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Prefacio

Unadelaslineas estratégicas de la mision y vision univesitaria hasido la de impulsarunapolitica
de ciencia, tecnologia e innovadén que contribuya a crecimiento econdmico, a la compettividad,
a desarrollo susentabley al bienestarde la poblacion, asi omo impulsarunamayor divulgaddn en
beneficion del indice de desarrollo humano,a través de distintos mediosy espados, asi como la
consolidaion deredes de innovacion de lainvestigacion, ciencia y tecnologia en México.

La Uniwersidad Auténoma Clapingo visualiza la necesidad de promower € proceso de la
investgadon, proporcionando un espado de discusidny andisis de los trabajos realizados
fomentndo & conacimiento entre ellos 'y la formacion y consolidacion de redes que permitan una
labor investigativa mas eficaz y un incremento sudancial en la difusion de los nuevos
conacimientcs. Estevolumen | contiene 14 capitulos arbitrados que se ocupan de estosasuntosen
Quimica Biologia y Agrononia, elegidos de entre las contribuciones, reunimos agunos
investgadores y estudantes.

Cunill, Guerra, Villa, Reyess,Zuleta, Salcidoy Salgado presentan la cgpacidad antioxidarte
de las hojas de jonate (heliocarpus appendicdatus tucz) dentro desu furcibn como farage
aternativo en un sistema agroforestal; Sierra, Zuleta, Aguirre, Reyes y Guerra, actan sobreun
estudo fitoquimco y adividad antioxidantedel extracdo metandlico deJiotilla (Escontria chiotilla);
May, Ortega, Can, Garcia, Bojérquez Maduefio y Cruz serefieren a lacdidad del agua para riego
agricola del sistema hdrogréfico Lerma-Chapala-Santiago; Elvira, Quintero, Trinidad y Ley\a,
exporen las tsas deCrecimientoy Tiempo deDuplicadon de 17 Ecapos deAzolla, Colectadas en
Meéxico; Sarchez Navarro y Garcia planean € estudio compaativo de los reaursoshidrologico-
forestdes de la Microcuenca de la Laguna de Epatlan, Pue. (199-2014), Palafax, Rodriguez,
Sierra, Mezay Tehuacatl esbazan su articulo sobreel comporamiento agronomnico de Hbridosde
maiz formados con lineas tropicales sobresalientes Cabrera, Carballo, Mgjia, Garcia y Vaglera
presentansu investgacion sobrela cdidad de granode los maices criollos sobesalientesde la raza
Zapalote Chico, Carrillo, amta solre la utilizaddn de microorganismos para inaementr la
eficiencia de acumuacion de cobre de las plants, Pérez, Carrillo, Juarez, Ortiz y Vidal, indican
sobreel compotamiento de semilla de jitomae enwgjecida y pre-amndicionada, sometidaa la
prueba de vigor; Hernandez y Sandeal presentan su investigaddn sobre lainnovecion en la
agotecnia de la cafla de azlica (Saccharum oficinarun L.). Un estudio de caso, Ranao y
Valdovinos, esbaan sobre la vaoracidn ecologica con forestaia andloga para produccén
organica en Jalisco, Garcia y Sénchez presentan sobre arboles y arbustos de uso multiple con
potercial agroforestal en e sureste de Guangjuato; Cruz y Torres, acotan sobrela caraderizadén
del agroecosistema @fetalero en la sierra sur deOaxaca, Guerran Delgadillo, Hernandez, Guerra y
Raman escriben solre € efecto de la infeacion con Clavibacter michiganensis subespede
michiganenss, en e vigor de las Semila de Jitomate (Lycopersicon esculentum Mill).
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Abstract

De aauerdo con la necesidad imperante dentro las cadenas agroalimentrias en regonesTropicdes
y Neo-tropicdes de reducir suextensionde forrgie con mejor rendimiento nutrimental, es necesario
explorar y experimentar con forrgjes alternativos a través de estudos etnogréficos determinar un
nuevo uso dentro de un Sistema Agroforestal. En € presente trabgjo se analizaron las hojas de
joncte para ceterminar su cgpaddad antioxidante a prtir de un extracto hidro-metandlico. Se
determinaron los fenolestotales por el métodode Folin-Ciocalteu y la cgpaddad antioxidante por
los ensayos: del radicd 2,2-difenil-1-picrilhidrazl (DPPH-). Los resultados se expresaron como
Equivalentes de Acido Gélico (EAG) por gramo de muestraen base sea y en minimoles
equivalentes de Trolox (TE) por gramo de muedra en base seca respectivamene. El contenidode
fenolestotales en las hojasfue de: 41.662+05mgGAEg-1, y la capacidad antioxidante fue de:
257.07+£27.18mmolTEg-1 vy 309.33 mmol TEg1, a partir de los ensayos de DPPH-
respedivamente. El contenido relativamente ato de fenoles es indicativo de la pesencia de
flavonoides yfenilpropanoides principalmeng, los cuales son los responsalds de la adividad
antioxidantedelas hogs.

1 Introducdén

La necesidad deinnover en forrgjes alternativos dentro de SistemasAgroforestaks es clave para la
conservacion de espedes nativas, principalmente arbéreas que han sido utilizadas desde la
antigliedad comoforraje, pero ante la tendncia productiva adual no soncontempbdas comotal. El
jonate es un érbol de hasta30 metos de ato y hasta75cm de diameto, de fuste cilindrico y copa
pegueiia de ramasascendentes. Corteza externa es lisa, verde grisacea, presenta algunas lenticelas
en formaverticd, la corteza internaes muy fibrosa de color rosado-blanco, la cual oxidarsese torna
anaranjada (Pennington y Sarukhan, 2005. En la Sierra Norte y Nororiental del EstadoPuebla,
funge como elemento primordial en cafetales y huertos caseros, dondese desarrolla e elemento
animal en aves como gallinas, gugjolotes, codornices y de gusano de jonote (Arsenura armida
armida Cramer) (Cunill y Guerra, 2014). Los forragjes dentro de suspropiedades nutracéuticas se
encuentra la cgpacidad antioxidantg, cualidad que reduce e dafio por estrés y mangjo del ganado.
Un antioxidantees unasubstncia queactla incliso en bajas concentradones inhibiendoel proceso
deoxidacion de bs mdéaulas(Singh y Kumari, 2015; Halliwell and Guteridge, 1995).

