084 26 918
98 B-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5-
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5-pyrimidyl)-1,1-  3-(5-Ethyl-2,4,6-trioxohexahydro-5-pyrimidinyl)-1,1-
dimethylpropyl 2,3,4-tris-O-(trimethylsilyl)-,methyl dimethylpropyl methyl 2,3,4- tris-O-
ester (trimethylsilyl)hexopyranosiduronate 25.6 340 CAS: 55556-80-4 26.141 648
99 a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3+(5-
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5-pyrimidinyl)- 3-(5-Ethyl-2,4,6-trioxohexahydro-5-pyrimidyl)-1,1-
1,1dimethylpropyl 2,3,4-tris-O-(trimethylsilyl)- dimethylpropylmethyl2,3,4-tris-O-
,methyl ester (trimethylsilyl)hexopyranosiduronate 272 340  CAS: 55556-81-5 26.52 648
100 D-(+)-Turonase, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 20.9 289 NIST: 380084 27.041 918
101 D-(+)-Turonase, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 287 289 NIST: 380084 27.106 918
102 Sucrose, ocatkis (trimethylsilyl)ether NO SINONIMOS 434 223 NIST:380091 27.29 918
103 D-(+)-Turonase, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 233 289 NIST: 380084 27.463 918
104 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-,2,3-
1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether bis[(trimethylsilyl)oxy]Propyl ester 354 230 CAS: 54284-45-6 28.081 498
105 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(trimethylsilyl)oxy]-1-
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E, 15E)-
[[(trimethylsilyl)oxylmethyllethyl ester (Z,Z,2)- 9,12,15-octadecatrienoate 7.58 189 CAS:55521-23-8 28.396 496
106 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-,2,3-
1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether bis[(trimethylsilyl)oxy]Propyl ester 38.2 230 CAS: 54284-45-6 28.786 498
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107 9-Octadecenamide, (2)- Adogen 73 51 124 CAS: 301-02-0 29.166 281
Oleamide
Oleic acid amide
108 9-Octadecenamide, (Z)- Adogen 73 47 124 CAS: 301-02-0 29.231 281
Oleamide
Oleic acid amide
109 9-Octadecenamide, (2)- Adogen 73 47.9 124 CAS: 301-02-0 29.307 281
Oleamide
Oleic acid amide
110 Octadecanoic acid, 2, 3-bis
[(trismethylsilyl)oxy]propyl ester Stearic acid, 2,3-bis(trimethylsilyl)propyl ester 95.2 129 CAS: 1188-75-6 29.784 502
2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl stereate
m N-(6-Methoxy-2-methyl-8-
a-D-Glucopyranoside, methyl 2-(acetylamino)-2- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide 8.62 236  CAS: 54477-01-9 30.445 331
112 Silane, [[3B, 24R)-ergost-5-en-3-ylJoxyltrimethyl-  3-[(Trimethylsilyl)oxylergost-5-ene, (3beta.24R)- 4.7 321 CAS: 55429-82-4 30.662 472
Campesterol, TMS ether
Campesterol, TMS
13 Tetracosanoic acid, trimethylsilyl ester Trimethylsilyl tetracosanoate 76.9 147  CAS: 74367-37-6 31.041 440
114 Spiro[isoquinoline-1,2"-indene], 1,2,3,4,2",3-
tetrahydro-6"-hydroxy-6,7,3",7 -tetramethoxy-2-
methyl-1"-oxo- NO SINONIMOS 51.7 330 NIST: 281392 32.115 399
115 Silane, trimethyl(octadecyloxy)- Octadecoxy-trimethylsilane 226 80 CAS: 18748-98-6 32.331 342
1-(Trimethylsilyloxy)octadecane
116 Silane, trimethyl[[(3B, 22E-stigmatasa-5,22-dien-3-
Stigmasterol trimethylsilyl ether ylloxy]- 75.7 324 CAS: 14030-29-6 33.676 484
17 Trymethylsilyl (4-
4-Methylmandelic acid, di-TMS methylphenyl)[(trimethylsilyl)oxylacetate 354 36 NIST:71909 34.587 310
118 Tocopherol-y-tms-derivate (high mass Tocopherol-y-tms-derivate (high mass.
adjustment=100%) adjustment=50%) 56.5 77 CAS: 2733-27-9 37.85 488

10 mg de muestra liofilizada de pétalo + 1 mL de metanol grado HPLC. 50 pL agente derivatizante (N,0-
bis[trimetilsilil]trifluoro acetamida, BSTFA). EM-CG Agilent 7890 AA con un detector cuadrupolo 5975, con un
sistema de ionizacion de 50 eV en un rango de masas de 50-700 m/z. Columna HP-SMS (30 m x 0.25mm x
0.25 ym) en modo spletess temperatura del inyectos 250°C y el tiempo de spletess de 2.5 min. Temperatura
inicial: 100°C/1 min; luego, 220°C a una razén de 6 °C/min (durante 1.23 min); 290°C a razén de 10°C; 310°c
arazoén de 40°C por 7.5 min. Gas acarreador: helio 1 mL/min.
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Tabla 7. Compuestos organicos de céliz de Colorin obtenidos de EM/CG. Prob., probabilidad de la
presencia del compuesto expresado en %, m/z; relacion de masa-carga; NIST/CAS#, numero de
catalogo de clasificacién quimica; P.M., peso molecular.

Nombre del compuesto

Sinonimo

Prob.

%

m/z

NIST/CAS #

Min.
retencion

P.M.

(R)-(-)-2-Amino-1-propanol

Methyl Alcohol

Silane, methoxytrimethyl-

Silane, methoxytrimethyl-

Silane, (2.methoxyethyl)trimethyl-

Acetamide, 2,2,2-trifluoro-N,N-

Trisiloxane, octamethyl-

Egtazic acid

Cysthathionine, bis(triemthylsilyl) ester

Cysthathionine, bis(triemthylsilyl) ester

n-Butylamine, N,N-bis(trimethylsilyl)

Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1)

Butanedioic acid, bis(trimethylsilyl) ester

3-Isoxazolidinone, 4-[bis(trimethylsilyl)amino]-

2-(trimethylsilyl)-

6-Dimethyl-(trimethylsilyl)siloxytetradecane

Butanedioic acid, [(trimethylsilyl)oxy]-,
bis(trimethylsilyl) ester

L-Proline, 5-oxo-1-(trimethylsilyl)-,
trimethylsilyl ester

Deoxysperqgualin

d-Alaninol
2-Amino-1-propanol

Methanol
Carbinol
Methyl hydroxide

Methoxytrimethylsilane
Methyl trimethylsilyl ether
Trimethylmethoxysilane

Methoxytrimethylsilane
Methyl trimethylsilyl ether
Trimethylmethoxysilane

(2-Methoxyethyl)(trimethyl)silane

Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide
N,N-BSTFA
N,N-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide

Octamethyltrisiloxane
Silane, dimethylbis(trimethylsiloxy)-
1,1,1,3,3,5,5,5-Octamethyltrisiloxane

Ethylenebis (oxyethylenenitrilo)tetraacetic
acid
Ethylene glycol-O-O -bis(2-aminoethyl)-
N,N,N",N"-tetraacetic acid
EGTA

Cysthatione. di-TMS
Cysthatione di-TMS
Thymethylsilyl 2-amino-4-({2-amino-3-oxo-
3-
3[(trimethylsilyljoxy]propyl)sulfanyl)butano
ate

Cysthatione. di-TMS
Cysthatione di-TMS
Thymethylsilyl 2-amino-4-((2-amino-3-oxo-
3[(trimethylsilyl)oxy]propyl)sulfanyl)butano
ate

n-Butyl(trimethyl)-N-
(Trimethylsilyl)silamine
1-Butamine- bis-TMS

Tris(trimethylsilyl)phosphate
Phosphoric acid, tri(trimethylsilyl) ester
Tris-(trimethylsilyl)ester

Succinic acid (2TMS)
Succinic acid, di(trimethylsilyl)ester
Bis(trimethylsilyl)succinate

4-[Bis(trimethylsilyl)amino]-2-
(trimethylsilyl)-3-isoxazolidinone

1,1,1,2,2-Pentamethyl-2-[(1-
pentylnonyl)oxy]disilane

Tris(trimethylsilyl)malic acid

Bis(trimethylsilyl)2-
[(trimethylsilyl)oxy]succinate
Bis(trimethylsilyl) O-(trimethylsilyl)-malate

Proline, 5-oxo0-1-(trimethylsilyl)-,
trimethylsilyl ester
Pyroglutamic acid, bis(trimethylsilyl)-
Pyroglutamic acid, di(trimethylsilyl)-

