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Ingeniero Alvarez:
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del Trabajo de Graduacion, del estudiante ALLAN DANIEL GOMEZ FLORES, con
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Guatemala, 18 de noviembre 2011
RefEIQ.TG.292.2011
Ingeniero
Williams Guillermo Alvarez Mejia
DIRECTOR

Escuela de Ingenieria Quimica
Facultad de Ingenieria
Presente.

Estimado Ingeniero Alvarez:

Como consta en el Acta TG-158-2011-B-IF le informo que reunidos los Miembros
del Tribunal nombrado por la Escuela de ingenierfa Quimica, se practicé la
revision del informe final del trabajo de graduacién, para optar al titulo de
INGENIERQO QUIMICO al estudiante universitario, Allan Daniel Gémez Elores ,
identificado con carné No. 2007-14430, titulado: “COMPARACION DEL
RENDIMIENTO DE MADERA DE EUCALIPTO Y OLOTE DE MAIlZ, COoMO
BIOMASA RESIDUAL RICA EN HEMICELULOSA, PARA LA OBTENCION DE
XILITOL POR MEDIO DE FERMENTACION CON LEVADURA DEL TIPO
Saccharomyces cerevisiae ”, el cual ha sido asesorado por la Ingeniera
Quimica Hilda Palma de Martini.

Habiendo encontrado el referido informe final satisfactorio, se procede a
recomendarle autorice al estudiante Gémez Flores, proceder con los tramites
requeridos de acuerdo a normas y procedimientos establecidos por la Facultad
para su autorizacion e impresion.

Tribur@l auk|revisé el informe final
Del tralizjo de graduacisn

C.c.: archivo
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Ref.EIQ.TG.026.2012

El Director de la Fscuela de Ingenieria Quimica de Ia Universidad de San
Carlos de Guatemalg, luego de conocer el dictamen del Asesor y de los
Miembros del Tribunal nombrado por la Escuela de Ingenieria Quimica para
revisar el Informe del Trabgjo de Graduacién del estudiante, ALLAN DANIEL
GOMEZ FLORES fitulado: “COMPARACION DEL RENDIMIENTO DE MADERA DE
EUCALIPTO Y OLOTE DE MAlZ, como BIOMASA RESIDUAL RICA EN
HEMICELULOSA, PARA LA OBIENCION DE XiUToL POR MEDIO DE
FERMENTACION CON LEVADURA DEL TIPO Saccharomyces cerevisiae”,

Procede a la autorizacién del mismo, ya que reline el rigor, la secuencia, la

pertinenciay la coherencia metodolégica requerida.

Cc: Archivo
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DTG. 056.2012

El Decano de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, luego de conocer la aprobac‘ién por parte del Director de la Escuela de
Ingenieria Quimica, al trabajo de graduaciéon titulado: = COMPARACION DEL
RENDIMIENTO DE MADERA DE EUCALIPTO Y OLOTE DE MAIiZ, COMO BIOMASA
RESIDUAL RICA EN HEMICELULOSA, PARA LA OBTENCION DE XILITOL POR MEDIO
DE FERMENTACION CON LEVADURA DEL TIPO Saccharomyces cerevisiae,
presentado por el estudiante universitario Allan Daniel Gémez Flores, autoriza la

impresién del mismo.

IMPRIMAGSE:

Ing. Murphy‘

Guatemala, 6 de febrero de 2012.
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Acetil

Alcali

Anaerdbicamente

Arabiano

ATP

Bioconversién

Biomasa

GLOSARIO

Grupo funcional, radical acilo del acido acético.

Oxidos, hidréxidos y carbonatos de los metales
alcalinos, la mayoria actia como bases fuertes y

son muy hidrosolubles.

Término técnico que significa vida sin aire (aire
usualmente es oxigeno). Proceso en el cual
microorganismos descomponen material

biodegradable en ausencia de oxigeno.

Polimero de arabinosa que es un monosacarido de
cinco carbonos con un grupo aldehido por lo que
pertenece al grupo de las aldosas y dentro de este
al de las aldopentosas.

Trifosfato de adenosina o adenosin trifosfato
(adenosine triPhosphate).

También conocida como biotransformacion, refiere
al uso de organismos vivos para llevar a cabo
reacciones quimicas que serian mas costosas 0 no

factibles si se realizan no biolégicamente.

Materia organica originada en un proceso biolégico,
espontaneo o provocado, utilizable como fuente de
energia o materia prima para producir otros

compuestos quimicos.



Biosintesis

Biotecnoldgico

Candida tropicalis

Candida

parapsilosis

Carboxil

Cariogénico

Compost

Cristal

Formacion de sustancias en el interior de un ser
vivo, 0 en su exterior debido a su metabolismo;
proceso celular mediante el cual los organismos
vivos elaboran sustancias quimicas complejas a

partir de otras mas sencillas.

De la Biotecnologia, tecnologia desarrollada en un
enfoque multidisciplinario que involucra disciplinas
y ciencias como biologia, bioquimica, genética,
virologia, agronomia, ingenieria, fisica, quimica,

medicina y veterinaria entre otras.

Especie de levadura en el género Candida,

utilizada para produccion de biodiesel.

Especie de levadura en el género Candida, poco

utilizada para produccion de biodiesel.

Grupo carboxi o carboxilo, es un grupo funcional.
Las moléculas que contienen este grupo funcional
se llaman acidos carboxilicos o acidos organicos.,

generalmente son débiles.

Agente capaz de producir o inducir la produccion

de caries dental.

Llamado composta o compuesto (a veces también
se le llama abono organico) es el producto a partir
de desechos organicos que se obtiene de su

descomposicion.

Sdélido homogéneo que presenta una estructura
interna ordenada de sus particulas reticulares, sean
atomos, iones o moléculas, formados por la union

de particulas dispuestas de forma regular siguiendo

X



Fibrilar

Fitomasa

Galactano

Glucano

Glucosa

Hemicelulosa

un esquema determinado que se reproduce, en
forma y orientacion, en todo este y que crea una

red tridimensional.

Material constituido de fibra, ésta es compuesta por

polimeros de alto peso molecular.
Materia viva vegetal.

Polisacarido  (polimero de  monosacaridos)
constituidos exclusivamente de mondmeros de
galactosa. Pueden ser lineales o ramificados. La
galactosa es un azlcar simple o monosacarido

formado por seis atomos de carbono o hexosa.
Polimero de glucosa.

Monosacarido con férmula molecular igual que la
fructosa pero con diferente posicion relativa de los
grupos -OH y O=. Es una hexosa, es decir, que
contiene 6 atomos de carbono, y es una aldosa,
esto es, el grupo carbonilo esta en el extremo de la
molécula. La aldohexosa glucosa posee dos
enantiomeros, L y D, la D-glucosa es predominante

en la naturaleza.

Heteropolisacarido formado por un conjunto
heterogéneo de polisacéaridos y por un solo tipo de
monosacaridos unidos por enlaces 3. Consiste en
polimeros de pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas
(glucosa, manosa, galactosa), y acidos urénicos
(glucuronico, galacturonico). Forma parte de las
paredes de las diferentes células de los tejidos del
vegetal, recubriendo la superficie de las fibras de

Xl



Heteropolimero

Hexosas

Hidrolisis

Hidrolizado

Hidroximetilfurfural

HPLC

Intracelular

IUPAC

Lejia negra

celulosa. Se caracteriza por ser una molécula con
ramificaciones, como lo es el &cido urénico, capaz
de unirse a las otras moléculas mediante enlaces
que constituyen la pared rigida que protege a la
célula de la presion ejercida sobre esta por el resto

de las células que la rodean.