Compuestoditoquinicos polifendlicos con variables estructuras fendlicas son llamadosen
conjurto flavonoides, actuando como antioxidantes. (Laghari et al., 2013. Las propedades
antioxidanes estan diectamente relacionadas con su concentraddn de diferentes compuesos
fenolicos como flavonoides antocianinas,taninosy &cidos fendlicos (Djeidane et a., 2006.Fenoles
manfiesian su capacidad antioxidante gradas a su cgpacidad de remover € oxigeno derivado de
radicales libres por la donadén de hidrégenos o de electrones (Singh y Kumari, 2015; Prietta,
2000.

En los animales de produccion las aplicadones de los antioxidanes se encaminan
fundamentlmente para optimizar los rendimientos,de marera queno sélo se obtergan beneficios
eanonicos, sino tambien mejaas en las cdidad de las producdones(carne, huevo, ledhe) y en la
seguridad del consumidor, pudiendoreducir € uso de dterminados compuestossintéticos
(Sebastian, 2003) El presente trabgjo evalla la capacidad antioxidante para conacer su potencial
nutracéutico del jonote como parte del disefio de nuevos forrges alternativos para su
implementacion en $stenas Agoforestaks en regiones Tropicales y Neotropicdes de América.



1.1Materiales y métodos
Reactivos

El readivo de Folin-Ciocdteu, e caboreto de sodio anhidro, e addo 6-hidroxi-2,5,7,8
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox)y e 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) fueron
adquiridos de gmaAldrich.

Instrunentacion

La medrion de absobancias para cuantifi car los fenolestotales y evaluar la adividad antioxidante
sellevo a cabo en un lector de microplacas, equipado con bombasde inyecacién automética y el
software de andlisisde datos Gen5TMdata (Biotek Instrumentsinc., Winooski, VT,USA)
Preparacion deextractos pdares

Las hojasde jonote previamentesecalas a la sombray mdidasse maceraron en metanol/agua (4:1,
vIv) 'y &cido clorhidrico a 10 % hastaalcanzar un pH=3. La mezcla obtenida se agitd primero en
vortex (3 min, 1000 rpm) y después en una incubedora (30 min, 37°C), se sonc6d (15 min) y
finamente seentrifugd (15 nin, 4000rpm). El sobenadante se levd a un volumen final de 5mL.
A partir de este extrado setomaran aicuctas para determinar fenoles totales y estimarla actividad
antioxidane.

Cuantficacion de énoles totales

Los fenolestotales fueron cuantificados por e método de Folin-Ciocalteu adaptadoa microplacas
(Singleton y Ross$, 1966). La curva de cdibracion de addo gdlico se obtuvo en un rango de
concentradonesde 0.02-0.22mgmL !

En unamicroplaca de 96 pozos se mezclaron, en cada pozo, 25 uL del extrado polar de hojasde
jonotes (muestraantioxidante) a diferentesconcentradones,125uL de aguadestiladay 20 pL del
readivo de Folin-Ciocateu (diluido 1:10), después de agitar y dear reposr por 5 minutos, se
adicionaron 30 pL de carboreto de sodioa 20 %. La mezcla se dej6 incubar durante 60 min en la
oscuridad y seleyeron las absorlancias a 760 nm en un lector de microplaca (Synergy HT Multi-
Mode Microplatereader, Biotek International). Las medrcionesse hicieron por cuatriplicado y los
resuttados del contenidode fenolestotales se expresaron en miligramos de fenolesequivalentesa

-1
4ddo gdlico porgramosde muestraen baseseca (P8 EAGEab ),

Evaluacion dda actividad antioxidante

La evaluacion de la adividad antioxidante se llevd a cabo de acuerdo con € ensayo de ato
rendimiento para esimarla cgpaddad relativa de remociéndel radical libre DPPH- con respedo al
Trolox (RDSC), desarrollado y validado por Cheng et al. (2006). Los valores de RDSC de las
disduciones de muestrafueron reportados con respedo a antioxidante dereferencia, trolox,
analogo dela vitaminaE. También secdculo e valor dela concentraddn requerida delas muestas
antioxidartes (extrado de jonde) para degradar el 50% &l DPPH- en la mezcla dereacdon (Clsg).
Todas las disolucioes seprepararon con meanol/agua (4:1 v/v). Ladisducion gock de DPPH- con
unaconcentradon 0.625mM seprepararo el mismodiay se diluyo hasta obterer unaconcentracion
final de 0.208mM. A partir de una dishucion stock de trolox25 mM se tamaran alicuotaspara
obterer dilucionescon las siguienies concentradones 1.2,4.8,9.6, 19.2,28.6,36.0mM. En cada
pozo de una microplaca se colocaran 100 puL de las disduciones de prueba a 5 diferentes
concentradones y 100 pL de las diferentes distuciones detrolox (todo por cuatriplicado).
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Para terer un control se destinaron 4 pozos en los que se adicionaron 100 pL de
metanol/agua (80:20 v/v) y una columna competa de pozos donde se adicionaron so6lo 200 pL
metanol/agua (80:20v/v, blanco). Después, seadicionardn 100 uL de DPPH- 0.208mM atodoslos
pozos con excepcion de los que contenan e blanco. El equipo de microplacas se programé para
agitar por 30 segundosy poseriormentetomar lecturas de absorbancia a 515 nm, en intervaos de
un minuto durante 30 minutos. El porcentaje de DPPH- degradado se cdculo de aauerdo a la
eaacion (1)

Am—4Ab
Ac—Ab

%DPPHp.grazado = |1 — | x 100

1)

donce: Am, Ab y Ac representan las absobancias de las disducionesde prueba, blanco y
control, respedivament, leidas a 515 nm despues de 30minutosde reaccion con el DPPH-. Los
valores del porcentaje dedegradaddn del DPPH- a diferentes temposde reaccion obtenidosde la
eaacion (1) se gdficaron en funcion del tiempo. A partir de lascinéticas de degradadon se
cdcularon las &reas bajo la curva (ABC) (ecuacion 2) de disolucianes de prueba y del trolox a
diferentesconcentraciones.

ABC = 0.5 + (fy + f2 + fa+€ & fi1) (1.2)

Dondefo esel DPPH- inicial y fi esel DPPH- total consumidoLos datos seprocesaron en el
progama Microsdt Excd para cdcular las éreas bagjo la curva de cada tratamientoy del trolox.
Para calcular €l valor de RDSC(capaddad relativa de atrapamiento delradical DPPH- con respedo
al Trolox) seaplicé la ecuaddn (3) querelacionael area bagjo la curvadelas disducionesde prueba
y e areabajo lacurvadel Trolox, cuando sedlcanza el 50 % dedegradacién delDPPH-.