7-[Amino(imino)methyllamino)-N-[2-((4-[(3-

57.9

84.3

43

49.9

32.4

771

321

116

63.5

24.4

30.8

95.5

62

271

10.1

89.3

727

45.7

12

13

39

39

82

119

103

183

215

215

62

76

38

95

111

67

83

2

7

CAS: 35320-23-1

CAS: 67-56-1

CAS: 1825-61-2

CAS: 1825-61-2

CAS: 18173-63-2

CAS: 21140-38-2

CAS: 107-51-7

CAS: 67-42-5

CAS:73090-79-6

CAS:73090-79-6

CAS: 18394-04-2

CAS: 10497-05-9

CAS: 40309-57-7

CAS: 55517-42-5

NIST: 245690

CAS:38166-11-9

CAS: 30274-77-2

NIST: 131694

0.695

1.421

1.454

1.662

1.595

2.397

2.603

2744

3.297

3.817

4.338

5.173

5.487

6.528

8.132

8.371

8.924

9.108

75

32

104

132

257

380

366

366

217

314

262

318

344

350

273

387
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Tabla 7. (continuacion)

Prob. Min.
Nuam Nombre del compuesto Sinonimo o m/z NIST/CAS # y L P.M.
% retencion
18 Deoxyspergualin 7-[Amino(imino)methylJamino)-N-[2-((4-[(3- 45.7 217 NIST: 131694 9.108 387
aminopropyl)amino]butyl)amino)-1-hydroxy-
2-oxoethyl]heptanamide
19 Isododecyl alcohol, trimethylsilyl derivate NO SINONIMOS 15.6 136 NIST: 298500 9.553 258
20 2,3,4-Trihydroxybutyric acid Erythoric acid, tetrakis(trimethylsilyl)deriv ~ 36.5 50 CAS: 38191-88-7 9.726 424
tetrakis(trimethylsilyl) deriv., (,R*, R*)-)
2,3,4-Trihydroxybutyric acid, tetra-TMS,
(R*R*)-
Trimethylsilyl 2,3,4-tris[(trimethylsilyl)oxy]-
erythro-butanoate
21 Xylulose tetrakis(trimethylsilyl)- 2,3,4,5-Tetrakis-O-(trimethylsilyl)pentose 35.2 127 NIST:141494 10.149 438
22 Benzoic acid, 4-[(trimethylsilyl)oxy]-, Benzoic acid, p-(trimethylsiloxy)-, 49 85 CAS: 2078-13-9 10.637 282
trimethylsilyl ester trimethylsilyl ester
Trimethylsily p-(trimethylsilyloxy)benzoate
23 4-Trimethylsilyloxy-4- Trimethylsilyl (4-oxo-1-[(trimethylsilyl)oxy]- ~ 76.5 108 NIST: 280345 11.537 312
Trimethylsilyloxycarbpnylmethyl-2,5- 2,5-cyclohexadien-1-yl)acetate
cyclohexadiene-1-one
24 Tetradecane, 2,6,10-Trimethyl- 2,6,10-Trimethyltetradecane 234 112 CAS: 14905-56-7 11.743 240
25 o-D-Glucopyranose, methyl 2-(acetylamino)- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 8.85 236 CAS: 54477-01-9 11.884 331
2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
26 2-Deoxy ribose O,0°,0" -tris(trimethylsilyl)- 2-Deoxy-3,4,5-tris-O- 55.4 116 CAS:33648-76-9 12.025 350
(trimethylsilyl)pentose
27 2,2-Dimethyl-5-[2-(2- 4,6-Dideoxy-2,3-O-(1-methylethylidene)-5-  9.96 121 NIST: 190511 12.263 318
trimethylsilylethoxymethoxy)-propyl}- O-([2-trimethylsilyl)ethoxy]methyl)hexose
[1,3]dioxolane-4-carboxaldehide
28 a-D-Galactopyranose, 1,2,3-tris-O- Trimethyl({2-methyl-6,7- 6.79 228 CAS: 56196-95-3 12.784 420
(trimethylsilyl)-,cyclic methylboronate bis[(trimethylsilyljoxy]hexahydropyrano[3,2-
d][1,3,2]dioxaborinin-8-yl)oxy)silane
29 1,2,2,3,3,4,55,6,6-Decamethylhexasilinane- NO SINONIMOS 4.62 129 NIST: 306571 12.827 352
1,4-diol
30 Dihydroxyacetone dimer, tetra(trimethylsilyl)- [(2,5-Bis[(trimethylsilyl)oxy]-5- 23.6 85 CAS: 28527-65-3 13.066 468
([(trimethylsilyl)oxy]methyl)-1,4-dioxan-2-
yl)methoxy](trimethyl)silane
31 1,5-Anhydro-D-sorbitol, NO SINONIMOS 8.2 230 NIST: 380138 13.131 452
tetrakis(trimethylsilyl)ether
32 a-D-Galactopyranose, 1,2,3-tris-O- Trimethyl((2-methyl-6,7- 13.7 228 CAS: 56196-95-3 13.38 420
(trimethylsilyl)-, cyclic methylboronate bis[(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
d][1,3,2]dioxaborinin-8-yl)oxy)silane
33 Dihydroacetone dime, tetra(trimethylsilyl)- [(2,5-Bis|(trimethylsilyl)oxy]-5- 30.9 85 CAS: 28527-65-3 13.445 468
([(trimethylsilyl)oxy]methyl)-1,4-dioxan-2-
yl)methoxy](trimethyl)silane
34 D-(-)-Tagatofuranose, NO SINONIMOS 9.78 174 NIST: 380126 13.553 540
pentakis(trimethylsilyl)ether (isomer 2)
35 -D-Mannopyranoside, methyl 2,3,4,6- Mannopyranoside, methyl 2,3,4,6-tetrakis- ~ 4.54 135 CAS: 3504-69-6 13.727 482
tetrakis-O-(trimethylsilyl)- O-(trimethylsilyl)-, -D-
36  Glucofuranoside, methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- Methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- 12.3 130 CAS: 6736-96-5 13.835 482

(trimethylsilyl)- a-D

(trimethylsilyl)hexofuranoside
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37  Glucofuranoside, methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- Methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- 27 130 CAS: 6736-96-5 13.9
(trimethylsilyl)- a-D (trimethylsilyl)hexofuranoside
482
38  Glucofuranoside, methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- Methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- 27.7 130 CAS: 6736-96-5 13.933 482
(trimethylsilyl)- a-D (trimethylsilyl)hexofuranoside
39 D-(-)Ribufuranose, tetrakis(trimethylsilyl) NO SINONIMOS 12 148 NIST: 380115 14.041 438
ether (isomer 1)
40  D-(-)-Fructofuranose, pentakis (trimethylsilyl) NO SINONIMOS 19.3 208 NIST: 380166 14.074 540
ether (isomer 1)
41 D-(-)-Fructofuranose, pentakis (trimethylsilyl) NO SINONIMOS 32.6 208 NIST: 380166 14.106 540
ether (isomer 1)
42 D-(-)-Fructofuranose, pentakis (trimethylsilyl) NO SINONIMOS 18.3 208 NIST: 380166 14.215 540
ether (isomer 1)
43 D-(-)-Fructofuranose, pentakis (trimethylsilyl) NO SINONIMOS 25 208 NIST: 380166 14.247 540
ether (isomer 1)
44 2-Propylpentonic acid, 2,3,4,6- NO SINONIMOS 10.4 266 NIST: 99947 15.082 594
tetra(trimethylsilyl)-1-glucopyranoside
45  Ribitol, 1,2,3,4,5-pentakis-O-(trimethylsilyl)-  1,2,3,4,5-pentakis-O-(trimethylsilyl)ribitol 13.1 185 CAS:32381-53-6 15.332 512
Ribitol, 5TMS
Ribitol, (pentakis-TMS)-
46  L-(-)-Sorbose, pentakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 347 210 NIST: 380163 15.494 540
47 D-Glucose, 2,3,4,5,6-pentakis-O- D-glucose, pentakis-O-(trimethylsilyl)- 6.14 154 CAS: 6736-97-6 15.538 540
(trimethylsilyl)-
Pentakis-O-(trimethylsilyl)-D-Glucose
D-Glucose, penta- TMS
48 B-D-(+)-Mannopyranose, NO SINONIMOS 9.68 200 NIST: 380130 15.57 540
pentakis(trimethylsilyl) ether
49  Glucofuranoside, methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- Methyl 2,3,5,6-tetrakis-O- 3.51 130 CAS: 6736-96-5 15.603 482
(trimethylsilyl)- a-D (trimethylsilyl)hexofuranoside
50 B-D-(+)-Talopyranose, NO SINONIMOS 5.42 151 NIST:380171 15.711 540
pentakis(trimethylsilyl) ether
51 B-L-Galactopyranose, 6-deoxy-1,2,3,4- Galactopyranoside, 5-deoxy-1,2,3,4- 6.52 84 CAS: 32727-31-4 15.744 452
tetrakis-O-(trimethylsilyl)- tetrakis-O-(trimethylsilyl)-, B-L-
6-Deoxy-1,2,3,4-tetrakis-O-
(trimethylsilyl)hexopyranose
52 a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5- 3-(5-Ethyl-2,4,6-trioxohexahydro-5- 421 340 CAS: 55556-81-5 16.123 648
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5-pyrimidinyl)-1,1-  pyrimidinyl)-1,1.dimethylpropyl methyl
dimethylpropyl 2,3,4-tris-O-(trimethylsilyl)-, 2,3,4-tris-O-
methyl ester (trimethylsilyl)hexopyranosiduronate
53 2-Propylpentanoic acid, 2,3,4,6- NO SINONIMOS 7.8 266 NIST: 99947 16.546 594
tetra(trimethylsilyl)-1-glucopyranoside
54 Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O- Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O- 16 277 CAS:2582-79-8 16.578 612
(trimethylsilyl)- (trimethylsilyl)-, myo-
Trimethyl((2,3,4,5,6-
pentakis|(trimethylsilyl)oxy]cyclohexyl)oxy)
silane
.myo-Inositol (6TMS)
55 Heptadecanoic acid, heptadecyl ester Heptadecyl heptadecanoate 65 84 CAS: 36617-50-2 16.687 508
56  2,4,6(IH, 3H, 5H)-Pyrimidinetrione, 5-ethyl-1- 5-Ethyl-1-methyl-5-(1-methyl-3- 121 290 CAS:57397-42-9 16.719 400
methyl-5-[1-methyl-3- [(trimethylsilyl)oxy]butyl)-3-(trimethylsilyl)-
[(trimethylsilyl)oxy]butyl]-3-(trimethylsilyl)- 2,4,6(1H,3H,,5H)-pyrimidinetrione
57 B-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O-  Glucopyranoside, trimethylsilyl 2,3,4,6- 7.49 198 CAS: 2775-90-8 16.99 540