Polimero compuesto por mas de un tipo de

mondémero.

Monosacaridos formados por una cadena de seis
atomos de carbono. Su férmula general es
CeH1206. Las mas importantes desde el punto de

vista biologico son: glucosa, galactosa y fructosa.

Rompimiento al azar de los enlaces que componen
un polimero para obtener sus monomeros, ya sea

por la accién de un acido, base o enzima.

Producto de la hidrdlisis, soluciébn con gran

cantidad de monémeros de un azlcar.

HMF o 5-(hidroximetil)furfural, es un aldehido y un
furano formado durante la descomposicion térmica

de las pentosas.

Cromatografia liqguida de alta eficiencia (high

performance liquid chromatography.)
Propio o relativo al interior de una célula.

Union internacional de quimica pura y aplicada

(international union of pure and applied chemistry).

Licor (o lejia) recuperado tras la separacion de la

pasta quimica de otros productos disueltos

Xl



Lignina

Lignocelulosa

Manano

ME

Metoxil

Mezcla racémica

Microfibrilla

resultantes del proceso de coccibn en la

elaboracién de papel, contiene lignina y residuos.

Polimero natural complejo y aromatico del que
existen muchos polimeros estructurales. Después
de los polisacaridos, la lignina es el polimero
organico mas abundante en el mundo vegetal, es la
Gnica fibra no polisacarido que se conoce.
Proporciona resistencia al ataque de los
microorganismos, impidiendo la penetracion de las
enzimas destructivas en la pared celular, y del
ataque de un acido o base. La molécula de lignina
presenta un elevado peso molecular, que resulta de
la unién de varios acidos y alcoholes fenilpropilicos
(cumarilico, coniferilico y sinapilico); es insoluble en

acidos y soluble en alcalis fuertes.

Combinacién de celulosa, lignina y hemicelulosa.
La celulosa y hemicelulosa, estan estrechamente

unidos a la lignina.

Polisacéarido, polimero del azicar manosa. La
manosa es una aldosa, es decir su grupo quimico

funcional es un aldehido en el carbono 1.
Madera de eucalipto.

grupo funcional o radical consistente en un grupo

metilo unido a un oxigeno.

Mezcla con distintos tipos de compuestos,

azucares en este caso.

Generalmente compuestas de celulosa, conforman

la pared celulular primaria de una celula vegetal.
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NAD*

NADH

NADP*

NADPH

oM
PEF

Pentosa, pentosano

Polialcohol, poliol

Son cilindros de diametro aproximado de 250A y
largos. Las microfibrillas de celulosa se encuentran
atadas por carbohidratos no fibrilares a los que se

denomina genéricamente hemicelulosa.

Forma oxidada de la enzima dinucledtido de
nicotinamida y adenina (nicotinamide adenine
dinucleotide), agente oxidante aceptor de

electrones.

Forma reducida de la enzima dinucleétido de
nicotinamida y adenina (nicotinamide adenine
dinucleotide), agente reductor donante de

electrones.

Forma oxidada de la enzima fosfato dinucleétido de
nicotinamida y adenina (nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate).

Forma reducida de la enzima fosfato dinucleé6tido
de nicotinamida y adenina (nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate).
Olote de maiz.
Porcentaje de eliminacién de furfural.

Monosacarido formado por una cadena de cinco
atomos de carbono. Como en los demas
monosacaridos aparecen en su estructura grupos
hidroxilo. Ademas, también pueden llevar grupos
ceténicos o aldehidos. La férmula general de las

pentosas es CsH100s.

Denominados también como azlcares alcohdlicos.
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Polisacaridos

Poliuronidos

PPP

Presion osmética

Redox

Se caracterizan por ser una familia de compuestos
guimicos organicos con sabor dulce, se consideran
carbohidratos hidrogenados cuyo grupo carbonilo
(aldehido, cetona, azucar reductor) ha sido
reducido a un grupo hidroxilo primario o secundario
(es decir a un alcohol). Los azucares alcohdlicos
poseen la formula general HHCHO),+1H, mientras
que los azucares tienen H(HCHO),HCO. Se
emplean en numerosas aplicaciones alimentarias
como edulcorantes en substitucion del azlcar
(sucrosa). Los polialcoholes poseen contenidos
caloricos muy bajos y su poca fermentabiliad hace

gue no contribuyan a las caries.

Moléculas formadas por la uniébn de una gran
cantidad de monosacaridos, son polimeros de peso

molecular muy elevado.

Homopolisacéaridos (solo un tipo de poliscarido)
formados por unidades de acidos urdnicos,

generalmente estructurales.

Via metabdlica pentosa fosfato (pentose phosphate

phatway) de azlcar hacia alcohol.

Presion que se debe aplicar a una solucion para
detener el flujo neto de disolvente a través de una

membrana semipermeable.

Reaccion de reduccion-oxidacion, oxido-reduccion,
o simplemente reaccién redox, es toda reaccion
guimica en la cual existe una transferencia
electronica entre los reactivos, dando lugar a un

cambio en los estados de oxidacion de los mismos

XV



Saccharomyces

cerevisiae

Xilano

Xilitol

Xilosa

con respecto a los productos.

Hongo unicelular, un tipo de levadura utilizado
industrialmente en la fabricacion de pan, cervezay
vino. Se reproducen de forma asexual por

gemacion.

Polisacéarido constituido por una cadena lineal de
residuos de xilosa, diversas ramificaciones vy
sustituciones, componente mayoritario de la
hemicelulosa. La cadena consta de 30-100
unidades de B-D-xilopiranosa con enlaces 1,4-
glicosidicos. Algunos xilanos también presentan
arabinosa, glucosa, galactosa y glucuronato en

ramas laterales unidas al C3 de la xilosa.

Azucar alcohol (poliol) utilizado como sustituto de
origen natural del azicar comun. Se encuentra en
las fibras de varias frutas y vegetales, cerezas,
hongos, entre otras. Equivalente a la sucrosa en
dulzura con solo dos terceras partes de contenido

energético y no cariogénico.

Azlcar aislada de la madera, clasificada como un
monosacarido del tipo aldopentosa, de cinco
carbonos e incluye un grupo funcional aldehido.
Debido a su grupo carboxil libre es un azucar
agente reductor. Su reduccion con hidrogenacién
catalitica produce xilitol y su degradacion
catalizada por acido origina HMF vy furfural, un
solvente especial en la industria y precursor de

polimeros sintéticos.
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RESUMEN

Se obtuvo xilitol a partir de los hidrolizados de biomasa residual de
origen agricola, olote de maiz, y forestal, madera de eucalipto, por medio de
fermentacién con levadura del tipo Saccharomyces cerevisiae. Para llegar al
producto deseado se aplicé a la biomasa tratamientos fisicos, quimicos y
bioldgicos. El tratamiento fisico, consistié en la reduccion de tamafio a un

rango de tamiz establecido.