Losvaores deRDSCfueronexpresadosen mmol de equivalentesde Trolox por gramo de la

-1
muestaen base seca (MMOIEsET 245

ABC, molarided del Trolox
RDSC = (2222 x )
ABCT

masa da la musstra

2.2
Analisisestadstico

Los datos se analizaron estadisicamente en un disefio competamente a azar. Las diferencias
estadigicamentesignificativas (p < 0.(3) entre las medis de losresultados experimentales fueron
evauadas por un andlisis de la varianza y compaadon de medas por la prueba de rango mditiple
deDucan.

1.2 Resultados ydiscusion

Respedo a contenidofendlico, la curva de cdibracion de &cido gélico arrojo la eauacion: y =
46.36x+ 0.0543con un coeficiente de correlacion de 0.982.Con base a esta curva se calculé que
las hojasde jonde contienen 41.662+05mgGAEg1. Estosresultadosson equipaables a hojasde
arboles tales como Sapindusmukorrosi con 53.48+0.18 mgGAEg.1 (Singh y Kumari, 2015) y
Saptum ebifera 48.260+2.901 (RFu et a.2015),amboscon potemwial nutaaitico. EI DAPH es una
técnica bien conacida por su cgpaddad seauestradora de radicales libres. Cuando los radicales se
neutralizan en presencia de unradical seauestrador, la solucionde DAPH cambia decolor de un
violeta intenso a unligero amaillo. El grado de reduccién de la absorbancia es indicador del
incremento de la capacidad antioxidante (Singh y Kumari, 2015. En la figura 1 se aprecia la
degradacién del DPPH- en funcién delas diferentesconcentradonesde extrado de hojasde jonde
durante 30 mintos.
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Figura 1Degradaddn deDPPH- adiferentesconcentradonesde extrado de hojas dgonote
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1.3 Conclsién

Se obsrva que e contenido de compuestosfendlicos esta directamente relacionado con la
cgpacidad antioxidante de losextrados Dentro del sistema nutrimental se encuentra una forma
emnonica préctica y eficaz de administrar antioxidantes, mejarando asi la inocuidad y cdidad de
la carne; ademés de reducir € estrés oxidativo fisiolégico queafede la integridad y correcto margjo
del animal.
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Abstract

En & presente trabajo selogré e aislamiento y caracterizadon de algunos metbolitos seaundarios
de losfrutos del extrado metndlico de Jiotilla (Escontria chiotilla). Ademas de determinar la
cgpacidad antioxidante @l extrado metnolico del fruto. Las propiedades como aimentoque los
frutos poseen, ha despertado el interés de redlizar e estudo fitoquimico de los fruto y evauar su
adividad antioxidane. Hasta hoy, existen escasos estudos reaizados. Se uilizd un extrado
metnolico del jugo de jiotilla de 96.3 g de matria seco liofilizado, obtenido medante
extracdones sucesivas con metnol a tenperatura ambiente. La ssparadon de loscompuestosse
realizd6 por cromatografia en columna, usando disoventes y mezclas de estos con polaridad
variable: hexano, diclorometano, cloroformo, acetona, acdato de etilo y metnol. En las primeras
fraccionesse aislaron 6 compuestogliferentes, entre loscuales se encuentra unamezcla de addos
grasos y dos compuestostotalmente puros. La purificadon se efectué medante cromatografia,
recristalizadon y filtr ado de solidos. Los compuestosaislados, se analizaron a partir del andlisis de
espedros de 'H RMN, 3C RMN, DEPT. A partir de los datos espedrales, seencontré que s
estructuras quimicas de loscompuestos corresponen a una mecla de addos (oleico, linoleico y
linolénico), € estaoide conacido como b-sitoserol y € addo malico. Los otros compuestoscon
alto potercial desdeel punto de vida estructural, se encuentran en mezclas a polaidades mayores
gue seestanestudando actualmene. El contendo defenolestotaes, expresadoscomomg de EAG
g! de peso sem en pulpafue de 17.6365(mg GAEg 1s) y para el casodel extrado metnolico fue
de7.5592(mg GAEg! deextrado).

2 Introducdon

La jiotilla (Escontria chiotilla) se encuentra taxondnicamente ubieda dentro de la familia
Cadaceag perteneciente a orden Centrospemeae o Caryophyllales crece en las zones aridas y
semidridas. Se encuentra distribuida principalmente en los estadosde Puebla, Oaxaca Guerrero y
Michoaca.

Actualmentela jiotilla no secultiva ya que crece de forma silvestre, la época fructifi cacion
es en los meses de abril, mayo y junio (Franco-Zavaleta, 2004). Respedo a consumoper cpita,
superficie y produccdn a nivel nadonal no setienen datos oficiales precisos, destacando entre las
principales regiones productoras de jiotilla las ya mencionadas: Puebla, Oaxacg Michoacan vy
Guerrero. Produce frutos de pulparoja comestiblede sabor agridulce El color rojo intensode la
pulpa de este futo. A la fecha estudos aceca de la estructura quimica y estabiidad de sus
betalainases escasa y no hay literaturasadore estoscompuestos ed fruto (Franco-Zavaleta, 2009.

Las betalainas son pigmentos solublesen agua que contiene nitrégeno que se encuentran
s6lo en un nimeo limitado de planés, incluyendo € orden de Garyophyllales, con peso maeaular
entre400y 500 (Guaadaoui et al., 2014:Fennema, 19%). Algunosbetalainastienen unacapaddad
de coloracibn mas fuerte que las antocianinas. Curiosamente antodaninas y betalainas son
mutuamenteexcluyentesy nunca han ambassido halladas en la mismaplanta(Guaadaoui et al.,
2014). Estospigmentospor lo genera se localizan en un organulo Unico de lacdula vegetal, la
vaauola(Schoefs, 2004:Cabanes et al., 2019.

Betalainas son pigmenbs solublesen agua, que se pueden dividir en dos grandes grupos:
estructurales betacianinas rojo-violeta y betaxantinas amaillas (Cai, et al., 2005:
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CastellanosSantosy M.-Y ahia, 2008) conjugadas de la unidadestructural addo betaldmico
con aminas libres o compuestosderivadosde indalina. La presencia de ambostiposde pgmentos
genera laamplia variedad detonosquevan desdeel amaillo pdido avioletaincluyendo el naranja,
rojo, rosa Yycolores caraderisticos de las flores, las frutas, y raices de planis que contienen
betalainas(Cabanes et al., 2014.