(trimethylsilyl)- tetrakis-O-(trimethylsilyl)-B-D-
1,2,3,4,6-Pentakis-O-(trimethylsilyl)-B-D-
Glucopyranose
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58 B-D-Glucopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O- Glucopyranoside, trimethylsilyl 2,3,4,6- 9.69 198 CAS: 2775-90-8 17.034 540
(trimethylsilyl)- tetrakis-O-(trimethylsilyl)-B-D-
1,2,3,4,6-Pentakis-O-(trimethylsilyl)-3-D-
Glucopyranose
59 a-D-Glucopyranose, methyl 2-(acetylamino)- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 15 236 CAS: 54477-01-9 17.066 331
2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
60 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester Palmitic acid, trimethylsilyl ester 81 231 CAS: 55520-89-3 17.446 328
Trimethylsilyl palmitate
61 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester Palmitic acid, trimethylsilyl ester 96.6 200 CAS: 55520-89-3 17.478 328
Trimethylsilyl palmitate
62 Hexadecanoic acid, trimethylsilyl ester Palmitic acid, trimethylsilyl ester 97.1 157 CAS: 55520-89-3 17.533 328
Trimethylsilyl palmitate
63 2-Methyl-Z-4-tetradecene (42)-2-Methyl-4-tetradecene 6.27 150 NIST: 130783 17.869 210
64 Tetradecane, 2,6,10-Trimethyl- 2,6,10-Trymethyltetradecane 114 112 CAS:143905-56-7 18.216 240
65 2-Propylpentanoic acid, 2,3,4,6- NO SINONIMOS 12.2 266 NIST: 99947 18.313 594
tetra(trimethylsilyl)-1-glucopyranoside
66 Digitoxin Card-20(22)-enolide, 3-[(O-2,6-dideoxy-B-  31.5 258 CAS: 71-63-6 18.66 764
D-ribo-hexopyranosyl-(1.fwdarw.4)-O-2,6-
dideoxy-B-D-ribo-hexopyranosyl-
(1.fwdarw.4)-2,6-dideoxy-B-D-ribo-
hexopyranosyl)oxy]-14-hydroxy-,(38, 58)-
Cardigin
Crystaline digitalin
67 2-Hexadecanol Hexadecanol-2 10.3 184 CAS: 14852-31-4 18.768 242
68 Heptadecanoic acid, trimethylsilyl ester Trimethylsilyl heptadecanoate 514 100 CAS: 55517-58-3 18.877 342
Heptadecanoic acid, TMS
69 Silane, [(3,7,11,15-tetramethyl-2- 1-Trimethylsiloxy-3,7,11,15-Tetramethyl-2-  34.3 77 CAS:57397-39-4 19.321 368
hexadecenyl)oxy]trimethyl- hexadecene
70 Curan, 16,17-didehydro-,)20.xi.)- Cur-16-en 18.4 222 CAS: 56053-18-0 19.397 280
71  Aspidospermidin-17-ol, 1-acetyl-19,21-epoxy- 13a, 3a-(Epoxysthanol)-1H-indolizino[8,1- 13.9 128 CAS 2122-26-1 19.538 414
15,16-dimethoxy- cd]carbazol-7-ol, 6-acetyl-
2,3,4,5,5a,6,11,12-octahydro-8,9-
dimethoxy-
72 [1,1-Bicyclopropyl]-2-octanoic acid, 2'-hexyl- NO SINONIMOS 26.9 155 CAS: 56687-68-4  19.701 322
,methyl ester
73 9,12-Octadecadienoic acid {Z,2)-, Linoleic acid trimethylsilyl ester 91 122 CAS: 56259-07-5 19.744 352
trimethylsilyl ester
cis-9, cis-12-Octadecadienoic acid,
trimethylsilyl ester
74 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, Linoleic acid trimethylsilyl ester 95.2 252 CAS: 56259-07-5 19.777 352
trimethylsilyl ester
cis-9, cis-12-Octadecadienoic acid,
trimethylsilyl ester
75 trans-9-Octadecenoic acid, trimethylsilyl Trimethylsilyl(9E)-9-octadecenoate 28.2 161 CAS: 96851-47-7 19.842 354
ester
TMS trans-9-octadecenoate
76 a-Linoleic acid, trimethylsilyl ester Trimethylsilyl (3Z, 6Z, 92)-3,6,9- 87.1 265 CAS: 97844-13-8 19.885 350
octadecatrienoate
a-Linoleic acid, TMS
77 Oleic acid, trimethylsilyl ester Trimethylsilyl (92)-9-octadecenoate 224 121 CAS: 21556-26-3 19.918 354
cis-9-Octadecenoic acid, trimethylsilyl
ester
78 Octadecanoic acid, trimethysilyl ester Stearic acid, trimethylsilyl ester 93.9 211 CAS: 18748-91-9 20.124 356
Trimethylsilyl ester of octadecanoic acid
79 Digitoxin Card-20(22)-enolide, 3-[(O-2,6-dideoxy-B-  36.3 258 CAS: 71-63-6 20.156 764
D-ribo-hexopyranosyl-(1.fwdarw.4)-O-2,6-
dideoxy-B-D-ribo-hexopyranosyl-
(1.fwdarw.4)-2,6-dideoxy-B-D-ribo-
hexopyranosyl)oxy]-14-hydroxy-,(38, 58)-
Cardigin
Crystaline digitalin
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80 a-D-Glucopyranose, methyl 2-(acetylamino)- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 25.6 236 CAS: 54477-01-9 20.232 331
2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
81 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(Trimethylsilyl)oxy]-1- 12.3 189 CAS: 55521-23-8 20.72 496
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E,
[[(trimethylsilyl)oxy]methyllethyl ester, (Z,2,2)- 15E)-9,12,15-octadecatrioenoate
82 2-(2-Azepan-1-yl-2-oxoethyl)-1-phenyl- 2-[2-(1-Azepanyl)-2-oxoethyl]-1-hydroxy-1-  29.1 255 NIST: 287744 20.883 398
octahydro-pyrido[1,2-a]azepin-4-one phenyloctahydropyridol[1,2-aJazepin-4(1H)-
one
83 2-Hexadecanol Hexadecanol-2 56.2 184 CAS: 14852-31-4 21.099 242
84 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(Trimethylsilyl)oxy]-1- 48 189 CAS: 55521-23-8 214486 496
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E,
[[(trimethylsilyl)oxy]methyllethyl ester, (Z,2,2)- 15E)-9,12,15-octadecatrioenoate
85 9-Octadecenamide, (Z)- Adogen 73 39.8 128 CAS: 301-02-0 21.479 281
Oleamide
Oleic acid amide
86 9-Octadecenamide Armid ow 50.7 181 CAS: 3322-62-1 21.587 281
Armoslip cp
9-Oleamide
87 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[(Trimethylsilyl)oxy]-1- 34.4 189 CAS: 55521-23-8 21.902 496
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E,
[[(trimethylsilyl)oxy]methyllethyl ester, (Z,2,2)- 15E)-9,12,15-octadecatrioenoate
88  Mysteric acid, 2,3-bis(trimethylsiloxy) propyl ~ 2,3-Bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl myristate =~ 54.2 169 CAS: 1188-73-4 22.032 446
ester
Tetradecanoic acid, 2,3-bis-{(OTMS)
propyl ester
89 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2- 2-[{Trimethylsilyl)oxy]-1- 214 189 CAS: 55521-23-8 22.14 496
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E,
[[(trimethylsilyl)oxylmethyllethyl ester, (Z,2,2)- 15E)-9,12,15-octadecatrioenoate
90 Prost-13-en-1-oic acid, 9-(methoxyimino)- Trimethylsilyl 9-(methoxyimino)-11,15- 234 377 CAS: 72150-30-2 22.249 599
11,15-bis[(trimethylsilyl)oxy]-, trimethylsilyl  bis[{trimethylsilyl)oxy]prost-13-en-1-oate
ester, (8.xi., 12.xi.)-
91  a-D-Glucopyranose, methyl 2-(acetylamino)- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 31.3 236 CAS: 54477-01-9  22.314 331
2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-, cyclic [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano[3,2-
methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
92 9,12,15-Octadecatriencic acid, 2- 2-[(Trimethylsilyl)oxy]-1- 228 189 CAS: 55521-23-8  22.346 496
[(trimethylsilyl)oxy]-1- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)ethyl (9E, 12E,
[[(trimethylsilyljoxylmethyllethyl ester, (Z,2,2)- 15E)-9,12,15-octadecatrioenoate
93 Eicosanoic acid, trimethylsilyl ester Arachidic acid, trimethylsilyl ester 66.3 64 CAS: 55530-70-6 22.487 384
Trimethylsilyl icosanoate
Eicosanoic acid, TMS ester
94 i-Propyl 9-octadecenoate NO SINONIMOS 6.55 182 NIST: 336671 22.661 324
95 Uleine, 1,12-dihydro-13-hydroxy- NO SINONIMOS 14.8 180 CAS: 4532-71-2 22.91 284
96 Morphinan-3-ol, 6,7,8,14-tetrahydro-4,5-  Morphinan-3-ol, 6,7,8,14-tetrahydro-4,5-a-  25.8 229 CAS: 467-04-9 22.943 297
epoxy-6-methoxy-17-methyl-, (a)- epoxy-6-methoxy-17- methyl
Oripavine
6,7,8,14-Tetrahydro-4,5-a-epoxy-6-
methoxy-17-methyl-morphinan-3-ol
97 9-Octadecenamide Armid ow 70.3 181 CAS: 3322-62-1 23.214 281
Armoslip cp
9-Olepamide
98 Estra- 1,3,5(10)-trien-17B-ol Estra-1,3,5(10)trien-17-ol, (17B)- 40.8 168 CAS: 2529-64-8 23.81 256

