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RESUMEN

En la actualidad la generacion de residuos a nivel local de la industria del agro va en
aumento y tan solo un 8,5% del total producido en el Ecuador (de 13400 toneladas anuales
de residuos), es recuperado con métodos de digestion y compostaje, existen otras técnicas
que permiten aprovechar estos residuos de aquellos productos de mayor demanda como
banano, café y cacao.

El presente trabajo se enfoca en desarrollar una metodologia para la separacion y
cuantificacion de carboxilatos obtenidos de un proceso de fermentacién anaerébico de
residuos agroindustriales (cascara de banano y pulpa, mucilago de cacao y cascara de
café) después de 21 dias a un determinado pH y una temperatura constante de 38°C.

El proceso consiste en una separacion en cascada por etapas: filtracion mecanica,
centrifugacién y ultrafiltracién; que han sido comparadas para verificar las mejores
condiciones para recuperar la mayor de cantidad de VFA’'s de la fraccion liquida de los
fermentos; los cuales han sido cuantificados mediante cromatografia de gases con detector
FID en una columna capilar, ademas se plantea una forma de verificar el potencial de
biogas de las fracciones sdlidas recuperadas de los fermentos y analizadas con un
cromatoégrafo de gases con detector TCD.

Palabras clave: filtracién, membranas, VFA’s, cromatografia de gases.



ABSTRACT

Currently, the generation of local waste from the agricultural industry is increasing and only
8.5% of the total waste produced in Ecuador (13,400 tons per year) is recovered by
digestion and composting methods; there are other techniques that allow the use of these
wastes from products in high demand such as bananas, coffee, and cocoa.

The present work focuses on developing a methodology for the separation and
quantification of carboxylates obtained from an anaerobic fermentation process of agro-
industrial wastes (banana peel and pulp, cocoa mucilage, and coffee husk) after 21 days at
a determined pH and a constant temperature of 38°C.

The process consists of a cascade separation by stages: mechanical filtration,
centrifugation and ultrafiltration; which have been compared to verify the best conditions to
recover the highest amount of AFV's from the liquid fraction of the ferments; which have
been quantified by gas chromatography with FID detector in a capillary column, in addition
a way to verify the biogas potential of the solid fractions recovered from the ferments and
analyzed with a gas chromatograph with TCD detector is proposed.

Key words: filtration, membranes, VFA's, gas chromatography.
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ABREVIATURAS O SIGLAS

VFA’s: Votail Fatty acids.

BMP: Biochemical methane potential.
ST: Sdlidos totales.

SVT: Sdlidos volatiles totales.

TOC: Carbono organico total.

pH: Potencial hidrogeno.

m/m: Relacién masa-masa.

C/N: Relacion Carbono — Nitrégeno.
p: densidad.

V: volumen.

m: masa.

RPM: revoluciones por minuto.
TCD: Thermal conductiviy detector.
FID: Flame ionization detector.

T: Temperatura.

UF: Ultrafiltracion.

TOD: Theoretical Oxygen Demand.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes
En la actualidad muchos de los productos generados en la industria

agricola tienen alta demanda de consumo (aproximadamente un 80%) a
nivel mundial; pero se desperdicia una cantidad muy elevada de
legumbres, frutas y cereales que puede ser aprovechados en algun otro
proceso posterior como un producto de valor agregado, permitiendo
emplear dichos recursos como materia prima en una biorrefineria cuyo
objetivo es el de sintetizar nuevas sustancias que pueden ser empleadas
como componentes activos en varios sectores: aprovechamiento
energético, combustible alternativo, farmacéutica, control de plagas,
recuperacion de sustancias organicas, entre otros. En el Ecuador, la
industria agricola produce alrededor de 2200 millones de kilogramos de
residuos que contienen componentes lignoceluldésicos con un potencial de
transformacion fisicoquimica y biolégica capaz de generar nuevos
productos de valor agregado para recuperar acidos organicos, polimeros,

colorantes naturales e incluso biogas [1].

Esta nueva tendencia hacia el aprovechamiento circular de los recursos
del sector del agro ha tomado mayor interés en los ultimos afios, en
regiones europeas ya existen nuevas tecnologias de transformacion de
residuos de maiz por ejemplo mediante fermentacion anaerdbica para

producir acido lactico y otros de cadena media.

Anivel local, en el caso de Ecuador, muchas de las plantaciones de banano
y café consideradas como las de mayor exportacion nacional no petrolera,
siendo un 18% para el bananoy 5,2% para el café [2], [3], generan también
una considerable cantidad de desperdicios: sus cascaras, semillas,
mucilago, entre otros; los cuales son fuentes de nutrientes que se obtienen
como producto de valor agregado, con el respectivo tratamiento bioldgico

de degradacion controlada.



1.2.Descripcion del problema
Los procesos de una planta de transformacion de biomasa en la actualidad

buscan el aprovechamiento de cualquier tipo de residuo, incluyendo los de
la industria agricola, avicola, porcina, entre otros, que pueden ser
transformados en sustancias quimicas de un gran valor agregado, tales
como acidos de cadena corta y media desde C2 hasta C12 o en
combustibles ecologicos como el biogas, biodiésel o bioetanol; a pesar de
implementar ciertas tecnologias para el aprovechamiento de residuos,
sigue existiendo una gran brecha respecto al cumplimiento ambiental del
tratamiento y disposicion final de estos desechos y la actividad

antropogeénica e industrial respecto a la manufactura de alimentos.

En el pais existe un alto porcentaje de residuos generados en la industria
agricola, de acuerdo con los datos extraidos del Libro Blanco de Economia
circular en el Ecuador 2020: Con una produccién anual de 23 millones de
toneladas de los principales productos de exportacion: banano, cafia,
palma, arroz, platano y naranja; se genera una cantidad de 2,2 millones de
residuos agroindustriales, de la cual se podria obtener una taza de 772,3
kW/persona de energia a partir de digestién anaerébica de estos desechos
incluidos los de estiércol porcino y vacuno; es decir que se genera un total
anual de 604 ton/dia de agro-residuos que corresponde tan solo a un 8,5%
del total de residuos organicos que pueden ser recuperados mediante

digestion anaerdbica o compostaje. [4]

Adicionalmente en el Libro de Cartografia de la basura en el Ecuador,
menciona que alrededor de 13400 toneladas diarias de basura se genera
a nivel nacional, con una produccién promedio por habitante de 0,4
Kg/hb.dia. de esta cantidad un 34% es colocado en rellenos sanitarios y
celdas emergentes, 22% en botaderos a cielo abierto y en quebradas
desoladas y tan solo un 3,7% es aprovechado en compostaje y reciclaje,
el restante que corresponde a un 96,3% es llevado a plantas de co-
procesamiento o simplemente se los deja bajo tierra; generando un
impacto ambiental de produccidon de gases de invernadero de 2,64
kilotoneladas de gases de invernadero y 0,26 m® de lixiviados, que se
pueden reducir con un tratamiento mucho mas adecuado de la materia

organica que llega como residuos solidos.



Para el tratamiento de los desechos organicos obtenidos en la industria del
agro, es posible emplearlos como sustrato junto con ciertas cepas de
bacterias como: Clostridium, Scharomice cerveciae, Streptocous, entre
otras mas; a un pH y temperatura controlados en un proceso de
fermentacion anaerdbica, para generar acidos grasos volatiles de cadena
corta; considerando la adicidon de elementos traza como ciertos metales
pesados (zinc, hierro, cobre, entre otros) que permitan generar biogas con

altas tasas de produccion. [5]

Estos estudios realizados en paises de primer mundo como Alemania,
abren la puerta para disefiar metodologias que permitan aprovechar
residuos a nivel local adaptando estos procesos de separacion, en el caso
particular del Ecuador los productos de alta demanda de exportacion como
el café, cacao y banano, también son materias primas de una biorrefineria
considerando que no se aprovechan en su totalidad como las cascaras o
el mucilago, los cuales contienen un porcentaje entre 11,5y 15% de sdlidos
totales en base seca respectivamente [6], [7], que se pueden transformar
mediante fermentacion anaerdbica con valores de pH ligeramente acidos
para favorecer los procesos de conversion de la materia organica
(acidogénesis y la metanogénesis respectivamente), identificando la
generacion de estos productos principales mediante técnicas
instrumentales actuales como la cromatografia de gases con diferentes

detectores para cada especie. [8]

La literatura muestra varias aplicaciones de diferentes procesos que
permiten la separacion y cuantificacion de acidos volatiles grasos de
cadena corta y media (tales como acido lactico, acético, butirico, caprilico,
entre otros), empleando procesos de separacion fisica como la filtracion,
tratamiento térmico y con membranas; enfrentando ciertos problemas por
la saturacién rapida en micro y nano filtros, causando ciertas limitaciones
a la hora de separar y cuantificar el rendimiento de cada uno de los

componentes mencionados.



[9] Asi Braune et al, propone una metodologia de separaciéon de un
fermento de ensilado de maiz mediante un proceso en cascada de
filtracion mecanica, ultrafiltracion y extraccion liquido — liquido con alcohol
oleilico, para su posterior cuantificacion mediante cromatografia de gases
con detector FID. También McDowall et al, [10]considera un proceso de
separacion para el mismo tipo de fermento con una separacion sélido —
liquido aplicando filtrado en prensa, luego haciendo una variaciéon con
tratamiento térmico comparando el efecto en el flujo de permeado en ultra
y nanofiltracion, para su posterior cuantificacion con derivatizacion acida

previo a la cromatografia de gases.

Existen varios métodos para cuantificar carboxilatos, pero ninguno
referente a la matriz de interés para este proyecto: fermento anaerébico de
los agro-residuos endémicos de la region; por tanto, es imprescindible
desarrollar una secuencia metodolégica que permita cuantificar y
recuperar en un alto porcentaje estos nuevos productos de valor agregado;
surgiendo aqui la pregunta: ;Cual es la metodologia experimental mas
adecuada para separar el contenido de acidos volatiles grasos (VFA’s por
sus siglas en inglés) generados en un proceso de fermentacion
anaerobica, de tal forma que permitan su maximo aprovechamiento desde
el ambito ambiental con una relacion especifica de sustrato (residuo
agroindustrial / in6culo bacteriano), obtenidos de una finca agricola en la

ciudad de Milagro, después de 21 dias de tratamiento?

1.3.Objetivos:

Objetivo general:

o Desarrollar una secuencia experimental de laboratorio para la
separacion y cuantificacion de carboxilatos en muestras de dos
fermentos agroindustriales mediante cromatografia de gases con
deteccion FID y TCD.

Objetivos especificos:
e Determinar las condiciones o6ptimas de separacion fisica de los
residuos  agroindustriales  obtenidos  mediante  pruebas

experimentales.



e Evaluar el potencial de generacién de biogas de cada uno de los
dos residuos agroindustriales mediante la técnica de cromatografia
GC con detector TCD.

e Calcular el porcentaje de recuperaciéon de VFA’s en cada residuo

para la verificacion de la metodologia experimental propuesta.

1.4.Hipétesis

Se puede determinar la concentracion de los VFAs™ generados de residuos
agroindustriales mediante la metodologia experimental de un proceso en
cascada aplicando y usando técnicas instrumentales adecuadas en

condiciones de fermentacién y separacion optimas.

1.5.Alcance

El alcance del proyecto establecera una metodologia aplicable a residuos
de: cascara y pulpa del banano y cascara de café, extraidos de una finca
situada en el area rural de la ciudad de Milagro, después de 21 dias de
fermentacion anaerébica controlada en el laboratorio a 3811 °C, presién

atmosférica de 1 atm y un pH de 6,510,1.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO:

2.1 Residuos agroindustriales:
A nivel mundial la produccién de la industria agricola ha aumentado

considerablemente con la demanda mundial actual que se ha incrementado a lo
largo de los afios con la explosion demografica circundante, debido a problemas
migratorios y situaciones naturales tales como inundaciones, terremotos, y
similares; provocando mayor necesidad de estos productos en ciertas regiones
y en otras se desperdician generando altas tasas de desechos por falta de un

aprovechamiento posterior.

Los residuos de la industria del agro se pueden clasificar en dos grandes grupos:
los residuos de campo que se obtienen después de la cosecha tales como: hojas,
tallos, semillas y vainas, y los industriales son aquellos que persisten hasta que
ya termina el procesamiento del producto final, tales como: bagazo, mucilago,
cascara, pulpa, raices rechazadas, etc.; los cuales se utilizan para alimentacion
de ganado, aditivos naturales para el suelo, fertilizantes y demas, quedando
infravalorados. A estos desperdicios solo se les da un tratamiento basico antes
de darles una disposicion final, pero no se las da otro aprovechamiento hasta
agotar toda su capacidad de generacion de recursos. En muchas regiones solo
los consideran como fuente de combustible solido similar al carbdn, como en el

caso de la India y... [11] Afadir otro ejemplo adicional.

Citando algunos de estos alimentos que se exportan en mayor cantidad a nivel
local, se tienen por ejemplo el banano, café, cacao y maiz; de los cuales se
obtienen sus principales frutos como fuentes de alimento tras un tratamiento
industrializado; pero también se producen desechos con un potencial de
aprovechamiento que en otros paises como Europa y parte de Latinoamérica
estan siendo empleados como fuentes de componentes de valor agregado:

biogas, biodiésel, acidos volatiles grasos, entre otros. [12]



Esta nueva tendencia del aprovechamiento de lo que se considera desecho, es
parte de los objetivos de desarrollo sostenible, especificamente el numero 12:
que busca la administracion responsable y eficiente de los recursos, tomando en
cuenta la reduccién considerable de desechos y también toma protagonismo la
aplicacion de los principios de economia circular para la industria: dandole un
nuevo valor a los residuos generados al final de cada etapa de procesamiento,
estas son las metas a mediano y largo plazo de las biorrefinerias, que buscan
reutilizar materiales de corrientes secundarias o no deseadas, mediante
diferentes investigaciones previas y ensayos experimentales a escala de
laboratorio, que permitiran luego a escala piloto, transformar esas materias en

nuevos productos. [11], [13]

2.2 Biorrefinerias y plantas de transformacion de Biomasa:
La industria actual busca la satisfaccion de necesidades basicas y mientras esta

se desarrolla y tecnifica a lo largo de los afios, también aparecen otros problemas
asociados a esta innovacion en la produccion masiva de recursos transformados:
alta demanda de energia, lo que obliga a buscar nuevas fuentes (especialmente
renovables), aumento de la empleabilidad, cumplimiento de normativa ambiental
y generacion de subproductos que no pueden aprovecharse posteriormente y se

consideran desechos.

El objetivo de una industria / refineria tipica es la de explotar recursos naturales
para luego de un proceso de extraccion, refinacion y purificacién generar
aquellos necesarios para el desarrollo de la sociedad. El problema con estas
refinerias radica en los desechos generados, los cuales requieren de
tratamientos costosos para su disposicién final y en ciertos casos, muchos de
ellos no pueden ser reutilizados, puesto que no todo lo que se desecha puede
recibir el mismo tratamiento para un adecuado manejo ambiental, debido a la
naturaleza de estos componentes, citando algunos de ellos: raices, hojas,

cascaras, mucilago, cascarillas, raquis, entre otros. [13]



Una planta de transformacién de biomasa permite el tratamiento de una biomasa,
facilitando su degradacién hasta un punto tal que permita la generacién de
plataformas quimicas, que permitan la sintesis de nuevos compuestos y
materiales, dandole una disposicion final adecuada, sin dejar de lado la
busqueda de beneficio propio y para la sociedad: el aumento en la eficiencia
energética al producir nuevas fuentes de energia que pueden ser recirculadas o

aprovechadas en el mismo proceso o en otros secundarios donde sea requerido.