Al igua que otros fitoquimicos (antocianinas, carotenoidesy clorofilas) las betalainas se
utilizan como sugancias colorantesen € procesamiento de alimentosdebido a suamplia estabiidad
de pH (pH 3-7). También han sido reportadas por sus propiedades antirradicaes y una fuerte
adividad antioxidant, pueden contribuir a lasactividades anti-inflamataias, en la inhibicion de la
oxidacion de lipidos y la peroxidacion y tienen efedos anticancerigenos de las cdulas (Guaadaoui
et al., 2014. El principal foco de irterés, ha estado recientementeen pigmentosde betalainascomo
antioxidanes natuales (Castellan®-Santosy M.-Y ahia, 2008.

A la fechase conocen unas seéntabetalainasy todas ellas pogen la mismaestructura basica

(Figura 1a), formadapor la condensaddn de una amina primaria o seaundaria como € triptéfano
(Figuralb) y un aldehiddlamadoaddo betlamico (Figura2c) (Franco-Zavaleta, 2004.
Figura 2 Estrictura basica delasbetalainas.

;j\COOH a\)@ HOOC /(H§COOH

la) Betalainas Trlptofano ¢) &cido betalamico

HOOC

Nuestro cuerpo estd constanemente expuesto a una variedad de agentes oxidanes y €
cuerpo es iguamente incorparado con antioxidanies para atender a los radicales libres generadosa
partir de los oxidants maneniendo un equilibrio entre la produccion de radicales libres y la
neutralizadon por los antioxidantes. Cuando existe un desequilibrio entre la formacion y la
neutralizadon de los radicales libres por los antioxidanes, resulta a estrés oxidativo. El estrés
oxidativo hasidoimplicado en la etiol ogia de enfermedades tales como cardiovagulares, cancer de
pulmén, entreotras (Azeez, et al., 2012.

Numerosos estudos epidemioldgicos llevados a cabo en muchospaisesindican que una
dietarica en frutas y verduras, retrasa el proceso de envgeamiento y reduce € riesgo de varias
enfermedades de estilo de vida, enfermedades cardiovagulares y cancer, principalmeng, asi como
trastornos,artritis reumatoide,enfermedades pulmonares, de caaratas, la enfermedad de Parkinson
o de Alzheimer. Se cree quelos compuestogjueson en gran parte resporsablespara aquellos efedo
protedor son compuestodfitoquimicos y vitaminas C y E, que tiene propiedades antioxidanies
(Szajdeck y Borowska., 2008. Estees atribuido principalmentea suscomponengs antioxidantes,
espedalmente Jiamina C, caotenoides, compuestos fendlicos, flavonoidces, taninos y
antocianidinas que son conccidos por pose la cgpaddad de eliminar los radicales libres y la
peroxidacion (Calo, et al., 2013.
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Por lo tanto, este estudo se enfoca en aislar, purificar e identificar estructuras quimicas
principales del extrado metandlico (polar) y evaluar la actividad antioxidante del mismo, presentes
en frutos dgiotilla

2.1Materiales y métodos
M ateriales

Los frutosdejiotilla secoledaron en la region de la Mixteca Baja Oaxaquefia, en la comuridad de
Acaguizapan, municipio de Santiago Chazumba,Oaxacg en estadode madurez comercial a criterio
visual de losnativos del lugar (90 dias aspués de sufloraddn). Después de larecoleccion, las
muestes se transpotaron en refrigeracion a labaatorio. Postegiormente secongelaron y
amacenaron a-20 °C lesta suandisis.

Los reactivos quimicos: hexano, acdato de etilo, dicloromet@no, metnol y acetona, fueron
adquiridos enl.T. Baker, S. A. deC. V., Edo. deMéxico, México.

2.2Métodos
Preparacion del extracto metandlico

Se descongelaron los frutos de jiotilla a temperatura ambiente, y se separaron las cascaras de la
pulpa. Se obtuveron 663.19 gramos de pulpala cua se liofilizd en un equipo de liofilizadén
LABCONCO (Figura 21 @), obtenéndose96.34gramosde liofilizado. Al producto liofili zado sele
adicion6 600 mL de metanol y se dgj6 macear durante tres dias, poseriormente se filtré para
extracaon dd residuo solido, la disducion metndlica se evapord en un rotavapor Bichi R-3
(Figura2.1 b) abaja temperatura y ato vado, esto se epitié cinco veces para finamente obterer e
extrado metandlicocon un peso de58.1gramos.

Separ acion por cromatografia encolumna

Se empled La cromatografia por columna a gravedad (CCG) para la separaddn de los compuestos
del extrado por diferencia depolaridad a través de digintosdisdventes.A continuaddn se describe
la preparacion de la columna(Figura 2.2):

1. Seutilizaron 55.1gramos de extrado metndlico, € cua sediluyé en metanol en un mataz
bola.
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Para la preabsacion en silice, se agregd gel de silice 60 (0.063-0.200 mm, Merck) y se
mezclé dgjando la muestra homogémra, poseriormente se evaporé e disdvente en un
rotavapor a presionreducida, dejandoe extracto sec e impregando en sutotalidad en la
silice

El extrado preabsorbidosepulverizé en un morero para obtener partculasfinas.

La columna cromatografica, seprepard colocando un pedazo de algodénen e fondo, para
evitar €l escgpede gel desilice.

La columnade vidrio se empaco aproximadamentehastala mitad con silice prebsabidaen
hexano aproximadamenteen unarelacion 21 p/p(siliceextrado).

Se agregd e extrado impregnado en silice ala columna.

Se empez6 la elucion, colectando fracciones de 250 mL, usando como eluyente inicia
hexano (hex) 100 % y posteiormente mezclas hexano/acetato de etilo (AcOEt) hastallegar
a100 %ACOEt.

La observadon de la composicionde las facdones seredizd por cromatografia en placa
delgada (CCD, cuando ya no se observaba alguna mancha de interés, se aumentba la
polaridad.

Figura 2.2Fraccdonamento deextrado de jidilla en columnacromatogréfica, con mezcla de

disdvente Hex/AcOset.