Estradiol, 3-deoxy-
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99 5a-Cholest-8-en-3-one, 14-methyl- 14-methylcholest-8-en-3-one 67 173 CAS: 5234-53-7 24.092 398
100 9-Octadecenoic acid, 2[(trimethylsilyl)oxy]-1- 2-[(Trimethylsilyl)oxy]-1- 36.5 219 CAS: 56554-42-8 24.395 500
[[(trimethylsilyl)oxy]methyllethyl ester ([(trimethylsilyl)oxy]lmethyl)ethyl 9-
octadecenoate
9-octadecenoic acid, 1,3-bis-(OTMS)-2-
propyl ester
101 a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5- 3-(5-Ethyl-2,4,6-trioxohexahydro-5- 21.6 340 CAS: 55556-81-5 24.569 648
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5-pyrimidinyl)-1,1-  pyrimidinyl)-1,1.dimethylpropyl methyl
dimethylpropyl 2,3,4-tris-O-(trimethylsilyl)-, 2,3,4-tris-O-
methyl ester (trimethylsilyl)hexopyranosiduronate
102  D-(+)Turanose, octakis(trimethylsilyl)ether NO SINONIMOS 21.2 289 NIST: 380084 24.677 918
103 Sucrose, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 33.6 223 NIST:380091 24742 918
104 Hexadecanoic aci, 2,3- 1-Monopalmitin trimethylsilyl ether 96.9 164 CAS: 1188-74-5 25.057 474
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester
1-Monopalmitoylglycerol trimethylsilyl ether
105 Docosanoic acid, trimethylsilyl ester Trimethylsilyl docosanoate 84.3 140 CAS: 74367-36-5 25.794 412
Behenic acid, trimethylsilyl ester
106 Acetic acid, 1-(10,13-dimethyl-3-oxo- 3-ocopregna-4,6,9(11)-trien-20-yl acetate 13.7 264 NIST:191097 25.924 354
2,3,8,10,12,13,14,14,16,17-decahydro-1H-
cyclopenta[alphenanthen-17-yl)ethyl ester
107 Nonamide, N-[[3-methoxy-4- N-(3-Methoxy-4-[(trimethylsilyl)oxy]benzyl)- ~ 74.6 231 CAS: 56784-16-8 26.314 379
[(trimethylsilyl)oxy]phenyllmethyl]-8-methyl 8-methylnonanamide
108  D-(+)Turanose, octakis(trimethylsilyl)ether NO SINONIMOS 231 289 NIST: 380084 26.52 918
109 Hexopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O- 1,2,3,4,6-Pentakis-O- 13.2 282 CAS: 55521-15-8 26.661 540
(trimethylsilyl)- (trimethylsilyl)hexopyranose
110 D-(+)Turanose, octakis(trimethylsilyl)ether NO SINONIMOS 333 289 NIST: 380084 27.073 918
111 Sucrose, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 45 223 NIST: 380091 27.29 918
112 Lanost-7-en-3-one NO SINONIMOS 29.4 198 CAS: 5985-80-8 28.331 426
113 2-Monostearin trimethylsilyl ether Octadecanoic acid, 71.2 161 CAS: 53336-13-3 28.753 502
2[(trimethylsilyl)oxylmethyllethyl ester
2-Monhostearoylglycerol trimethylsilyl ether
114 9-Octadecenamide, (Z)- Adogen 73 51.4 124 CAS:301-02-0 29.231 281
Oleamide
Oleic acid amide
115 Octadecanoic acid, 2,3- Stearic acid, 2,3-bis(trimethylsilyl)propy! 97.5 129 CAS 1188-75-6 29.719 502
bis[(trimethylsilyloxylpropyl ester ester
2,3-bis[(trimethylsilyl)oxy]propy! stearate
116  Stigmastasa-5,22-dien-3-ol, acetate, (3f3)- Stigamatasa-5,22-dien-33-ol, acetate 39.3 199 CAS: 4651-48-3 30.445 454
Stigmasterol acetate
Stigmasteryl acetate
117 Silane, [[(3B, 24R)-ergost-5-en-3- 3-[(trimethylsilyl)oxy]ergost-5-ene, 66.8 321 CAS: 55429-62-4 30.662 472
ylloxy]trimethyl- (3beta,24R)-
Campesterol, TMS ether
118 Tetracpsanoic acid, trimethylsilyl ester Trimethylsilyl tetracosanoate 80.6 147 CAS: 74367-37-6 31.042 440
119 Spiro[isoquinole-1,2"-indene],1,2,3,4,2',3'- NO SINONIMOS 28.2 330 NIST: 281392 32.082 399
tetrahydro-6'-hydroxy-6,7,3',7'-tetramethoxy-
2-methyl-1'-oxo-
120 1-Monooleoylglycerol trimethylsilyl ether 9-Octadecenoic acid (2)-, 2,3- 12 286 CAS: 54284-47-8 32.288 500

bis[(trimethylsilyl)oxylpropyl ester
2,3-Bis|[(trimethylsilyl)oxy]propyl (92)-9-
octadecenoate
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Tabla 7. (continuacion)