La economia circular se puede verificar de forma mucho mas concreta con este
tipo de sistemas que no solo buscan degradar materiales sino también generar
otros componentes necesarios para su propio desarrollo, tales como: enzimas,
sustitutos de abono, proteinas, vitaminas, AVG’s, biogas, etc.; tomando
moléculas de alto peso molecular como celulosa, hemicelulosa y lignina (lo que
se considera como un desecho de ciertos alimentos) que tienen el potencial para
ser transformados en moléculas de cadena corta, biogas 0 como una biomasa

degradada; antes de destinarlos a una etapa final. [14]
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Fig. 1: Esquema de una potencial biorrefineria enfocada a maximizar la produccion de VFA's. [15]



Existen diferentes procesos que pueden ser aplicados para la recuperacion de
estos desechos, clasificados entre procesamiento termoquimico y bioquimico,

de los cuales se citan los siguientes:

Mecanico: Como tratamiento previo se emplea la reduccién de tamano del

sustrato para aumentar el area de contacto y mejorar la eficiencia.

a) Peletizacion: consiste en reducir el tamafio del sustrato en concentrados de
similar tamano para optimizar espacio. Se homogenizan en un determinado
equipo que permite su facil transporte y almacenamiento.

b) Molienda: consiste en reducir en pequefios trozos el sustrato fresco,

empleando equipos como cortadores de disco y filtro, martillos y rodillos. [16]

Termoquimicos: Métodos que involucran la conversién de biomasa en energia,
empleando reacciones de oxidacion a alta temperatura con presencia o ausencia

del oxigeno.

a) Combustién: transforma la energia quimica contenida en la biomasa en
energia eléctrica, mecanica y térmica, mediante una combustion directa en
presencia de aire; ademas las cenizas se pueden convertir en geo
materiales, con un rango de eficiencia de entre 20 y 40%.

b) Gasificacion: involucra la conversion de biomasa en una mezcla de gases
que tienen metano, nitrdgeno, gas carbonico, los cuales son generados en
un rango de temperatura de 700 a 1000°C, dando como resultado la
produccion de syngas.

c) Pirdlisis: este proceso se lleva a cabo en ausencia de oxigeno, a
temperaturas entre 300 y 800°C, dependiente del tiempo de reaccién es
posible producir biocarbén, biocombustible liquido o syngas, demostrando

asi el gran alcance de transformacion y su aplicabilidad. [17]

Bioquimicos: Métodos que involucran la conversion de moléculas de altos pesos
moleculares contenidos en la biomasa empleando microorganismos en
condiciones controladas de ciertas variables como pH, temperatura, cepa

bacteriana, entre otros.



b)

d)

Transesterificacion: en este caso se trabajan con aceites y grasas usadas
previamente tratadas con un grupo alcohol, en presencia de un catalizador
de hidroxido de sodio o potasio para la produccion de biodiésel y glicerina
como subproducto.

Fermentacion anaerdbica: proceso empleado para la produccién de
biocombustibles a partir de una biomasa en ausencia de oxigeno, el cual
puede ser sustituido por nitrdgeno u otro producto secundario, por ejemplo:
azucares, almidén o celulosa, empleando microrganismos, y transformarlos
en producto recuperables como el bioetanol, gas carbdnico y acido lactico.
Digestion anaerdébica: a diferencia del caso anterior, este proceso se realiza
en ausencia de oxigeno tomado biomasa de alimentos, desechos de
animales y mediante un proceso controlado se busca degradar esta materia
organica con ayuda de microorganismos, con ajustes de pH y temperatura
en un rango de 30 a 60°C; generando acidos volatiles grasos y biogas. [18]
Oxidacion beta-reversa: este proceso anaerobio, que consiste en una
secuencia ciclica de cuatro reacciones dando como resultado la elongacién
de una molécula de acetil-CoA, por dos carbonos en cada etapa, esto permite
terminar la reaccion enzimatica o dirigir otra via para producir una variedad

de nuevos productos como: alcoholes, acidos, ésteres volatiles, etc. [19]

Algunos ejemplos de la aplicaciéon de estos procesos se mencionan a

continuacion:

Strauber et al considera en su estudio el efecto del control de pH y la adicion de

ciertos metales traza como hierro y manganeso en la produccion de acidos

organicos de cadena media empleando como inéculo las bacterias de tipo

clostridium, identificadas como Enterobacter cloacae (con gran capacidad

fermentativa para generar hidrégeno) y Methanosarcina (con gran potencial para

generar biogas), junto con desechos organicos de maiz ensilado, obteniéndose

como resultado altos rendimientos en la produccion de la elongacion del acido

lactico a acido n-butirico. [20]
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McDowall et al, considera una continuacion de este estudio anteriormente citado
con el mismo residuo de ensilado de maiz y el mismo inéculo bacteriano en una
fermentacion Batch para generar otro producto de valor agregado como el
biogas; donde también se forman VFA's los cuales fueron analizados mediante
técnicas de separacion que incluyen un tratamiento térmico previo a procesos de
nano y ultrafiltracién en cascada y aplicando cromatografia GC, junto con un
analisis estadistico multivariante, para la identificacion del comportamiento
molecular de la comunidad bacteriana y su cinética de crecimiento en las

diferentes etapas de metanogénesis y acidogénesis. [9]

Foncillas et al, considera entre los métodos de recuperacion de carboxilatos, una
nueva opcién para la cuantificacién efectiva, estableciendo una secuencia
experimental donde se trabaja con acidos volatiles organicos de cadena corta
(de C4 a C8), empleando una resina de intercambio anidnico seguido de una
desorcion con gas carbénico y metanol expandido, observandose una mayor
desorcion con los acidos de cadena media (hexanoato y heptanoato), respecto
al acetato; siendo este un método de recuperacion para concentrar estos acidos

entre 14.6 a 20.7 veces respectivamente. [21]

2.3 Fermentacion y digestion anaerdébica de residuos agroindustriales.
Los procesos bioquimicos que tienen como objetivo la degradacion de la materia

organica, se llevan a cabo de manera controlada respecto a la presencia de
oxigeno, ajuste de pH y temperatura: entre ellos tenemos a la digestién y la
fermentacion anaerobica se llevan a cabo en multiples etapas donde la materia
organica es descompuesta y estabilizada en determinados productos de valor
agregado: su semejanza consiste en la ruptura y conversion de moléculas de
gran tamafo en biocombustibles o sustancias organicas como acidos o alcohol.
Ambos procesos difieren en el mecanismos de transformacion de dichas
biomoléculas: en el caso de la fermentaciéon se lleva a cabo por una
descomposicion microbiana de azucares de dos etapas (glicdlisis y fermentacion
de etanol o también la del tipo lactica) para producir gas carbénico, acido lactico
y etanol; y en el caso de la digestion las macromoléculas del sustrato que
incluyen proteinas, carbohidratos y lipidos son transformados mediante un
mecanismo de 4 etapas (hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y

metanogénesis) en biogas, hidrégeno y acidos volatiles grasos. [22]
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Esta metodologia de tratamiento tiene una amplia aplicabilidad en la sociedad
desde tiempos antiguos, iniciando como un proceso de fermentacion de
desechos animales en los biodigestores con el objetivo de producir biogas y

obtener una fuente renovable de energia. [23]

En los ultimos anos, los avances tecnoldgicos han permitido escalar diferentes
procesos de aprovechamiento de residuos de la industria del agro, que contienen
una biomasa con una capacidad de transformacién (materia organica
biodegradable), generando productos de valor agregado de manera directa o en
forma de corriente secundaria. Los estudios que se han realizado parten de
investigaciones en laboratorio para establecer las condiciones de proceso mas

adecuada para su escalamiento. [24]
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Fig. 2: Bioproductos obtenidos de la conversién de biomasa lignocelulésica mediante diferentes mecanismos

de reaccion del tipo termoquimico y bioquimico. [13]

Previamente al proceso de fermentacion es imprescindible la caracterizacion de
la materia prima a utilizar para considerar las posibles rutas de transformacion
en funcion de la cantidad de materia organica, nutrientes disponibles e inclusive
el tipo de indculo bacteriano que puede ser utilizado. Entre los parametros
fisicoquimicos a considerar para una fermentacion éptima, se mencionan a

continuacion:
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e pH: acidez del sustrato que debe ser ajustada previamente.

¢ Demanda quimica de oxigeno (COD por sus siglas en inglés): contenido
de materia organica degradable disponible.

¢ Relacion carbono-nitrégeno (C/N):. establece una relacién entre la
cantidad de carbono y nitrdgeno necesarios para una adecuada
generacién de metano.

e Contenido de SVT: indica la materia organica volatil que contiene el
sustrato.

e Potencial Redox: establece la capacidad del indculo bacteriano para

oxidar la materia organica disponible en el sustrato.

El proceso de fermentacion tiene varias etapas de manera general, que

dependen de las condiciones de degradacién del sustrato:

a) Hidrdlisis: es el paso inicial de la fermentacion anaerdbica, donde existe una
modificacion en el pH (partiendo de un valor de entre 6,5 a 5,5) para favorecer
la escision de enlaces H-O; las bacterias hidroliticas degradan la materia
organica polimérica como lipidos, polisacaridos y grasas en mondmeros
(azucares, aminoacidos) de menor peso molecular empleando enzimas; esto

se convierte en un sustrato adecuado para el crecimiento bacteriano. [25]

(CeH1005)n + N H2O — n CeH1206 + N H2

En la reaccién mostrada, la celulosa en presencia de agua se hidroliza para
generar moléculas de glucosa como producto primario y ademas de
hidrégeno, esta reaccion puede ser catalizada por acidos homogéneos o
heterogéneos, que permiten incrementar el rendimiento en la produccién de
monosacaridos fermentables, gracias a la presencia de iones H" y OH" de los

catalizadores, responsables del rompimiento de enlaces glicosidicos.
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b)

d)

Acidogénesis: los mondmeros de la etapa anterior son transformados gracias
a las bacterias facultativas acidogénicas o fermentativas, dando como
resultado la produccion de acidos volatiles de cadena media y corta: acidos
propanoico, butirico, alcoholes, gas carbdnico y adicional con el hidrégeno
gas que actua como intermediario, siendo el acido acético el mas importante
de todos puesto que es el principal sustrato de las bacterias generadoras de

metano. [26]

La produccién de estos acidos se ve favorecida a un pH ligeramente superior
a 5, pero la generacion de alcohol se da a un pH cercano a 4, como se

muestra en las reacciones a continuacion:

CsH1206 < 2 CH3CH2OH + 2 CO;
CsH1206 + 2 Hy < 2 CH3CH,COOH + 2 H,O
CeH1206 — 3 CH3COOH

Acetogénesis: el sustrato de las bacterias acetogénicas convierten los VFA's
y alcoholes, en acetatos, formiatos, hidrégeno y acido carbénico, en esta
etapa se asocia la produccién como subproducto del gas hidrégeno, como
una deshidrogenacion, en las reacciones propuestas se observa que los
acidos producidos de la etapa anterior son degradados a acetato e hidrogeno
que pueden ser empleados por las bacterias metanogénicas en la siguiente

etapa, siendo fuente de electrones el agua disponible en el sistema. [25]

CH3CH.COO™ + 3 H,0 «» CH3COO™ + H'HCO3 ~ + 3 H>
CeH1206 + 2 HoO < 2 CH;COOH +2 CO2 + 4 H>
CHs;CH,OH + 2 H,O «» CH3COO  +3Hy+H ™

Metanogénesis: finalmente los productos de la etapa anterior son
transformados por las bacterias metanogénicas en biogas: con una mezcla
de metano y gas carbdnico en una proporcion aproximada de 65 al 70% de
CHs4, donde la carga organica del sustrato es reducida considerablemente.
En las reacciones mostradas se observa que el acido acético es
transformado en metano y gas carbdnico, y finalmente el hidrégeno se
emplea en la descarboxilaciéon del etanol, mostrando asi diferentes vias de

reaccion para obtener un mismo producto. [27]
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CH3COOH — CH4 + CO»
CO2+4Hy; — CHs+2H0
2 CH3CH>0OH + CO, — CH4 + 2 CH3COOH
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Fig. 3: Descripcion esquematica del proceso anaerdbico de digestion para generar acidos volatiles grasos de

cadena media y corta. [27]

Una vez obtenidos los productos de la fermentacion, es importante su recuperacion
y cuantificacion, existen diversos métodos dependiendo de la factibilidad de

aplicacion y la concentracion de VFA's obtenidos.

2.4 Métodos de separacion de VFA's.

En la actualidad existen algunos estudios que han permitido desarrollar ciertas
metodologias para la recuperacién de los productos de valor agregado de la
fermentacion, enfocandose en la produccién de acidos carboxilicos de cadena
corta, a continuacién, se mencionan algunos procedimientos experimentales, los
cuales pueden considerarse en diferentes etapas del proceso de fermentacion,

como se muestra en el diagrama adjunto:
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Fig. 4: Descripcién esquematica de la produccién de VFA's y aplicaciones de los acidos generados con su

respectivo precio a nivel mundial. [28]

a) Filtracion: Empleando un filtro prensa en forma de canasta similar al
empleado en el procesamiento de frutas para obtener vino, con una tela de
lienzo que permita separar la fraccion liquida del sélido fermentado, de esta
forma el tamafio de particula obtenido se encuentra alrededor de 250 um y
luego almacenando a 4°C la fase liquida que contiene los VFA's. La presion
empleada para este proceso es de 3 bar aproximadamente. [29]

b) Centrifugacion: Del filtrado de la etapa anterior se emplea una centrifuga a

10000 RPM para separar a un tamafo de particula de 0,65 ym en el

sobrenadante, empleando tubos de centrifuga de 50 mL. [21]
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¢) Uso de membranas Ultrafiltracion y Nanofiltracion: Del sobrenadante de la
etapa anterior se emplea un sistema con membrana de ultrafiltracion para
separar particulas entre 0,1 y 0,01 um de tamafo y la de nanofiltracion para
obtener rango 10 veces menor al anterior, esto depende de la presion
ejercida y el tamarfio de poro de la membrana, para obtener como corrientes

principales y el retenido y el filtrado. [9]
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Figura 5: Comparacioén de los tamafios de particula con los cambios de presion de acuerdo con el tipo de
filtracion. [28]

d) Extraccion con solvente: esta técnica con un solvente adecuado permite la
separacion de los VFA’s en solucion acuosa, empleando un alcohol de alto
peso molecular, soluble con los acidos e insoluble en agua, con alto punto
de ebullicion para su posterior recuperacion, empleando un sistema de

etapas multiples, los cuales presentan altas tasas de recuperacion. [29]

e) Adsorcion: Es posible la separacion por intercambio iénico mediante
adsorcion de los VFA's en una columna aniénica con un flujo controlado a
una temperatura constante de proceso, es posible hacer diferentes
variaciones para estudiar la isoterma de adsorcién de la resina en el punto
de equilibrio del ensayo alcanzando un valor de 50 mg de VFA’s adsorbidos
por g de adsorbente. También es posible emplear otros agentes de
adsorcién como carbon activado o algun otro que se a fin a la naturaleza de

los acidos volatiles. [30]
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f)

Destilacion: Se emplea esta técnica de purificacion considerando un aporte
de energia para la separacion de mezclas con puntos de ebullicién de
diferencia considerable entre el soluto y el solvente. Teniendo en cuenta este
principio es posible la separacion de VFA's a bajas concentraciones, puesto
que, si aumenta, se vuelve mas complicada la separacion al llegar al punto

azeotrépico de la mezcla. [29]
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Figura 6: Descripcién esquematica de un proceso de separacion y recuperacion de carboxilatos. [30]

Pervaporacién: El término de este método de separacion corresponde a la
combinacion entre una evaporacion y permeacion, mediante un diferencial
de potencial quimico a través de la membrana con la ayuda de un gas inerte
a una determina presion para lograr que los analitos se adsorban en la
membrana y luego cambien a fase vapor una vez que desorben de la
superficie. Las membras de pervaporacién se pueden clasificar en dos
grandes grupos de acuerdo con su afinidad con las moléculas objetivo: son
hidrofilicas para un rapido transporte del agua y organofilicas adecuadas

para moléculas organicas con las VFA's. [31]

Electrodialisis: Es un proceso de separaciéon con membranas, altamente
utilizado en escala industrial y de laboratorio, consiste en el transporte de
solutos iénicos de una solucién a través de una membrana de intercambio
anibénico — catidnico separadas por un espaciador que esta conectado a una
fuente de poder con un voltaje aproximado de 18 V con dos electrodos para
permitir dicha separacion, una de las condiciones para lograr una optima

separacion es el pH que debe ser mayor al pKa de dichos VFA's. [31]
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2.5 Métodos de cuantificacién de VFA's.
Entre los métodos de cuantificacion de VFA’s indistintamente del proceso de

fermentacion desarrollado para su obtencion; se destacan tres analisis detallados a

continuacion:

a) Cromatografia de gases (GC): Las columnas que usualmente se emplean en
este analisis especifico para VFA’s son del tipo capilar con las siguientes
caracteristicas:

e Contienen dimetilpolisiloxano (PMDS) en la fase estacionaria.

e Son no polares.

¢ Permite la separacién de una gran gama de componentes en funcion de
sus puntos de ebullicion en un amplio rango de temperaturas (200 a
300°C).

e Sus dimensiones oscilan entre 15 - 60 m de largo; 0,1 — 0,3 mm de
diametro interno y espesor de pelicula de 0,25 um.