}— Hex/ACOEL
} Exdracto jiotilla

— Gel de silice

}— | Algodon

4 '& i ’ | Fraccionamiento
I
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Seguimiento y purificacion de productos

El seguimiento de las reacdonessellevd a cabo por cromatografia de cgpa fina, en cromatoplacas
de gel de slice 60(ALUGRAMN SIL G/UV2sy), las visualizadon serediz6 con luz ultravioleta en
lampara de UV Mineral Light, también se us6 como revelador e &cido fosfomdibtico por
cdentamiento de las cromatopl&as. La cromatografia por columna a gravedad y flash para
purificadon de los compuestosserealizé sobregel de silice 60 (0.040-0.063 mm., malla 230-4000
ASTM) como faseestecionaria.

Analisis por cromatografia en capadelgada

Se aplicaron con un capilar de vidriomuestas de cada fraccion colectada a mediocentimeto del
bordeen unodelos extremosdela placa sedegé seca y seeluyeron en unacamara cromatografica
con mezclas de hexano y acetato de etilo. (Figura 2.33). Para lograr una mejor observacion de las
marchas, fue recesario usar un revelador de luz ultravioleta en lampara UV Minera Light, &ddo
fosfomdibdico y sulfato cé&ico amoniacd, seguido por € cdentamiento de las cromatoplacas
(Figura2.3b).

Figura 2.3(a) Elucion de lasfracdonesde extracto de jidilla en Hex/AcOEt en phca
cromatogréfica y (b) revelado delas pbcas en addo fosfomolbdico.

Andlisis espedroscopico de los productos aishdos

Los espedros Rescnancia Magnética Nuclear de protéon ycarbono (*H RMN y 3C RMN) se
determinaron mediante un espectrometro a 400 MHz modelo 400 MR DD2 Agilent y usando
cloroformo deuterado (CDCl3) como disdvente, y tetrametisilano (TMS) como referencia interna
El desplazamiento quimico (d) estd dado en partes por millon (ppm) y las condantes de
aooplamiento J) estandadas en Hertz (Hz).

Perfil de compuestos asladospor Espedroscopia de Resanancia Magnética Nuclear

Los espectros de Resorancia Magnética Nuclear de protény carbono (*H RMN y *C RMN) se
determinaron medante un espedrometro a 400 MHz modelo MR DD2Agilent usando como
disdvente cloroformo deuterado (CDCI3) y tetrametisililsilano (TMS) como estandr interno. Las
fraccionesde interés que fueron analizadas secolocaron en un mataz bolapreviamente pesado y se
llevd a squedad en rotavapor. Para algunos casos se emovieron las particulas suspendids que
podian inerferir en e experimento, colocando un pedazo de algoddn en un pequefio embudode
vidrio.
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El volumen fina fue colocado en tubosde resanancia y seintrodujo el tubo con la muesta
en el iman del equipo de resorencia magnética nuclear para la toma de espedros de H-RMN vy C-
RMN. Las estructuras y los perfiles de los compuestoseidentificaron por €l andlisis de las sefides
y desplazamientos quinico obgrvado en € eedro.

Deter minacion de activi dad antioxidante del extr acto metanélico

Las muestas dejiotillafueron malidasen un mortero para honogenizar 0.5 gramosseutilizaron, se
mezclaron con metanol al 80 % (10 mL) y seaddifi cd6 con HCI a 10 % hastaacanzar un pH de 3.0
para favorecer su extracdon. Postgiormente se someteron a agitacion en un vortex durante 3
minutosa temperatura ambiente, todo e procedimiento sellevo a cabo sin presencia de luz con €
fin de evitar la degradacion de loscompuestosantioxidanes. Desples se someteron a soncacion
durante 15 minutos, se colocaron en una incltbadoraa 150 rpm por 30 minutos, por Ukimo se
someteron acentrifugacion a 2500pm duante 15 minutos,el sobrenadante fuefiltr ado y aforado a
10 mL con la solucién metanol a 80 % y fueron guardados en frascos dmbar para su proximo
andlisis.

Cuantificacion defenoles tatales

La cuantificacidbn de compuestogendlicos se levd a cabo medante el métodoespedrofotométrico
de Folin-Ciocalteu, llevandosea cabo unaoxidacion en soluciénacalinaentre losfenolespresentes
dela muestray € reactivo, dandocomo resultado unacoloracion azul (Cicoo et al., 2009.

El aado gdlico, compuesto polifendico, se utlizé como estardar para la elabaacion de la
curva de calibracion. Se utiliz6 12.5mg de &ddo gdlico y se disdvieron con 1 mL de etanol, se
aforé a 25 mL con agua destilada. En una microplaca se prepararon 12 placas con diferentes
cantidades de addo gdlico: 0, 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320,360,400y 440y sellev6 aun
volumen del mL con aguadestilada.

En cada uno de los pozos restanes se colocg, 25 uL de los extrados meandlicos de cada
tratamientode jiotilla, 125 pL de agua destilada, 20 pL del readivo de Folin Ciocalteau diluido y
30 pL de carboreto de sodio a 30 %. Las muestes se degaron reposr durante 30 min vy
poseriormentese leyeron las absorbancias en un equipo Biotek sine'gy 2 aunalongitud de onda de
760 nm. Elcontenido de fenoles totles seexpresd en mg equivalentesde écido galico por gramo de
muestraimg EAG g?).

2.3 Resultados ydiscusion
Estudio fitoquimico

De lasfraccionesde columna(Fraccion 13-45) de menor poladad (1:9) acetato de etilo-hexano se
obtuvo una mecla oleosa teslucida denominado DOJI-C1-F-14. El espectro de resorancia
magnética nuclear de protén (*H RMN, 400 MHz, CDd3) de la mezcla DOJI-C1-F-14. (Figura 5),
presenta 11 sefiales con intensidaas significaivas, estas sefiales son caracteristicas a las que
presentan los hidrégenos de los principales componentesen los 6leos, o0 en los triglicéidos. Una
compaacion con datos reportadosen la literatura (Sadi, et al., 1996)demuestra laexistencia en la
mezcla delas sefidles caraderisticas de los aceites vegetal es con susrespectivos protores (figura 6).
Comopuede observarse, en la Tabla 1, los desplazamientos para losdiferentestiposde hidrégenos
caacteristicos en las mezclas oleoss de los acidos insatuedos, oleico, linoléico y linolénico, de
andlisis de diferentes acetes coinciden con las sfiales encontradas en la mezcla DOJI-C1-F-14.
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La atribucion genera de las sefiales para estetipo de mezclas han sido bastanteestudadas
(Miyake et al. 1999, (Knothey Kenar 2004)y (Kirby et al. 2011).