. . . Prob. Min.
Nam. Nombre del compuesto Sinonimo :O m/z NIST/CAS # - P.M.
%o retencion
121 Stigamasterol trimethylsilyl ether Silane, trimethyl[[(3B, 22E)stigmatasa- 82 324 CAS: 14030-29-6 33.644 484
5,22-dien-3-ylJoxy]-
Silane, trimethyl(stigmatasa-5,22-dien-3(3-
yloxy]
122 Silane, (hexacosyloxy)trimethyl- Hexacosoxy-trimethylsilane 74.2 57 CAS: 391679-86- 35.107 454
0
1-(Trimethylsilyloxy)hexacosane
123 B-Sitosterol trimethylsilyl ether Silane, trimethyl[[(38)-stigmast-5-en-3- 79.5 294 CAS: 2626-46-9 39.141 486

ylloxyl-
Silane, trimethyl(stigmast-5-en-3p-yloxy)-

10 mg de muestra liofilizada de céliz + 1 mL de metanol grado HPLC. 50 uL agente derivatizante (N,0-
bis[trimetilsilil]trifluoro acetamida, BSTFA). EM-CG Agilent 7890 AA con un detector cuadrupolo 5975, con un
sistema de ionizacién de 50 eV en un rango de masas de 50-700 m/z. Columna HP-SMS {30 m x 0.25mm x
0.25 ym) en modo spletess temperatura del inyectos 250°C y el tiempo de spletess de 2.5 min. Temperatura
inicial: 100°C/1 min; luego, 220°C a una raz6n de 6 °C/min (durante 1.23 min); 290°C a razén de 10°C; 310°c

a razén de 40°C por 7.5 min. Gas acarreador: helio 1 mL/min.
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Tabla 8. Compuestos organicos de pistilo de Colorin obtenidos de EM/CG. Prob., probabilidad de
la presencia del compuesto expresado en %, m/z; relacién de masa-carga; NIST/CAS#, numero de

catalogo de clasificacién quimica; P.M., peso molecular.

. Lo Min.
Nam. Nombre del compuesto Sinénimo Prob. % m/z NIST/CAS # Lo P.M.
retencion
1 Androstane-11,17-dione, 3- 3-[(trimethylsilyl)oxy]androstane-11,17- 56 127 CAS: 57305- 1.085 481
[(trimethylsilyl)oxy]-, 17-[O- dione 17-(O-benzyloxime) 11-0
(phenylmethyl)oxime], (3a, 5a)-
2 Methyl Alcohol Methanol 57.8 16 CAS: 67-56-1 1.161 32
Carbinol
Methyl hydroxide
3 Acetamide, 2,2,2-trifluoro-N-(trimethylsilyl)- - 2,2,2-Trifluoro-N-(trimethylsilyl)acetamide 31.3 89 CAS: 55982- 2.104 185
4 Methyl 2-(trimethylsilyloxy)acetate NO SINONIMOS 24 59 NIST: 366869 2.755 162
5 Dimethyl(Trimethylsilyl)methoxysilane 1-Methoxy-1,1,2,2,2-pentamethyldisilane 26.9 68 CAS: 18107- 3.774 162
6 Propanoic acid, 3-[(Trimethylsilyl)oxy]-, 3-Trimethylsilyloxypropionic acid, 68.2 104 CAS: 55162- 4.912 234
trimethylsilyl ester trimethylsilyl ester 32-8
B-lactate di-TMS
Trimethylsilyl 3-
7 2- Pentamethyldisilyoxypropane 1-Isopropoxy-1,1,2,2,2-pentamethyldisilane 6.91 54 CAS: 78669- 5.324 190
8 1,3-Bis(trimethylsilyloxy)butane Silane, [(1-methyl-1,3- 6.57 106 CAS: 56771- 5.368 234
2,2,4,8,8-Pentamethyl-3,7-dioxa-2,8-
Butane -1,3-diol, bis-TMS
9 Glycerol, tris(trimethylsilyl)ether Trimethyl ether of glycerol 141 157 CAS 6787-10- 5.552 308
6
3,7-Dioxa-2,8-disilanonane, 2,2,8,8-
tetramethyl-5-[(trimethylsilyl)oxy]-
10 Propanedioc acid, bis (trimethylsilyl) ester Malonic acid {bis- TMS) 52.7 60 CAS: 18457- 5.704 248
04-0
11 2-Penthamethyldisilyloxypropane 1-Isopropoxy-1,1,2,2,2-pentamethyldisilane 10.6 54 CAS: 78669- 6.419 190
50-8
12 Glycerol, tris(trimethylsilyl) ether Trymethylsilyl ether of glycerol 81.4 144  CAS: 6787-10- 6.766 308
6
13 Silanol, trimethyl-, phosphate Tris(trimethylsilyl) phosphate 96.9 76 CAS: 10497- 7.07 314
05-9
Phosphoric acid. Tris(trimethylsilyl)ester
14 Butanedioic acid, bis{trimethylsilyl)ester Succinic acid (2 TMS) 88.7 108 CAS: 40309- 7.373 262
57-7
Succinic acid, di (trimethylsilyl) ester
15 Butanedioic acid, methyl-, bis Lo e . 18.1 118 CAS: 55557- 7.601 276
(rimethylsilyl) ester 2-Methylsiccinic acid, di(trimethylsilyl) ester 26-1
Bis(trimethylsilyl)2-methylsucinate
16 2.Butenedioc acid (E )-,bis (trimethylsilyl) Fumaric acid, bis(trimethylsilyl)ester 87.7 72 CAS: 17962- 7.937 260
ester 03-7
Bis(trimethylsilyl)fumarate
17 a-D-Glucopyranoside, methyl 2- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 30.9 236 CAS: 54477- 8.544 331
(acetylamino)-2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-  [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano [3,2- 01-9
, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
18 11-(Trymethylsilylmethyl)dimethylsilyloxy- Dimethyl[(trimethylsilyl)methyl](10- 20.5 82 NIST: 216867 8.696 314

1-undecene

undecenyloxy)silane
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Tabla 8. (continuacion)

. Lo Min.
Num. Nombre del compuesto Sinénimo Prob. % mi/z NIST/CAS # |n' . P.M.
retencion
19 D-Ribonic acid, 5-deoxy-2,3-bis-O- D-Ribonic acid, 5-deoxy-2,3-bis-O- 19.7 162  CAS:62338-19- 9 276
(trimethysilyl)-, y-lactone (trimethylsilyl)-, lactone 6
20 2-Isopropyl-3-ketobutyrate, bis (O- Trimethylsilyl (2Z)-2-Isopropyl-3- 49.7 161 NIST: 79700 9.791 288
trimethylsilyl)- [(trymethylsilyl)oxy]-2-butenoate
21 a-D-Glucopyranoside, methyl 2- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 329 236 CAS: 54477- 10.442 331
(acetylamino)-2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-  [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano [3,2- 01-9
, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
22 Butanedioic acid [(trimethylsilyl)oxy]-, bis Tris (trimethylsilyl)malic acid 87.8 67 CAS: 38166- 10.778 350
(trimethylsilyl) ester 11-9
Bis(trimethylsilyl) 2-
23 Bis(Trimethylsilyl)(2R, 3R)-2-hydroxy-3- NO SINONIMOS 8.69 157 NIST: 353241 11.114 366
[(trimethylsilyl)oxy]butanedioate
24 a-D-Glucopyranoside, methyl 2- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 27.7 236 CAS: 54477- 11.688 331
(acetylamino)-2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-  [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano [3,2- 01-9
, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
25 2,2-Dimethyl-5-[2-(2- 4,6-Dideoxy-2,3-O-(1-methylethylidene)-5- 13.8 121 NIST: 190511 12.068 318
trimethylsilylethoxymethoxy)-propyl}- O([2-(trimethylsilyl)ethoxy]methyl)hexose
[1,3]dioxolane-4-carboxaldehide
26 a-D-Glucopyranoside, methyl 2- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 29.5 236 CAS: 54477- 12.296 331
(acetylamino)-2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-  [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano [3,2- 01-9
, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
27 D-(-)-Ribofuranose, tetrakis(trimethylsilyl) NO SINONIMOS 19.9 148 NITS:380115 13.011 438
ether (isomer 1)
28 Uridine, 2°,3",5"-tris-O-(trimethylsilyl)- Uridine, 2°,3",5"-tris-O-TMS 8.6 261  CAS:10457-16-  13.206 460
6
29 D-(-)-Ribofuranose, tetrakis(trimethylsilyl) NO SINONIMOS 20.6 148 NIST: 380115 13.239 438
ether (isomer 1)
30 a-D-Glucopyranoside, methyl 2- N-{6-Methoxy-2-methyl-8- 12.2 228 CAS: 56196~ 13.282 420
(acetylamino)-2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-  [(trimethylsilylJoxy]hexahydropyrano [3,2- 95-3
, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
31 Xylonic acid, 2,3,4-tris-O-(trimethylsilyl)-,d-  Xylonic acid, 1,5-lactone, tris- TMS, D- 21.4 84 CAS: 32384~ 13.434 364
lactone, D- 59-1
32 D-(+)-Ribono-1,4-lactone, NO SINONIMOS 49 175 NIST: 380154 13.51 364
tris(trimethylsilyl) ether
33 a-D-Glucopyranoside, methyl 2- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 18.5 236 CAS: 54477- 14.605 331
(acetylamino)-2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-  [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano [3,2- 01-9
, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
34 D-(-)-Lyxose, tetrakis(trimethylsilyl) ether, NO SINONIMOS 517 204 NIST: 380185 15.212 467
methyloxime (anti)
35 1,5-Anhydro-D-sorbitol, NO SINONIMOS 8.33 230 NIST: 380138 15.44 452
tetrakis(trimethylsilyl) ether
36 D-{-)-Lyxose, tetrakis(trimethylsilyl) ether, NO SINONIMOS 4.68 204 NIST: 380185 15.548 467
methyloxime (anti)
37 D-(-)-Tagatofuranose, NO SINONIMOS 7.78 174 NIST:380126 15.667 540
pentakis (trimethylsilyl) ether (isomer 2)
38 1,5-Anhydro-D-sorbitol, NO SINONIMOS 19.9 230 NIST: 380138 15.776 452
tetrakis(trimethylsilyl) ether
39 D-(-)-Ribofuranose, tetrakis(trimethylsilyl) NO SINONIMOS 126 148 NIST: 380115 15.971 438

