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INTRODUCCION

El cultivo de maiz es uno de los mas diversificados en el mundo, ocupando el 3er lugar de
importancia a nivel mundial después del trigo y el arroz; en México el maiz forma parte esencial
de la alimentacion mexicana, pues de él obtenemos la tortilla que es el principal suministro
alimenticio en México, sin embargo en la preparacion de masa ya sea para tortillas, tamales u
otro alimento, el maiz es sometido a una coccién alcalina conocida como “nixtamalizacion” y de
dicho proceso se obtiene como efluentes de agua el “nejayote”. El nejayote como agua residual
contiene importantes cantidades de materia organica, cal, residuos de cascarilla y endospermo

de maiz [1].

El nejayote en la mayoria de los casos es eliminado directamente al alcantarillado publico o al
suelo, convirtiéndose en un residuo alcalino altamente contaminante para el medio ambiente.
Desafortunadamente en México aln se desconoce el tratamiento adecuado para tratar este tipo
de agua residual, ya que en el proceso de nixtamalizaciébn se genera una gran cantidad de

materia organica, lo que hace a muchos tratamientos inadecuados.

En la actualidad y debido a la importancia que representa el problema de las aguas residuales
vertidas al alcantarillado sin un previo tratamiento, diversos grupos de investigacion buscan una
solucion adecuada para el tratamiento de todo tipo de aguas residuales, se espera que cada
vez los procesos para la descontaminacion de aguas residuales sean mas eficientes en la
remocién de contaminantes como colorantes, compuestos aromaticos, plaguicidas, altas

cantidades de materia organica, entre otros.

Entre los avances méas importantes encontramos como alternativa los Procesos de Oxidacion
Avanzada (POA), los cuales se definen como “aquellos procesos de oxidacion que implican la
generacion de radicales hidroxilo (-OH) en cantidad suficiente para interaccionar con los
compuestos organicos del medio” [2]. Entre las técnicas que componen las POA se encuentran
Fotocatalisis TiO,, Foto-Fenton, UV/H,0,, 0zono (Os) y los procesos electroquimicos en donde
destaca la oxidacion anddica como una opcion bastante viable, que presenta ventajas
importantes sobre otros tratamientos. Algunas ventajas son [3]:

v' Potencialidad de eliminar altas cargas de diversos contaminantes.

v' Capacidad de actuar sobre matrices complejas de distintos contaminantes debido al

caracter no selectivo de los radicales hidroxilo.
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v' Pueden producir lodos en una menor cantidad que los procesos biolégicos
convencionales.

v" Permiten ademas la transformacién de contaminantes tdxicos en otros productos menos
refractarios que pueden ser tratados por oxidacion biolégica.

v' Es un proceso de gran versatilidad, en ocasiones muy sencillo de operar y que en su
mayoria se dan a temperatura ambiente.

v' Presenta una alta eficiencia en la remocién de materia organica.

v' Compatibilidad con el ambiente.

Sin embargo es importante justificar y analizar el proceso de electrooxidacibn como una
alternativa eficiente en cuanto a la degradacién y depuracion de contaminantes en aguas
residuales de la industria del maiz. Por lo tanto, basandonos en este contexto se buscé estudiar
y aplicar la técnica de HPLC para llevar a cabo la separacién de los compuestos contenidos en

el nejayote después del tratamiento por electroxidacion.

En el presente trabajo, el objetivo fundamental fue validar el método analitico para la separacion
de compuestos en muestras de nejayote tratadas por oxidacién anddica utilizando un anodo de
DDB (Diamante Dopado con Boro) a través de la técnica analitica de HPLC (Cromatografia

Liguida de Alta Eficacia).
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JUSTIFICACION

El agua en las ultimas décadas se esta convirtiendo en un tema de interés vital para todo el
mundo, ya que las nuevas tecnologias, el incremento de la poblacién y la necesidad de
abastecimiento cada vez mayor de alimentos en las ciudades han ocasionado una

contaminacién en muchos casos desmedida del agua.

En México se estima que cerca de 12 millones de personas carecen de agua y este nimero se
incrementara en los siguientes afios. El agua en México se distribuye principalmente para tres
usos, agropecuario representando el 77% del agua disponible total en el pais, abastecimiento
para uso publico 13 % y finalmente para uso industrial 10%, y aunque el agua utilizada para uso
industrial solo representa un 10% la contaminacidon que genera en descargas organicas es 3
veces mayor que la que producen 100 millones de habitantes [4], lo que la convierte en un
contaminador potencial del agua.

Una de las industrias mas representativas en México es la del maiz, ya que el maiz constituye
el alimento primordial en la dieta mexicana, sin embargo éste es sometido a una serie de
procesos para que pueda llegar como un producto final a la poblacién en general. El proceso
mas importante es la nixtamalizacion, entre las etapas que la componen tenemos la coccion
alcalina del maiz y su lavado, en donde el agua es primordial para la obtencién del nixtamal. Al
finalizar el proceso de nixtamalizacion se desechan grandes cantidades de agua residual
conocida como agua residual del maiz o nejayote, agua rica en materia organica y cal, efluente
al que no se le da un tratamiento adecuado al ser vertido a cualquier cuerpo receptor, lo que

genera una gran contaminacion.

Por lo que en los dltimos afios se busca implementar procedimientos sustentables que puedan
devolver de la mejor manera posible las condiciones fisicas (color, turbidez, olor, temperatura) y
quimicas (DQO, DBO, eliminacién de compuestos organicos e inorganicos y/o exceso de

materia organica) al agua que proviene de la industria del maiz.

Entre los procesos relativamente nuevos encontramos los procesos de electrooxidacién que
han demostrado ser una alternativa favorable para tratar diversos efluentes de la industria, ya
que presenta gran eficacia al eliminar la materia organica y otros compuestos recalcitrantes

dificiles de eliminar por medio de otros tratamientos.
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OBJETIVO GENERAL

Aplicar la técnica HPLC en agua de nejayote tratada por electrooxidacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar una revision bibliografica sobre el equipo, manejo y técnica analitica de
HPLC, asi como del proceso de oxidacion anddica.

v" Realizar ensayos en la técnica de HPLC a partir de muestras de nejayote tratada
mediante el método de electroxidacion a distintos valores de pH y Te (tiempo de
electrdlisis) para la eleccién de la Fase Movil.

v' Realizar ensayos para la separacion de compuestos semejantes a diferentes

velocidades de flujo y fase mévil constante.

v" Obtener 2 series de cromatogramas completos a partir de las condiciones que
se seleccionaron como 6ptimas de muestras de nejayote tratada mediante el

método de electroxidacion a distintos valores de pH 'y Te.

v Analizar los distintos cromatogramas obtenidos mediante la técnica de HPLC de

dos series de muestras de nejayote tratadas por electrooxidacion.
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1.1. Importancia del maiz como alimento en México.

“México, mas que ningun otro pais del Nuevo Mundo, es la tierra del maiz”
Edgar Anderson (1897-1969)

El nombre maiz, como se conoce en el mundo de habla espafiola, proviene de mahis,
una palabra del idioma taino, cuyo idioma hablaban los pueblos indigenas de Cuba,
justamente fue ahi donde los europeos tuvieron su primer encuentro con este tipo de
cultivo, y debido a las caracteristicas favorables de adaptabilidad y productividad esta
planta comenz6 a ser exportada desde América para otros paises desde el siglo XVI y
XVILI.