Figura 2.4Espectro deRMN de'H dela mezcla DOJI-C1-F-14

UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES
DR H ZULETA-D SIERRA

DOJI-C1-F-14

Sample Name:
DOJI-C1-F-14
Data collected on:
Agilent-NMR-vnmrs400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
sample directory:
DOJI-C1-F-14_20150731_01 3
FidFile: DOJI-C1-F-14_PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Dpata collected on: Jul 31 2015
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Tabla 2 Desplazamiento quimico (U) y asignadon delas pincipales sefidlesderesorancia en €l
espedro de 'H RMN dela mezcla DOJI-C1-F-14.

Sefal | (@) ppm| (@) ppm | Proton (h) Grupo funcional
doji-c1-f14 | literatura

A 0.85-0.90 | 0.83-0.93 | -CHjs Hidrogenos metilicos

B 0.90-1.04 | 0.93-1.03 | -CHjs Hidrogenos metilicos del

C 1.24-1.36 | 1.22-1.42 | -(CH2)n- Hidrogenos metilénicos

de &cidos graws de

D 1.54-1.60 | 1.52-1.70 | --OCO-CH.- Hidrogenos b-carbaxilicos
CHa-
E 1.99-206 | 1.94-2.14 | -CH,CH=CH- | Hidrégenosalilicos
F 2.28-2.33| 2.23-2.36 | -OCO-CH,- Hidrogenos U-carbaxilicos
G 2.74-2.78 | 2.70-2.84 | =HC-CH>- Hidrégenosalilicos
CH= internos
H 411-416 | 4.10-4.25 | -CH,OCOR- | Hidrégenos metilicos del
I 4.26-4.30 | 4.25-4.32 | -CH,OCOR- | Hidrégenos metilicosdel
J 5.32-5.34 | 5.20-5.26 | -CHOCOR Hidrogenos H-2 metilicos
K 5.32-5.38 | 5.26-5.40 | -CH=CH- Hidrogenos olefinicos

Esimportante €fadar que losacetes vegetaes, presentan difrentesproporcionesde 4ddos
grasossaturados (AGS), addo oleico(omega-9), acido linoléico (omega-6) y linolénico (omega-3),
de mamra quelas sefiales resultantesson conseauencia de la sobeposiciénde protores, formando
diferentesdesplazamientos quinicosy presentan tamafios digntos dependiendo dela praporcion de
addos grasos.Existen métodosanaliticos para determinar las proporciones de los diferentesacidos
grasos,a partir del espectro deRMN de 'H, sinembago es mastil determinar estaconcentracion
por métodoscromatografi cos, esencialmerte la cromatografia de mass acoplada a urequipo de
espedrometria de masas (CG-EM). Las similitudes se confirman para esta mezcla analizando €
espedro de RMN de 3C (figura 2.6). El espectro de carbono 13 (**C RMN 100 MHz, CDCly),
muestraentre 16 y 19 sefides que correspaden a numero de cabonos en e rango de la
composicion destosen la mezcla oleosa, nuevamentecompaando con e espedro RMN de'*C ol
acete de andiroba (figura 2.6) pademos canfirmar en esteperfil por RMN, la presencia dela mezcla
deaddosgrasosinsaturados nencionadss anteriorment.

Figura 2.6Espectro deRMN de'3C dela mezclaDOJI-C1-F-14
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Figura 2.7 Espectro deRMN de3C del acdte deandiroba
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Enlafracddn de pobridad meda, (69-80) se olservé unprecipitadoamorfo decolor blanco
denominado F-69-80. ElI compuestase obtuvopor filtr adén y seobtuvocomo un sélido blanco. De
aauerdo a punto de fusion (135-137 °C) y Rf (indice de retencidén). Se propuso como posible
estructurael b-sitosteol (Figura2.8).

Figura 2.8Estrwctura del b-sitosterol.

Estecompuestoes muy comunen los extrados menospolares de la mayoria de las plantas.
Normalmenteel procedimiento inicial consisteen compaar e solido obtenidocon una muestra
pura, por lo que sereaiz6 unacromatografia de cgpa delgada (CCD) compaativa, dondese usé
como referencia unamuestraauténticade b-sitosterol (marca Sigma-Aldrich). Comose suponios
valores Rf de lasmuestas fueron exadamente iguales. La confirmacion de laestructura se bgré
totalmente nedianted andlisisespedroscopicode 'H RMN Y 3C RMN.

El espedro de resoraencia megnética nwlea de *H RMN (400 MHz, CDCl3) (figura 10)
muestraa alta freauencia dos sefides importantes: a d 5.35(m, 1H), para un protonvinilico H-6,
estasefial es caracteristica delos esteroles, la otra sefial relevante es e multiplete ad 3.52 (m, 1H),
ascaciado a protén base de carbono «igenado H-3, de nievo unasefia caracteristica en *H RMN
para los esteroles. El resto de sefides presentadas entre 2.32 y 1.41 ppm son asignadas a los
protores de los ciclos y los fragmentosde cadena. Se pueden observar las sefidles de 6 metios
(CHy), las cuales dos aparecen como singuletesa d 1.00(3H, s) y 0.68 (3H, s) correspondentes a
los protores de los metlos 18 y 19, en d 0.92 (3H, d), 0.83(3H, d) y 0.81 (3H, d) aparecen los
doblees asaciados dos metios 21, 26y 27.
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Finalmenteunasefia a d 0.84 (3H, t) correspade a metio (CHs) 29. Estasasignadones,
estan deacuerdo parala estructuradel b-sitosteol (Chaturvedulay Prakash, 2012.

Figura 2.9Espectro deRMN de'H parael b-sitosteol.
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sample Name:
Donaji-Holber_Jiotillo_F69-80
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Archrive directory: icdcccaco
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sample directory:
Donaji-Holber_dJiotillo_F69-80_20150912 01

FidFile: Donaji-Holber Jiotillo_F69-80_PROTON_ 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)

Solvent: cdcl3

Data collected on: Sep 12 2015
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Cabe mertionar que no se profundizara en € andlisis del espedro del, carbono ¥*C RMN
para el b-sitosterol dado queya es unaestructura conccida y con muchosestudos de estetipo. Por
lo tantocon los datos de puntode fusiéon, Rf y 1H RMN, seconsicera suficiente para no terer duda
dela estructura propuesta.