En este analisis se emplea como gas Carrier helio o nitrégeno, a una

temperatura inicial de 30 - 40°C hasta 150 - 200°C con incrementos de 10°C

por minuto, el flujo de inyeccion de muestra es controlado de forma

automatizada, se puede emplear un detector FID (con un limite de deteccion

de 0,1 ppm, ideal para sustancias organicas volatiles excepto formaldehido

y acido férmico) o uno TCD (con un limite de deteccion de 10 ppm, permite

detectar todos los compuestos de la muestra excepto el gas portador).

La columna se mantiene a una temperatura de 40°C, emplea una cantidad
de muestra bastante baja alrededor de 1 uL, los tiempos de retencién son

evaluados con una curva de calibracién y el cromatograma respectivo.

Una las ventajas de este método es la rapidez con la que se pueden analizar
una mezcla de VFA’'s de forma simultanea, las concentraciones de trabajo
no suelen ser tan elevadas por lo que los resultados se obtienen con mayor
facilidad. Respecto a las desventajas de este ensayo con el pretratamiento
de la muestra siempre debe ser filtrada previamente para que no ocurran
taponamientos en los inyectores y en la columna, reduciendo

significativamente su resolucion. [32]
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b)

HPLC: La columna empleada de HPLC es mas pequefa en comparacion con

GC: sus dimensiones oscilan entre 20 y 30 cm y un diametro internode 4 a 7

mm, dependiendo del analito es posible combinar con otros procesos, por

ejemplo:

- Intercambio i6nico: la columna contiene un revestimiento de una resina de
intercambio con grupos iénicos (sulfénicos o tetra-alquilo-amonio) y en su
fase estacionario un buffer acuoso, lo que permite su interaccion con el
analito en diferentes.

- Derivatizacién: la muestra es tratada mediante una reaccion quimica para
formar un éster de carboxilato, que posteriormente es tratado y purificado,
para que esta nueva especie obtenida tenga una mayor capacidad de
interaccion con la columna, siendo mucho mas estable que un &acido
organico en solucién acuosa.

Se pueden emplear detectores como el UV-DCD (ultravioleta con arreglo de

diodos) el cual determina la cantidad de luz que absorbe, esta variacion en la

intensidad de luz es cuantificada con una sefal eléctrica; otro detector que es
posible usar es el RID (detector de indice de refraccidn), el cual permite
cuantificar la cantidad de luz que se desvia a causa de la concentracion del

analito considerando una celda de referencia en la fase movil.

La muestra es inyectada en cantidades de entre 1 a 0,5 uL junto con el solvente
que consiste en un acido fuerte diluido (por ejemplo, acido sulfurico), a una

temperatura de 50 — 60 °C con un flujo constante entre 0,6 a 0,8 mL por minuto.

Una de las ventajas de este analisis es que necesita inyectarse sin necesidad
de hacer una rampa de temperaturas conservando de esta forma el contenido
de VFA’s en el solvente, uno de los problemas es el pretratamiento inicial al que
se debe someter la muestra para estabilizarla y evitar altas pérdidas por

volatilizacién del analito. [32]

NMR: Se emplea directamente la muestra sin tratamiento alguno, trabajando
con un estandar interno de concentracién absoluta (mM) y analizandola de
manera comparativa con una base de datos para dar como resultado la
identificacion de cada uno de los analitos en un pico especifico para luego

determinar la concentracion de cada uno de los acidos. [32]
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CAPITULO 3

3. Enfoque de la investigacion:

3.1 Tipo de investigacion:
Esta investigaciéon propuesta es del tipo experimental y tiene un alcance

exploratorio; su objetivo es el de establecer una secuencia consecutiva de
diferentes procesos que permitan una separacién y recuperaciéon mas efectiva
de los carboxilatos en medio acuoso y la verificacion del potencial de biogas
del residuo sélido de dichos fermentos obtenidos mediante pruebas de
laboratorio, puesto que existe informacion del tratamiento de otros residuos, Asi
detalla Yuan et al (2023) sobre la recuperacion de acidos caproico y caprilico
en un proceso en cascada de la fermentacion de ensilado de maiz; en donde
propone una metodologia para la recuperacién de estos acidos de cadena
media empleando procesos en filtro prensa, ultrafiltracion, extraccion liquido -
liquido; por otro lado McDowall et al (2022), expone en su escrito una
metodologia para la recuperacion de VFA's de cadena media empleando
membranas de ultra y nandfiltracién, considerando efectos de atascamiento y
etapas en cascada; estas publicaciones se ha tomado como linea base para el
disefio experimental de este caso de estudio, pero no existe uno especifico

para fermentos anaerdbicos de residuos de banano y café. [9], [29]

En cada uno de los casos propuestos, se ha evaluado el porcentaje de
recuperacion de VFA's en cada etapa empleando cromatografia de gases GC,
las muestras fueron sometidas a un proceso de derivatizacion acida con
metanol para mejorar la estabilidad de los VFA's en medio acuoso como
ésteres de acidos grasos, previo al analisis por triplicado de cada uno, con una
columna afin a los acidos respectivos (DB-FFAP de 60 m x 0.5 ym de didametro)
junto con el gas carrier Nitrogeno y un detector FID con incrementos de

temperatura de 20°C hasta alcanzar un valor de 200°C .

3.2 Diseino de investigacion:
La metodologia empleada para la separacion, recuperacion y cuantificacion de

los carboxilatos es del tipo experimental considerando como parametros
principales la concentracién de carboxilatos en mg/L y el contenido de materia
solida seca obtenidos en las fracciones residuales de los fermentos de dos

residuos agroindustriales en condiciones controladas de temperatura y pH.
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En cada una de las etapas propuestas se busca establecer las condiciones mas
adecuadas para una separacion de los VFA's con altas tasas de recuperacion:
e Considerando un proceso de varias etapas donde los subproductos
también son tratados con el fin de reducir el potencial biodegradable de
dichas corrientes y desarrollar una metodologia éptima y amigable con

el medio ambiente.

e Desarrollando pruebas por duplicado de cada separaciéon para
caracterizar los subproductos obtenidos respecto al contenido de
materia organica volatil, materia seca y VFA’s recuperados.

e Cambiando ciertos factores puntuales para analizar el efecto en la
recuperacion de los analitos ante dicho cambio, puesto que se trabajan
con sustancias sensibles a la temperatura por su naturaleza altamente

volatil.

3.3 Metodologia:
3.3.1 Variables:

Variable independiente: Tipo de separacion fisica aplicada en cada etapa.

Variable dependiente: Concentracion de VFA's en mg/L.

3.3.2 Diseio experimental:

3.3.2.1 Métodos y técnicas:

a) Separacion por filtro prensa:
Las muestras desarrolladas en el proceso de fermentacién se recibieron
caracterizadas. Inicialmente se utilizé una pinza metalica para abrir la tapa de
los frascos de fermentacion, liberando el exceso de gas a temperatura ambiente;
luego se agrego todo el contenido del frasco en el interior del dispositivo filtrante
(que contenia una porcion de malla de tela plastica) y se prensé su contenido,

aplicando una presion de 0,5 bares para separar toda la fraccion liquida.
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b)

Se colecto el filtrado con un embudo de vidrio en un frasco ambar con tapa
esmerilada. Se agregaron 50 mL de agua tipo 1 al sdélido agotado y se prensoé
por segunda vez su contenido, después se guardo la fraccion liquida colectada
en el mismo frasco ambar y se almaceno en refrigeracion a 4°C; de forma similar
se procedié con la fraccion sélida: se remueve de la malla para colocarla en un

cristalizador con ayuda de una espatula y se guardé en refrigeracion a 4°C.

Separacién por centrifugacion:

Los filtrados colectados de la etapa anterior fueron colocados fuera del
refrigerador hasta alcanzar una temperatura cercana a los 10°C. Se tomo una
alicuota de 2 mL del filtrado previamente homogenizado y se colocaron en tubos
Ependorff. Se programo la centrifuga a 10000 RPM durante 20 minutos a 10°C
y se colocaron los tubos en su interior guardando el contrapeso respectivo de las
muestras, se cerrd la centrifuga y se arrancé el equipo. Posterior a la

centrifugaciéon se guardaron los tubos Ependorff en refrigeracion a 4°C.

Separacion por membranas de ultrafiltracion:

Se procedid a cortar la membrana de ultrafiliracién en circulos de 5 cm de
diametro y se pesaron previamente en una balanza, luego se colocaron las
membranas en un sistema de filtracién al vacio y se agregaron 3 mL de filtrado
de la etapa anterior, se encendié la bomba y se colecto el nuevo filtrado en un

kitasato.

Posteriormente se guardaron los filtrados en tubos de ensayo con tapa rosca
para guardarlos en refrigeracion a 4°C, las membranas se guardaron en un
desecador a temperatura ambiente y se analizaron los VFAS's en los filtrados

mediante cromatografia de gases.
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d)

Separacion por extracciéon con solventes:

Se emplearon tubos de ensayo tapa rosca de 12 mL y se colocaron 2 mL de
filtrado de la etapa anterior con 1 mL de 1-octanol a temperatura ambiente. Se
taparon los tubos y se colocaron en un vortex a 200 RPM a temperatura ambiente
durante 5 min y luego se colocaron en embudos de decantacion y se dejaron

reposar durante 20 minutos.

Se separaron las fases con ayuda de un embudo de plastico pequefio y un tubo
tapa rosca de 12 mL para cada una, se procedi6 con la fase acuosa y en ambos
casos se analizé en el cromatdgrafo su contenido de VFA's. Se prepararon las
curvas de calibracién de los VFA's de cadena media (acido hexanoico y
octanoico) empleando como solvente 1-octanol, partiendo de una concentracion
madre de 500 ppm y diluyendo con alcohol a los siguientes puntos de medicion:
10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ppm. Los extractos y refinados fueron guardados

en tubos de ensayo con tapa rosca en refrigeracion a 4°C.

Cuantificacién de carboxilatos por cromatografia GC:

Se realizd una curva de calibracion de los VFA's, para esto, se diluyo los
estandares de los VFA's utilizados en agua tipo 1; siendo estos estandares acido
acético, propidnico, butirico, iso-butirico, valérico, iso-valérico, caproico y
caprilico; hasta alcanzar las siguientes concentraciones: 10, 20, 40, 50, 60, 80,

100 mg/L (VFA/MCFA mix at 99.5 %, Chem Service Inc.).

Los andlisis para deteccion y cuantificacion de VFA’s se realizaron por
duplicados, empleando un cromatégrafo de gases (GC) Shimadzu Nexis GC-
2030 equipado con un inyector automatico AOCTM-30i, una columna Stabilwax-
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f)

DA (Crossbond Carbowax polyethylene glycol, 0.25 pm % 0.53 mm ID x 30 m,
Restek Corporation) y un detector de ionizacién de llama (FID). Nitrégeno con
99.999 % de pureza fue empleado como gas de arrastre o carrier gas (presion
de 100 kPa) con una temperatura de inyeccion de 220 °C (Splitless mode — 1 uL
volume de inyeccién); temperatura del detector de 250 °C; y una rampa de
temperatura que inicia en 70 °C, mantenido for 3 min, seguido de un incremento
de temperatura a una tasa de 10 °C min-1 hasta alcanzar los 200 °C y

mantenerse durante 5 minutos mas, con un tiempo total de 21 minutos.

Se utilizé el software LabSolutionsTM (Shimadzu Corporation) para el control
instrumental del equipo, la adquisicion de datos y el procesamiento de datos. La
llama de FID requiere de flujos de aire sintético ultraseco (100 mL/min) e
hidrégeno ultrapuro 99.9995% (40 mL/min) para mantenerse encendida. El
generador de hidrégeno es de la marca Peak Scientific modelo Precision SL 200.

El blanco es agua tipo I.

Caracterizacion final de las corrientes secundarias:
Se determinaron los siguientes parametros de las corrientes sélidas de las

primeras etapas:

e Carbono organico total (TOC): se abri6 la valvula de entrada del aire,
luego se encendi6 el equipo TOC y se esperd durante 30 minutos hasta
alcanzar las condiciones de temperatura y flujo de aire necesarios para
el analisis (T = 670°C y P aire = 0,8 bares). Se tomd una alicuota de 1
mL del filtrado de la primera etapa y se diluyo con 15 mL de agua tipo 1
y se procedio a filtrar a 0,45 u la muestra; se homogenizo en un tubo con

tapa rosca de 15 mL; luego se colocé el tubo en la toma muestra del
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analizador y se procede a seleccionar el parametro a analizar (TOC), se
escogen las curvas de calibracion del rango de concentracion probable
en el que se encuentren las muestras y se realiza el analisis: primero

colocando el blanco y luego cada una de las muestras.

Solidos totales, volatiles y fijos totales (ST, SVT y SFT): Se secaron
crisoles de porcelana a 105°C durante 2 horas y luego de enfriaron en el
desecador durante 1 h, luego se pesaron y se agregaron muestras de 1
gramo de la fraccion solida y 5 mL de la fraccion liquida, respectivamente;
fueron llevadas a la estufa durante 8 h a 105°C; se sacaron los crisoles
se la estufa, se enfriaron en un desecador durante 1 hora y se pesaron
para obtener los sélidos totales, después fueron llevados a la mufla a
550°C durante 2 h, se colocaron en el desecador para enfriarlos durante
2 h y finalmente se pesan para obtener los sélidos fijos y por diferencia

los volatiles.

Densidad: Se tomd una probeta de 10 mL vacia y se pes6é en una
balanza analitica, luego se midieron 5 mL del filtrado de la primera etapa
y se peso6 todo su conjunto, para determinar la masa de la muestra y

después su densidad.

pH: Se colocaron 10 mL de muestra homogenizada previamente en un

vaso de precipitacion y se midié con el sensor de pH del multiparametro

a temperatura ambiente.
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3.3.3 Diagrama de proceso:

Inicio Fermento

VFA's inicitles

Fiapa 1 Filtracion en prensa

VFA's (GC)

Filtrado

Centrifugacion a

Filter cake

DEo

Fapa 2
awa 100000 RPM

k

Sobrenadante
VFA's (G0

Ftapa 3 Ultrafiltracion

Filtrado
VFA's (GC)

Decantado

DEO

Retenido

DEO

Digestion anaerdbica

BMP

Figura 7: Diagrama de flujo de los métodos de separacion, recuperacion y cuantificacion de VFA's.
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3.4 Materiales, equipos y reactivos:

Tabla 1

Materiales, equipos y reactivos empleados en cada una de las etapas.

Materiales

Equipos

Reactivos

Filtracion con prensa

Vaso de acero grado
alimenticio de 25 mL
de capacidad.
Probetas de vidrio
de 25+0,5 mL

Tela plastica de 1
mm de diametro de
poro.

Papel parafilm.
Frascos ambar de
25 mL

Pisceta de 500 mL.
Pinza metalica.
Embudos de vidrio
Cristalizadores de
50 mm de diametro.

Prensa hidraulica
Marca MEGA de
15 ton.

H.0 tipo 1

Centrifugacion

Tubos Eppendorf de
1y2mL.

Embudo de vidrio
Micropipeta BRAVO
rangode 1a10uLy
de 100 a 1000 uL.
Puntas de
micropipeta.

Viales de
cromatografia de 1,5
mL.

Centrifuga
Eppendorf de
10000 RPM con
regulador de
temperatura.

H.0 tipo 1

Analisis de ST, SFT, SVT, TOC y densidad

Cristalizadores de
vidrio de 90 mm de
diametro.
Desecador de vidrio
con agente
desecante silica gel.
Espatulas metalicas
con mango de
madera.

Crisoles de
porcelana de 30 mL.
Pinza para crisoles
Probetas de 10+0,1
mL.

Tubos Hach de 15
mL.

Balanza analitica
con 4 decimales
de precision,
marca ADAM.
Analizador TOC,
marca Shimadtzu
Estufa de
secado, marca
Quimis.

Mufla marca
Thermolyne.