ether (isomer 1)
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. . Min.
Nam. Nombre del compuesto Sinénimo Prob. % m/z  NIST/CAS # |n. . P.M.
retencién
40 Dihydroxycetone dimer, [(2,5-Bis|(trimethylsilyl)oxy]-5- 349 85 CAS: 28527- 16.155 468
tetra(trimethylsilyl)- ([(trimethylsilyl)oxy]methyl)-1,4-dioxan-2- 65-3
yl)methoxy](trimethyl)silane
41 Fructofuranoside, methyl 1,3,4,6-tetrakis- Methyl 1,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)hex- 28.2 45 CAS: 30788- 16.275 482
O-(trimethylsilyl)-, a-D- 2-ulofuranoside 71-7
42 D-(-)-Tagatofuranose, NO SINONIMOS 145 194 NIST: 380125 16.383 540
pentakis(trimethylsilyl) ether (isomer 1)
43 Fructofuranoside, methyl 1,3,4,6-tetrakis- Methyl 1,3,4,6-tetrakis-O-(trimethylsilyl)hex- 30.2 45 CAS: 30788- 16.578 482
O-(trimethylsilyl)-, a-D- 2-ulofuranoside 71-7
44 D-(-)-Fructofuranose, NO SINONIMOS 29.9 210 NIST:380167 16.795 540
pentakis(trimethylsilyl) ether (isomer 2)
45 d-(-)-Fructose, 1,2,3,4,5-pentakis-O-(trimethylsilyl)-d- 22 265 NIST:332829 17.034 540
pentakis(trimethylsilyl)ether fructopyranose
46 D-(-)-Ribofuranose, tetrakis(trimethylsilyl) NO SINONIMOS 14.2 148 NIST:380115 17.185 438
ether (isomer 1)
47 a-D-(+)-Talopyranose, NO SINONIMOS 3.91 202 NIST: 380170 17.402 540
pentakis(trimethylsilyl) ether
48 B-D-(+)-Talopyranose, NO SINONIMOS 3.67 151 NIST:380171 17.446 540
pentakis(trimethylsilyl)ether
49 Glucofuranoside, methyl 2,3,5,6-tetrakis- Methyl, 2,3,5,6-tetrakis-O- 12.6 130 CAS: 6736-96- 17.478 482
O-(trimethylsilyl)-, a-D (trimethylsilyl)hexofuranoside 5
50 D-Allofuranose, pentakis (trimethylsilyl) NO SINONIMOS 1.3 195 NIST: 380204 17.521 540
ether
51 D-Psicofuranose, pentakis(trimethylsilyl) NO SINONIMOS 10.2 202 NIST: 380128 17.825 540
ether (isomer 2)
52 d-(-)-Fructose, 1,2,3,4,5-pentakis-O-(trimethylsilyl)-d- 8.62 265 NIST: 332829 17.933 540
pentakis(trimethylsilyl)ether fructopyranose
53 Hexopyranose, 1,2,3,4,6-pentakis-O- 1,2,3,4,6-Pentakis-O- 7.32 282 CAS: 55521- 17.977 540
(trimethylsilyl)- (trimethylsilyl)hexo pyranose 15-8
54 L-(-)-Sorbose, pentakis{trimethylsilyl) NO SINONIMOS 29.4 210 NIST: 380163 18.237 540
ether
55 B-D-(+)-Mannopyranose, NO SINONIMOS 7.01 200 NIST: 380130 18.28 540
pentakis{trimethylsilyl) ether
56 4-0-B-Galactopyranosyl-D- NO SINONIMOS 4.35 240 NIST: 380088 18.356 918
mannopyranose, octakis (trimethylsilyl)
ether (isomer 2)
57 1,5-Anhydro-D-sorbitol, NO SINONIMOS 6.68 230 NIST:380138 18.389 452
tetrakis(trimethylsilyl) ether
58 B-D-(+)-Talopyranose, NO SINONIMOS 5.52 151 NIST:380171 18.465 540
pentakis(trimethylsilyl)ether
59 a-D-(+)-Talopyranose, NO SINONIMOS 5.05 202 NIST: 380170 18.508 540
pentakis(trimethylsilyl) ether
60 B-DL-Lyxopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O- 1,2,3,4-Tetrakis-O- 4.49 141 CAS: 56271- 18.541 438
(trimethylsilyl)- (trimethylsilyl)pentopyranose 66-0
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61 1,5-Anhydro-D-sorbitol, NO SINONIMOS 17.4 230 NIST: 380138 18.844 452
tetrakis (trimethylsilyl) ether
62 Myo-Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O- Inositol, 1,2,3,4,5,6-hexakis-O- 51.1 239  CAS: 2582-79- 19.3 612
(trimethylsilyl)- (trimethylsilyl)-, myo- 8
Trimethyl((2,3,4,5,6-
pentakis[(trimethylsilyl)oxy]cyclohexyl)oxy)si
lane
63 D-Glucose, 2,3,4,5,6-pentakis-O- D-Glucose, pentakis-O-(trimethylsilyl)- 7.61 154 CAS: 6736-97- 19.755 540
(trimethylsilyl)- 6
Pentakis-O-(trimethylsilyl)-D-glucose
64 Hexanoic acid, trimethylsilyl ester Palmitic acid, trimethylsilyl ester 98.3 157 CAS: 55520- 20.319 328
89-3
Trimethylsilyl palmitate
65 a-D-Glucopyranoside, methyl 2- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 39.2 236 CAS: 54477- 20.774 331
(acetylamino)-2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)- [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano [3,2- 01-9
, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
66 B-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5- 3-(5-Ethyl-2,4,6-trioxohexahydro-5- 19.5 340 CAS: 55556- 20.969 648
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5-pyrimidinyl)- pyrimidinyl)-1,1-dimethylpropyl methyl 2,3,4- 80-4
1,1-dimethylpropyl 2,3,4-tris-O- tris-O-(trimethylsilyl)hexopyranosiduronate
(trimethylsilyl)-, methyl ester
67 9,12-Octadecanoic acid (Z,2)-, Linoleic acid trimethylsilyl ester 95 252 CAS: 56259~ 23.203 352
trimethylsilyl ester 07-5
cis-9, cis-12-Octadecanoic acid,
trimethylsilyl ester
68 a-Linolenic acid, trimethylsilyl ester Trimethylsilyl (3Z, 6Z, 92)-3,6,9- 89.8 265 CAS: 97844- 23.658 350
octadecatrienoate 13-8
a-Linolenic acid, TMS
69 a-D-Glucopyranoside, methyl 2- N-(6-Methoxy-2-methyl-8- 14 236 CAS: 54477- 23.691 331
(acetylamino)-2-deoxy-3-O-(trimethylsilyl)-  [(trimethylsilyl)oxy]hexahydropyrano [3,2- 01-9
, cyclic methylboronate d][1,3,2]dioxaborinin-7-yl)acetamide
70 Octadecanoic acid, trimethylsilyl ester Stearic acid, trimsthylsilyl ester 97.5 174 CAS: 18748~ 23.918 356
91-9
Trimethylsilyl ester of octadecanoic acid