De otra ddas fraccioneseluidas a polaidad meda (F-411) de la columna cromatografica se
extrgo un soélido de elucion seobtuvootro solido de color blanco, el cual sedenominé F-144-AM.
El sdido amorfo seobtuvo por filtr adén se obtuvocomo un sélido blanco con un puntode fusion
de129131°C.

El espedro de resorancia megnética niclea de 'H RMN (400 MHz, CDCls) (figura 11)
muestra Zonjurtos de sefialesimportantes: a d 4.33(m, 1H), para un proton basede acohol, esta
sefid es caraderistica de los hidrégenos sobreun carbono que contiene un grupo hidroxilo, otra
sefid relevante es  multiplete ad 2.69.(m, 1H), asaciado a protdonde CH2 en poscién afa aun
cabonlo y la sefid ad 2.57 correspondea otro protondel CH: estassefiales son caracteristicas del
addo mdlico dadasu smplicidad y el nimero deprotones involuagados



Figura 2.10Espectro deRMN de'H parael acido Mdlico
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El espedro de carbono 13 (**C RMN 100 MHz, CDCl3) (figura2.11), muestrad sefiales,

Figura 2.11. Espectro deRMN de'®C paradl acido Malico

UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
10 DE P! s

DR. H. ZULETA- D. SIERRA
F-114 AM

Sample Name:
Donaji_Jiotillo AM 411 RMN_13C_aguas
pata collected on:
Agilent-NMR-vnmrs400
Archive directory:
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sample directory:
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FidFile: Donaji_Jiotillo_AM 411 RMN_13C_aguas_CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
solvent: cdcl3

0
pata collected on: Sep 9 2015 3
w
=
-

172.839

67.001

38.705

220 200 i80 160

140

120

100

ppm

dossefidesad 175y d 172 ppm correspondentesa los carbonilosdelos gruposaddos, unasefia a
d 67 ppm correspondeal C-H de metino base de oxigeno, y una sefid a d 38.7 ppm indica la
presencia de carbono CHz en poscién a a carbono que contiene el alcohol y a carbonilo de un

grupo &cido , las sefides anteriores permiten proponer con precision la estructura el addo malico
presente en el extrado metandlico ddos frutos deliotilla
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2.4 Conclisiones

Derivado del estudo fitoquimico del extrado metnolico de los frutos dejiotilla se lograron
purificar competamente 2 compuesto®l b-sitoserol y e &cido malico, por otro lado se obtuvouna
mezcla oleosapura, en dondesepudo dtectar mezcla dedddos oleco, linoleico y linolenico.

En cuanto al contenidode fenolestotales, en pulpafue de 17.6365(mg GAEg™ vs) y para e
caso del extrado metandlico fue de 7.5592 (mg GAEg! de extrado). El valor de fenolestotaes
obtenidoen pulpa deijotillaes similar al de ptaya (Sten@ereus stellaus Riccobono)en diferentes
variedades encontrandcse en roja (13843 mg GAE g?), cereza (15522 mg GAE g?), amarilla
(21291 mg GAE g?) y blarnca (23.953 mg GAE g?) (Beltréan, et al., 2009), indicando que & fruto
dejiotillaposee unaalta concentraddn deestosmetabolitos seaundarios.
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Abstract

The Lerma river originates in the lagoon of Almoloya del Rio in State of Mexico. It is part of the
Hydrographic System Lerma-Chapala-Santiago. Has a length higher 700 km, is one of the mgt
important in Mexico for agricultura and isdwtrial adivities. Themain consuner of water is
agricultura, espedally in the Bgjio with 66% of irrigation districts. 57 water samples were taken in
autum 2014 a long hydrographic system (SH) Lerma-Chapala-Santiago and were determinated
ionic compostion of water. The physico-chemicd analyses were (pH, EC, Ca&*, Mg?*, Na',
K*,COs?,HCOs, ClI', SO4%). The EC were EC=115-556-1754mS cm-1- The valuesof SAR were,
SAR=0.47-8.2 (mmdc L1)Y?, SAR,=0.1617.07(mmd. L"1)*?, SAR°=0.33-9.37{mmol L })*2. The
RSC vaues were (-0.17)3.01, the compostion of water was sodium bicarborete of low
concentration and isconsidered withoutrestriction for agricultural.

3 Introducddn

La Cuenca Lerma-Santiago-Padfi co tiene unarea taal de 140000 km?. El rio Lermatiene una
longitud mayor a 700 km vy tiene entre sus tributarios mas importantes a los rios Laa, Turbio,

Angulo y Duero. A medida que se incrementala adividad econénica en la cuenca hidroldgica,

tambiénse incrementala demandade agua (Hansen y Afferden, 2006. El agua superficial en la

cuenca del rio Lerma, asi como en los alrededores, esta competamente asignado y la cuenca se

clasifica como deficitaria. Lo que hallevado a una sobrexplotaddn de los recursossuperficiales y

suberraneos, que pmen en peligro tantoal medo ambiente como la sugentabilidad de la region a

largo plazo. El prircipal consumidor deasgua en la cuenca es la agricultura, con unaalta densidadde

distritos de riego, espedalmenteen € area &l Bgjio con 66%. El agua en la cuenca ha sido
contaminadadurante varias décalas debido a las descargas de ciudades, industries y agricolas. A

pesar de los esfuerzos que se han realizado para inaementr en nimero y cgpacidad las plantas de
tratamientoen la cuenca son a@sechadas importantes cantidades de agua residual sintratamiento
alguno (Hansen y Afferden, 2006; L6pez et al., 2007). Los criterios desarrollados para conocer €

peligro de salinizaddn o sodficadén del suelo a partir de la medcién de algunos parametos del

agua deriego, sonlos propuestosporla FAO (Ayers y Wescot, 1985)y (Richards, 1954), los cuales
se basan en la medcion de la conduwctividad eléctrica y e cdculo de la relacién de adsorcion de

sodio. El concepto de cdidad del agua se refiere a las caracteristicas que pwedan afectar su

adaptabilidad aun usoespedfico y sedefine por suscaacteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas.