. H20 tipo 1
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Membrana de Sistema de e HxOtipo1l
ultrafiltracion: TriSep filtracién al vacio
Flat Sheet marca Sartorius.
Membrane, UB70, Balanza analitica
PVDF, UF, 1016 x con cuatro
305mm, 1/Pk, de 5 decimales de
cm de diametro. precision, marca
S Vasos de ADAM.
S precipitacién de 250 Bomba de vacio
= mL. CE de diafragma.
© Probetas de
5 100,05 mL
Jeringas de plastico
de 3 mL.
Tubos de ensayo
con tapa rosca de
10 mL.
Vidrios de relo;j.
Pinza metalica.
Jeringas de plastico Cromatoégrafo de e Gas Carrier Na.
de 3 mL. gases Shimadzu e Alire.
Viales de Nexis GC-2030 e Metanol.
* cromatégrafo de 1,5 equipado con un e HO tipo 1.
o mL. inyector e Estandares de
S Columna de automatico VFA’s con 99%
9 cromatografo para AOCTM-30i; con de
© VFA's Stabilwax- detector FID. concentracion:
® DA (Crossbond acido acético,
% Carbowax acido propionico,
‘g polyethylene glycol, acido butirico,
S 0.25 um x 0.53 mm acido isobutirico,
O ID x 30 m, Restek acido valérico,
Corporation) acido isovalérico,
acido hexanoico,
acido octanoico.

3.5 Analisis estadistico:
Se realizara un analisis ANOVA, con incertidumbre tipo 1 (Desviacion estandar

y coeficiente de variacion), a los resultados obtenidos en el cromatografo de
gases respecto a las concentraciones de VFA's en cada una de las etapas
respecto a valores estandares. Se empleara una curva de calibracion de 5
puntos con concentraciones conocidas en ppm de los acidos disueltos partiendo
de estandares en medio acuoso para la determinacion del ajuste estadistico de

los datos.
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4. Resultados obtenidos:

Capitulo 4:

Las muestras de los fermentos analizados tendran asignados los siguientes

codigos de identificacion:

e BP1-NC: Banana pulpa — pH no controlado.

¢ BP2-NC: Banana pulpa — pH no controlado.

e CF1-AC: Café pH = 5.2 (acido)

o CF2-AC: Café pH = 5.2 (acido)

e CF1-C: Café pH = 6,6 (controlado)

e CF2-C: Café pH = 6,6 (controlado)

e CA1-C: Cacao — pH = 6,6 (controlado)

¢ BP-C: Banana pulpa — pH = 6,6 (controlado)

e CB-C: Cascara banana — pH = 6,6 (controlado)

4.1 Caracteristicas de los acidos carboxilicos presentes en los

fermentos.
Los acidos carboxilicos presentes en los fermentos a estudiar presentan las

siguientes caracteristicas fisicoquimicas:

Tabla 2

Caracteristicas fisicoquimicas de los VFA's.

z Temperatura acq Presion de
o 2 Formula pKa S Demanda tedrica
Acido orgénico molecular | (a 25°C) de ebullicién de oxigeno TOD (g/g) vapor
C) 9 99) (a 20°C) (Pa)
Acido acético C2H402 4,74 118 1,07 1540
Acido propiénico | CsHsO2 4,87 141 1,51 390
Acido isobutirico | CsHgO2 4,86 155 1,82 130
Acido butirico C4HgO2 4,82 164 1,82 57
Acido isovalérico| CsH1002 4,86 177 2,04 20
Acido valérico | CsH1002 4,81 186 2,04 20
Acido hexanoico | CsH1202 4,88 205 2,21 27
Acido octanoico | CsH1602 4,89 239 2,44 3,71
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Tabla 3

Concentracion inicial (ppm) de VFA’s presentes en los fermentos de los agroresiduos estudiados.

BP1-NC | BP2-NC BP-C CAl1-C | CB-C | CF1l-AC | CF2-AC | CF1-C | CF2-C
Acido acético 615,26 563,65 327,90 448,36 | 208,33 | 559,94 610,36 | 225,03 | 185,26
Acido propiénico 94,68 67,87 57,26 60,23 47,74 | 154,12 | 162,71 | 37,76 31,85
Acido isobutirico 43,94 34,43 58,51 91,79 56,97 250,22 290,31 29,29 36,21
Acido butirico 781,42 593,11 414,51 | 1781,30 | 271,16 | 645,49 | 692,61 | 201,08 | 177,64
Acido isovalérico 98,87 80,91 73,42 133,29 | 58,88 31,62 33,17 44,21 41,30
Acido valérico 17,31 13,15 10,48 7,59 10,95 16,37 16,49 9,80 10,55
Acido hexanoico 42,31 38,36 4,11 16,43 5,16 27,47 29,10 17,70 26,64
Acido octanoico 15,47 9,85 48,89 54,08 40,25 5,26 5,08 63,77 48,57
Total VFA's 1.709,26 | 1.401,33 | 995,12 |2.593,07 | 699,45 |1.690,50 | 1.839,83 | 628,64 | 558,03
Tabla 4

Valores de pH inicial y masa de sustrato fresco de los fermentos.

Muestras | pH inicial de fermento | Masa del sustrato [g]
BP1-NC 6,63 10,08
BP2-NC 6,63 10,01
CF1-AC 5,21 19,92
CF2-AC 5,23 19,93

CF1-C 6,61 19,97
CF2-C 6,57 19,99
CA1-C 6,60 20,95
BP-C 6,61 10,02
CB-C 6,62 29,92

4.2 Resultados de las etapas.
4.2.1 Filtro prensa.

Tabla 5

Resultados del contenido de sélidos en la fraccion masica obtenida con el prensado de los fermentos.

Muestras Masséal ifdr:c(;i)én %ST %SVT %SFT
CF1-AC 9,5624 18,44% 87,51% 12,49%
CF2-AC 19,9053 16,39% 86,29% 13,71%
CF1-C 20,7732 14,01% 82,15% 17,85%
CF2-C 18,8194 17,56% 85,42% 14,58%
CAl1-C 14,5988 13,51% 77,62% 22,38%

CB-C 14,6122 14,17% 79,89% 20,11%
BP-C 2,4110 24,19% 79,80% 20,20%
BP1-NC 17,3635 13,23% 80,67% 19,33%
BP2-NC 10,0649 15,05% 83,97% 16,03%

31




Tabla 6

Resultados de caracterizacion fraccion liquida obtenida en el prensado de los fermentos.

Muestras t\c/)?:illlj ’(“me[‘) D?&i‘l’j‘d pH | Tem ‘(’oecr)at“ra (g;?n(i) ST% | svT% | SFT%
CF1-AC 1295 0,0050 | 5,24 11,5 18825 | 2,60% | 1.61% | 0,10%
CF2-AC 107,5 0,0680 | 5,18 17,2 37448 | 2,06% | 1,33% | 0,72%

CF1-C 127,5 0,0669 | 7,32 18,8 2676 | 2,52% | 1,63% | 0,89%
CF2-C 130,5 0,8700 | 7,32 16,4 33015 | 3,04% | 1,88% | 1,15%
CAL-C 1185 00289 | 7,04 13,6 4137 | 2.47% | 1,44% | 1,03%
CcB-C 124,0 1,0040 | 7,29 12,2 1980 | 2.21% | 1,43% | 0,78%
BP-C 1315 09760 | 7,23 14,8 2109 | 2,33% | 1,42% | 0,91%
BP1-NC 117,5 00151 | 4,40 13,7 32895 | 1,70% | 1,11% | 0,59%
BP2-NC 1145 00589 | 4,72 16,4 19125 | 2,07% | 1,40% | 0,67%

4.2.2 Centrifugacion a 10000 RPM:

Tabla 7

Resultados de la concentracion de VFA's (ppm) en el sobrenadante a 10000 RPM.

BP1-NC | BP2-NC BP-C CAl-C CB-C CF1-AC | CF2-AC | CF1-C | CF2-C
Acido acético 461,88 509,87 | 220,02 | 331,16 | 168,30 | 378,68 420,48 | 130,51 | 149,81
Acido propi6nico 22,32 12,18 37,06 47,21 32,16 33,15 36,11 21,94 25,46
Acido isobutirico 4,41 3,56 51,68 56,91 42,33 117,66 146,52 18,33 32,25
Acido butirico 213,03 246,76 | 370,02 | 806,68 | 222,34 | 386,20 444,28 | 200,61 | 224,55
Acido isovalérico 14,39 13,65 66,09 62,22 48,12 18,43 21,03 33,14 37,51
Acido valérico 8,15 1,57 6,99 4,22 4,45 9,84 8,89 1,11 4,92
Acido hexanoico 11,06 2,29 2,61 5,96 3,60 16,36 17,28 1,33 35,27
Acido octanoico 30,09 4,77 48,51 38,76 38,62 3,40 4,02 33,11 29,35
Total VFA's 765,35 794,65 | 802,99 | 1353,12 | 559,93 | 963,72 1098,61 | 440,07 | 539,11
Tabla 8

Recuperacion (%) de VFA's en el sobrenadante de la centrifugacién respecto a su concentracion inicial.

BP1-NC | BP2-NC | BP-C | CA1-C | CB-C | CF1-AC | CF2-AC CF1-C CF2-C

Acido acético 75,07 90,46 67,10 | 73,86 | 80,79 67,63 68,89 58,00 80,86
Acido propiénico 23,58 17,95 64,71 | 78,39 | 67,37 21,51 22,19 58,10 79,93
Acido isobutirico 10,04 10,33 88,33 | 61,99 | 74,31 47,02 50,47 62,57 89,07

Acido butirico 27,26 41,60 89,27 | 45,29 | 82,00 59,83 64,15 99,76 -
Acido isovalérico 14,56 16,87 90,01 | 46,68 | 81,72 58,27 63,38 74,95 90,82

Acido valérico 47,08 11,92 66,68 | 55,52 | 40,64 60,08 53,89 11,29 46,61
Acido hexanoico 26,18 5,97 63,47 36,30 | 69,74 59,57 59,39 7,50 -
Acido octanoico 48,47 99,23 | 71,68 | 95,95 64,64 79,18 51,92 60,44

Total VFA's 44,78 56,71 80,69 52,18 80,05 57,01 59,71 70,00 96,61
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4.2.3 Resultados Ultrafiltracion:

Tabla 9

Cantidades empleadas en el proceso de ultrafiltracion de los filtrados de la etapa anterior.

Volumen Volum_en VOI(;JQen Po i'\rfi?:?sl Masa final Var:ggiaén
Muestra sobrt(err;al_(;ante a%u(;tllgo filtrado (kPa) Pf (kPa) membrana menzg)rana membrana
(mL) (9) (9)
CF1-C 0,9 0,5 0,5 70 80 0,2049 0,2089 0,004
CF2-C 0,9 0,5 0,5 60 70 0,2285 0,2351 0,0066
CB-C 0,9 0,5 0,5 60 70 0,2322 0,237 0,0048
BP1-NC 0,9 0,5 0,6 60 70 0,2189 0,2225 0,0036
BP2-NC 1 0,5 0,6 65 70 0,216 0,2182 0,0022
CF1-AC 0,9 0,5 0,5 60 70 0,2125 0,2192 0,0067
CF2-AC 1 0,5 1,2 55 70 0,2421 0,248 0,0059
CAl-C 1 0,5 0,7 65 70 0,2455 0,2969 0,0514
BP-C 0,8 0,5 0,5 65 75 0,2065 0,2125 0,006
Tabla 10
Concentracion en ppm de VFA's obtenidas en el filtrado de la Ultrafiltracion.
BP1-NC | BP2-NC BP-C CA1-C CB-C CF1-AC | CF2-AC | CF1-C | CF2-C
Acido acético 186,143 170,562 71,167 | 148,337 | 62,566 356,193 | 167,607 | 31,530 | 38,559
Acido propi6nico | 37,087 27,602 27,515 | 26,565 12,530 84,322 33,147 | 11,038 | 13,408
Acido isobutirico | 34,920 21,797 26,471 | 36,303 19,211 208,256 | 98,303 | 12,366 | 12,688
Acido butirico 246,377 205,299 65,791 | 262,025 | 92,476 436,162 | 181,733 | 49,199 | 56,992
Acido isovalérico | 45,457 34,070 33,272 | 47,711 23,264 84,709 40,427 | 15,976 | 20,995
Acido valérico 20,011 12,840 10,436 | 10,157 4,966 33,733 12,629 3,622 5,433
Acido hexanoico | 27,570 15,377 10,504 | 11,165 5,038 40,605 | 13,676 | 3,602 9,949
Acido octanoico 16,870 10,973 32,541 | 17,703 | 20,708 20,772 6,974 | 40,176 | 31,928
Total VFA's 614,434 498,518 | 277,696 | 559,964 | 240,758 | 1264,752 | 554,493 | 167,509 | 189,953
Tabla 11

Recuperacion (%) de VFA's en el filtrado de la ultrafiltracion respecto a su concentracién inicial.

BP1-NC | BP2-NC | BP-C | CA1-C | CB-C | CF1-AC | CF2-AC | CF1-C | CF2-C

Acido acético 30,25 30,26 21,70 | 33,08 |30,03| 63,61 27,46 | 14,01 | 20,81
Acido propi6nico | 39,17 40,67 48,05 | 44,11 | 26,25 | 54,71 20,37 29,23 | 42,10
Acido isobutirico | 79,47 63,31 | 45,24 | 39,55 |33,72| 83,23 33,86 | 42,22 | 35,04
Acido butirico 31,53 34,61 15,87 | 14,71 | 34,10 | 67,57 26,24 24,47 | 32,08
Acido isovalérico | 45,98 42,11 | 45,31 | 35,80 | 39,51 36,13 | 50,84
Acido valérico 36,97 | 51,47
Acido hexanoico 20,35 | 37,35
Acido octanoico ‘ 63,00 | 65,74
Total VFA's 26,65 | 34,04
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Tabla 12

Masa de VFA's obtenida en cada etapa respecto a 1 kg de biomasa fresca empleada en la fermentacion.

L VFA's MR VFA's Masa VFA's
VFA's . VFA's . .
Muestra| . . . filtrado . ultrafiltrado ultrafiltrado
iniciales (mg/L) filtrado (mg/L) (g/kg)
(9/kg) (9/kg)
BP1-NC 11,43 765,35 5,12 614,43 9,43
BP2-NC 9,03 794,65 5,12 498,52 6,81
CF1-AC 6,74 963,72 3,84 1264,75 19,19
CF2-AC 5,31 1.098,61 3,16 554,49 6,15
CF1-C 2,44 440,07 1,71 167,51 1,77
CF2-C 2,25 539,11 2,171 189,95 2,09
CAl-C 8,47 1.353,12 4,42 559,96 5,45
BP-C 8,09 802,99 6,53 277,70 3,13
CB-C 1,73 559,93 1,38 240,76 2,44

4.2.3 Gréficas de los resultados de VFA's por Cromatografia GC:
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Grafica 2:

Concentracion de VFA’'s obtenidos después de la centrifugacion a 10000 RPM.

Concentracion de VFA’s después de la centrifugacion a 10000
RPM
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Grafica 3:

Concentracion de VFA's obtenidos después de la ultrafiltracién.
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4.2.4 Curvas de calibracion empleadas y su andlisis estadistico:

Tabla 13: Datos para la curva de calibracion del de acido acético.

Concentracion de acido acético (ppm)| Area
30 615905
70 1127072
100 1633938
200 2753534
300 4727627
400 6088207

Gréfica 4: Curva de calibracion estandar de acido acético.

Area vs concentracién de acido acético (ppm)
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Tabla 14: Analisis estadistico ANOVA de un solo factor de la curva de calibraciéon del acido acético.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0,99704508
Coeficiente de determinacion R"2 0,99409889
R”2 ajustado 0,99262361
Error tipico 186019,067
Observaciones 6

ANALISIS DE VARIANZA

C_srados de Suma de Promedio de los E Valor critico
libertad cuadrados  cuadrados de F
Regresion 1 2,33E+13 2,33E+13 673,83 1,31E-05
Residuos 4 1,38E+11 3,46E+10
Total 5 2,34E+13
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Inferior Superior Inferior Superior

Coeficientes  Error tipico  Estadistico t Probabilidad 95% 95% 95.0% 95.0%
Intercepcion ~ 81026,38 130138,46 0,623 0,57 -280295,93 442348,69 -280295,93 442348,69
gﬁ”gsr:‘]"ac'on 14963,74 576,45 25,96 1,31E-05 13363,26  16564,23  13363,26  16564,23

Tabla 14: Datos para la curva de calibracion del de acido propioénico.

Concentracion de acido propionico (ppm)| Area
30 942166
70 1900937
100 2619385
200 4523942
300 7665422
400 9676250

Gréfica 5: Curva de calibracion estandar de acido propionico.