El tratamiento quimico se realiz6 en un pequefio reactor de acero
inoxidable. Acido sulfirico se agregé en 1, 2 y 3% masa-acido/masa-total,
segun el caso, se calenté en el reactor hasta 110 y 120°C, segun el caso,

durante 20 minutos, se ajusto el hidrolizado a pH 5y se filtro.

Posteriormente se desintoxico el hidrolizado con carbon activado y
luego se filtro, por ultimo se tratd biologicamente el hidrolizado, se afadio
levadura, previamente cultivada anaerdbicamente y adaptada en un medio
con D-xilosa, nutrientes y pH 5, luego se ferment6 a 28°C por 30 y 48 horas,

segun el caso, teniendo condiciones de oxigeno limitado.

Para la madera de eucalipto se obtuvo el mayor rendimiento de
0,4380xiito/Oxilosa €N 30 horas al tratar la biomasa con 3% de acido a 110°C.
Para el olote de maiz se obtuvieron 0,1200yiitl/9xilosa €N 30 horas al tratar la

biomasa con 1% de acido a 120°C.
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OBJETIVOS

General

Aprovechar desperdicios de biomasa ricos en hemicelulosa, de madera
de eucalipto y olote de maiz, de los cuales se obtiene el xilitol, producto de la

fermentacién de sus hidrolizados

Especificos

1. Determinar el rendimiento de la madera de eucalipto para producir
xilitol, a partir de sus hidrolizados, por medio de fermentacioén con S.
cerevisiae.

2. Determinar el rendimiento del olote de maiz para producir xilitol, a
partir de sus de sus hidrolizados, por medio de fermentacion con S.

cerevisiae.

3. Comparar rendimientos para concluir la mejor de las dos biomasas

utilizadas para produccién de xilitol por fermentacion.
4. Establecer un procedimiento basico, disponible a mejoras, para
obtencién de xilitol por fermentacién a partir de biomasa residual rica

en hemicelulosa.

5. Establecer el efecto del tiempo de fermentacion en el rendimiento.

XIX



HIPOTESIS

Investigacion

Es posible obtener xilitol a partir de fermentacion de los hidrolizados de

madera de eucalipto y el olote de maiz.
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INTRODUCCION

La actividad industrial, agricola y forestal, entre otras, genera
desperdicios o residuos que generalmente se pueden y deben reciclar; en el
caso los residuos de madera y verduras son materiales, liquidos y soélidos,
que no tienen calidad suficiente para otras aplicaciones de importante
consumo y uso humano, a menos que se trate de razones energéticas. El
mayor enfoque actual, para utilizar los desechos agricolas y forestales ha
sido entonces generar biocombustibles, aunque existe gran conjunto de
soluciones alternativas para ese tipo de desechos; asi rara vez se utilizan

para obtener productos alimenticios.

El xilitol es un poliol de origen natural, compuesto por cinco &tomos de
carbono, el cual tiene el equivalente en dulzura de la sacarosa. Fue
desarrollado en 1970, es relativamente caro pero atractivo, debido a sus
propiedades beneficiosas, también usado como endulzante, especialmente
para confiteria en bajo contenido de azlcar debido a que es no cariogénico y
para uso en productos para diabéticos. Su férmula quimica es CsH;,05 y con

masa molecular de 152,15 g/mol.

Es producido comercialmente por conversion enzimatica o reduccion
guimica con catalizador, de hidrolizados de precursores ricos en xilosa, tales
como astillas de madera de abedul. Generalmente, en la industria es
manufacturado por la hidrogenacion de la xilosa con catalizador de niquel, el
uso de catalizador metalico hace al proceso contaminante y de elevado
precio. Por esta razén existe la opcion para la industria, de un proceso
biotecnolégico para el uso de la xilosa proveniente de los hidrolizados de

residuos forestales y agricolas.
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Actualmente se tiene buena comprension sobre el contenido de los
desechos agricolas y domésticos, se sabe que estan constituidos
principalmente de lignocelulosa, hemicelulosa y celulosa, la hemicelulosa
esta formada por hexosas y pentosas, en este caso se tiene mayor interés
en el contenido de pentosas. La levadura consume fuentes de carbono para
su metabolismo, tal como lo son la glucosa y sacarosa, es popular el uso de
levadura para producir etanol a partir de residuos azucareros y muy llamativo
pues econdémicamente es factible. Por tanto, la levadura puede consumir
otras fuentes de carbono, obteniendo productos que pueden ser de interés y

distintos al etanol.

En este trabajo se utilizd S. cerevisiae natural para realizar la
fermentaciéon de la xilosa a xilitol. La S. cerevisiae se adaptd con oxigeno
limitado a un medio solamente de D(+)-xilosa como Unica fuente de carbono,
con la intencion que ésta utilice dicha azicar como principal fuente de
alimento. El &cido sulfarico permite romper las cadenas de xilano en la
hemicelulosa dejando en solucion liquida la xilosa del xilano. Se esper6 que
a mayor cantidad de acido sulfdrico, mayor xilosa se hidrolizase, ademas se
esper6 presencia de glucosa en el hidrolizado, asi se manipulé la cantidad
en porcentaje de acido utilizado para hidrélisis y el tiempo de fermentacion.

Los resultados esperados se hallaron y se demuestra, generalizando,
gue a mayor cantidad de acido mayor cantidad de xilosa se hidroliza de la
biomasa, y esta xilosa a mayor tiempo de fermentacion mas cantidad de
xilitol produce; por supuesto esta disponible la investigacion para hallar los

maximos y optimos de cantidad de acido y tiempo de fermentacion.
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1. ANTECEDENTES

Estudios sobre la produccion de son a nivel laboratorio, mientras que
los productores industriales de xilitol poseen sus propias técnicas
industriales confidenciales. Se citan, desde la bibliografia de este trabajo, los

estudios relevantes para la elaboracién del experimento.

En el articulo cientifico titulado produccién de xilitol a partir de
levaduras nativas colombianas, por Vanegas Cordoba, Isleny Andrea; Yepez
Pérez, Maria del Socorro y Ruiz Villadiego, Orlando Simén; se realizd la
busqueda de microorganismos nativos colombianos con potencial para la

produccion de xilitol.

Se aislaron 25 especies de levaduras identificando el 84% con el kit
APl 20C-AUX, Candida kefyr, C. tropicalis y C. parapsilosis presentaron la
mayor capacidad para degradar la xilosa, estos luego fueron seleccionados
para evaluar su capacidad productora de xilitol. También se realizaron
cultivos de levadura discontinuos en matraces agitados a 200rpm y 35°C por
30 horas, en un medio sintético de xilosa como fuente de carbono, el
consumo de xilosa y produccién de xilitol se evaluaron por cromatografia de

capa fina y de alta resolucion.

Los rendimientos maximos se lograron con Candida kefyr y C. tropicalis,
Ypis de 0.5 y 0.43 g/g respectivamente, utilizando una concentracion inicial
de 20 g/l de xilosa.