El maiz es un alimento ancestral indispensable en el pasado y ahora en el presente
para todas las culturas americanas. Forma parte tanto de la dieta alimenticia como del
mundo mitolégico del pueblo Maya y de sus descendientes actuales. Las grandes
civilizaciones de Mesoamérica no habrian podido existir sin el maiz. Ese grano duro,
blanquecino o amarillo fue el auténtico eje de su agricultura y base de su alimentacion,
sin lugar a dudas el maiz es una de las plantas mas evolucionadas y adn en la
actualidad su origen de domesticacion y evolucion se desconocen, porque ha llegado a
nosotros altamente evolucionado, sin embargo para muchas civilizaciones como los

indigenas mexicanos representa 10,000 afios de cultura [5].

Para México el maiz representa el grano con mayor importancia y presencia, al ser
parte esencial de toda una historia, una tradicién y una cultura, ya que ancestralmente
se ha producido para consumo de la poblacion mexicana y en la actualidad es parte
central de la dieta mexicana pues la mayor parte de alimentos producidos en el pais
son a base de él y se estima que se producen alrededor de 2.8 millones de toneladas
métricas de maiz blanco y amarillo al afio, utilizando cerca del 51.2 % de suelos

cultivables alrededor de todo el pais [6].

Es conocido que el maiz es rico en proteinas y por ende contiene aminoacidos

esenciales (los cuales no son sintetizados por el cuerpo y se recomienda se consuman
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en nuestra dieta diaria), ademas al someter el maiz a un adecuado proceso de
nixtamalizacion encontramos un alimento rico en fibra dietaria soluble y calcio ya que
puede presentar hasta 30 veces mas calcio que el grano crudo [7]. Por esto y mas el

maiz sigue siendo el alimento basico para la dieta de las familias mexicanas.

1.2 Nejayote a partir del proceso de nixtamalizacion.

La mayor parte de alimentos en México son elaborados a base de maiz, desde la
indispensable tortilla, hasta los platillos mas tradicionales que podemos encontrar en el
pais, sin embargo para la mayoria de alimentos hechos de maiz, éste es sometido a
una serie de procesos, entre ellos se encuentra la “nixtamalizacion”.

La palabra nixtamalizacion proviene del nahuatl nixtli, cenizas, y tamalli, masa, este
proceso heredado desde los tiempos prehispanicos, no ha perdido su valor y ahora en
la actualidad se sigue realizando de forma muy tradicional, se inicia con la adicién de
dos partes de una solucién de cal aproximadamente al 1% a una porcién de maiz. Esta
preparacion se cuece de 50 a 90 minutos, y se deja remojando en el agua de coccion
de 14 a 18 horas [7]. Posterior al remojo, el agua resultante de la coccion, es conocida
como nejayote, la cual se retira y el maiz es lavado dos o tres veces con agua, de ahi

se obtiene el llamado maiz nixtamalizado.
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1.3 El nejayote como problema ambiental.

La nixtamalizacién o coccion alcalina del maiz como ya se menciond anteriormente es
elemental para la realizacion de platillos mexicanos, sin embargo ademas de presentar
altas ventajas nutrimentales, también trae consigo algunos inconvenientes, como son
los efluentes generados después de la coccion y lavado del maiz. A estos efluentes se
les conoce como “nejayote”, este tipo de agua contiene importantes cantidades de
materia orgénica, cal, residuos de cascarilla y endospermo de maiz, convirtiéendose en

un importante contribuyente a la polucion del ambiente [1].

Se estima que se consumen 10.6 millones de toneladas de maiz procesado al afio [6], y
por lo tanto para procesar 1 tonelada de maiz se utilizan 1.64 m* de agua, entonces se
generan alrededor de 17.38 millones de m*® de agua residual proveniente de la
nixtamalizacion y en la mayoria de los casos no se da un tratamiento adecuado o0 no

recibe ningun tratamiento antes de ser vertido en el alcantarillado publico.

El agua de nejayote presenta una gran carga de contaminantes y caracteristicas fisicas
y quimicas especiales, ya que contiene altas concentraciones de materia organica en
suspension (lo que ocasiona una alta DBO), después del proceso la temperatura es
alta (60 y 80 °C) y tiene un pH cercano al limite maximo de alcalinidad (10 a 14) [8]. Por
lo que es de suma importancia que reciban un proceso de tratamiento adecuado para

ser incorporado al drenaje publico.

Afortunadamente el problema que representan los efluentes de la industria del maiz
poco a poco ha llamado la atencion de diversos grupos de investigacion y también de
las industrias dedicadas especialmente a esta rama, aunque todavia se desconoce
informacion respecto al nejayote y sobre un tratamiento adecuado para éste. Entre los
métodos mas utilizados estan los tratamientos quimicos, fisico-quimicos y biolégicos,
sin embargo la eficiencia que presentan algunos métodos en cuanto a la remocion de

materia organica en muchas ocasiones es poco satisfactoria.
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1.4 Procesos de Oxidacion Avanzada.

Los procesos de oxidacion avanzada (POA) prometen ser uno de los métodos mas
eficientes para la degradacion de contaminantes no biodegradables contenidos en
aguas residuales industriales. Los procesos mas comunes son fotocatélisis TiO,, foto-
fenton, UV/H,O,, O3 y los procesos electroquimicos como la electrooxidacion u

oxidacion anodica.

Los Procesos de Oxidacién Avanzada se basan en la generacion de radicales Hidroxilo
(‘OH), los cuales se caracterizan de ser agentes con un alto potencial de oxidacion,
ademas de no ser selectivos, logrando tratar a una gran cantidad de contaminantes [9].

Las principales ventajas que presentan las POA son:

v' Capacidad potencial para llevar a cabo una profunda mineralizacion de los
contaminantes organicos y oxidacién de compuestos inorganicos hasta diéxido
de carbono e iones (cloruros, nitratos, etc.).

v' Reactividad con la inmensa mayoria de compuestos organicos, hecho
especialmente interesante dado que el tratamiento bioldgico secundario y los
tratamientos quimicos convencionales no consiguen una adecuada degradacion
de ciertos contaminantes.

v' Descomposicion de los reactivos utilizados como oxidantes en productos
inocuos, por lo que entra en la categoria de tecnologia limpia.

v' Sistemas de tratamiento modulares, compactos y totalmente automatizables,

permitiendo la posibilidad de operar tanto en continuo como en discontinuo [10].

La desventaja se presenta en cuanto a un alto costo comparado con los procesos
biolégicos, sin embargo el uso de un POA puede mejorar la biodegradabilidad de aguas
residuales o lograr una casi completa remocion utilizandolo como pre-tratamiento o

post-tratamiento respectivamente [10].
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1.5 La oxidacion andédica como alternativa al tratamiento de aguas

residuales.
La oxidacibn anddica (OA) o electroxidacibn como método de tratamiento
electroquimico, en los ultimos afios ha cobrado importancia y su estudio se ha hecho
cada vez mas frecuente, ya que representa una eficiente alternativa a diversos
problemas ambientales en la industria de procesos, debido a que el electron utilizado
como reactivo es versatil, eficiente, rentable, facilmente automatizable y ademés es un
reactivo limpio [11]. Presentandose en la actualidad una gran variabilidad de anodos, y
en las ultimas décadas los anodos de DDB (Diamante Dopado con Boro) han
representado una opcion de estudio innovadora y eficiente en el tratamiento de aguas

residuales.