Area vs concentracién de acido propidnico
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Tabla 15: Analisis estadistico ANOVA de un solo factor de la curva de calibracion del acido propionico.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion mltiple 0,9974847
Coeficiente de determinacion R"2 0,99497573
R”2 ajustado 0,99371967
Error tipico 273943,625
Observaciones 6

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de

Grados de Suma de los E Valor critico
libertad cuadrados de F
cuadrados
Regresion 1 5,94E+13  594E+13 792,13 9,48E-06
Residuos 4 3,00E+11  7,50E+10
Total 5 5,97E+13
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- - o . Inferior Superior Inferior Superior
Coeficientes  Error tipico Estadisticot  Probabilidad 95% 95% 95.0% 95.0%
INercepcion 47434557 191650,27 0,91 0,41 -357760,87 706452,02 357760,87 706452,02
concentracion
en ppm 23892,75 848,92 28,145 9,48E-06 21535,77 26249,73 21535,78  26249,73

Tabla 16: Datos para la curva de calibracién del de acido isobutirico.

Concentracion de acido isobutirico (ppm) | Area
30 1291650
70 2396199
100 3184469
200 5469326
300 9041074
400 11549335

Grafica 6: Curva de calibracion estandar de acido isobutirico.

Area vs concentracién de acido isobutirico (ppm)
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Tabla 16: Analisis estadistico ANOVA de un solo factor de la curva de calibracion del acido isobutirico.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién mdltiple 0,9979543
Coeficiente de determinaciéon R"2 0,99591278
R”2 ajustado 0,99489097
Error tipico 289177,897
Observaciones 6
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ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de
Grados de Suma de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1  8,15E+13 8,15E+13 974,66 6,27E-06
Residuos 4 3,34E+11 8,36E+10
Total 5 8,18E+13
Inferior Superior Inferior Superior
Coeficientes  Error tipico  Estadisticot  Probabilidad 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercepcion 359610,92 202308,12 1,78 0,15 -202086,48 921308,32 -202086,48 921308,32
acido
isobutirico 27976,72 896,13 31,22 6,27E-06 25488,66 30464,77 25488,66 30464,77
Tabla 17: Datos para la curva de calibracion del de acido butirico.
Concentracion de acido butirico (ppm)| Area
30 1212798
70 2391518
100 3188833
200 5519140
300 9155523
400 11682453
Gréfica 7: Curva de calibracion estandar de acido butirico.
Area vs concentracién de acido butirico (ppm)
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Tabla 18: Analisis estadistico ANOVA de un solo factor de la curva de calibracion del acido butirico.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion mdltiple
Coeficiente de determinacion R"2

R”2 ajustado

Error tipico

0,99800288
0,99600976
0,99501219
291134,357
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Observaciones 6

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de
Grados de Suma de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 8,46E+13 8,46E+13 998,444773 5,9787E-06
Residuos 4 3,39E+11 8,48E+10
Total 5 8,50E+13
Inferior Superior Inferior Superior
Coeficientes  Error tipico  Estadistico t Probabilidad 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercepcion 298651,53 203676,86 1,47 0,22 -266846,08 864149,15 -266846,09 864149,15
acido butirico 28507,60 902,19 31,60 5,98E-06 26002,71 31012,480 26002,712 31012,48

Tabla 19: Datos para la curva de calibracion del de acido isovalérico.

Concentracion de acido isovalérico (ppm) | Area
30 1285231
70 2381562
100 3127780
200 5375368
300 8889470
400 11337312

Grafica 8: Curva de calibracion estandar de acido isovalérico.

Area vs concentracién de acido isovalérico (ppm)
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Tabla 20: Analisis estadistico ANOVA de un solo factor de la curva de calibracion del acido isovalérico.

Estadisticas de la regresion
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Coeficiente de correlacién mdltiple 0,99788353
Coeficiente de determinaciéon R"2 0,99577154

R”2 ajustado 0,99471442
Error tipico 288314,373
Observaciones 6

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 7,83E+13  7,83E+13 941,97 6,71E-06
Residuos 4 3,32E+11 8,31E+10
Total 5 7,86E+13
Coeficiente Estadistico Inferior Superior Inferior Superior
s Error tipico t Probabilidad 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercepcion 372192,47 201704,01 1,84 0,14 -187827,62 932212,57 -187827,63 932212,57
acido
isovalérico 27421,43 893,45 30,69 6,71E-06  24940,804  29902,047 24940,80 29902,05
Tabla 21: Datos para la curva de calibracién del de acido valérico.
Concentracion de acido valérico (ppm)| Area
30 1268473
70 2435116
100 3176990
200 5505627
300 9121381
400 11629580
Gréfica 9: Curva de calibracion estandar de acido valérico.
Area vs concentracion de acido valérico (ppm)
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Tabla 22: Analisis estadistico ANOVA de un solo factor de la curva de calibracion del acido valérico.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion mdltiple 0,99790477
Coeficiente de determinacion R"2 0,99581392

RA2 ajustado 0,9947674
Error tipico 295393,847
Observaciones 6

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de
Grados de Suma de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 8,30E+13 8,30E+13 951,55 6,58E-06
Residuos 4 3,49E+11 8,73E+10
Total 5 8,34E+13
Probabilid Inferior Superior Inferior Superior

Coeficientes  Error tipico  Estadistico t ad 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercepcion 346037,70 206656,79 1,67 0,17 -227733,52 919808,93 -227733,52 919808,93
acido valérico 28237,22 915,39 30,85 6,58E-06 25695,69 30778,75 25695,69 30778,75

Tabla 23: Datos para la curva de calibracién del de acido caproico.

Concentracion de acido valérico (ppm)| Area
30 1302698
70 2428903
100 3033174
200 5288981
300 8700261
400 11070172

Gréfica 10: Curva de calibracion estandar de acido caproico.

Area vs concentracién de acido caproico
(ppm)
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Tabla 24: Analisis estadistico ANOVA de un solo factor de la curva de calibracién del acido caproico.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion mdltiple 0,99781382
Coeficiente de determinaciéon R"2 0,99563243

RA2 ajustado 0,99454053
Error tipico 284669,704
Observaciones 6

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de
Grados de Suma de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 7,39E+13 7,39E+13 911,84 7,16E-06
Residuos 4 3,24E+11 8,10E+10
Total 5 7,42E+13
Probabilida Inferior Superior Inferior Superior
Coeficientes  Error tipico  Estadistico t d 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercepcion 420351,57 199154,20 2,11 0,10 -132589,15 973292,29 -132589,15 973292,29
acido
caproico 26638,25 882,16 30,20 7,16E-06 24188,99 29087,517 24188,99 29087,52

Tabla 25: Datos para la curva de calibracion del de acido caprilico.

Concentracion de acido caprilico (ppm) | Area
100 1515396
200 2980778
300 4450971
400 5758078

Grafica 11: Curva de calibracién estandar de acido caprilico.

Area vs concentracién de acido caprilico (ppm)
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Tabla 26: Analisis estadistico ANOVA de un solo factor de la curva de calibracién del acido caprilico.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion mdltiple 0,99961963
Coeficiente de determinacion R"2 0,99923941
RA2 ajustado 0,99885911
Error tipico 61936,3142
Observaciones 4
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 1,01E+13 1,01E+13 2627,53 0,00038
Residuos 2 7672214037 3836107018
Total 3 1,09E+13
Superior Inferior Superior

Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercepcion 126746 75856,18 1,67 0,24 -199636,81 453128,81 -199636,81 453128,81
acido caprilico 14198,24 276,99 51,26 0,00038 13006,46 15390,02 13006,45 15390,02

4.3 Analisis de resultados por etapas:
En esta seccidn se analizan los resultados obtenidos en cada una de las etapas

de separacion y se consideran los analisis de caracterizacion realizados en cada

Caso:

En la tabla n.-1 se observan las principales caracteristicas de los VFA's a separar
y cuantificar en esta secuencia, cada uno de ellos posee valores de pKa bajos
(alrededor de 4,8) indicativo de que en un rango de pH por debajo de estos
valores, los VFA’s permanecen en forma no disociada; también se observa que
la presidn de vapor de los VFA's decae notablemente a medida que se
incrementa el peso molecular, siendo el acido acético el de mayor volatilidad a
una temperatura de 25°C, es decir que seria el acido con mas alta probabilidad
de registrar ciertas pérdidas en la fase liquida en la que se encuentra; estas
variables en particular son las que principalmente influyen en los resultados

obtenidos en cada una de las etapas de separacion de los fermentos [33].

Estos acidos volatiles grasos se obtienen mediante fermentacion anaerébica
controlado de residuos agroindustriales con microrganismos, que mediante una

serie de reacciones descomponen las moléculas organicas de alto peso
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molecular como la celulosa y hemicelulosa en moléculas mas pequefias, hasta

degradar el sustrato a estos acidos de cadena corta y media [34].

En la tabla n.-2 se observa el resultados del contenido de VFA’s inicial que
registran las muestras; que poseen distintos valores de pH para el proceso de
fermentacion, este parametro influye directamente en la concentracion obtenida
al inicio de la secuencia de separacion: las muestras fueron ajustadas a un pH
controlado (alrededor de 7), no controlado (inferior a 5) y en medio acido (entre
5 y 6) para analizar la producciéon de VFA’s con la influencia de este factor; se
observa una mayor produccién de acidos en las muestras cuyo pH no esta
controlado y aquel que se mantiene de manera controlada en rango ligeramente
acido, esto ocurre porque si el pH se encuentra lo mas cercano al valor del pKa
de cada uno de los acidos, normalmente se encuentran con un bajo grado de

disociacion en medio acuoso.

La temperatura es otro factor que influye en la conservacién de las muestras y
estabilidad de los acidos organicos respecto a su volatilidad, considerando su
presion de vapor medida a 25°C, esta puede ser una fuente de pérdida si la
temperatura es superior a 10°C, un valor promedio de temperatura en el cual la
mayoria de las investigaciones realiza el almacenamiento de las diferentes
corrientes de separaciéon fisica previo a los analisis instrumentales que
corresponden [35] [36], aunque en ciertos casos la temperatura suele ser mas
alta considerando aquella a la cual se realiza el proceso de fermentacion inicial
de la muestra (38 a 40 °C) [37].

En el proceso de filtracion en prensa, que consiste en una remocion fisica por
esfuerzo de presion de la fraccion liquida de la muestra, quedando el
componente solido con menor cantidad de humedad, fue empleado como
primera etapa de separacién; es importante resaltar que se utilizé una prensa
hidraulica semiindustrial con una pieza adaptable para la separacion de los
fermentos, puesto que no hay un equipo disponible que trabaje con una cantidad
de muestra pequefia (menor a 500 g), por esa razoén la pieza adaptable de menor
volumen es la ideal para este caso, otros autores emplean prensas para vino

cuya capacidad oscila entre 25 y 40 litros con una tela filtrante de algodén debido
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a que emplean caudales mucho mas grande de forma continua [31] [29], el
material de construccion es de acero inoxidable para reducir pérdidas de los
VFA’s al causar corrosién en los materiales metalicos empleados, a pesar de
que su concentracion no sobrepasa los 2500 ppm en la muestra con mayor

concentracion total (cacao en pH controlado).

En la tabla n.-3 se observa la variacion en los resultados de la centrifugacién a
10000 RPM a una temperatura de 10°C, permitiendo la conservacién de los
VFA’s a baja temperatura, las muestras cuyo pH es controlado tienen una menor
concentraciéon total de VFA's respecto a las que no tienen el pH controlado,
debido a la capacidad de disociacion de los acidos cuyos valores sean inferiores
a su respectivo pKa. Es importante resaltar que este proceso de separacién de
naturaleza fisica permite separar la fraccion solida de la liquida gracias a la
fuerza centrifuga que genera el rotor del equipo y el tamano de particula que se

logra sedimentar es de 0,65 u aproximadamente [21].

El porcentaje de recuperacion hasta la etapa de centrifugacion se detalla en la
tabla n.-5, donde hay valores mas altos en las muestras de pH controlado de
café y banano; y los acidos con mayor recuperacion corresponden al acético y al
butirico en esas muestras, que corresponden a los acidos de cadena corta. Al
comparar el contenido de VFA's iniciales respecto con lo obtenido en la
centrifugacion a 10000 RPM, se observa un incremento en la concentracion de
carboxilatos en el ultimo caso considerando las condiciones de separacion, en
ciertas muestras conservan un mayor contenido de VFA's respecto a otras; esto
se explica a continuacion, considerando los factores que influyen en estas

variaciones en los resultados:

. La mayoria de VFA's obtenidos tiene temperaturas de ebullicion
superiores al del agua (el rango oscila entre 117 a 206°C), pero se
volatilizan a baja temperatura por efectos de sus presiones de vapor
(entre 0,2 y 20,9 mmHg) y almacenamiento respectivo a temperatura
ambiente; una ligera variacién en este parametro puede incrementar
considerablemente las pérdidas por volatilizacion. [38]

. La naturaleza de los &cidos volatiles grasos puede afectar su

solubilidad en agua: a mayor peso molecular mayor estabilidad
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respecto al grupo no polar de la molécula, lo que reduciria
parcialmente su capacidad para disolverse en agua, como ocurre con
los acidos hexanoico y octanoico.

El tamafo de particula que permanece en la fraccion sdlida es
aproximadamente superior a 0,65 micras (el equivalente a 10000
RPM) lo que permite que cierta concentracién de VFA’'s se adsorban
en la superficie del solido por efecto del incremento de pH, la
temperatura y la naturaleza organica del sélido con alto contenido de
carbono.

La falta de homogenizacion adecuada del filtrado de la primera etapa
para asegurar que la composicion sea practicamente la misma en la
replicas desarrolladas y no exista variacion significativa.

Pérdidas al trasvasar los filtrados con ayuda de una jeringa, podria
arrastrar una pequena porcion de solidos del precipitado, lo que
explicaria porque la concentracion de VFA’'s aumenta en ciertas
muestras.

Cantidad de muestra inyectadas al cromatégrafo que pueden afectar
la resolucion de la columna debido a contaminacién de los liners e
inyectores, a mayor cantidad de muestras mayor rapidez de
ensuciamiento porque persiste el contenido de sodlidos disueltos
debido al color que adquiere la muestra una vez que pasa por el
microfiltro de 0,45 micras; al cambiar una determinada pieza de la
columna, es necesario correr nuevamente el método para ajustar las

condiciones iniciales de operacion del equipo.

En las tablas 6 y 7 se detallan la concentracion y el porcentaje de recuperacion

respectivamente tras un proceso de ultrafiltracion, el cual muestra ciertas

variaciones importantes en la composicion de las muestras, especialmente en el

contenido de acidos de cadena media (isovalérico, valérico y octanoico); esto

puede haber ocurrido por una conservacién incorrecta de las muestras y

posterior degradacion de los acidos de cadena corta que se mantienen en los

tubos empleados en la centrifugacion en contacto con la fraccion sdlida que aun

contiene parte del in6culo bacteriano agregado y esto puede producir cierta

elongaciéon de cadena para los acidos anteriormente mencionados, los cuales

tienen mayor concentracion respecto a los obtenido en la centrifugacion; el
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tiempo de contacto de las fracciones liquidas con los precipitados fue superior a
una semana, lo que provocaria dicho efecto [5]. La membrana empleada en este
caso del tipo Trisep, tiene una estructura constituida por el polimero polifluoruro
de vinilo, que le permite mantener un tamafo de poro de 0,03 micras y una
pelicula hidrofébica en la parte superior para dar paso solo de la fase liquida de
la muestra, empleando presiones de vacio de entre 0,25 y 0,3 inHg [31], esta
membrana tiene excelente desempefio para la separacion de acidos débiles
como los VFA’s en medio acuoso, sin que ocurra una reaccion no deseada en la
pelicula polimérica de la membrana y tampoco se veria afectada por el pH,

puesto que puede trabajar en un rango de 2 a 11.

Los valores de las curvas de calibracion se ajustan bien a una correlacion lineal,
los valores de R*2 se mantienen por encima de 0,99; a pesar de solo emplear 5
puntos en cada estandar de calibracion, excepto en el caso del acido octanoico
el cual solo cuenta con 4 puntos en la curva, debido al manejo de volumenes
muy pequefos para preparar la curva de calibracién en viales de 1,5 mL y al
tener una solubilidad mucho mas baja en agua, se complicé su preparacion. El
ultimo punto de la solucién madre que corresponde a 500 ppm fue eliminado de
la curva por generar una desviacion mas pronunciada respecto a la linealidad y
de esta forma se mejord la resolucion y el coeficiente de correlacion R*2. Al
desarrollar el analisis ANOVA de cada una de las curvas detalladas en las tablas
desde la 13 hasta la 26 se observa que el valor de probabilidad de la ultima
seccion de cada una de las tablas es menor al 5% y por tanto existe una
correlacion lineal para cada curva de calibracion, también que el valor estadistico
de probabilidad tanto para las pendientes como para el intercepto cumplen con
el criterio de mantenerse por debajo del 5% de significancia y de esta manera

obtener valores distintos de cero.