71 a-D-Glucopyranose, 2,3,4,6-tetrakis-O- 1-O-(Bis[{trimethylsilyl)oxy]phosphoryl)- 18.3 307 CAS: 55520- 23.962 692
(trimethylsilyl)-, bis(trimethylsilyl) 2,3,4 6-tetrakis-O- 79-1
phosphate (trimethylsilyl)hexopyranose
72 Hexadecanoic acid, 1-(hidroxymethylj-1,2- Palmitin, 1,2-di- 13.7 339 CAS: 761-35-3 25.208 568
ethanediyl ester
Dipalmitin
Glycerol 1,2-dipalmitate
73 Eicosanoic acid, trimethylsilyl ester Arachidic acid, trimethylsilyl ester 63.3 251 CAS: 55530~ 29.415 384
70-6
74 Morphinan-3-ol, 6,7,8,14-tetrahydro-4,5- QOripavine
epoxy-6-methoxy-17-methyl-, (5a)-
6,7,8,14-Tetrahydro-4,5-a-epoxy-6-methoxy- ~ 30.2 229  CAS: 467-04-9 29.599 297
17-methyl-morphinan-3-ol
75 Phenanthrene-1-acetaldehyde, 7-acetoxy- 7-cyano-4a.7-dimethyl-8-(2- 19.5 292 CAS: 76389- 30.055 345
2B-cyano-2,4b-dimethyl- oxoethyl)tetradecahydro-2-phenanthrenyl 51-0
acetate
76 Cephalotaxine, 3-deoxy-3,11-epoxy-, (3a, NO SINONIMOS 17.2 247 CAS: 49686- 30.174 313
11a)- 60-4
77 Morphinan-3-ol, 6,7,8,14-tetrahydro-4,5- QOripavine 18.1 232 CAS: 2856-16- 30.207 313
epoxy-6-methoxy-17-methyl-, (5a)- 7
6,7,8,14-Tetrahydro-4,5-a-epoxy-6-methoxy-
17-methyl-morphinan-3-ol
78 Morphinan, 7,8-didehydro-4,5-epoxy-3,6- Codeine methyl ether 18.7 232  CAS: 2859-16- 30.25 313
dimethoxy-17-methyl-, (5a, 6a)- 7
Dimethylmosrphine
79 Cephalotaxine, 3-deoxy-3,11-epoxy-, (3a, NO SINONIMOS 13.4 247 CAS: 49686~ 30.282 313
11a)- 60-4
80 Morphinan, 7,8-didehydro-4,5-epoxy-3,6- Codeine methyl ether 13.8 232 CAS: 2859-16- 30.358 313
dimethoxy-17-methyl-, (5a, 6a)- 7
Dimethylmosrphine
81 Morphinan-6-ol, 7,8-didehydro-4,5-epoxy- Codeine TMS derivate 15.5 281 CAS: 74367- 30.434 371
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81 Morphinan-6-ol, 7,8-didehydro-4,5-epoxy- Codeine TMS derivate 15.5 281 CAS: 74367- 30.434 371
3-methoxy-17-methyl-6-(trimethylsilyl)-, 14-9
(50, 60a)-
Codeine, O-trimethylsilyl-
82 Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)- 3-Ethyl-5-(2"-ethylbutyl)octadecane 18.9 317 CAS: 55282- 30.694 366
12-7
3-Ethyl-5-(2-ethylbutyl)octadecane
83 a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5- 3-(5-Ethyl-2,4,6-trioxohexahydro-5- 24.9 340 CAS: 55556- 32.256 648
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5-pyrimidinyl)- pyrimidinyl)1,1-dimethylpropyl methyl, 2,3,4- 81-5
1,1-dimethylpropyl 2,3,4-tris-O- tris-O-(tromethylsilyl)hexopyranosiduronate
(trimethylsilyl)-, methyl ester
84 D-(+)-Turanose, octakis(trimethylsilyl) NO SINONIMOS 20.2 289 NIST: 380084 32.483 918
ether
85 Sucrose, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 53.6 223 NIST: 380091 32.592 918
86 2,4-Imidazolidinedione, 5-[3,4- 5-(3,4-Bis[(trimethylsilyl)oxy]-1,5- 217 376  CAS:5517-85-  32.711 516
bis[(trimethylsilyl)oxy]phenyl]-3-methyl-5-  cyclohexadien-1-yl)-3-methyl-5-phenyl-1- 6
phenyl-1-(trimethylsilyl) (trimethylsilyl)-2,4-imidazolidinedione
87 1,3-Dipalmitin trimethylsilyl ether Hexadecanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]- 36.9 413 CAS: 53212- 32.744 640
1,3-propanediyl ester 95-6
Glycerol, 1,3-dipalmitate, 2-O-TMS-
88 Hexadecanoic acid, 2,3- 1-Monopalmitin trimethylsilyl ether 94 266  CAS: 1188-74- 32.863 474
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 5
1-Monopalmitoylglycerol trimethylsilyl ether
89 Aucubin, hexakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 26.8 269 NIST: 380085 32.971 778
90 1H-Cyclopropa[3,4]benz[1,2-e]azulene- 5, 9a-Bis(Acetyloxy)-3-[(acetyloxy),methyl]- 25 449 CAS: 77698- 33.199 534
4a, 5, 7b, 9, 9a(1aH)-pentol, 3- 4a-7b-dihydroxy-1,1,6,8-tetramethyl- 37-4
[(acetyloxy)methyl]-1b,4,5,7a,8,9- 1a,1b,4,4a, 5,7a,7b,8,9,9a-decahydro-1H-
hexahydro-1,1,6,8-tetramethyl-, 5,9,9a- cycloprpal3,4]benzo[1,2-EJazulen-9-yl
triactate, [1aR-(1aa, 1bB , 4aB , 58 ,7aq, acetate
7ba, 8a, 9B, 9aa)]-
91 Isoquinole, 1-[(2-hydroxy-3- 2-Methoxy-6-[(6-methoxy-1- 13.6 185 NIST: 124302 33.351 295
methoxyphenyl)methyl]-6-methoxy- isoquinolinyl)methyl]lphenol
92 D-Glucose, 6-O-a-D-galactopyranosyl-, NO SINONIMOS 9.89 295 CAS: 72347- 33.394 558
bis-O-(trimethylsilyl)deriv., cyclic 76-3
tris(methylboronate)
93 Sucrose, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 46.8 223 NIST: 380091 33.503 918
94 D-(+)-Turanose, octakis(trimethylsilyl) NO SINONIMOS 29.2 289 NIST: 380084 33.611 918
ether
95 Sucrose, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 31.9 223 NIST: 380091 33.839 918
96 (2)-Trimethylsilyl 7-((2R, 3R, 4S)-4,6- Thromboxane B2, 0,0°,0""- 19.7 412 NIST: 378734 34.034 658
bis (trimethylsilyloxy)-2-[(S,E)-3- tris(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester
(trimethylsilyloxy)oct-1-enyl]-terahydro-2H-
pyran-3-yl)hept-5-enoate
97 D-(+)-Turanose, octakis(trimethylsilyl) NO SINONIMOS 28.8 289 NIST: 380084 34.11 918
ether
98 Sucrose, octakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 51.5 223 NIST: 380091 34.186 918
99 3-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5- 3-(5-Ethyl-2,4,6-trioxohexahydro-5- 33.6 340 CAS: 55556- 34.37 648
ethylhexahydro-2,4,6-trioxo-5-pyrimidinyl)- pyrimidinyl)-1,1-dimethylpropyl methyl 2,3,4- 80-4