EL proceso de oxidacion anodica se basa en la degradacién oxidativa de los
compuestos quimicos presentes en el agua residual a través de reacciones anddicas,
donde la oxidacién de los compuestos presentes se lleva a cabo en el &nodo y su

reduccion en el catodo [12].

En el proceso de OA al utilizar un d&nhodo como el DDB, presenta atractivas ventajas
frente a otros tipos de anodos ya que los anodos dopados con boro estan recubierto
con diamante lo que les permite tener una alta conductividad térmica, ademas de
presentar una alta eficiencia en la remocién de contaminantes organicos ya que los
convirierten en &cidos carboxilicos y posteriormente los oxidan a bioxido de carbono
[12].

La OA como técnica electroquimica ha llevado a cabo estudios sobre la desinfeccién y
purificacion de aguas residuales contaminadas, eliminando compuestos organicos
recalcitrantes o refractarios a partir de aguas residuales textiles [13,14], o a partir de
aguas residuales con un alto contenido de cromo [15], incluso agua residual de

nixtamalizacion o nejayote [12].
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Con el objeto de probar la eficacia del tratamiento, en cuanto a la degradacion de
compuestos organicos, es de suma importancia analizar la calidad del agua tratada.

Una alternativa fiable para el andlisis de agua tratada es la técnica analitica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC), técnica que se ha convertido en los
altimos 35 afos en el método de separacion analitico por excelencia, convirtiéendose en

el tercer equipo estandar en los laboratorios analiticos [16].

Muchos trabajos de investigacion se apoyan en esta técnica debido a la fiabilidad de los
resultados y como una herramienta de uso rapido, en el éarea ambiental,
especificamente en el tratamiento de aguas residuales, resulta ser una atractiva
alternativa para la separacion y cuantificacion de los compuestos obtenidos, asi como
un instrumento Gtil para la comparacion del efluente residual antes (sin tratamiento
previo) y después de haber aplicado un tratamiento de remocién de contaminantes,

permitiendo evaluar la calidad del agua.

En cuanto al analisis de agua por analisis por HPLC, se han realizado trabajos desde
distintos enfoques. Por ejemplo, Amaro (2005) estudio el contenido de Cr (VI) y Cr (lll)
en aguas de una industria de cromado antes y después de ser pasadas por un proceso
de conversiéon y eliminacién. Dawson y col. (2003), midieron las concentraciones de
cloramina-T en aguas destinadas al cultivo de peces; Zhou y col. (1994), determinaron

nitritos en agua; Sarno y Delfino (2001) cuantificaron compuestos fendlicos.

1.6 Tecnica de cromatografia liquida de alta eficacia.

La finalidad del técnica consiste en la separacion de los diferentes componentes de una
muestra como resultado de las interacciones especificas entre las moléculas de la
misma, las cuales fluyen a través de una fase movil y son retenidas selectivamente en
una fase estacionaria (columna cromatografica) de acuerdo a la polaridad que
presenten [17].
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La Cromatografia liquida de alta eficacia o High performance liquid chromatography
(HPLC) es un tipo de cromatografia en columna utilizada frecuentemente como
herramienta analitica en diversas areas de investigacion, siendo de gran relevancia en
casi todas las areas de andlisis instrumental por varias razones [18]:

a) grado de automatizacion que ha alcanzado con las computadoras y el software

b) capacidad y variedad de sus columnas

c) diversidad de fases maoviles a emplear

d) detectores no destructivos

e) inyeccion directa de mezclas complejas

f) eficiencia y rapidez en el andlisis de compuestos comparado con los métodos
convencionales

g) deteccion de iones inorganicos en bajas concentraciones.

1.6.1 Componentes del equipo.

Si bien es logico pensar que para la realizacion de este tipo de cromatografia solo
debemos disponer de dos fases y una columna, en la actualidad y debido a que el
diametro de las particulas suele ser muy pequefio, ya se cuentan con dispositivos que
facilitan y mejoran los resultados por HPLC. Por lo tanto, los componentes basicos de

un equipo HPLC (Figura 1), son los siguientes:

Dispositivo de inyeccion.
Fase movil.

Detector UV.

Columna.

Bomba.

L T T I I

Registrador de datos.
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Fase movil ()
- |~ Columna
Homo de_ - d Registrador
termostatizacion
= —
Detector '4':
Integrador

Figura 1. Esquema de un equipo de HPLC.

Dispositivo de inyeccién: El inyector sirve para introducir la muestra liquida en la
corriente de flujo de la fase movil. Los volimenes de muestras van de 5 a 20 um. Es
indispensable destacar que un mal sistema de inyeccion puede dar lugar a
ensanchamientos de la banda cromatografica que deterioraria los resultados

obtenidos.

Las caracteristicas que debe presentar un adecuado sistema de inyeccién son las

siguientes:

v Facil manejo.

v' Debe ser capaz de soportar las altas presiones del sistema de liquido.

v" Al introducir la muestra a la columna sea capaz de obtener una banda lo mas
estrecha posible.

v Dar lugar a resultados reproducibles.

Existen 2 tipos de inyectores de muestra, inyector de jeringa (Figura 2) e inyector de

valvula (Figura 3).
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liguido Posicion de carga Bucle cargado Posicién de inyeccion
Figura 2. Inyector valvula. Figura 3. Inyector jeringa

El medio més simple y antiguo utilizado es la introduccion de la muestra por medio de
una jeringa, la ventaja de esta técnica es su sencillez, sin embargo la reproducibilidad
de la inyeccién con jeringa rara vez es mejor de un 2 o 3% del 100% y con frecuencia

no se considera muy recomendable.

Fase movil: La muestra se disuelve en un disolvente que representa a la fase mévil y
su funcion es la de arrastrar los componentes de la muestra a través de la fase
estacionaria contenida en la columna cromatografica como por ejemplo: silice, alumina.
En la fase estacionaria los componentes de la muestra se distribuyen de acuerdo a la

variacion de la velocidad con que son arrastrados por la fase movil.

Para la fase movil se utilizan 2 frascos de vidrio con tapa hermética (Figura 5), los
cuales deben estar perfectamente limpios y secos. Un frasco (reservorio A) contendra
agua tridestilada y el otro frasco contendra el o los disolvente (reservorio B) que se

deseen utilizar con un alto grado de pureza o grado HPLC.
La fase movil (Figura 4) puede ser:
Isocratica: composicion de la fase movil constante.

En gradiente: composicion de la fase movil basada en el tiempo.
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Figura 4. Equipo HPLC, con frascos para la fase movil. Figura 5. Frasco para HPLC.
Frasco con agua (reservorio A) y frasco con disolvente
(reservorio B).