Entre las fuentes de error detectadas en las etapas experimentales y en los

ensayos de caracterizacion tenemos los siguientes:

. Problemas para medir los volumenes y densidades de cada filtrado de
los fermentos puesto que el color de las muestras es oscuro y es

complicado observar con precision el valor correcto de la medida.
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. La conservacion adecuada de estandares y muestras en refrigeracion
requiere de un control exhaustivo de la temperatura y puede haber
ocurrido alguna variacion de voltaje en el equipo que haya provocado
ciertas pérdidas por volatilizacion.

. En el tratamiento con la ultrafiltracion se requerian de largos tiempos
(alrededor de 20 a 30 min) para lograr la filtracion de volumenes de
entre 2 a 3 mL de las muestras, puesto que el tamafo de poro de la
membrana es muy pequefio y requiere de presiones de vacio muy
elevadas para la separacion. previas al analisis con el cromatégrafo,
algunas de ellas presentaban cierta dificultad para la filtracion a 0,45
micras en las jeringas causando pérdidas en volumen necesarias para
el andlisis.

. Al preparar las diluciones para la curva de calibracién, partiendo de
una solucion madre de 500 ppm, surgieron problemas con el manejo
de los volumenes en micropipetas de 2 a 10 uL, y al ser preparados
en viales de 1,5 mL, el sesgo de error aumenta al manejar volumenes
mas pequenos, también puede influir la calibracién de la micropipeta
en el rango empleado.

. Los volumenes empleados en la etapa de ultrafiltracién son cada vez
mas pequefos (oscilan entre 2 y 3 mL) comparada con la etapa de
separacion en filtro prensa, por lo que se incrementan las pérdidas al

medir la fraccion liquida del filtrado y trasvasarla a la membrana.

Las limitaciones de la metodologia aplicada radican en ciertas complicaciones

para el desarrollo de la fase experimental, las cuales se detallan a continuacion:

. Disponibilidad de la prensa hidraulica ubica en otro laboratorio mucho
mas lejano respecto al que se guardan las muestras, al no mantener
una refrigeracion y aislamiento adecuado de las muestras pudieron
provocar ciertas pérdidas con el cambio de temperatura.

. Problemas con el ajuste de temperatura en la centrifuga a 10000 RPM
para realizar este proceso a 10°C y por cuestiones de configuracion
del equipo, la temperatura se mantenia alrededor de 20°C, lo que
también provoca cambios en la composicion de los filtrados.

. La preparacion de los estandares en la curva de calibracién se realizo

directamente en los viales de 1,5 mL debido a que no se cuenta con
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suficiente cantidad de estas sustancias de referencia y los volumenes
empleados son de uL.

Manipulacién de las membranas de ultrafiltracién del tipo plana, que
se tuvieron que recortar para adaptarse a la forma del soporte circular
para filtrar, pudiendo provocar pequenos cortes en la superficie
polimérica al manejarlas con una pinza.

Dificultades en la manipulacion en el filtrado obtenido en la
centrifugacién, al trasvasar con una jeringa para colocarlo en la
membrana de ultrafiliracion se pudo arrastrar cierta cantidad de
solidos del precipitado, que pudo provocar cierta contaminacion en el
contenido de VFA's, esta puede ser la razén por la cual las
concentraciones en algunas de las muestras supera el 100% de
recuperacion.

Cantidad de muestra requerida para aplicar una extraccion con
solventes como etapa adicional al proceso principal, depende
especificamente de la etapa de ultrafiltracion donde se registraron
varias pérdidas por trasvase en los materiales empleados y lo que
quedaba en la superficie de la membrana.

Las altas presiones de vacio necesarias para la separacion en
ultrafiltracion establecian rangos de tiempo entre los 20 y 45 minutos
para filtrar alrededor de 2 mL de muestra, lo que conlleva a obtener

pocas cantidades de filtrado para la siguiente etapa.
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Capitulo 5

5 Conclusiones:
5.1Conclusiones

Se desarrolld una secuencia experimental de laboratorio para la
separacion y cuantificacion de carboxilatos en muestras de fermentos
agroindustriales de cascara y pulpa de banano, cascara de café y
mucilago de cacao; considerando un proceso en cascada en base a
operaciones de separacion fisica, las cuales consisten en: Filtraciéon
mecanica con prensa hidraulica, centrifugacion a 10000 RPM, vy
ultrafiltracién con membrana; lo que permitié una separacién mucho mas
optima de la fraccién liquida de las muestras y por ende un mayor
porcentaje de recuperacion como se detalla en las tablas 8 y 10, lo que
permite obtener un filtrado con menor cantidad de soélidos suspendidos,
mas clarificado, permitiendo una mejor resolucion en los cromatogramas,
evitando de esta manera el rapido ensuciamiento de componentes

sensibles en la columna como el liner o los inyectores.

Se determinaron las condiciones Optimas de separacion fisica de los
residuos agroindustriales obtenidos mediante pruebas experimentales
desarrolladas, estableciendo las siguientes condiciones de separacién
para la fase liquida de los fermentos: temperatura de 10°C, aislamiento
de la luz en frascos ambar, uso de centrifugacion a 10000 RPM y dilucion
al 50% con agua tipo 1, previo al analisis en el cromatédgrafo, de esta
forma las concentraciones obtenidas de los VFA’s no superan el valor
maximo de la curva de calibraciéon empleada (rango de 100 a 400 ppm),
para el caso de los acidos de mayor produccion obtenidos: acido acético,
butirico e isobutirico, ademas de la reduccién en el uso de grandes
cantidades de volumen de muestra. El analisis ANOVA muestras que las
curvas de calibracion obtenidas para cada acido organico tienen una
correlacion con alto grado de linealidad, con pendientes e interceptos
diferentes de cero, lo que permite asegurar que los resultados se han

obtenido con un 95% de confiabilidad.

Se calculo el porcentaje de recuperacién de VFA's detallados para cada
etapa en las tablas 5, 7 y 10 para cada residuo respecto a las etapas
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evaluadas experimentalmente, en donde se concluye que el pH influye
significativamente en la cantidad de VFA’s obtenidos; el mayor
porcentaje de recuperacion se logra con una separacion a 10000 RPM
que equivale a filtracién para obtener un tamafio de particula de 0,65 uy
una temperatura de 10°C, esto reduce las pérdidas por volatilidad de los
carboxilatos especialmente los de cadena corta como los acidos acético

y butirico.

e La evaluacion del potencial de biogas de cada fraccion sélida que se
obtiene del proceso en cascada propuesto requiere de condiciones que
deben ser estudiadas posteriormente, considerando la materia seca
obtenida en cada etapa. Algunos autores consideran como Fu et al, 2018
y Rocamora et al, 2020, indican que el contenido de sélidos totales se
debe mantener entre 30 y 35% volatiles y materia seca, asi como el pH
y la relacion C/N necesitan incluirse dentro de un rango de valores
especificos para que se pueda aplicar una digestién anaerdbica seca. En
este caso particular de tratamiento se necesita mantener entre 15 a 30%
de humedad en las corrientes solidas y reactivar en este caso los
metandgenos previamente. La limitante para desarrollar este ensayo
radica en la cantidad de muestra necesaria para la digestién anaeroébica
en seco y el equipo empleado para su determinacion, el cual emplea 200

g de muestra como minimo [39] [40] [41].

5.2Recomendaciones:
e Para mejorar la metodologia de conservacion de la muestra se requiere

el empleo de un dispositivo a baja temperatura o de una mezcla frigorifica
dentro de una hielera para mantener cada fermento en un rango de
temperaturas de 4 a 10°C, desde que sale del equipo hasta que se lo

guarda en refrigeracion.

e Considerar un mayor volumen de muestra a emplearse en la
centrifugacion el efecto de los sdlidos disueltos previo a la filtracién en
jeringa para la cromatografia, la tonalidad de cada muestra es indicativo
de la presencia de estos componentes que pueden afectar la resolucion

de la columna.
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Anexos:

1. Férmulas empleadas en las tablas de resultados:
a) Calculo de ST, SVT y SFT:
_ m2 —m0

ST =———
ml —mo0

Donde mO es la masa del crisol seco, m1 es la masa de crisol con la muestra

y m2 es la masa de crisol con la muestra secada a 105°C por 8 horas.

Donde mO es la masa del crisol seco, m1 es la masa de crisol con la muestra

y m3 es la masa de crisol con la muestra calcinada a 550°C por 2 horas.
SVT = ST — SFT

Donde SVT son los sélidos volatiles totales, ST los sélidos totales y SFT los

sélidos fijos totales.

b) Calculo de densidad:

m
P=y
Donde m es la masa de la muestra y V es el volumen que ocupa.

c) Calculo de recuperacion de VFA's (%):

%R = VFA’s iniciales 100
°" T TVFA's etapa X

Donde VFA's iniciales es la concentracion en ppm de los acidos volatiles
iniciales en los fermentos y VFA's etapa es la concentracion de los acidos en

ppm en la fraccién liquida separada de cada etapa.
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2. Curvas de calibracion para el biogas:

ID#

Name

Quantitative Method
Function

01

. Composite Peak

: External Standard
: f{x)=Point to Point

Rr1=1.000000 Rr2=1.000000
MeanRF: 9.498307e+001 RFSD: 6.950719¢-001 RFRSD: 0.731785

FitType : Point to Point
ZeroThrough : Through
Weighted Regression : None
Detector Name - PTCD1
Area # - C'onc.(R]a}n‘%o_)} MeanAre.} —
[*10%4] == =
1.4
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1.2 - -
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
Cone. [*10°2]
Anexo 1: Curva de calibracién mezcla estandar.
ID# 2
Name : Methane (CH4)
Quantitative Method : External Standard
Function - f(x)=Point to Point
Rr1=1.000000 Rr2=1.000000
MeanRF: 1.343508e+003 RFSD: 3.544227e+001 RFRSD: 2.638039
FitType . Point to Point
ZeroThrough : Through
Weighted Regression : None
Detector Name - PTCD1
ATt # Conc.(Ratio) MeanArea Area
Aﬁfg% 4.2 5643 5694
[*#1073] _ 5488
6.0 J 5826
< 5563
5.0 -
//
4.0 ////
3.0 7
20 7
1.0 ,//
///
0.0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5

Anexo 2: Curva de calibracion estandar metano.

Conc. [*1070]
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D# 3

Name . Carbon dioxide (CO2)
Quantitative Method : External Standard
Function - fix)=Point to Point

Rr1=1.000000 Rr2=1.000000
MeanRF: 7.419879e+002 RFSD: 1.037699e+001 RFRSD: 1.398539
FitType : Point to Point
ZeroThrough : Through
Weighted Regression : None
Detector Name ' PTCD1

Area
[*1074]
1.6

1.4
1.2
1.0
0.3
0.6
0.4
0.2

0.0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Conc. [*1071]

Anexo 3: Curva de calibracién gas carboénico.

ID# t4

Name : Ethylene (C2H4)
Quantitative Method : External Standard
Function : f(x)=Point to Point

Rr1=1.000000 Rr2=1.000000
MeanRF: 2.431491e+003 RFSD: 2.954769e+001 RFRSD: 1.215209
FitType : Point to Point
ZeroThrough : Through
Weighted Regression : None
Detector Name :PTCDI

Area
[*1074]
1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 40 45
Conc. [*10/0]

Anexo 4: Curva de calibracion etileno.
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Cone.(Ratio) MeanArea Area
20 14840 14994
14630
15040
14695
Conc.(Ratio) MeanArea Area
4.2 10212 10274
10079
10353
10143




ID#

Name

Quantitative Method
Function

15

: Acetylene (C2H2)
: External Standard
: fix)=Point to Point

Rr1=1.000000 Rr2=1.000000

MeanRF: 1.725407e+003 RFSD: 3.631370e+001

FitType
ZeroThrough
Weighted Regression
Detector Name

Area
[*1073]
8.0

RFRSD: 2.104646
: Point to Point

: Through

: None

: PTCDI1

7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0 -

1.0 ~

0.0
0.0 0.5 1.0

1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5
Conc. [*1070]

Anexo 5: Curva de calibracion acetileno.

ID#

Name

Quantitative Method
Function

6

: Ethane (C2H6)

: External Standard
: f(x)=Point to Point

Rr1=1.000000 Rr2=1.000000
MeanRF: 3.252061e+003 RFSD: 2.757634e+001 RFRSD: 0.847965

FitType
ZeroThrough
Weighted Regression
Detector Name

Area

: Point to Point
: Through

: None

: PTCD1

[*10°4]
1.4

1.2
1.0
0.8

0.6

0.4 P

0.2 -~
7

0.0 <~
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1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
Conc. [*1070]

Anexo 6: Curva de calibraciéon etano.
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Curva de calibracion VFA's:

ID#
Name

Quantitative Method

Function

01

: Acetic Acid

: External Standard
- f(x)=3258.83%x+0

R11=0.9990396 R12=0.9980801

MeanRF: 3.042405¢+003 RFSD: 3.000620e+002

FitType
ZeroThrough

Weighted Regression

Detector Name

Area
[*1075]

: Linear

: Through
: None

: FID1

RSS=5.115563e+008
RFRSD: 9.862659

3.5

3.0

1.5

1.0

0.4

0.6

0.8 1.0

Cone. [*1072]

Anexo 7: Curva de calibracion acido acético.

ID#
Name

Quantitative Method

Function

Rr1=0.9998457

MeanRF: 5.273434e+003 RFSD: 3.120171e+002

FitType
ZeroThrough

Weighted Regression

Detector Name

Area
[*1075]

.

: Propionic Acid

. External Standard
 f(x)=5467.34%x+0

Rr2=0.9996915 RSS=2.545284e+008

: Linear

: Through
: None

: FID1

RFRSD: 5916772

6.0

4.0

0.4

0.6

0.8 1.0

Conc. [*1072

Anexo 8: Curva de calibracién acido propi

62

]

6

n

# Conc.(Ratio) MeanArea
1 9.95 27127
2 19.9 51728
3 39.8 115374
4 49.75 156855
5 59.7 195505 195505
6 79.6 263145 263145
7 99.5 332209 332209
# Conc.(Ratio) MeanArea Area
1 9.95 47039 47039
2 19.9 08740 98740
3 30.8 209968 209968
4 49.75 7 273797
5 23783 323783
6 . 440150 440150
7 99.5 546514 546514
co.




ID# 03

Name : Iso-butyric Acid
Quantitative Method : External Standard
Function f(x)FE6772.06%x+0

Rr1=0.9998147 Rr2=0.9996293 RSS=1.710334e+008
MeanRF: 6.642411e+003 RFSD: 2.483502¢+-002 RFRSD: 3.738856

FitType : Linear
ZeroThrough : Through
Weighted Regression : None
Detector Name : FID1
Area # Conc.(Ratio) MeanArea Area
1075 1 9.95 61172 61172
[*1075] 2 19.9 129387 120387
7.0 — 3 39.8 267852 267852
4 49.75 339885 339885
5 59.7 397672 397672
6.0 6 79.6 515957 545957
P 7 99.5 673150 673150
5.0
4.0
3.0
)
2.0
1.0
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Conc. [*10/2]

Anexo 9: Curva de calibracion acido isobutirico.

ID# 4

Name : n-butyric Acid
Quantitative Method : External Standard
Function f{(x)=6925.35%x+0

Rr1=0.9997831 R12=0.9995662 RSS=1.757957e¢+008
MeanRF: 6.731686e+003 RFSD: 3.588676e+002 RFRSD: 5.331021

FitType : Linear
ZeroThrough : Through
Weighted Regression : None
Detector Name :FID1
Area # Conc.(Ratio) MeanArea Area
1075 1 9.05 50070 50070
[*1075] 2 19.9 128919 128919
7.0 3 39.8 272392 272392
4 49.75 347595 347595
6.0 5 59.7 408492 408492
. 6 79.6 559666 559666
7 99.5 687755 687755
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Cone. [¥10"2]

Anexo 10: Curva de calibracion acido butirico.
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ID# ' 5

Name : Iso-valeric Acid
Quantitative Method : External Standard
Function : f(x)=6468.02¥x+0

Rr1=0.9996822 Rr2=0.9993644 RSS=2.078131e+008
MeanRF: 6.339644¢+003 RFSD: 2.883689¢+002 RFRSD: 4.548660
FitType : Linear
ZeroThrough : Through
‘Weighted Regression : None
Detector Name : FID1

Area # Conc.(Ratio) MeanArea Area

9.95 57127 57127

[*10°5] 10.0 124000 124009

7.0

39.8 258596

6.0

RSN NS [I1 1) [
.
o
-1
1[N

5.0

4.0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Conc. [*1072]

Anexo 11: Curva de calibracion acido isovalérico.