En el articulo cientifico titulado aprovechamiento del bagazo de cafia

en la produccion biotecnologica de xilitol por Candida parapsilosis, por



Rodriguez Duran, Nadia Adelina, et al; se utilizO bagazo subproducto del
proceso de extraccion de azucar, asi como la levadura Candida parapsilosis
(NRRL Y-2315) en la produccién de xilitol. Se determinaron las condiciones
Optimas de desintoxicacion de los hidrolizados de bagazo de cafa
concentrados para la eliminacion de la mayor cantidad de inhibidores del

crecimiento microbiano sin afectar la concentraciéon de azUcares.

Se elaboré un disefio multifactorial fraccionado con tendencia central
para determinar el efecto de la concentracion de carbén activado, pH inicial y
duracion del tratamiento a 45°C y 150 rpm, sobre el porcentaje de
eliminacion de furfural (PEF).

El modelo estadistico predice adecuadamente el PEF y que las
condiciones Optimas para la desintoxicacion son pH 3,8, 58,4 min y carbén
activado 1/30 obteniéndose un valor de PEF de 99,95%, conservandose
concentraciones de 48,3, 3,6, 6,9 y 3,9 g/L de xilosa, glucosa, arabinosa y
acido aceético, respectivamente, lo cual significa una baja concentracion de
furfural (0,0033 g/L) con un elevado porcentaje de recuperacion de azucares
(90,38 %).

La mayor produccion de xilitol se obtuvo con 60 g/L, pH 6 y 26°C, y la
mayor formacion de biomasa con 15 g/L, pH 5 y 26°C, los factores que
tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre el rendimiento en
xilitol fueron concentracién inicial de xilosa, temperatura, interaccion entre

xilosa inicial-pH y pH-temperatura

El articulo cientifico titulado a rare sugar xylitol. part I: the biochemistry
and biosynthesis of xilitol, por Birger Granstrd, Tom; lzumori Ken y Leisola,
Matti; se concentra en la bioquimica de la biosintesis de xilitol y los
problemas relacionados al balance redox intracelular, se evaluo los efectos

gue tiene la restriccion de oxigeno en la reduccion microbiana de D-xilosa a



xilitol, por cepas de Saccharomyces cerevisiae, metabdlicamente modificada,
y Candida; la cepa Candida tuvo ventaja sobre la S. cerevisiae
metabdlicamente modificada en términos de la toma de D-xilosa y

mantenimiento del balance redox intracelular.

La disponibilidad de oxigeno es un factor importante en términos de
produccion de xilitol a partir de D-xilosa, bajo condiciones de oxigeno
limitado, la fosforilacion oxidativa no fue capaz de volver a oxidar todo el
NADH generado; por lo tanto, la concentracion intracelular de NADH se
incrementd resultando en acumulacién de xilitol. Cabe mencionar que es
para limitacion de oxigeno, es decir condiciones semi anaerobias pero no

anaerobias o completamente aerobio.

En el articulo cientifico titulado effect of phosphate buffer concentration
on the batch xylitol production by Candida guilliermondii, por Cortez, D.V. y
Roberto, I.C.; se utiliz6 un medio complejo, hidrolizados lignocelulésicos. El
inoculo se prepar6 en un Erlenmeyer de 125ml con 50ml de medio de xilosa
30g/1, glucosa 5g/l, (NH4).SO4 3g/l, CaCl,-H,0 0,19/l y 20%v/v de extracto de
arroz. pH de medio se ajusté a 5,3 afladiendo NaOH, la levadura se cultivo
por 30 horas. Se evalu6 el efecto de concentracion del buffer fosfato en el
crecimiento y produccién de xilitol por Candida guilliermondii FTI 20037. Las
fermentaciones fueron llevadas a cabo en forma batch, utilizando

earlenmayers de 100ml en un medio semisintético.

Al medio se le afiadio buffer fosfato en diferentes concentraciones,
desde 200 a 600mmol/l. Ypsy Qp fueron mejoradas cuando el medio de
fermentacién tuvo 600mmol/l de buffer fosfato. Bajo estas condiciones se
obtuvo un Yps de 0,75g/g y Qp de 0,669/I-h. Mientras que en ausencia del
buffer Yp;s de 0,52g/g y Qp de 0,449/l-h.



La solucion buffer fosfato promovié una control mas facil del pH durante
la agitacion de los frascos de fermentacién. Ademas, el rendimiento de xilitol
y la productividad fueron significativamente mejorados al afadir al medio
fosfato de potasio. Esto se puede deber al efecto osmaético en la célula y

control de pH de la solucién.

En el articulo cientifico titulado optimization of fed-batch fermentation
for xylitol production by candida tropicalis, por Kim, J.H., et al; se utilizd
Candida tropicalis ATCC 13803, dos substratos en el medio para
fermentacion, la glucosa para crecimiento celular y xilosa para la produccion
de xilosa, la levadura se mantuvo en un medio de 109/l extracto de levadura,

20g/l de bactopentona, 50g/I de xilosa, 159/l de agar.

El medio de in6culo se tuvo con la misma composicion que el de
mantenimiento pero se agregaron 20g/l de glucosa y 60g/l de xilosa, al
medio de fermentacion se le afiadié 30g/l de glucosa y 100g/l de xilosa, se
ferment6 batch 1L de solucion en un fermentador de 3,5L KoBiotech; durante
la fermentacion el oxigeno se mantuvo a 1% y pH 6, asi como la

cuantificacion de las azucares por HPLC con IR.

Cuantificado el etanol por cromatografia de gases y un detector
ionizador de flama, se determinaron concentraciones Optimas de xilosa de
100g/l xilosa, xilosa con xilitol menos de 200g/l, fueron Optimas para
produccion de xilitol, probablemente por un incremento en la presion
osmotica que interfiere con el transporte de xilosa, flujo de xilitol para
secrecion del metabolismo de la célula. La fermentacién batch optimizada
resulté en 187¢g/l de concentracion de xilitol, 0,750xiitol/Oxilosa €N rendimiento
de xilitol, y 3,90iito/l-h €n productividad volumétrica.



2. MARCO TEORICO

2.1. Biomasa

El término biomasa en realidad es un tanto engafioso pues es muy
general, en esta investigacion no se referira a la biomasa como proteinas,
lipidos, y otros compuestos bioldgicos, sino que se referirh como recursos
basados en plantas, incluyendo madera, cultivos y residuos agricolas, pastos
y componentes de estas fuentes, siendo la biomasa, en esta investigacion,
un término de “fotomasa” 6 “masa fotosintética”, pues se origina a partir de la

fotosintesis.

Decir que la biomasa es un material emergente y fuente de quimicos
quiza parezca redundante porque la madera ha sido utilizada como un
material y como una fuente de quimicos, desde siglos atras; en la actualidad
se piensa que la biomasa es un material emergente, sin embargo, la
definicibn de emergente es, aumentar, volverse notable y evolucionar; en
este sentido, la biomasa como fuente de material y quimicos esta todavia

emergiendo, desde 1990, y probablemente continuara asi en el futuro.

Generalmente, la biomasa es sinénimo de compost y energia
(biocombustibles). La biomasa energética se puede clasificar segun criterios
de, origen, composicion, contenido en humedad, entre otros. Segun el origen
de la biomasa se pueden distinguir dos grandes grupos de biomasa, de

origen residual y cultivos energéticos.