La bomba de presion: Es suministrar un caudal constante y libre de pulsos de la fase
movil a través de la columna, un sistema de bombeo ideal debe soportar elevadas
presiones (arriba de los 6.000 psi). La bomba de presion debe estar construida de
materiales quimicamente inertes a la fase movil y proporcionar un sistema libre de
pulsaciones, ademéas de suministrar flujos adecuados para cada tipo de columna e
intervalos de caudales que van desde 0.1 mL/min hasta 10 mL/min, ademas el caudal

gue suministre debe ser constante.

Detector UV: Es un dispositivo que permite medir, a la salida de la columna, una
propiedad fisica del eluyente, que deberd depender de la composicibn de éste.
Podemos expresar que el detector son los "o0jos" de un cromatdgrafo. El detector es un
dispositivo capaz de convertir una propiedad fisica, no medible directamente, en una
sefal elaborable y ofrecernos informacion sobre la naturaleza y magnitud de la

propiedad fisica.

El fundamento esta basado en emitir radiacion electromagnética en la region UV a
través de compuestos quimicos que presentan determinados grupos funcionales, éstos
experimentan una excitacion electronica a causa de la absorcion de energia a una
longitud de onda especifica. Esta energia provoca el paso de un electron de un estado

fundamental hasta un nivel superior de energia.
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En los detectores UV la linea base representa la maxima transmision de luz, y cualquier

desviacién de ella indicaré pérdida o absorcién de luz.

Columna: En la columna cromatografica se produce la separacion de los componentes
de una muestra y son tubos de acero inoxidable, con un diametro interno uniforme y de

relleno variable (Figura 6), su capacidad de separacion vendra marcada por:

% Propiedades fisicas: eficacia y velocidad.
 Propiedades quimicas: estabilidad quimica y sensibilidad (tiempo de

retencion).

Columna
Entrada

Figura 6. Columna cromatografica.

Registrador de datos: transforma las sefialas provenientes del detector en un gréafico
de sefial vs tiempo, llamado cromatograma (Figura 7), el cual nos informa sobre la
separacion, el tiempo de retencion y la concentracion de los componentes presentes en

la muestra analizada.
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Figura 7. Elementos de un pico cromatografico (t_: tiempo de retencion.- tiempo que tarda

cada sustancia en abandonar el sistema cromatografico. Esta retencion se ejerce en funcién de
las caracteristicas moleculares de cada compuesto., h: altura del pico.- Medida que se
efectla, para cada pico de interés, desde la linea base hasta el maximo del pico., w: anchura
del pico.- Es la longitud del tramo de la prolongacion de la linea de base, comprendida entre
las intersecciones con la misma de las laderas del pico., t: tiempo de un compuesto no

retenido.- es el tiempo de retencién del componente inerte o gas portador).

Cada uno de los elementos mencionados son indispensables para obtener un buen
cromatograma, es importante tomar en cuenta que a la hora de elegir la fase mévil y la

columna cromatégrafica, debe ser en base a la naturaleza de la sustancia a separar.
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2.1. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS.
Disolventes grado HPLC y reactivos.

e Metanol grado HPLC.

e Acetonitrilo (ACN) grado HPLC.

e Solucion buffer de fosfato de sodio (NaH,PQ,), 0.03 M, pH=2.5
e Agua Milli:Q.

Materiales.

e Botellas de vidrio para esterilizacion con rosca.
e Membranas de nylon resistentes al disolvente.

e Filtros de jeringa 0.20 um
Equipos.
Sonicador de bafio ultrasonico.
Sistema de Filtracion al vacio.

Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia HPLC (Figura 8).
Caracteristicas del equipo HPLC:
Cromatografo liguido.

HPLC marca Perkin Elmer, modelo Serie 200 Pump, con un “loop” de inyeccién
de 20 pL.

Bomba:
Serie 200 LC. (Marca Perkin Elmer)
Fase estacionaria:
Columna: Marca Grace, EPS C18 100 A.
Tipo: Fase Reversa.
Longitud: 150mm.

Diametro Interno (ID): 4.6 mm.
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Diametro de Particula (DP): 5 .

Presiéon maxima: 5000 psig.

Flujo Maximo: 1 mL/min. [25]
Fase Movil:

Reservorio A: Agua Milli-Q.

Reservorio B: El disolvente que se indique.

Fase movil: Segun se especifique en cada condicion.

Flujo de fase maovil: Segun se especifique en cada condicién, en (mL-min —1).
Detector:

UV/Visible Serie 200 (Marca Perkin Elmer)

Longitud de onda de andlisis: 254 nm. (Recomendada para la columna EPS C18
Fase Reversa)

Sistema de Integracion:

Turbochrom, software para Windows 98.

Figura 8. Equipo HPLC marca Perkin Elmer, modelo Serie 200 Pump.
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2.2 MUESTRAS DE NEJAYOTE TRATADAS POR ELECTROOXIDACION.

Las muestras de nejayote tratadas por oxidacion anddica fueron obtenidas de un
trabajo de tesis previo, realizado en el laboratorio de Quimica Ambiental del ICUAP,
bajo la direccion de la Dra. Maria Teresa Zayas Pérez [12]. El trabajo consistio en la
remocién de contaminantes presentes en nejayote o agua residual del proceso de
nixtamalizacion aplicando el tratamiento de oxidacién anddica, empleando un anodo de
DDB (Diamante Dopado con Boro). Se evalu6 el efecto de pH y tiempo de electrolsis
durante el tratamiento. La Figura 9 presenta las muestras de nejayote que se obtuvieron
del proceso de electroxidacion, evaluando el efecto de los diferentes valores de pH
inicial a un tiempo de electrolisis (Tg) de 2.00 h, y la Figura 10 presenta las muestras de

nejayote a un pH=12 y diferentes tiempo de electrdlisis.

Por lo tanto, cabe aclarar que las muestras proporcionadas para validar el método
analitico por la técnica de HPLC de las muestras de nejayote tratadas por
electrooxidacion, fueron la serie del efecto o variacién del pH inicial (3, 5, 7, 9, 12) y la
serie de efecto del tiempo de electrdlisis (120, 135, 150, 165, 180 min.)

Figura 10. Muestras de nejayote tratadas por electrooxidacion a diferentes Tgy pH=12.
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En el Diagrama 1 se resumen las etapas desarrolladas para el tratamiento de nejayote

por oxidacion anddica [13].

Muestreo y caracterizacion
del nejayote crudo.

1. Efecto de pH

2. Efecto del tiempo de
electrélisis

Evaluacién de los parametros
fisicoquimicos después del
tratamiento:

DQO
color

turbidez
espectrofotometria UV-vis.

Tratamiento por
electroxidacion aplicado a
nejayote

Anodos: DDB (diamante dopado
con broro)

Catodo: Ti/PtPd(10%)Ox
NaCl: 5g/L
Diferencia de potencial: 9V

Nejayote tratado por proceso de
oxidacién andédica analizada por
Cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).

Diagrama 1. Etapas desarrolladas para el tratamiento de electroxidacion anodica.
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En el Diagrama 2 se resumen las etapas desarrolladas para el presente trabajo, a partir
de las muestras tratadas por electrooxidacion considerando el efecto de pH y tiempo de

electrolisis.