ID# 16
Name : n-valeric Acid
Quantitative Method : External Standard
Function f(x)=6372.22%x+0
Rr1=0.9997901 R12=0.9995802 RSS=2.300845e+008
MeanRF: 6.189743e+003 RFSD: 3.450836e+002 RFRSD: 5.575088
FitType : Linear
ZeroThrough : Through
Weighted Regression : None
Detector Name . FID1

Area # Conc.(Ratio) MeanArea Area

9.92 5457 5457
[+10°5] 9.9 4571 4571

_ 19.84 11827 11827
7.0 39.68 251155 251155

49.6 318360 318360

59.52 374349 374349

6.0 79.36 513151 513151

1| [t | 0 e [

99.2 631142 631142

I

5.0

4.0

<

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Conc. [*10"2]

Anexo 12: Curva de calibracion acido valérico.
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ID# i

Name : n-caproic Acid
Quantitative Method : External Standard
Function f(x)=5893.44%x+0

Rr1=0.9997661 R12=0.9995323 RSS=1.859647¢+008
MeanRF: 5.731589¢+003 RFSD: 3.346166e+002 RFRSD: 5.838112

FitType : Linear
ZeroThrough : Through
Weighted Regression : None
Detector Name . FID1
Area # Conc.(Ratio) MeanArea Area
10°5 1 0.05 10038 19938
[*1075] 2 19.9 111821 111821
6.0 3 39.8 234226 234226
4 49.75 294196 294196
5 59.7 347541 347541
50 3 70.6 176680 176680
7 99.5 584515 584515
4.0
3.0 >
2.0
1.0 -
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Conc. [*10"2]

Anexo 13: Curva de calibraciéon acido hexanoico.

ID# 8

Name : n-caprylic Acid
Quantitative Method : External Standard
Function f(x)=6307.16%%+0

Rr1=0.9999337 Rr2=0.9998675 RSS=2.534892e+008
MeanRF: 6.100039e+003 RFSD: 3.619188e+002 RFRSD: 5.933056

FitType : Linear
ZeroThrough : Through
Weighted Regression : None
Detector Name . FID1
Area # C‘onc.(Rario)_ MeanArea _ Area _
#1075] 1 9.95 53007 53007
[_ - 2 19.9 119678 119678
7.0 3 39.8 244802 244802
4 49.75 312682 312682
5 59.7 370642 370642
6.0 6 79.6 504871 504871
7 99.5 634024 634024
5.0
4.0
<)
3.0 <
J
2.0
1.0 i
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Conc. [*102]

Anexo 14: Curva de calibracion acido octanoico.
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Cromatografia de cada una de las muestras filtradas:

<Sample Information>

Sample Mame - Unknown Sample
Sample ID - UNK-D014

Data Filename - UKK-05.gcd
Method Filename - ACIDOS GRASOS 29 JUNIO 2023.gcm
Batch Filename - gau-ples 3500 rprm.geb

Vial # B Sample Type  Unknown
Injection Vialume - 1ul
Date Acquired - 1272152023 3:06:33 PM Acquired by - System Administrator
Date Processed  © 12/21/2023 9:27:34 PM Processed by System Administrator
<Chromatogram:>
v
FID
500000000
250000000
0__
T T T T T T
0o 2.5 5.0 75 o 125 15.0 175 0.0
min
<Peak Table>
FID1
ak# Rel Time Arga | Height Cone. Unil | Mark Name
Total

Anexo 15: Cromatograma del solvente puro.

Muestras filtradas y pasadas por centrifugacién a 10000 RPM:

SHIMADZU

| Labsolutions Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name :BP1-NC

Sample ID -BP1-NC

Data Filename - 5P1-Nc.%od

Method Filename : AGIDOS GRASOS 29 JUNIO 2023.gem

e_atw Filename .?aunples 10000 rpm.geb
o :

: Sample Type - Unknawn
Injection Volume - 1 ul
Date Acquired  © 12/19/2023 4:25:59 PM Acquirad by - System Administrator
Date Processed  : 1218/2023 4:47:00 PM Processed by System Administratar
<Chromatogram>
w
500000 FIT
400000
300000
200000
100000 |
|
o P N
00 125 150 175 200
min
<Peak Table>
FID1
akd Rel Time Arca | Height Cone. Unil_| Mark Namg
651| 3523034 477748)  230.040|ppm [Acatic Acid
4755 272584 33433 11161 [ ppm Propionic Acid
5T 64580 5700 2206|ppm | W Tso-butyric Acid
975 3150800 443746 106,515 [ppm n-butyric Acid
481 206952 28675 7196 ppm W Isg-valeric Acid
32T 120106 18807 4.074 [ ppm n-valeric Acid
561 155005 26930 5.538 | ppm n-caproic Acid
10.807 219962 38714 15.045|ppm__ W n-caprylic Acid
Total 7714022 1075754]

Anexo 16: Cromatograma muestra BP1-NC.
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SHIMADZIU
:: LabSolutions

<Sample Information>

Analysis Report

Sample Mame - BP2-NC

Sample 10 S BP2-NG

Data Filename  : BP2-NC %;d

Method Filename :ACIDOS GRASOS 28 JUNIO 2023.gom

Balch Filename
Vial #

_famples 10000 rpr.geh

al Sample Type - Unknown
Injection Valume ul
Date Acquirad - 1211912023 4:51:12 PM Apquirad byb - System Administrator
Date Processed @ 121902023 5:12:13 PM Processed by Sistem Administrator
<Chromatogram>
uv
= I FiDT
in o
w o
SOD000H
250000
Bel| 2 ¢ B
a|ls 5 2 3
| | VA O U
00 25 50 75 100 125 150 175 200
min
<Peak Table>
FiD1
Feakés Rel. Time Area Height Conc. Unil | Mark MName
1 3518 3889084 613026 254.935 | ppm | Acetic Acid
2 4.701 148777 24444 6.002 | ppm Propionic Acid
3 5.145 5205¢ G171 1.778 | ppm W Iso-bulyric Acid
4 5054 36407 618467 123378 ppm n-butyric Acid
5 6.443 1863 31768 6.826 | ppm Iso-waleric Acid
L] 7.319 231 3851 0.784 | ppm n-vakeric Acid
T B.548 3224 55563 1.148 | ppm n-caproic Acid
8 10732 34808 6229 2.387 |ppm v n-capnylic Acid
Total B0Z6265 1308508

Anexo 17: Cromatograma muestra BP2-NC.

SHIMADZIU
it LabSolutions

<Sample Information>

Analysis Report

Sample Name BP-C
Sample 1D LBP-C
Data Filename - BP-C.ged
Melhod Filename :ACIDOS GRASOS 29 JUNIO 2023.gcm
Balch Filename - Samples 10000 rpm.geb
Wial # o7 Sample Type - Unkmawn
Injection Woluma  :1ul
Date Acquired ©12/18/2023 6:32:05 FM Acquired b{) - System Administrator
Date Processed  © 12M18/2023 6:53:06 PM Processed by System Administrator
<Chromatogram>
ul
3 FID1
&
v
50000
00000
C]
250000 I3 E .
= - 3
| # & hy
o L ‘]‘__L_.:JL = .M
00 25 50 75 100 125 150 175 200
min
<Peak Table>
FID1
Peaks Rol. Time Arca Hueight Cong. Unil = Mark Mame
1 3.566 1678109 2600338 110.008 | ppm | Acetic Acid
2 4606 452546 £2900 18.530| ppm Fropionic Acid
5.175 THEADS 124354 25842 [ppm | W I5o-bulyric Acid
4 5050 5472044 033505 185.010] ppm n-butyric Acid
6474 950361 128566 33.045| ppm W Iso=valeric Acid
7] 7332 103094 1696 3497 | ppm W n-vakeric Acid
T B.560 G724 B23: 1.305| pprm n-capraic Acid
[] 10.847 354645 7278 24 256 | ppm n-caprylic Acid
Tolal 0804537 163425

Anexo 18: Cro

matograma muestra BP-C.
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<Sample Information>

Sample Name : BP-C-10000
Sample ID : BP-C-10000
Data Filename : BP-C-10000-R gcd
Method Filename : ACIDOS GRASOS 29 JUNIO 2023.gem
Batch Filename  : Samples 10000 3500 rpm.gcb
Vial # :2 Sample Type - Unknown
Injection Volume :1uL
Date Acquired  1/18/2024 10:23:04 AM Acquired by : System Administrator
Date Processed  : 1/18/2024 10:44:05 AM Processed by System Administrator
<Chromatogram>
uv
§ FIDY
o
400000
300000
2000004 e
©
L] -
gl = %
100000+ i | 't © =
13
~
o .
00 25 50 75 100 125 150 175 200
min
<Peak Table>
FID?t
cak# Rel. Time Area Height Conc. Unit | Mark Name
1 3.618 777857 143308 50.990 | ppm Acatic Acid
2 4.833 267185 52107 0.940 | ppm Propionic Acid
3 .209 471218 87031 .099 | ppm Iso-butyric Acid
4 980 2552316 460198 86.280 | ppm n-butyric Acid
§ 514 493912 88491 73[ppm Iso-valeric Acid
6 7.356 122594 23462 4.158 | ppm n-valenc Acid
7 8.585 149203 28606 5.300| ppm n-caproic Acid
8 10.961 343407 60578 23.488|ppm n-capnyflic Acid
Tolal 5177691 952781

Anexo 19: Cromatograma muestra BP-C.

<Sample Information>

Sample Name cCAT-C
Sample 1D CCATG
Data Filename Cm-c.gcu
Method Filename : AGIDOS GRASOS 29 JUNID 2023.g6m
Balch Filename  : Samples 10000 rpm.gcb
Vial# -4 Sample Typa : Unknown
Injection Volume - 1ul
Date Acquired - 121912023 7:22-37 PM Acquired br - System Administrator
Date Processed  : 12/19/2023 7:43:39 PM F’roeeaaed{)y : System Administrator
<Chromatogram=>
uv
2000000 H FID?
o
1500000
1000000+
s00000 %
22| B 5
=g § 3
o [N AV SO B
a0 25 50 75 100 125 150 175 200
man
<Peak Table>
ElD1
Peaks Rel. Time Area Height Conc. Unil Mark MName
1 3.562 2525873 3026458 165.581 | ppm | Acatic Acid
2 4.816 5TE522 105911 23.607 [ppm Propionic Acid
3 5.198 832868 147203 28.454 [ppm W |so-butyric Acid
4 5051 11831510 1978916 403.338 | ppm [ n-butyric Acid
E] &.502 804738 160616 31110 ppm T Iso-valeric Acid
L] 7.351 62133 11673 2108 ppim T n=vakeric Acid
T B.581 83935 15548 2.982 ppm n-caproic Acid
8 10057 753358 57534 16,381 | ppm n-capnylic Acid
Todal 171910268 2870138

Anexo 20: Cromatograma muestra CA1-C.

68



<Sample Information>

Sample Name CA-C-10000
Sample ID : CA-C-10000
Data Filename . CA-C-10000-R.

Method Filename
Batch Filename

od
:ACIDOS GRAS%S 29 JUNIO 2023.gem
Samples 10000 3500 rpm.geb

Vial # Sample Type - Unknown
Injection Volume uL
Date Acquired :1/18/2024 11:13:32 AM uired by - System Administrator
Date Processed  :© 1/18/2024 3:31:37 PM Processed by System Administrator
<Chromatogram>
uv
FIDY
750000
g
500000
250000 a
-
el o
E3] L# 2
25 ] 3 .
| ® 3 %
&JL R
00 25 50 75 100 125 150 175 200
men
<Peak Table>
FID1
cak# Rel. Time Arca Height Conc. Unil_ T Mark Name
1 3.583 1208086 201644 79.192| ppm Acetic Acid
2 4814 355822 65338 14.570| ppm Propionic Acid
3 181 529568 84680 18.092| ppm Iso-butyric Acid
4 .966 4439152 745145 75.032 | ppm n-butyric Acid
5 482 792866 93442 27.568 | ppm v Iso-valeric Acid
6 340 147969 23629 .018 | ppm v n-valeric Acid
7 .084 78744 13517 797 | ppm n-caproic Acid
8 10.949 281836 55345 19.276 | ppm n-capnylic Acid
Total 7834044 1282741
Anexo 21: Cromatograma muestra CA-C.
<Sample Information>
Sample Name cCB-C
Sample 1D S CB-C
Data Filename - CB-C ged
Method Filename - ACIDOS GRASOS 29 JUNIO 2023.gem
Balch Filename  : Samples 10000 rpm.geb
Vial # ] Sample Typa - Unknawn
Injection Wolume -1 ul
Date Acquired - 12/19/2023 6:57-19 PM Acquired by - System Adminisirator
Date Processed  © 12/19/2023 7:18:20 PM Prucessed{w - System Administrator
<Chromatogram:>
u'
§ FIDt
wn
5000001
T T T T
125 15.0 175 200
man
=<Peak Table>
FID1
Peak# Rel Time Arca Height Cone. Unil | Mark Mame
1 3579 1283741 202908 84151 | ppm Acatic Acid
2 4.810 392702 65584 16080 ppm W Prapionic Acid
E] 5.180 619555 BE3TT 21.167 | ppm W Iso-bulyric Acid
4 5088 32BAG5E G66338 111171 ppm W n-butyric Acid
5 6.480 681800 84018 24058 ppm W Iso-valeric Acid
L] 7336 65633 B234 228 | ppm W n=yakeric Acid
T 8.564 B0687 5824 1.801 ) ppm n-caproic Acid
[] 10.946 FR2I6Z 57044 19.312 | ppm W n-capryic Acid
Todal BET5236 1076337

Anexo 22: Cromatograma muestra CB-C.
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<Sample Information>

Sample Name : CB-C-10000

Sample ID CB-C-10000

Data Filename  : CB-C-10000. %

Method Filename .ACIDOS GRAS 'S 29 JUNIO 2023.gem
Batch Filename Samples 10000 3500 rpm.gcb

Vial # =3 Sample Type = Unknown
Injection Volume -1
Date Acquired : 1I18/2024 10:48:17 AM Acquired by : System Administrator
Date Processed  : 1/18/2024 3:31:37 PM Processed by : System Administrator
<Chromatogram>
uv
% ‘g FIDY
= o
75000
a
b
gl ¥ 3
50000 18
=
25000 ‘ \ 5 i
L h |
oVl | Y (S | | e ||
0.0 25 5‘0 7‘5 1(;0 H;S 15‘0 17‘5 20‘0
mn

<Peak Table>

D1
cak# Rel. Time [ Area Height Conc. Unil_|Mark Name
611 594063 3632 38.942 | ppm S Acetic Acid
4822 224096 34082 9.176 [ ppm Vv Propionic Acid
180| 388567 7712 13.275|ppm SV Ts0-butyric Acid
4 082| 1582380 256342 26.746|ppm |V n-butyric Acid
488 479006 48690 16.655 [ ppm v Iso-valeric Acid
340 111345 14455 3.777 [ppm v n-valeric Acid
.087 73884 8280 2.625|ppm n-caproic Acid
8 10.949 279921 55329 19.145|ppm n-capnfiic Acid
Total 3733263 558521

Anexo 23: Cromatograma muestra CB-C duplicado.