Cerca de la década de 1920, la industria casi completamente se basoé

en la biomasa y del carbon como fuente de materiales y quimicos, “a inicios



del siglo XIX surgio el petroleo, el cual desde ese entonces, se convirtio en la
mas grande fuente de quimicos y materiales plasticos; al mismo tiempo
estaban surgiendo tecnologias de metales modernos, vidrio y quimicos, para
obtener materiales como acero alto en carbodn, acero inoxidable, aleaciones
con aluminio y organometales, mientras que el campo de los materiales

derivados de biomasa estaba disminuyendo” *

, pues los nuevos materiales
son mas baratos de producir y a veces mas resistentes de lo que son los

productos obtenidos biotecnolégicamente.

La Segunda Guerra Mundial, el embargo de petrdleo en la década de
1970, y la guerra de Iraq de 1990 a 1991, incrementd la demanda de los
paises en vias de desarrollo para tener materiales modernos, cambios en la
economia de materiales competitivos, el deseo de la no dependencia de
combustibles fosiles en la década del 2000, un re despertar por el ambiente
y un interés global en el reciclaje; causaron un renovado interés en la

utilizacién de la biomasa.

Se cuenta con el ejemplo de Brasil, Europa, Asia y Estados Unidos, por
el interés y avances en el uso de la biomasa; por tanto Guatemala, pais rico
en produccién de frutas, verduras y madera, puede aprovechar este gran
potencial y producir ya sea biocombustibles o quimicos a partir de la gran
variedad de biomasa; asi que después de cientos de afios, con la ayuda de
la Ingenieria Genética, la biomasa es otra vez una fuente emergente de

materiales y quimicos.

! ROWELL, Roger M. Emerging technologies for materials and chemicals from biomass. p. 11.
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2.1.1. Biomasa residual

La biomasa de origen residual es la que se genera, en su mayoria, en
las actividades de produccion y transformacion en los sectores agricola,
forestal e industrial, son residuos porque carecen de valor econémico en el
contexto en el que se generan, ya sea en las actividades desarrolladas
dentro del “sector primario (residuos agricolas, ganaderos y forestales),
secundario (residuos que se generan en las industrias transformadoras de
las materias primas primarias) o terciario (residuos producidos por el
consumo humano, como la fraccion organica de los residuos urbanos, aguas

residuales y aceites de fritura)”. 2

2.1.2. Biomasa forestal residual

La biomasa forestal residual, es la generada por la explotacion de los
bosques, como los residuos de ramas, hojas, tocones y raices, corteza,
aserrin y virutas, limpias de los bosques, entre otros, también dentro de este
grupo se incluyen los residuos forestales industriales procedentes de las
industrias papeleras y de pasta de papel, como las lejias negras ricas en

lignina.

2.1.3. Biomasa agricola residual

o Restos de poda, levantamiento de cultivos (plantas viejas), de olivos,
frutales, vifiedos.
o Cereales, cultivos horticolas, cultivos industriales, como la paja de

cereal y el bagazo de maiz.

o Estiércol
o Industria azucarera (melazas, bagazos)
o Industria del café (marros, cascarilla)

> GARCIA PRADO, Maria. Biorrefinerias: situacion actual y perspectivas del futuro. p. 13.
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o Elaboracion de cerveza y malta (bagazo, grano residual)

o Elaboracion de vino
o Elaboracion de frutos secos (cascaras y pieles)
2.1.4. Cultivos energéticos

Son cultivos que se destinan, en forma exclusiva, para la produccién de
energia, ya sea que se queme 0 que se utilice para elaboracion de
biocombustibles, generalmente, éste es el fin para la biomasa residual y

cultivos energéticos.

2.2. Composicion y estructura de la biomasa forestal y agricola

Estan compuestas en su mayoria de polisacaridos de elevado peso
molecular, se emplean en la produccion de biocombustibles sélidos con fines
térmicos y/o eléctricos y para la produccion de los denominados

biocombustibles de segunda generacion.

Existen varios tipos diferentes de biomasa lignocelulésica, incluyendo
residuos agricolas, cultivos herbaceos, arboles de madera dura y coniferos
(madera suave), y residuos solidos municipales, estos tipos de biomasa
exhiben un amplio rango de susceptibilidades al pretratamiento y
sacarificacion debido a sus diferencias estructurales y composicion. Asi,
previo al describir el proceso de pretratamiento, se debe proporcionar los
conocimientos de la estructura fisica y composicion quimica de los
materiales lignocelulésicos; el enfoque se mantiene en los materiales

herbaceos de fruta y de madera.®

Los materiales agricolas y forestales, estan compuestos mayormente

de celulosa, hemicelulosa y lignina, pero también contienen cenizas y otros

* HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production. p. 293.
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llamados materiales extrafios, es dificil establecer una composicion estandar
para la biomasa forestal y agricola, pues varia segun el tipo de arbol,
madera, verdura, fruta, etcétera. Tipicamente se puede establecer una
composicion de materiales lignocelulésicos representativos. Se presenta a

continuacion

Tabla I. Composicién de biomasa representativa
Biomasa Hemicelulosa | Celulosa | Lignina | Otros | Extractivos
(%) (%) (%) (%) (%)

Residuos 32 38 17| 13 :
Agricolas
Madera Dura de
ciclo corto y 23 50 22 - 5
poco utilizadas
Cultivos
herbaceos 30 45 15 10 -
Energéticos

Fuente: HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production. p. 294

La celulosa es el mayor componente, seguido por la hemicelulosa y
lignina; la fraccion de papel de los desechos sélidos municipales es
compuesta mayormente de celulosa, la madera dura es principalmente
compuesta, aproximadamente, de 50% celulosa (seca), 23% hemicelulosa y
22% lignina. Los materiales herbaceos y residuos agricolas contienen, de
alguna manera, alta proporcién de hemicelulosa (30-33%) relativa a la
celulosa (38-45%) y bajos niveles de lignina (10-17%), “la composicion y
cantidad de compuestos extrafios varia ampliamente entre los distintos tipos
de biomasa, los componentes extrafios abarcan extractivos, no extractivos,

grasas, aceites, proteina, y ceniza”. *

* HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production. p. 294.
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Los extractivos son compuestos solubles en agua o solventes
organicos, en biomasa forestal incluyen terpenos (alcohol isopropeno y
cetonas), resinas (grasas, acidos grasos, alcoholes, resinas acidas, y

fitoesteroles) y fenoles (principalmente taninos).

Los no extractivos son principalmente compuestos inorganicos tales
como carbonatos alcalinotérreos y oxalatos, tanto como algunos materiales
que no son de la pared celular, como almidones, pectinas y proteinas.
Cristales de silice no extractiva son abundantes en materiales herbaceos

pero no en especies de madera.