Muestras de nejayote tratadas por
electroxidacién

1. Efecto de pH

2. Efecto de tiempo de electrélisis

Separacion de compuestos
semejantes a diferentes velocidades
de flujo y fase mévil constante.

Obtencion de cromatogramas en
condiciones éptimas seleccionadas,
de la serie de efecto de pH y tiempo

de electrdlisis.

Ensayos preliminares para encontrar
la fase mévil de muestras de nejayote
tratadas por EO.

Separacion de compuestos
semejantes mediante la modificacién

de relacién % v:v de la fase mavil, a
un flujo constante.

Andlisis de cromatogramas en
condiciones éptimas seleccionadas,
de la serie de efecto de pH y tiempo

de electrdlisis.

Diagrama 2. Etapas desarrolladas para validar la técnica de separacidbn de compuesto

presente en las muestras de nejayote tratadas por electroxidacion
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2.3. ENSAYOS PRELIMINARES PARA ENCONTRAR LA FASE MOVIL EN
MUESTRAS DE NEJAYOTE TRATADAS POR OXIDACION ANODICA.

Se realizaron una serie de ensayos en el equipo HPLC utilizando la muestra de
nejayote tratada por oxidacion anddica a un pH=5 y tiempo de electrolisis (Tg=2.0 h), en
diluciones 1:3, con la finalidad de encontrar los disolventes que funcionen como fase
movil y fueran capaces de separar los componentes de la muestra en estudio a una

longitud de onda de 254 nm (detector del equipo) para este trabajo de investigacion.

Se seleccionaron 3 disolventes grado HPLC, agua, metanol, acetonitrilo vy
adicionalmente una soluciéon buffer de fosfato de sodio. Los disolventes puros y/o
mezcla de disolventes y la solucion de fosfato de sodio son recomendados ampliamente
para ser utilizados en el equipo HPLC [17], asi como para la separacién de compuestos

en aguas residuales.

Los reservorios o sistemas de disolventes utilizados en los ensayos fueron los

siguientes:

1. Reservorio A. Agua Milli-Q.
Reservorio B. Metanol grado HPLC.

2. Reservorio A. Agua Milli-Q.
Reservorio B. ACN grado HPLC.

3. Reservorio A. Agua Milli-Q.
Reservorio B. Solucion Buffer de Fosfato de sodio.

4. Reservorio A. Agua Milli-Q.
Reservorio B. Metanol:Agua: Acetronitrilo (ACN) (40:10:50, v/v)

2.4. SEPARACION DE COMPUESTOS SEMEJANTES MEDIANTE LA
MODIFICACION DE LA RELACION %V:V DE FASE MOVIL Y VELOCIDAD DE
FLUJO CONSTANTE.

El procedimiento para optimizar la separacion de compuestos semejantes después de

encontrar la fase maévil fue el siguiente:
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1. La mezcla de disolventes Agua Milli-Q: ACN o fase movil utilizados en el equipo
HPLC, se filtraron dos veces a través de un sistema de filtracion marca Shott

Duran (Figura 11), con filtros 0 membranas de nylon de 0.20 um (Marca Grace).

Figura 11: Sistema de filtracion al vacio o de fase movil.

2. Los disolventes Agua Milli-Q: ACN una vez filtrados fueron desgasados por
medio de un sonicador ultrasénico marca Branson (Figura 12). El reservorio A
(agua Milli-Q) fue sonificado 5 minutos y del reservorio B (ACN) durante 3

minutos.

Figura 12. Sonicador ultrasonico.
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3. Se instalaron adecuadamente los reservorios en el equipo HPLC como se puede

ver en la Figura 13.

Figura 13. Frascos de vidrio con tapa hermética que contienen Agua Milli-Q (A) y ACN grado
HPLC (B)

4. Posteriormente se iniciaron los experimentos, creando la linea base para evitar
una variacion considerable de ruido en el equipo. Se procedio a inyectar la
muestra de estudio (Figura 13), la cual debe estar previamente filtrada, a través
de filtros de nylon de 0.20 um (Marca Grace), con la finalidad de inyectar la
muestra sin ningun tipo de particulas que causen algun problema en la columna

cromatografica (Figura 14).

Figura 14. Jeringa (a) e inyector (b) del equipo HPLC
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Figura 15. Columna cromatogréfica.

5. En sistemas de disolventes o fase movil Agua Milli-Q: ACN se fue variando en
una relacion Agua Milli-Q: ACN (v/v) cada 5% a una velocidad a flujo constante
de 0.5 mL/min, con la finalidad de elegir la relacion del porcentaje de v/v de la
fase movil, capaz de separar de manera éptima los compuestos presentes en la
muestra de nejayote tratada por oxidacion anddica para la muestras de nejayote

tratadas a diferentes pH y tiempos de electrdlisis.

6. Finalmente es importante que cada vez que se desee cambiar el disolvente, se
purgue el equipo para evitar errores en los cromatogramas o burbujas en la

columna cromatografica.

2.5 SEPARACION DE COMPUESTOS SEMEJANTES A  DIFERENTES
VELOCIDADES DE FLUJO Y FASE MOVIL CONSTANTE.

Se llevaron a cabo diferentes experimentos para tratar de encontrar una separacion

Optima de compuestos de la muestra de nejayote tratada variando las velocidades de
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flujo de la fase movil Agua Milli-Q: ACN, entre un intervalo de 0.5 hasta 1.0 mL/min y
de 0.1 en 0.1 mL/min (Figura 16).

El aumento o disminucién del flujo de la fase movil se realiz6 lentamente ya que se
debe evitar dafiar la bomba de presion del equipo.

£ THODSO EQUIL
TEP TINE FLON %A 8

e 10.9 0.9 5.0 BN

ELAPSED TIIE  #5
i N D . . i S

Figura 16. Monitor para variar la velocidad de flujo de la fase movil del equipo de HPLC .
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ENSAYOS PRELIMINARES PARA ENCONTRAR LA FASE MOVIL EN
MUESTRAS DE NEJAYOTE TRATADAS POR OXIDACION ANODICA.

Los sistemas de disolventes utilizados en los ensayos en el equipo de HPLC para las
muestras tratadas por electroxidacion se presentan en la tabla 1 y fueron los siguientes:

Tabla 1. Sistema de disolventes utilizados en los ensayos de HPLC.

Reservorio A Reservorio B

Agua Milli-Q  Metanol grado HPLC
Agua Milli-Q | ACN grado HPLC
Agua Milli-Q  Solucion Buffer de Fosfato de sodio

Agua Milli-Q | Metanol:Agua:Acetronitrilo (40:10:50, v/v)

Los disolventes grado HPLC fueron seleccionados de acuerdo a las caracteristicas que
deben cumplir los disolventes como fase mavil, ya que la influencia del disolvente es
muy importante, como por ejemplo capacidad de la fuerza para eluir al soluto, las
interaccidnes totales entre una molécula de la fase movil y una molecula de soluto, por
ejemplo; interacciones de dispersién, dipolo-dipolo, enlace de hidrégeno, ibnicos y de

transferencia de carga.