La posibiidad de predecir la distribucion de iones en la soluciéndel suelo y los iones
adsorbidosen los sistemas coloidales de lossuelos, es de muchaimportancia para € margo de
suelos con problemasde salinidad y sodcidad. El porciento de sodio intercambiable (PSI), es la
propiedad con la cua la permeabilidad de los suelos disminuye, ademéas de lasmanfestaciones
toxicas del ion sodio en los cultivos. Por condguient, cuaquier poside evaluacion del peligro
potertial de la sodcidad de un agua de riego, debera redladonarse con € porciento de sodio
intercambiable, que se encontrara en e suelo derivado Bl uso del agua de riego. El peligro
potertial dela sodcidad del agua de riego es evaluadocon los valores de relacion de adsorcion de
sodio (RAS)y con los \dlores dela =linidad(CE).

El RAS en suexpresion
C

— Ma*

RAS = 'Itta“'"tl!-.{g“ (3)
N

asumeimplicitamenteque los ionesde cdcio y magnesio poee la mismaselectividad para ser

intercambiadosen € sistemasuperficie-solucién(Suarez, 198]).
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Estaregularidad en e proceso de intercambio entre Ca2* y Mg?* tiene un gran significado
geoquimico durante los procesosde migracion de soluciores delos suelos y el agua superficial. En
las soluciores se presenta un enriquedmiento de iones Mg?*, en una determinada longitud de
tiempo (Velazquez et al., 2003.

En las diferentes formuaadonesde RASse irtroducen los valores de lasconcentraciones
analiticas, y por lo general, los coeficientesde actividad de los ionesno se determinan. En valores

de RAS<25y concentraciones electroliticas de 0.1N es suficiente introducir los valores de las
2+

concentradones de Cna+, Cci®” y Cvg  determinados analiticamente sin corregir por adividad
(Gapon, 1933; Sposito y Mattigod, 1977). En esta formulacion de RAS no se consiceran las
variadones de las concentradones de Ca* debido a su precipitacién en condiciores de una
dcalinidad elevada pH>8.2 (Velazquez e al., 2002. En cuanto a RAS4us

|
RAS . = —I.ﬁ_msz — [1+ (84— pHc)]
A 2 (3.
incluye la disponiblidad del cdcio en condiciores de unaalcalinidaddeterminadapH=8.4y
es aproximadamenteel pH de unsuelo no-sédico en equilibrio con la cacita (CaCOs). Tomaen
cuenta € indice de saturaddn (1S), € cua estima la precipitacién del ion carbonato del agua de
riego como unafuncion del grado de saturadon con CaCOz en la solucon del suelo. El indice de
saturadon (IS) se cdcula: IS = (8.4-pHc). El pHc es & pH tedrico en equilibrio con la cacita
(CaC0Os) y se define como: pHc = (pK2-pKe)+p(Ca+tMg)+p(COs+HCOz); donde p(Ca+Vig)
corresporde a logaritmo negativo de la concentracion molar de CatMg; p(COs+HCO3)
corresporde a logaritmo negativo de la concentracion equivalente de COz y HCOs, pK2-pK¢ sonel
logaritmo negativo de la segunda constente de disocadon dd H>COs y € producto de la
solubiidad del CaCOs, corregidos por la fuerza ionica (Ayers y wescot, 1987; Velazquez et al.,
2002. El RASC gusta laconcentraddn de calcio en el agua, a valor de equilibrio esperado después
del riego, e incluye los efectos del biéxido de carbono (COz), y € bicarborato (HCO3) vy la
salinidad sobreel cdcio originalmerte contendo en e agua de riego, y que no forma parte del
suelo. Ademassuponela existercia de una fente de cdcio en e suelo como la cdiza (CaCOs) u
otros mneralescomolossilicatos,y la inexistencia dela predpitacion delmagnesio.

RAS® = Nt __
[“paz+tipgz+

v (3.2

(Suerez, 1981;Veladzquez et al., 202; Can et al., 2008. El propdsito de determinar la RAS en sus
diferentes conceptualzadones RAS, RASsus ¥ RAS°® es determinar e porciento de sodo
intercambiable (PSI) en un swelo encondiciores deequilibrio.

3.1 Metodos

El rio Lerma se ubicaentre los paralelos 19° 0 5y621° 3 2d& latitud norte y entre los meridianos
99°2 2yG103°3 1ld&longitud oeste.El rio Lermanace en los marantides de Almoloya del Rio, en
el Estadode México, y atraviesahada € Noroeste € valle de Toluca forma parte del sistema
LermaChapala-Santiago (rio Lerma, Lago de Chapala y rio Santiago). Con €l nombrederio Lerma
cruzapor los estadosde México, Michoacé, Querétaro y Guanagjuato. Enseguida se dispesaen €
Lago de Chapaa y renace fortalecido con € nombre de rio Santiago para continuar su cauce
atravesando principalmente los estadosde Jalisco y Nayarit, finalmente desembocaen e océano
Padfico (INE, 2003;Bogar, 2006; Cotler et al., 2006.
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Se estabkderon 57 estacionesde mueso en otofio de 2014 consicerandolas entradas y
salidas de los afluentesprincipales y puntosestratégicos queindicaron modificadonesa la cdidad
del agua (Figura 1).Se tomaron 2 muestas simples porcada puntode muesteo, mismasque se
georreferenciaron con un GPSmarca Magellan explorist 510. La tana de lagnuestes se ediz6 de

aauerdo ala Normaoficia mexicana(NMX-AA-034SCFI-2001).

Figura 3 Localizadon geogédficadelos sitios demuesteo del SH Lerma-Chapala-Santiago

Para conoce las caracteristicas fisico-quimicas del agua,

se redizaron las siguiernes

determinadones (Cuadrol) y en e cuadro 2 se muestrala composicioniénica del SH Lerma-

Chapala-Santiago.

Tabla 3 Determinadones fisico-quimicas para aguas supéficiales il SH Lerma-Chapala-Santiago
Determinadén Método Referenda
pH Poenciométrico APHA, 1995. 450H+B
Condudividadeléctrica Condudimétrico  APHA, 1995. 2518
Residuo sco evapaado Gravimétrico APHA, 1995. 2540D
Calcio y magnesio Volumétrico APHA, 1995. 350@Ca D
Sodio ypotasio Flamometria APHA, 1995. 3500Na yK, D
Carboretos Volumétrico APHA, 1995. 2320 B
Bicarboratos Volumétrico APHA, 1995. 23R D
Cloruros Volumétrico APHA, 1995. 450&C| B
Sufatos Turbidimetria APHA, 1995. 4500804 E