Tabla Il. Composicién de madera dura, eucalipto, y madera suave
Hemicelulosa Celulosa (%) Lignina (%)
(%)
Madera dura
(angiospermas), 23 50 22
Eucalipto

Madera suave

) 25-35 45 - 50 25-35
(gimnospermas)

Fuente: HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production. p. 294

Tabla lll. Composicion de residuos del maiz
Residuos de % total de azUcares
maiz Xilosa Arabinosa Glucosa Otros

Mazorca 65,1 9,6 25,3 -
(Olote)

Hojas 59,0 9,4 29,1 2,5
Tallo 70,5 9,0 14,5 5,9
Cascara 53,5 12,3 32,6 1,6
Médula 71,5 9,8 15,7 3,0
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Continuacion tabla Il

Fibras 63,8 6,6 26,8 2,8

Fuente: FLICKINGER, Michael C.; DREW, Stephen W. Encyclopedia of bioprocess

technology - fermentation, biocatalysis, and bioseparation. p. 1392

2.2.1. Celulosa

La celulosa es un polimero lineal de unidades de D-glucosa anhidros,
unidas por enlaces [3-1,4-glucosidicos, la celulosa natural existe como un
cristal fibroso con la llamada estructura de enrejado celulosa-I; sin embargo,
la celulosa-l es convertida a celulosa-1l por métodos fisicoquimicos tal como
la absorcion intercristalina, los cristales de celulosa (celulosa-1 o celulosa-Il)
estan organizados en un compactado de microfibrillas cristalizadas, de un
ancho de 35-40A y cerca de 500A de largo.

Un modelo muy aceptado de la estructura de cristal de la celulosa es el
modelo de cadena plegable, figura 1, en la cual segmentos del polimero
lineal de celulosa estan plegados hacia atras, y asi sucesivamente a lo largo

del eje mayor del cristal fibrilar para conformar microfibrillas individuales.

Figura 1. Estructura de la celulosa
N Cellulase CHLOH ]
w\ Q\ 4
\\O
aH
- Cellulose -

FPalymer of 3-(1-43-0- glyco pyranosyl units

Fuente: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/learning-

center/carbohydrate-analysis.html#Cellulose. 15 nov. 2011
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2.2.2. Lignina

La lignina es un polimero de dificil degradacion, esta compuesta por
acidos fenilpropanoico, polimerizados en una compleja estructura
tridimensional, mondémeros individuales estan unidos por uniones éter y
carbon-carbon, figura 2. La lignina se forma por un mecanismo de
polimerizacién radical libre y tiene, por tanto, una estructura al azar y sin
orden, “se cree que la lignina y la hemicelulosa constituyen un escudo
efectivo alrededor de las fibras de celulosa, lo cual afiade fuerza estructural
a la matriz de biomasa; es posible que enlaces covalentes existan entre la

hemicelulosa y lignina, pero esto es adn incierto”. °

La cantidad de lignina en madera suave (25-35%) es apreciablemente
mayor que en la madera dura (18-25%), y que las especies herbaceas y los
residuos agricolas (10%-20%); mientras mas cantidad de lignina exista en la
biomasa, mas dificil es para esta susceptible a los ataques enziméaticos de

los microorganismos, e hidrdlisis con acido o alcali.

® HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production. p. 295.
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Figura 2. Estructura de la lignina

Fuente: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/analytical-

enzymes/enzymes-for-aer.html#lignin_related_enzymes. 15 nov. 2011.

2.2.3. Hemicelulosa

La hemicelulosa es una cadena mas corta de polisacaridos amorfos de
celulanos y poliuronidos. Los celulanos son heteropolimeros compuestos por
hexosas (manano, galactano y glucano) y pentosanos (xilano y arabiano).
Los poliuronidos son similares a los celulanos, pero con cantidades
apreciables cantidades de acido hexuronico (glucurénico, galacturénico), y
menor cantidad de grupos metoxil, acetil y grupos libres de carboxil. El xilano
y glucomanano son los carbohidratos dominantes que componen la

hemicelulosa, “la hemicelulosa de madera dura contiene, principalmente,
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xilano, mientras que, la hemicelulosa de madera suave contiene,

principalmente, glucomanano”.®

Por lo tanto la hemicelulosa es gran fuente de xilanos, que son los que
se pueden fermentar para obtener el xilitol, la materia prima tiene que ser de
mayor contenido en hemicelulosa, podria ser entonces limitada a residuos
agricolas y madera. El xilano es un polisacéarido constituido por una cadena
lineal de de xilosa y diversas ramificaciones y sustituciones; especificamente

la xilosa es la que se fermenta a xilitol.

Figura 3. Estructura de la hemicelulosa

OH

oH OH

. —
}{ylanase\_ﬂ OH o
TN
o O
OH
o o

. OH
OH

Xylan Hemicellulos e

L OH
Polymer of 8-(1-43-D-xylopyranosyl units

Fuente: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/learning-

center/carbohydrate-analysis/carbohydrate-analysis-ii.html. 15 nov. 2011

® HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production. p. 295.
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2.3. Tratamientos a la biomasa

Muchos quimicos simples y polimeros pueden ser producidos por
modificacion quimica o por fermentacion de la hemicelulosa, asi también
como de la celulosa, lignina y almidon, pero a mediano y largo plazo, la
conversion de biomasa hemicelulésica a xilitol usando microorganismos, y

otros sistemas bioldgicos, es mas atractiva.

La biomasa agricola y principalmente la forestal son dificiles de tratar,
como anteriormente se ha explicado, estas constan de lignina, dificil de
degradar, para convertirlas en azucares fermentables como la xilosa (D-
xilosa o L-xilosa) o glucosa, es necesario realizar pretratamientos, previos a
la fermentacion, para que se rompa la lignina permitiendo tener acceso a la
celulosa y a la hemicelulosa, la hemicelulosa, en este caso, es la Unica gran
fuente de xilanos en la biomasa a utilizar, los xilanos son los que daran

origen a la xilosa que es fermentada a xilitol.

Asi los xilanos, quimicos intermedios ricos en grupos hidroxilo, surgen
a partir de la hemicelulosa, de esta manera los materiales hemiceluldsicos

pueden ser descompuestos en xilanos.
2.3.1. Tratamiento fisico
Es un pretratamiento a la biomasa, todo proceso de tratamiento
envuelve un paso inicial mecanico o fisico, en el cual la biomasa es reducida

mediante una combinacion de trituracion, astillado, molienda o fresado. Aqui

se busca reducir lo mas posible el tamafio de la biomasa sélida.
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Las astillas, o chips de biomasa tienen una dimensién caracteristica de
1-3 cm, las astillas luego se pueden, preferiblemente, “moler o fresar para

llevarla a una dimensioén de 0.2-2.0nn”. ’

Mientras mas pequefio se desea el tamafio de la particula, mas energia
se debe gastar en las maquinas pero en parte es bueno pues aumenta la
superficie de contacto para el tratamiento con acido, dando un aumento en la
cantidad de azucar que se hidroliza de la biomasa, claro es que existe un

tamafo de particula 6ptimo para el proceso.

Algunos investigadores han concluido que el proceso de molienda,
especialmente la molienda con bola vibratoria, incrementa la reactividad de
la celulosa y hemicelulosa al reducir su cristalinidad, ademas de incrementar

la superficie de area externa que se expone al acido.

2.3.2. Hidrélisis con acido

Este es un pretratamiento quimico, su objetivo es romper la estructura
de la fibra de lignocelulosa (lignina y celulosa) para facilitar el ataque
enzimatico de la levadura. Durante este pretratamiento se produce el
fraccionamiento de la biomasa en sus componentes principales, celulosa,
hemicelulosa y lignina, mayor reduccion de la cristalinidad de la celulosa y el

aumento del area superficial accesible.