<Sample Information>

Sample Name tCF1-AC

Sample ID :CF1-AC

Data Filename  : GF1-AC.g

Meihod Filename : ACIDOS GRASOS 29 JUNID 2023 .gem

E_atlcg Filename :gamplcs 10000 rpm.geb
il :

H Sample Typa : Unknown
Injection Wolume  : 1 ul
Date Acquired - 1219/2023 5:16:24 PM Acquired br B Systam Administrator
Date Processed  : 12M19/2023 5:37:25 PM Procemd'by : System Administrator
<Chromatogram>
ut
= FID1
1000000+ o
THOODOH
500000+ g
o
250000 o
Eg 2 5
= +
&Ju - l Aoa" A a
T T T T T T T
o0 25 50 75 100 12.5 15.0 175 200
man
<Peak Table>
FiD1
Peak# Rel. Time Area Height Cone. Unil | Mark Name
537 2888456 A5BTO6 189.342 | ppm | Acatic Acid
2 4699 404820 7601 16.576 | ppm Propionic Acid
.22 1722014 180729 58.831 [ ppm Ise-bautyric Acid
4 054 5712102 1032340 1930408 | ppm s n-butyric Ackd
ELT 264956 44743 9213 [ppm T Iso-valeric Acid
-] T.326 144901 25397 4.918 | ppm ri-wakeric Acid
T 8.550 230287 40980 8.181 | ppm n-caproic Ackd
& 10947 24845 5106 1680 | ppm n-capnflic Acid
Total 11392561 1874783

Anexo 24: Cromatograma muestra CF1-AC.
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<Sample Information>

Sample Name SCF2-AC

Sample ID CCF2-AC

Data Filename - CF2-AC.ged

Method Filename :ACIDOS GRASOS 29 JUNIO 2023.gom

E_allcg Filename _gamples 10000 rprm.geb
il N

H Sample Typa - Unknown
Injection Woluma - 1ul
Date Acquirad - 12119/2023 5:41:37 PM Acquired b{’ - System Administrator
Date Processed 12192023 6:02:38 PM Processed by Siystem Administrator
<Chromatogram>
uv
1250000
'.é FID1
o
100000
750000
E
500000 h
o
&
250000 | o™
g 3 S
|L_ o T ox =
o] A e
an 25 5‘0 ?I5 1dD 1?‘5 15‘0 1?‘5 ?UIO
man
<Peak Table>
FID4
Peak# Rel. Time Area Height Conc. Unil | Mark MName
1 3.532 3207289 503250 210.242 | ppm | Acatic Acid
2 4.701 4408959 B506T 18.056 | ppm Propionic Acid
3 5.233 2144202 235362 T73.258 [ppm Iso-butyric Acid
4 5.952 6571249 1193481 222 138 | ppm ni-butyric Ackd
5 6.465 302348 48511 10.513 [ ppm W Iso-valeric Acid
L] 7328 130988 23184 4.443 | ppim n=vakeric Acid
T B.551 243247 43379 8.841 | ppm n-caproic Acid
a 10.947 26410 GOS0 2012 | ppm n-caprylic Acid
Tolal 13069783 2138683
Anexo 25: Cromatograma muestra BF2-AC.
<Sample Information>
Sample Name “CF1-C
Sample 1D < CF1-C
Data Filenamme _CF'I-C.gm
Method Filename - ACIDOS GRASOS 29 JUNIO 2023 .gom
Batch Filename - Samples 10000 rpm.geb
Vial # =10 Sample Typa = Unknown
Injection Woluma -1 ul
Date Acquired - 12/18/2023 8:13:05 PM Acquired b{, - System Administrator
Date Processed - 12/19/2023 8:34:06 PM Processed by System Administrator
<Chromatogram:>
uv
500000 g FiD
I
400000-]
300000
200000 8
1000001 =z ¥ 3
L L
Rl LN RN 1
T T T T T T T
oo 25 6.0 75 100 125 150 175 200
min
<Peak Table>
FID1
Peak# Rel Time Arca Height Cone. Unil = Mark Name
1 A.585 905408 165497 65.256 | ppm | Acatic Acid
2 481 26780 47794 10.968 [ ppm Propionic Acid
3 5183 268220 44060 9.164[ppm W Iso-butyric Acid
4 5.069 2067175 497902 100.304 | ppm n-butyric Acid
5 6.482 4TH552 SH38 16.570 | ppm W lso-valeric Acid
] 7.336 16289 2046 0.553 | pprm n-valeric Acid
T 8.586 18698 3005 0.664 | ppm n-caproic Acid
[] 10.044 242051 40343 16.555 | ppm n-caprylic Acid
Todal 5252375 BED486

Anexo 26: Cromatograma muestra CF1-C.

Muestras pasadas por membranas de ultrafiltracion

71



SHMADZU

: LabSolutions

<Sample Information>

Sample Name
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Valume
Date Acquired
Date Processed

:BP1-NC-UF
BP1-NC-UF

: BP1-NC-UF.gcd
ACIDOS GRASOS 29
: Batch UF.gchb

ulL

- 212612024 1:37:24 PM
© 202712024 10:51:34 AM

JUNIO 2023.gem
Sample Type

Acquired by
Processed by

Analysis Report

: Unknown

: System Administrator
: System Administrator

<Chromatogram=>
uv
q g FID1
750000+ i
500000
1;1' ] .J5 2(!!.0
min
<Peak Table>
ElD1
[Feakd Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
3.580 1858020 285000 120.082 | ppm =] Acetic Acid
4.804 24341 85184 23.927 |ppm W Propionic Acid
5.180 S04 av031 22 520 |ppm =5 Iso-butyric Acid
4 5.985 4702118 788822 158.953 |ppm W n-butyric Acid
[ 6.486 B43453 101245 20.3237 |ppm W Iso-valeric Acid
i 7.340 380601 80585 12.910 | ppm W n-valeric Acid
¥ 8.575 500716 67548 17.787 | ppm s n-caproic Acid
g 10.819 150134 25163 10.284 | ppm W n-caprylic Acid
Total 9638726 1488670
Anexo 27: Cromatograma muestra BP1-NC.
SHIMADZU A | . R t
: LabSolutions  ANAIYSIS RepPor
<Sample Information>
Sample Name : BP2-NC-UF
Sample 1D : BR2Z-MC-UF
Data Filename : BP2-MC-UF.ged
Method Filename : ACIDOS GRASOS 28 JUNIO 2023.gem
Batch Filename  : Batch UF.geb
Wial # o4 Sample Type - Unknown
Injection Volume : 1ul
Date Acquired : 2/26/2024 2:02:30 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed  : 2027/2024 10:51:34 AM Processed by : System Administrator
<Chromatogram>
ul
2 FID1
k @
] w
5000004
1 £
i m
250000+
T E% E o = &
B |l = T B 8
1 1 . A ||'| | VT =
D—J [N VL T, e S —
—T T
00 25
<Peak Table>
FIDd
Peaks Ret Time Ares Height Conc. Unit Mark Mame
1 3.568 1760006 284810 113.702 | ppm Acetic Acid
2 4811 440382 70427 18.401 | ppm Fropionic Acid
3 5128 424803 B5035 14.513 [ppm v Isc-butyric Acid
4 5.070 4048763 658801 136.866 | ppm n-butyric Acid
5 6.428 653232 TiTet 22. 712 [ppm SV Isg-valeric Acid
B 7.340 2523685 41652 B.560 [ ppm W n-valeric Acid
7 B.574 288563 45752 10.251 [ppm n-caproic Acid
8 10.820 108851 16570 7.215| ppm n-caprylic Acid
Total 7884154 1268846

Anexo 28: Cromatograma muestra BP2-NC.
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SHMADZU

‘Labsoltions  Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name CAT-C-UF
Sample ID c CAT-C-UF
Diata Filename - CA1-C-UF.ged

Method Filename : ACIDOS GRASOS 29 JUNIO 2023 gem
Batch Filename  : Batch UF.geb

Wial # e Sample Type : Unknown
Injection Volume :1ul
Date Acquired © 2(26/2024 4:35:05 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 227/2024 10:51:35 AM Processed by : System Administrator
<Chromatogram=>
uV
i 2 FID1
=
750000+ -
500000+
7 [=3
E ]
250000+ I"’
] 23| 3
T =0 o o 2
1 | =L e E £ F
o MV s _
0. 2|5 5‘0 'J'I":' d 14.":‘ 1é 0 .J.5 ZY!I.EI
min
<Peak Table>
FID1
Peaks] Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Mame
1 3.580 1530741 237525 08.201 [ppm Acetic Acid
2 4.818 432408 70358 17.710 | ppm v Propionic Acid
3 5.184 708412 28048 24 202 [ ppm SV Iso-butyric Acid
4 5970 5167446 B05444 174.683 | ppm VM n-butyric Acid
5 6.485 214778 92312 21.207 [ppm v Iso-valeric Acid
g 7342 190614 25417 6.771 | ppm L\ n-valeric Acid
7 8573 208510 26506 7443 | ppm n-caproic Acid
a 10.854 172556 336803 11.802 | ppm n-caprylic Acid
Total 833555 1380305

Anexo 29: Cromatograma muestra CA1-C.

SHMADZU

| Labsolutions  Analysis Report

=Sample Information>

Sample Hame : CB-C-UF
Sample ID : CB-C-UF
Diata Filename : CB-C-UF.ged

Method Filename : ACIDOS GRASOS 20 JUNIO 2023.gcm
Batch Filename  : Batch UF.gck

Wial # :8 Sample Type : Unknown
Injection Volume :1ul
Diate Acquired : 2262024 4:02:51 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed 212712024 10:52:40 AM Processed by : System Administrator
<Chromatogram=
ul
250000 5 o]
1 a
200000
150000
] @
] B
100000 o
3 gl & 2
50000 A 1 o =4
] AR h\
] 1 ~ om
D:_.|L LY B .
L LN Ry I B S e Sy DO B S ) N B S s S S N B ) M B B B B R S B S S B
0.0 25 50 75 'd.(}- 12].5 1;1' 0 %5 2{5.0
min
<Peak Table>
FID
|Peak#] Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark MName
1 3.808 624815 86022 40.285 | ppm & Acetic Acid
2 4824 197435 20407 B.084 |ppm W Propionic Acid
3 5.196 362770 40870 12.304 | ppm SV Iso-butyric Acid
4 5.087 1764804 241182 50.682 | ppm VM n-butyric Acid
g 6.496 431687 38641 15.008 | ppm W Isg-valeric Acid
5] 7.348 Q4487 11527 3.204 |ppm W n-valeric Acid
7 2.580 91483 10251 3.250 | ppm n-caproic Acid
a 10.852 195334 38328 13.360 | ppm n-caprylic Acid
Total ITE2E34 507828

Anexo 30: Cromatograma muestra CB-C.
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SHMADZY
: LabSolutions

<Sample Information>

Analysis Report

Sample Hame
Sample ID

Data Filename
Method Filzname
Batch Filename
Vial #

Injectiom Volume
Date Acquired
Date Processed

: CF1-AC-UF

: CF1-AC-UF

: CF1-AC-UF-U.ged

cACIDOS GRAaOS 20 JUNIO 2023.gcm
: Batch UF.geb
o5

Sl
: 22612024 2:27:53 PM
$ 22772024 10:50:28 AM

Sample Type : Unknown

Acquired by
Frocessed by

: System Administrator
: System Administrator

<Chromatogram>

uv

1500000+

1000000+

S98T

FiD

-
13
=
d 5 1';1' i) 1.5 Zdl.EI
min
<Peak Table>
FID1
[Peakd] Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Mame
1 3.538 3557122 500282 220.802 | ppm ] Acetic Acid
2 4.704 1328568 247655 54.401 |ppm W Propionic Acid
3 5.239 3832736 502784 134.358 [ ppm S Iso-butyric Acid
4 5.057 8324101 1481785 281.305 | ppm W n-butyric Acid
] 6.486 1671766 181282 54 651 |ppm Iso-valeric Acid
(i} 7.338 641605 05350 21.782 | ppm W n-valeric Acid
7 8.568 T3T485 10536868 26.157 | ppm n-caproic Acid
a 10.815 195026 30e42 13.401 | ppm W n-caprylic Acid
Total 20280370 305375
Anexo 31: Cromatograma muestra CF1-AC.
SHMADZU -
: Labsolutions  ANnalysis Report
<Sample Information>
Sample Hame : CF1-C-UF
Sample ID :CF1-C-UF
Data Filename CF1-C-UF.ged
Method Filename : ACIDOS GRASOS 28 JUNIC 2023.gcm
Batch Filename  : Batch UF - Copy (2).gch
Vial # 10 Sample Type : Unkniown
Injection Volume  :1ul
Date Acquired : 2/26/2024 5:25:36 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 2/27/2024 11:15:18 AM Frocessed by : System Administrator
<Chromatogram=>
uv
] ] FID1
125000 a5
100000
75000
00001 8
50000 a g
] @
] s 2
25000 J | - ' u~
| .___L__]L,y'q_‘r_..s,\_d_ i — A -
00 2|5 5!0 7.5 1 .0 1 .5‘ 1é i) .J5 Zdl.l]
min
<Peak Table>
FID1
Peaks] Ret Time Area Height Conc. Unit Mark Mame
1 3.62 2481 42614 20.242 | ppm Acetic Acid
2 482 724 11867 7.121 [ppm v Propionic Acid
3 5.20 1424 18014 T.878 |ppm W Iso-butyric Acid
4 5.08 1080154 120234 31.741 |ppm M n-butyric Acid
5 B8.50 182470 17881 10.307 | ppm W Iso-valeric Acid
8 7.348 28454 4175 2.237 | ppm W n-valeric Acid
7 8.580 28211 4245 2324 |ppm n-caproic Acid
a 10.952 145885 27782 25.920 |ppm n-caprylic Acid
Total 1027040 2568022

Anexo 32: Cromatograma muestra CF1-C.
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SHIMADZEU

: LabSolutions

<Sample Information>

Sample Hame
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename

. CF2-C-UF.ged
:ACIDOS GRASOS 20 JUNIO 2023 .gem
: Batch UF - Copy (2).gch
191

Analysis Report

Wial # : Sample Type : Unknown
Injection Volume @ 1ul
Date Acquired : 2/26/2024 5:50:54 PM Agquired by : System Administrator
Date Processed  : 2/27/2024 10:42:50 AM Processed by : System Administrator
<Chromatogram=>
uv
g FIo1
1500004 g
100000+
] e
] @
]
50000+
_ N
D—J i _‘IL_LIJ_L
0o 2|5 5!0
<Peak Table>
=[nk]
Peak#] Ret. Time Area Height Conc. Uni Mark Mame
1 3.610 303417 53087 24 877 | ppm Acetic Acid
2 4.826 a7es 14538 -B50 | ppm Propicnic Acid
5.200 14617 23263 -186 | ppm W Isc-butyric Acid
4 5.990 125124 15288 36.7688 |ppm WM n-butyric Acid
5 6.50: 23080 23604 12.545 | ppm W Iso-valeric Acid
5] 7.34 42670 8517 -505 | ppm W n-valeric Acid
7 8.58 77937 10482 419 [ppm n-caproic Acid
s 10854 115780 21636 20,508 [ppm n-caprylic Acid
Total 2264907 304073

Anexo 33: Cromatograma muestra CF2-C.

SHIMADZU

: LabSol

utions

<Sample Information>

Sample Hame
Sample ID

Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Vial #

Injection Wolume:
Diate Acquired
Date Processed

: CF2-AC-UF

- CF2-AC-UF

: CF2-AC-UF.ged

: ACIDOS GRASOS 28 JUNIO 2023.gcm

: Batch UF.gchk

:8 Sample Type
lul

© 2/26/2024 2:53:07 PM Acquired by

© 212712024 10:51:34 AM Processed by

Analysis Report

: Unknown

: System Administrator
: System Administrator

<Chromatogram>
uV
4 2 FID1
@
E w
500000+
1 ©
] 51 @
250000 -
1 -
] < -
] | =
] | ’F i [
M L ) R
T —
<Peak Table>
FID
Peak# Ret. Time Area Height Come. Uni Mark Name
3.576 1720685 250048 111.738 | ppm s Acetic Acid
4.707 530677 100 232 088 | ppm W Propionic Acid
5,230 1818214 226074 65535 | ppm Isc-butyric Acid
4 5.975 358387 634130 121.155 [ ppm v n-butyric Acid
E 6.487 77511 0120 26.951 | pprm Isc-waleric Acid
5 734 24822 346 419 | ppm v n-valeric Acid
7 8572 256840 77 117 | ppm n-caproic Acid
] 10.820 G775 o7 4 640 | ppm n-capnyic Acid
Tatal 8118413 1370770

Anexo 34: Cromatograma muestra CF2-AC.
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Anexo 35: Perfil de analisis TOC muestra CF1-AC.

Anexo 36: Perfil de analisis TOC muestra CF2-AC.

Anexo 37: Perfil de analisis TOC muestra BP2-NC.



Anexo 38: Perfil de analisis TOC muestra BP-C.

Anexo 39: Perfil de analisis TOC muestra CF2-C.

Anexo 40: Perfil de analisis TOC muestra CA1-C.



Anexo 41: Perfil de analisis TOC muestra BP1-NC.

Anexo 42: Perfil de analisis TOC muestra CF1-C.

Anexo 43: Perfil de analisis TOC muestra CB-C.
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