Se observé que cuando la fase movil fue metanol o agua, disolventes que presentan
alta polaridad debido al grupo —OH que presentan, provocoé que los analitos de la
muestras de nejayote tratadas por oxidacién anddica eluyeran rapidamente por la fase
estacionaria, y no se observo una separacion adecuada, por lo que, los cromatogramas
solo mostraron ruido y ningln pico. En nuestro caso se utiliz6 una columna
cromatografica en fase reversa lo cual implica que la fuerza de la fase moévil aumenta al
disminuir su polaridad. En cromatografia en fase reversa, la retencion es menor para la
fase movil mas fuerte, que son las mas polares (los compuestos hidrofilicos (polar) son
menos retenidos y eluyen primero) y los compuestos mas hidrofébicos (no polares) son

retenidos mas fuertemente.
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La retencion de un analito se puede incrementar afiadiendo mas agua a la fase movil;
haciendo la afinidad del analito hidrofobico por la fase estacionaria hidrofébica, mas afin
que por la fase movil, ahora mas hidrofilica. De igual manera, la retencion puede

disminuir afladiendo mayor cantidad de disolvente organico a la fase movil [26].

Cuando las fases méviles fueron Agua Milli-Q: Solucion Buffer de Fosfato de Sodio y
Agua Milli-Q: Metanol: Agua: ACN (40:10:50, v/v), no se observo ninguna separacion de

componentes eficaz.

Los resultados de las diferentes fases moviles o sistemas de disolventes probados
mostré que la mezcla de agua Milli-Q y ACN con los porcentajes que se muestran en la
Tabla 2, presentaron una separacion de los diferentes componentes de la muestra de
nejayote tratada por oxidacion anddica, por lo que se determind que la mezcla agua
Milli-Q y ACN como fase movil fue la mas adecuada para la separacion de compuestos
en las muestras de nejayote tratadas. En donde el disolvente acetonitrilo es menos

polar (constante dieléctrica 37) que el agua (constante dieléctrica 82).

Tabla 2. Porcentaje de la fase mévil Agua Milli Q: Acetonitrilo relacién v: v

Reservorio A Reservorio B

(Agua Milli:Q) (ACN)
% %
70 30
65 35
60 30
55 45
50 50

También es importante tomar en cuenta la fuerza de arrastre del disolvente, que esta
relacionada con la polaridad, entre menos polar sea el disolvente mayor fuerza de
arrastre tendra, a continuacion se muestra la sucesion de fuerza de arrastre de

acuerdo al tipo de disolvente [28].

Agua (el mas débil) <metanol <acetonitrilo <etanol <tetrahldrofurano
<propanol <cloruro de metileno (el mas fuerte)
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El reservorio Agua Milli-Q:Acetonitrilo (v:v) presenta mayor fuerza de arrastre respecto
a los demas sistemas conformados para este experimento, ademas el acetonitrilo
presenta baja viscosidad con respecto al agua y al metanol lo que permite de cierta
manera una mayor eficacia en la columna cromatografica y la presion a utilizar es

menor.

3.2 SEPARACION DE COMPUESTOS DE NEJAYOTE TRATADO MEDIANTE
MODIFICACION DE LA FASE MOVIL.

La separacion de compuestos de las muestras de nejayote tratadas por oxidacion
anodica para los diferentes valores de pH (3, 5, 7, 9 y 12) a un tiempo de electrdlisis de
2.00 h y las muestras de tiempo de electrdlisis (2.0, 2.15, 2.30, 2.45 y 3.00 h) a un
pH=12, se llevé a cabo con la fase mévil de agua Milli-Q: ACN (v/v) grado HPLC,

variando los porcentaje v/v de acuerdo a la tabla 3.

Los diferentes porcentajes utilizando como fase movil agua Milli-Q: ACN (v/v) que
mostraron una mejor separacidon para la muestra de nejayote tratada por
electrooxidacion a un pH=5y Tg=2.00 hrs. se muestran a continuacion en la tabla 3.
Todas las muestras tratadas para su analisis por la técnica de HPLC fueron diluidas en

una relacion de 1:3.

Tabla 3. Diferentes porcentajes v/v de fase mévil Agua Milli Q: ACN para la separaciéon de los

compuestos de nejayote tratado por oxidacién anddica.

Reservorio A Reservorio B
(Agua Milli:Q) (Acetonitrilo)
% %

65 35
60 40
55 45
50 50

Los cromatogramas obtenidos de la muestra de nejayote tratadas por electroxidacion a
pH = 5.0 y tiempo de electrdlisis de 2.00 hrs, a flujo constante de 0.5 mL/min., utilizando

como fase movil agua Milli-Q: ACN (v/v) en las relaciones porcentuales 50/50, 65/35,
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55/45 vlv, corresponden a los cromatogramas con una mejor separacion de los

componentes de la muestra (figuras 17 a 20).

30000
25000 -
20000 -

15000

Mv (Milivoltios)

10000 -

5000 —

: T . I . T : T
0 100 200 300 400
Tiempo de Retencion (Segundos)

Figural7. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH =5y tiempo de electrdlisis de 2.00
h, fase movil agua Milli-Q: ACN 65:35 v/v con una velocidad de flujo de 0.5 mL/min.
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Figural8. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH = 5 y tiempo de electrdlisis de 2.00
h, fase mévil agua Milli-Q: ACN 60:40, v/v y velocidad de flujo de 0.5 mL/min.
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Figura 19. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH = 5y tiempo de electrélisis de
2.00 h, Fase Movil agua Milli-Q: ACN 55:45, v/v y velocidad de flujo de 0.5 mL/min.
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Figura 20. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH = 5y tiempo de electrdlisis de
2.00 h, fase movil agua Milli-Q: ACN 50:50, v/v y velocidad de flujo de 0.5 mL/min.
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3.3 EVALUACION A DIFERENTES VELOCIDADES DE FLUJO UTILIZANDO COMO
FASE MOVIL AGUA MILLI-Q:ACN.

Con la finalidad de obtener una separacion optima de los componentes de las muestras
de nejayote a diferentes valores de pH y tiempo de electrdlisis se llevaron a cabo una
serie de experimentos a diferentes velocidades de flujo. Las velocidades de flujo fueron
realizadas desde 0.5 mL/min hasta 1.0 mL/min, aumentando de 0.1 mL/min en 0.1
mL/min la velocidad de flujo de la fase mévil Agua Milli-Q:ACN con un porcentaje 55:45
v/v constante para la muestra de nejayote tratada por electroxidacién a un pH inicial = 5

y tiempo de electrdlisis de 2.00 h.