Las caracteristicas que debe cumplir un pretratamiento para poder
alcanzar la etapa comercial incluyen bajos requerimientos tanto de productos
guimicos como de energia, que se originen pocos efluentes y se evite la
produccion de diversos compuestos que afecten negativamente a etapas

sucesivas en la obtencion de bioproductos, el xilitol.

" HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production. p. 303.
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En los pretratamientos quimicos se emplean agentes quimicos para
alterar la estructura lignocelulésica y hemiceluldsica para solubilizar las
azucares basicas que las constituyen, entre los pretratamientos quimicos
mas estudiados se encuentran los tratamientos con acidos, alcalis,
disolventes organicos y agentes oxidantes, el principal inconveniente que
presenta este tipo de pretratamientos es que requieren de una etapa de
neutralizacion previa a la fermentacion y que se producen una serie de
compuestos que afectan negativamente a las etapas posteriores,

especialmente la fermentacion pues dafan a la célula.

Los acidos mas empleados son los &cidos clorhidrico y sulfurico. Los
procesos industriales de hidrolisis acida pueden realizarse mediante acidos

concentrados a bajas temperaturas o acidos diluidos a altas temperaturas.

A elevadas temperaturas y en presencia de acidos, se produce una
degradacion de los azucares procedentes de la fraccion hemiceluldsica, que
pueden afectar negativamente a la posterior fermentacion, la degradacion de
algunos azucares, especialmente los provenientes de la hemicelulosa, tal
como la xilosa, origina subproductos toxicos para la levadura como el furfural
y el hidroximetilfurfural, para disminuir la degradacién de estos azlcares se
suele realizar un proceso de hidrdlisis acida en dos etapas, una primera
suave en la que se hidroliza la hemicelulosa, seguida de una mas severa

gue altere la estructura de la celulosa.

La hidrolisis con acido diluido es uno de los procesos mas antiguos,
también se puede realizar con acido concentrado, se ha demostrado que es

mas efectiva con acido diluido y a altas temperaturas.

A medida que se aumenta la concentracion de acido y el tiempo en la
hidrolisis acida, mayor es la cantidad de azUcares extraidos, se encuentra

una mayor presencia de xilosa en el licor originado, ademas al “aumentar la
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temperatura, en el pretratamiento, la cantidad de azucares liberados en la

sacarificacion aumenta”. &

Debe existir un tiempo prudente, donde se evite la degradacion
continua de los azucares y donde se logre la mayor solubilizacion de estos
azucares provenientes de la hemicelulosa. Por supuesto, siempre se

solubilizardn hexosas provenientes de la celulosa y lignina.

Lograr altos rendimiento en la conversion del xilano a xilosa es
necesario para alcanzar procesos totales favorables econdmicamente,
porque el xilano forma hasta una tercera parte del total de carbohidratos in

muchos materiales hemiceluldsicos.

Actualmente el Laboratorio Nacional de Energia Renovable de Estados
Unidos, National Renewable Energy Laboratory (NREL), favorece Ila
hidrolisis con acido diluido como el pretratamiento de opcién para un proceso
comercial de biomasa, “el tratamiento con acido diluido a altas temperaturas
causa que la hemicelulosa se hidrolice en sus azlcares y evita su

descomposicién a furfural”.®

2.3.3. Hidrolisis enzimatica

El proceso consiste en descomponer la celulosa y la hemicelulosa de la
biomasa en azucares sencillos y transformarlos por fermentacion, aqui se
utilizan directamente enzimas puras y asiladas de cierto microorganismo;
como resultado del pretratamiento se obtiene una disolucion de azlcares
provenientes de la ruptura de la hemicelulosa y un residuo sélido (constituido
principalmente por la celulosa del residuo original).

® KLASS, Donald L. Biomass for renewable energy, fuels, and chemicals. p. 502..
° HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production. p. 306.
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La hidrdlisis enzimatica presenta ventajas frente a la hidrdlisis quimica,
como menores costes de equipamiento debido a que se realiza a presion
atmosférica y temperaturas préximas a la ambiental, mayores rendimientos y

no necesita utilizar agentes quimicos.

2.3.4. Tratamiento biolégico o bioconversion

Es también conocida como  transformacion microbiana,
biotransformacion, o en los casos de ciertas industrias como fermentacion
microbiolégica, y son cambios menores en las moléculas, tal como la
introduccion de una funcién hirdoxil o keto o la saturacion/insaturacion de
una estructura ciclica compleja. EI microorganismo por lo tanto actia como
un biocatalizador, las bioconversiones tienen muchas ventajas sobre los
procesos quimicos, una ventaja importante es estereoquimica; pues la forma

biolégicamente activa de un producto es hecha.

En contraste, varias sintesis quimicas producen mezclas racémicas
causando la complicada separacion del producto deseado. Las enzimas
también juegan un papel importante, bacterias unicelulares, actinomicetos,
levaduras y hongos han sido utilizados en bioconversiones, las enzimas
responsables de estas conversiones pueden ser intracelulares o

extracelulares, producidas por el microorganismo.

2.3.5. Fermentacién

La fermentacion es un proceso biolégico mediante el cual algunos
polimeros, azlcares monomeéricos o aminoacidos se rompen en sustancias
de menor peso molecular tales como los &cidos orgénicos y solventes
neutros como el etanol, la fermentacion puede llevarse a cabo mediante gran
variedad de microorganismos como bacterias, levaduras y hongos; por tanto

la fermentacién es una bioconversion.
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Las reacciones de fermentacion se realizan a nivel industrial en los
fermentadores, donde el jugo azucarado es mezclado con otros nutrientes
para crear las condiciones favorables para el microorganismo. Cuando la
poblacion microbiana alcanza un determinado tamafio comienza la
fermentacion y continla hasta que se consumen todos los azucares
fermentables, o hasta que se produce la inhibicion del metabolismo del

microorganismo por el producto final.

Los rendimientos en los productos de fermentacidon son bajos en
comparacién con los procesos de sintesis quimica, sin embargo, el proceso
es muy especifico y puede dirigirse a la formacion de determinados
productos: etanol, metanol, acido citrico, glicerol, xilitol y otros edulcorantes,
emulsionantes, vitaminas, acidos grasos, aceites, enzimas, sustancias de
aplicacion farmacéutica y proteinas heterélogas, proteinas celulares, entre

otros.

La ventaja de la fermentacion, en comparacion con la sintesis quimica
de cierto producto, es que generalmente genera desechos no contaminantes,
faciles de reciclar, o en el caso de la levadura misma, son reutilizables para
una nueva aplicacion como abono, alimento animal o humano, o en el mismo
proceso. Otra ventaja es que el proceso de fermentacion es mas barato que
la sintesis quimica, aunque no para todos los procesos de fermentacion y
por eso mismo ahora se aplica la ingenieria genética al microorganismo para
obtener buenos rendimientos del producto y hacer el proceso factible
econdémicamente, esto en ciertos casos pues aun no es posible, todavia, en

ciertos procesos.

Cualquier material organico es apto de ser fermentado en moléculas de
menor tamafio, pero son los azucares de seis atomos de carbono los de
mayor disponibilidad en la naturaleza, ya sea en forma de monosacéaridos

(mayoria en forma de glucosa y menores cantidades de fructosa, galactosa y
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manosa), en disacaridos (maltosa, sacarosa, lactosa) o en forma polimérica,
como en el almidén, celulosa, inulina y hemicelulosa. Por lo tanto los
azucares de seis atomos de carbono son los mas fermentados en la

industria.