1,1-dimethylpropyl 2,3,4-tris-O-
(trimethylsilyl)-, methyl ester

tris-O-(trimethylsilyl)hexopyranosiduronate
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100 D-Glucose, 6-O-a-D-galactopyranosyl-, NO SINONIMOS 52.9 295 CAS: 72347- 34.673 558
bis-O-(trimethylsilyl)deriv., cyclic 76-3
tris(methylboronate)
101 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether  9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-, 2,3- 48.2 230 CAS: 54284- 34.944 498
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester 45-6
Linoleic acid, 2,3-bis-(O-TMS)-propyl ester
102 4H- 3a, 6b,8a-Trihydroxy-2a-(hydroxymethyl)- 316 289  CAS: 77646- 35.02 422
Cyclopropa[5°.6Jbenz[1",2":7,8]azuleno[5 1,1,5,7-tetramethyl-4-oxo- 23-2
.6-bJoxiren-4-one, 8-(acetyloxy)-1, 1a, 1b, 1a,1b,1c,2a,3,3a,4,6a,6b,7,8,8a-
1c, 2a,3,3a,6a, 6b,7,8,8a-dodecahydro- dodecahydro-1H-
3a, 6b, 8a-trihydro-2a-(hydroxymethyl)-  cyclopropa[5°,6]benzo[1°,2":7,8]azuleno
1,1,5,7-tetramethyl-, (1aa. 1bB, 1cp, [5,6-bJoxiren-8-yl acetate
2aB,6aa, 6ba, 7a, 8B, 8aa)-
103 (5B)Preganne-3, 20B-diol, 14a, 18a-[4- NO SINONIMOS 13.9 405 NIST: 194303 35.063 489
methyl-3-oxo-(1-oxa-4-azabutane-1,4-
diyl)-,diacetate
104 13-Docosenamide, (2)- Erucylamide 77.8 166  CAS: 112-84-5 35.172 337
Crodamide E
105 Octadecanoic acid, 2,3- Stearic acid, 2,3-bis(trimethylsilyl) propyl 947 129 CAS: 1188-75- 35.281 502
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl ester ester 6
Octadecanoic acid, 2,3-bis-(O TMS) propyl
ester
106 Aucubin, hexakis(trimethylsilyl) ether NO SINONIMOS 7.82 269 NIST: 380085 35.508 778
107 Cholest-7-en-6-one, 3-(acetyloxy)-9- Viperidone acetate 54 351 CAS: 863-40-1 35.628 458
hydroxy-, (38, 5a)-
9-Hydroxy-6-oxocholest-7-en-3-yl acstate
108 3-Pyridinecarboxylic acid, 2,7,10- NO SINONIMOS 18.8 578 CAS: 51906- 35.703 597
tris(acetyloxy)-1,1a,2,3,4,6,7,10,11,11a- 00-4
decahydro-1,1,3,6,9-pentamethyl-4-oxo-
4a,7a-epoxy-5H,
cyclopenta[a]cyclopropalflcycloundecen-
11-yl ester, [1aR-(1aR*,2R*, 3S*, 4aR*,
6S*, 7S*,7aS*8E, 10R*, 11R*, llaS*)]-
109 1H-Cyclopropal[3,4]benz[1,2-e]azulene-5,  Sa-{Acetyloxy)-3-[(acetyloxy)methyl]-5,7b- 43.3 449 CAS: 77550- 35.92 476
7b, 9, 9a-tetrol, 3-[(acetyloxy)methyl]-1a, dihydroxy-1,1,6,8-tetramethyl-1a,1b,4,4a, 5, 15-3
1b, 4, 4a, 5, 7a, 8, 9-ocyahydro-1, 1, 6,8- 7a, 7b, 8, 9, 9a-decahydro-1H-
tetramethyl-, 9-9a-diacetate, [1aR-(1aa, cyclopropa[3,4]benzo[1,2-E]azulen-9-yl
1bB, 4aB, 5B, 7aa, 7ba, 8a, 9B, 9au)]- acetate
110 Podocarpa-1,8,11,13-tetraen-3-one, 14- 5.zeta.-podocarpa-1,8,11,13-tetraen-3-one, 9.43 261 CAS: 18326- 35.964 342
isopropyl-1,13-dimethoxy 14-isopropyl-1,13-dimethoxy 20-0
111 25-Norisopropyl-9, 19-cyclolanostan-22-  3a,6,6,12a-tetramethyl-1-[(2E)-1-methyl-4- 70.6 414 NIST: 194000 36.04 516
en-24-one, 3-acetoxy-24-phenyl-4,4,14-  oxo-4-phenyl-2-butenyl]tetradecahydro-1H-
trimethyl- cyclopenta[a]cyclopropale]phenanthren-7-yl
acetate
112 2,4,8,8,10-Tetradecapentanoic acid, 9a- 9a-(Acetyloxy)-4a, 7b-dihydroxy-3- 15.8 597 CAS: 77550- 36.191 606
(acetyloxy)-1a,1b,4,4a,5,7a,7b,8,9, 9a-  (hydroxymethyl)-1,1,6,8-tetramethyl-5-oxo- 17-5
decahydro-4a,7b-dihydroxy-3- 1a,1b,4,4a,5,7a,7b,8,9,9a-decahydro-1H-
(hydroxymethyl)-1,1,6,8-tetramethyl-5-oxo-  cyclopropa[3,4]benzo[1,2-EJazulen-9-
1H-cyclopropa[3,4]benz[1,2-e]azulen-9-yl yl(2E ,4E,6E,8E,10E)-2,4,6,8,10-
ester, [1aR-(1aa, 1bB, 4apB, 7aa, 7ba, 8a, tetradecapentaenoa
9B, 9aa)]-
113 Cholestano [7,8-a]cyclobutane, 3- 1-(1,5-Dimethylhexyl)-8-methoxy-10a,12a- 20.1 419 NIST:195950 36.527 454
methoxy-6-oxo-2"-methylene dimethyl-5-
methylenehexadecahydrocyclobuta[m]cyclo
penta[a]phenanthren-6(4H)-one
114 Glycine, N-[(3a, 58, 7a, 12a)-24-oxo- methyl ((24-ox0-3,7,12- 395 325 CAS: 57326- 36.831 695
3,7,12-tris[(trimethylsilyl)oxy]cholan-24-yl]- tris[(trimethylsilyl)oxy]cholan-24- 16-6
, methyl ester yl)aminno)acetate
115 17-(1,5-Dimethylhexyl910,13-dimethyl-3-  3-[(2)-2-Phenylethenyl]cholestan-2-one 34.7 375 NIST:210749 36.983 488
styrylhexadecahydroxyxlopenta[a]phenant
hren-2-one
116 Pronanoic aci. 2-(3-acetoxv-4.4.14- 2-(3-Acetoxv-4.4.10.13.14-nenthamethvi- 11.6 386 NIST: 194012 37.102 430
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118 9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2,3- 2,3-Bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl 33.1 258 CAS: 55521- 37.633 496
bis[(trimethylsilyl)oxy]propyl esterm (9E,12E,15E)- 9,12,15-octadecatrienoate 22-7
(2.2,2)-
119 (+)-a Tocopherol, O-trimethylsilyl- NO SINONIMOS 88 259  CAS: 2733-26- 38.013 502
8
120 Campesterol Ergost-5-en-3-ol, (3B, 24R)- 15.9 284  CAS: 474-62-4 38.728 400
121 (5B)Preganne-3, 20B-diol, 14a, 18a-[4- NO SINONIMOS 38.4 405 NIST: 194303 38.837 489
methyl-3-oxo-(1-oxa-4-azabutane-1,4-
diyl)-,diacetate
122 Silane, [[38, 24R)ergost-5-en-3- Campesterol, TMS ether 88.9 321 CAS: 55429- 39.032 472
ylloxy]trimethyl- 62-4
123 Stigmasterol trimethylsilyl ether Silane, trimethyl [[(33, 22E-stigamatasa- 93.7 324 CAS: 14030- 39.368 484
5,22-dien-3-ylloxy]- 29-6
124 y-sitosterol Stigmast-5-en-3-ol, (33, 24S)- 66.5 297 CAS: 83-47-6 39.639 414
125 B-Sitosterol trimethylsilyl ether Silane, trimethyl[[(3p)-stigmast-5-en3- 93.8 294  CAS: 2625-46- 39.943 486
ylloxy] 9
126 Pregn-5-en-20-one, 3,16- 3,16-Bis[(trimethylsilyl)oxy]pregn-5-en-20- 25.6 347 CAS: 40822- 40.051 476
bis[(trimethylsilyl)oxy]-,(3B, 16a)- one 79-5
127 Betulin Lup-20(29)-ene-3,28-diol, (3B )- 30.2 394 CAS:473-98-3  40.474 442
128 9,19-Cyclokanostane-3,7-diol 1-(1,5-Dimethylhexyl)-3a,6,6,12a- 21.4 387 NIST: 186589 40.962 444
tetramethyltetradecahydro-1H-
cyclopenta[a]cyclopropale]phenanthrene-
4,7-diol
129 4’-Apo-B-carotenic acid Neuroporaxanthin 28.6 480 CAS:2468-88- 41.601 498
4
130 1-Monolinoleoylglycerol trimethylsilyl ether Linoleic acid, 2,3-bis-(O- TMS)-propy! ester 26.2 230 CAS: 54284- 41.84 498
45-6

10 mg de muestra liofilizada de pistilo + 1 mL de metanol grado HPLC. 50 pL agente derivatizante (N,0-
bis[trimetilsilil]trifluoro acetamida, BSTFA). EM-CG Agilent 7890 AA con un detector cuadrupolo 5975, con un
sistema de ionizacién de 50 eV en un rango de masas de 50-700 m/z. Columna HP-SMS (30 m x 0.25mm x
0.25 ym) en modo spletess temperatura del inyectos 250°C y el tiempo de spletess de 2.5 min. Temperatura
inicial: 100°C/1 min; luego, 220°C a una raz6n de 6 °C/min (durante 1.23 min); 290°C a razén de 10°C; 310°c

arazén de 40°C por 7.5 min. Gas acarreador: helio 1 mL/min.
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