Las figuras de la 21 a la 26 se muestra los cromatogramas obtenidos para cada una de
las velocidades de flujo (0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0 mL/min) utilizando como fase movil
Agua Milli-Q:ACN en una relacién de 55:45 v/v.
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Figura 21. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH = 5y tiempo de electrdlisis de
2.00 h, fase movil agua Milli-Q: ACN 55:45, v/v con una velocidad de flujo de 0.5 mL/min.
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Figura 22. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH = 5y tiempo de electrélisis de
2.00 h, fase movil agua Milli-Q: ACN 55:45, v/v con una velocidad de flujo de 0.6 mL/min.
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Figura 23. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH = 5y tiempo de electrdlisis de
2.00 h, fase movil agua Milli-Q: ACN 55:45, v/v con una velocidad de flujo de 0.7 mL/min.
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Figura 24. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH = 5 y tiempo de electrdlisis de
2.00 h, fase mévil agua Milli-Q: ACN 55:45, v/v con una velocidad de flujo de 0.8 mL/min.
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Figura 25. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH =5y tiempo de electrdlisis de
2.00 h, fase movil agua Milli-Q: ACN 55:45, v/v con una velocidad de flujo de 0.9 mL/min.
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Figura 26. Cromatograma de la muestra de nejayote a un pH = 5 y tiempo de electrodlisis de
2.00 h, fase mévil agua Milli-Q: ACN 55:45, v/v con una velocidad de flujo de 1.0 mL/min.

Analizando los cromatogramas correspondientes a las figuras 21-26 podemos sugerir
que la separacién de los compuestos presentes en la muestra de nejayote tratado por
electroxidacién a un pH incial de 5 y tiempo de electrélisis de 2.00 h, es el
cromatograma de la figura 21 y cuya velocidad de flujo de la fase mdévil es igual a 0.7
mL/min. Puesto que se observan la separacion de cuatro picos a diferentes tiempos de

retencion.
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3.4 CROMATOGRAMAS DE LAS MUESTRAS DE NEJAYOTE TRATADO POR
ELECTROXIDACION A DIFERENTES VALORES DE pH.

Se obtuvieron cada uno de los cromatogramas de las muestras de nejayote tratadas por

electroxidacién considerando el efecto del pH inicial de 3, 5, 7, 9, 12.

De las Figuras 29 a la 31 se presentan los cromatogramas de las muestras de nejayote
para cada uno de los pH iniciales de 3, 5, 7, 9, 12, con una fase movil de Agua Milli
Q:ACN 55:45 (v/v) y velocidad de flujo de 0.7 mL/min. Y las Tablas de la 4 a la 9
informan del numero de picos, % de area, area de cada pico expresada en
Milivoltios/segundo (mV/seg) y tr de cada uno de los cromatogramas obtenidos,
informacion recabada por el equipo de HPLC.
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Figura 27. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH = 3.0, fase maévil Agua:Acetronitrilo
(55:45, viv) y velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

Tabla 4. Resultados obtenidos a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min para una muestra de
nejayote tratada a pH=3.0.

Picos (% de area)
(nimero)
1 3.16 77686.65 1.319
2 11.76 288551.12 1.595
3 72.05 1778052.91 2.171
4 12.06 297508.33 2.953
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Figura 28. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH = 5.0, fase mévil Agua:Acetronitrilo
(55:45, viv) y velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

Tabla 5. Resultados obtenidos a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min para una muestra
de nejayote tratada a pH=5.0.

Pico
(nimero)
1 8.25 113565.67 1.372
2 19.96 274705.77 1.681
3 59.41 817550.07 2.174
4 8.33 114573.22 3.144
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Figura 29. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH = 7.0, fase mévil
Agua:Acetronitrilo (55:45, v/v) y velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

Tabla 6. Resultados obtenidos a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min para una muestra
de nejayote tratada a pH=7.0.

Pico
(nimero)
1 7.26 122790.87 1.330
2 10.45 192564.45 1.592
3 68 1253181.99 2.188
4 6.83 121003.21 3.153
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Figura 30. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH = 9.0, fase mévil
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Agua:Acetronitrilo (55:45, v/v) y velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

Tabla 7. Resultados obtenidos a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min para una muestra
de nejayote tratada a pH=9.0.

Pico
(nimero)
1 7.10 71547.35 1.402
2 19.32 194668.16 1.637
3 69 695266.00 2.187
4 2.04 20588.47 3.153
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Figura 31. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH = 12.0, fase movil Agua Milli-
Q: ACN (55:45, v/v) y velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

Tabla 8. Resultados obtenidos a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min para una muestra de
nejayote tratada a pH = 12.0.

Pico
(nimero) ‘
1 1.67 21570.00 2.052
2 31.28 404704.01 1.627
3 52.22 675897.38 2.218
4 6.55 84849.67 4.136

De acuerdo a los resultados presentados anteriormente para cada una de las muestras
de nejayote tratadas por oxidacién anddica a pH= 3, 5, 7, 9, 12, se observo la
separacion de los componentes corresponden a cuatro picos bien definos a diferentes
tiempos de retencién. También se observd que en todos los casos de los diferentes
valores de pH inicial, el pico numero 3 presenté una mayor area y fue superior al 50%
del area total de los picos. Es claro que el cromatograma de la figura 27 que
corresponde a la muestra de nejayote a pH = 7, fase mévil Agua Milli-Q: ACN (55:45,
v/v) y velocidad de flujo de 0.7 mL/min., muestra una mejor separacion de los cuatro
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picos y el porcentaje de area del pico 3 es del orden de 68 % y de 7,26, 10.25y 6.83 %
los picos 1, 2 y 4, respectivamente.

Es importante sefialar que todos los cromatogramas a diferentes valores de pH inicial
presentaron 7 picos en su totalidad, sin embargo 3 picos fueron despreciados debido a

gue sus % de area eran por debajo del 0.09 del area total.

En la figura 32 se muestra una comparacion de todos cromatogramas de nejayote
tratado por oxidacién anodica a pH diferentes y T, = 2.00 h, en donde se observa que el
pico numero 3 correspondientes al pH = 3, 7 y 9, presentan un porcentaje de area de
72.05 % (1778052.91 mV/min), 68% (1253181.99 mV/min) y 69 % (695266.00 mV/min)
respectivamente, mientras que los pH correspondientes a 5 y 12 corresponden al 59.41
% (817550.07 mV/min) y 52.22 % (675897.38 mV/min).

Por lo tanto, se puede suguerir que el efecto del pH inicial en las muestras de nejayote
tratadas por el proceso de oxidacion anddica con pH=5y 12, muestran picos de menor
intensidad y menores porcentajes de area, lo cual se sugiere que las muestras tratadas
a valores de pH 5 y 12 se lleva a cabo una mayor remocién de contaminantes en

comparacion de la muestra tratadas a valores de pH =3, 7y 9.
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Figura 32. Comparacion de los cromatogramas de las muestras de nejayote tratadas por
oxidacion anddica a diferentes valores de pH inicial.
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3.5 CROMATOGRAMAS DE LAS MUESTRAS DE NEJAYOTE TRATADO POR
ELECTROXIDACION A DIFERENTES TIEMPOS DE ELECTROLISIS.

Se obtuvieron los cromatogramas de las muestras de nejayote tratada por oxidacion
anodica a los diferentes tiempos de electrdlisis de 2.00, 2.15, 2.30, 2.45y 3.00 h a pH
constante de 12, a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min, y una fase movil compuesta
por Agua MilliQ:ACN en una relacion de 55:45 (v/v).

En las figuras 33 a la 37 se presentan los cromatogramas a diferentes tiempos de
electrdlisis (2.00, 2.15, 2.30, 2.45 y 3.00 h), en donde se observo la separacion de
cinco picos a diferentes tiempos de retencion y en las tablas 9-13, se informa del
namero, % de areas, area de cada uno de los picos y los tiempos de retencion. Ademas
presentaron dos picos sobresalientes de areas arriba del 40% del area total de los
picos. Los diferentes cromatogramas presentaron cerca de 7 picos en su totalidad pero
algunos se despreciaron debido a que sus porcentajes (%) de area fueron por debajo
del 0.09 del area total.
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Figura 33. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH =12y T, = 2.00 h, fase mévil Agua
Milli-Q: ACN (55:45, v/v) y velocidad de flujo de fase movil de 0.7 mL/min.
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Tabla 9. Resultados obtenidos para una muestra de nejayote tratada a pH=12y Tg =
2.00 h a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

Pico
(numero)
1 15.03 103584.21 1.684
2 18.58 159861.55 2.132
3 0.56 4806.00 2.548
4 61.07 525328.00 2.805
5 0.42 3592.00 3.542
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Figura 34. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH =12y T, = 2.15 h, fase mévil Agua
Milli-Q: ACN (55:45, v/v) y velocidad de flujo de fase movil de 0.7 mL/min.

Tabla 10. Resultados obtenidos para una muestra de nejayote tratada a pH=12 y Te=
2.15 h a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

1 8.48 68464.26 1.663

2 22.25 129559.62 2.113
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2.00 16119.47 2.598
59.40 4794411.72 2.829
3.52 28449.00 3.316
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Figura 35. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH = 12y T, = 2.30 h, fase mévil Agua
Milli-Q: ACN (55:45, v/v) y velocidad de flujo de fase movil de 0.7 mL/min.

Tabla 11. Resultados obtenidos para una muestra de nejayote tratada a pH=12y Te =
2.30 h a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

Pico
(numero)
1 1.99 15347.48 1.370
2 52.27 403875.00 2.130
3 1.03 7975.62 2.582
4 42.93 331653.19 2.813
5 0.61 4695.00 3.317
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Figura 36. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH = 12 y T, = 2.45 h, fase mévil Agua
Milli-Q: ACN (55:45, v/v) y velocidad de flujo de fase movil de 0.7 mL/min.

Tabla 12. Resultados obtenidos para una muestra de nejayote tratada a pH=12y Te =

2.45 h a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

g b~ w N

14.34 88643.75 1.814
41.19 254600.88 2.148
2.02 12455.00 2.559
36.13 223336.27 2.816
3.95 24443.00 3.277
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Figura 37. Cromatograma de la muestra de nejayote a pH = 12 y T, = 3.00 h, fase mévil Agua
Milli-Q: ACN (55:45, v/v) y velocidad de flujo de fase movil de 0.7 mL/min.

Tabla 13. Resultados obtenidos para una muestra de nejayote tratada a pH=12y Tg =
3.00 h a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

Pico
(nimero) ‘
1 0.170 3041.00 0.52
2 46.91 274341.00 2.221
3 1.57 1302.13 2.553
4 48.51 283704.00 2.808
5 1.64 9597.00 3.280

En la figura 36 se presenta la comparacion de las muestras de nejayote tratadas por
oxidacién anddica a diferentes tiempos de electrdlisis y un pH=12, en donde se muestra
qgue los picos numero 2 y 4 presentan mayor area que el resto de los picos en su
conjunto. Los cromatogramas correspondientes a los Tg=2.00, 2.15 h. y 3.00 h,
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presentan un pico de mayor porcentaje de area de 61.07 % (525328 mV.sec), 59.40 %
(4794411 mV.sec) y 48.51 % (283704.00 mV.sec). Los para los tiempos de electroélisis
de 2.30 y 3.00 h, el mayor porcentaje de area del pico numero 2 fue de (52.27% 403875
mV.sec) y (41.19%, 254600 mV.sec) respectivamente.

Al observar la Figura 38 se puede sugerir que hay mayor remocion de contaminantes
en tiempos de electrélisis mayores, es decir la muestra tratada a un Te=2.45y 3.00 h a
pH=12.
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Figura 38. Comparacién de los cromatogramas de las muestras de nejayote tratadas por
oxidacion anddica a diferentes tiempos de electrélisis.

A continuacion en la tabla 14 se resumen el nimero de picos, el tiempode electrélisis y
las areas expresadas en mV/min, en donde se observa los mayores porcentajes de
area de los cincos presentes en los cromatogramas (picos 4 y 2).
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Tabla 14. Porcentajes del area de cada pico de los cromatogramas obtenidos de la serie de

tiempo de electrolisis.

Namero

de pico

1 15.03 8.48 1.99 14.34 0.170
2 18.58 22.25 52.27 41.19 46.91
3 0.56 2.00 1.03 2.02 1.57
4 61.07 59.40 42.93 36.13 48.51
S 0.42 3.52 0.61 3.95 1.64

Algunas observaciones durante la validacion del método en las muestras de nejayote

tratado por electroxidacion en el equipo de HPLC fueron las siguientes:

% Cuando la fase moévil fue agua Milli Q:ACN, 5:95, v/v, es decir un mayor

7
*

7
*

porcentaje de ACN, solo se observa un solo un pico bien definido.

Cuando se aumenta la velocidad de flujo (mayor a 0.7 mL/min hasta 1 mL/min),
los picos se definen mejor pero el pico de mayor area sufre un ensanchamiento y

por lo tanto desaparecen la mayoria de picos.

Cuando se aument6 el porcentaje de agua en la fase mévil, es decir, agua:ACN,
95:5, v/v, desaparece el pico de mayor intesidad y solo se obtiene un

cromatograma con picos muy pequefios, pero no definidos.
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CONCLUSIONES

De acuerdo al trabajo experimental realizado se concluye:

< Las condiciones experimentales consideradas como Optimas para la separacién
de compuestos en muestras de nejayote tratadas por oxidacion anodica tanto
para pH como para los tiempo de electrolisis utilizando una columna de fase
reversa, un detector a una longitud de onda de 254 nm, fueron: una fase movil de
Agua Milli-Q: ACN 55:45 (v/v) y una velocidad de flujo de fase movil igual 0.7

mL/min.

% Tanto en las muestras de nejayote tratado a diferentes valores de pH como a
diferentes tiempo de electrdlisis, los cromatogramas presentaron un total de 7
compuestos, de los cuales 2 compuestos presentaron una mayor intensidad y

por tanto, un mayor porcentaje de area en los cromatogramas.

% De acuerdo a los cromatogramas de las muestras de nejayote tratadas por
oxidacion anodica a pH iniciales de 5 y 12, mostraron menores intensidades y
porcentajes de area, lo cual sugiere que hay una mayor remocion de

contaminantes o compuestos presentes en nejayote.

« De acuerdo a los cromatogramas de las muestras de nejayote tratadas por
oxidacion &anodica diferentes tiempos de electrolisis 2.45 y 3.00 h, mostraron
menores intensidades y porcentajes de area, lo cual sugiere que hay una mayor

remocién de contaminantes o compuestos presentes en nejayote.

s Fue posible utilizar la técnica por HPLC para determinar los componentes
presentes en las muestras de nejayote tratadas por oxidacion anodica por efecto

de pH y tiempo de electrolisis.
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