2.35.1. Digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso de fermentacion sin presencia de
oxigeno. Este proceso de transformacion puede aplicarse sobre cualquier
tipo de biomasa, especialmente en aquellas con un alto contenido de
humedad.

2.3.5.2. Digestion aerobia

En la digestién aerobia, la fermentacion se lleva a cabo con presencia
de oxigeno, aqui a la biomasa se le garantiza un suministro de oxigeno
mediante agitacion, ya sea mecanica o por el mismo flujo de aire, el proceso
es complejo ya que interviene una gran variedad de microorganismos:
mesofilicos, termdfilos, bacterias esporigenas y actinomicetos. El
rendimiento del proceso depende de parametros como la temperatura, pH,
humedad, nutrientes, y los niveles de oxigeno, por lo que es necesaria una

buena aireacion y agitacion durante el mismo.

2.3.6. Productos potenciales de la fermentacion
microbiol6gica

En la actualidad alrededor del 85% de los productos quimicos se
obtienen a partir de aproximadamente 20 productos quimicos base (“building

blocks”). “De estos 20 productos, 8 proceden de la industria petroquimica, a
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partir de los cuales se producen mas de 300 compuestos intermedios que a

su vez pueden transformarse en alrededor de 30 000 productos finales”.*®

En el Laboratorio Nacional del Pacifico Noroeste (Pacific Northwest
National Laboratory) y en el Laboratorio Nacional de Energia Renovable
(National Renewable Energy Laboratory), en Estados Unidos, se han
identificado los 12 productos quimicos base, potenciales, que se pueden
obtener a partir de la biomasa lignocelulosica (lignina, celulosa y
hemicelulosa). Entre éstos se encuentra el xilitol y arabinitol. Ademas,
partiendo de estas moléculas o productos quimicos base pueden obtenerse
compuestos intermedios o derivados, algunos otros pueden ser el acido

succinico, acido aspartico, acido glucoronico, sorbitol, glicerol, entre otros.

Los azucares fermentables de la biomasa rica en hemicelulosa pueden
ser, en su mayoria, de cinco (xilosa) y seis atomos de carbono (glucosa),
finalmente la fermentacién ofrece un gran potencial de obtencion de nuevos
productos quimicos base dada la gran diversidad de microorganismos

existentes y los avances en la biotecnologia y genética.

2.4. Seleccién del microorganismo para la bioconversion

Es como objetivo principal en la biotecnologia encontrar el
microorganismo adecuado para el proceso deseado. Una amplia variedad de
alternativas estan disponibles, desde aislar microorganismos del ambiente a
usar técnicas moleculares sofisticadas para modificar un microorganismo
existente. El microorganismo a elegir debe tener una produccion de enzimas
gue consumen el substrato para producir el producto deseado. Estos
producen las enzimas como parte de su metabolismo, ya sea natural o

modificado genéticamente.

' GARCIA PRADO, Maria. Biorrefinerias: situacion actual y perspectivas del futuro. p. 85
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Algunos microorganismos producen las enzimas deseadas para
realizar la bioconversion del substrato en poca cantidad, o a veces en
ninguna pues naturalmente no las poseen, aun asi se puede modificar
genéticamente al microorganismo para que produzca estas enzimas, no
obstante hay que considerar cual microorganismo rinde mejor con estas

modificaciones.

Las enzimas juegan el papel principal en la bioconversion a tal punto
gue no es necesario tener al microorganismo sino solo la enzima para la
bioconversion, pero es totalmente necesario tener al microorganismo que
produzca la enzima que luego se aislar. Aungque se puede producir la enzima

por sintesis quimica pero es un proceso demasiado caro.

Una forma de aumentar la produccidbn enzimatica en un
microorganismo que produce la enzima deseada pero en pocas cantidades,
es por medio de la adaptacion en un medio parecido en donde se desarrolla

la bioconversion del substrato.

Las manipulaciones genéticas son entonces Uutiles para producir
microorganismos con las caracteristicas deseadas, es por esto que los
meétodos de genética microbiana son importantes en el desarrollo de cultivos
microbianos para la industria microbiologica, si se piensa llevar los
experimentos para produccion industrial los cuales un ingeniero quimico es

capaz de desarrollar.

En investigaciones previas se ha utilizado la Saccharomyces cerevisiae
con modificaciones genéticas, recombinante, para hacer que esta produzca
la enzima xilosa reductosa, principal enzima que convierte la xilosa en xilitol,

entre otras.

23



Se ha utilizado levaduras como Candida guilliermondii, Candida peltata,
Candida parapsilosis, Candida maltosa, Candida tropicalis y bacterias como
Corynebacterium. Generalmente se experimenta con C. parapsilosis
recombinante, en este trabajo se utilizé la S. cerevisiae natural y realizo el
experimento parecido a como se haria industrialmente en cuanto al equipo y

materia prima utilizada.

2.4.1. Factores de crecimiento

Los microorganismos a menudo crecen y se reproducen cuando
minerales y fuentes de energia, carbono, nitrégeno, fésforo y azufre son
provistos. Estos organismos tienen enzimas y vias metabdlicas necesarias
para sintetizar todos los componentes requeridos para su bienestar. Varios
microorganismos, por otro lado, son faltos de una o mas enzimas esenciales.
Por lo que no pueden manufacturar todos los constituyentes indispensables.
Los compuestos organicos requeridos, porque son componentes organicos
esenciales de la célula y porque no pueden ser sintetizados por el

microorganismo son llamados factores de crecimiento, son

o Amino acidos
o Purinas y piridinas
o Vitaminas

La yema de huevo es un ejemplo de un proveedor de fuentes de
aminoacidos. Los aminoacidos son para que el microorganismo sintetice
proteinas para su crecimiento; también contiene vitaminas A, D y E. “Las
vitaminas constituyen todo o una parte de las enzimas de los
microorganismos, y tienen poca influencia en el crecimiento” **. Ademas

contiene fésforo, manganeso, hierro, yodo, cobre y calcio.

" SAMAYOA MENENDEZ, Erick Norman. Anélisis cuantitativo comparativo del huevo como fuente de
proteinas esenciales en la alimentacion del ser humano. p. 14-16.
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2.5. Saccharomyces cerevisiae

Es un hongo unicelular y comunmente llamada levadura, la S.
cerevisiae tiene una importancia industrial histérica y cuenta con una larga
lista de aplicaciones en fermentacion de la biomasa. Por ejemplo esta
fermenta la glucosa por la via Embden-Meyerhoff-Parnas dando el etanol
como Uunico producto, con pocas cantidades de glicerol y acetato para

mantener un balance intracelular.

La S. cerevisiae es una levadura anaerobia facultativa, capaz de
crecimiento anaerobio pues tiene un sistema respiratorio restringido capaz
de un efecto “Crabtree”, hay una pequefia pérdida de rendimiento en la
fermentacion, este efecto es necesario por su fundamental importancia en la
fermentacion de carbohidratos porque normalmente desacopla la utilizacion
de sustrato de la respiracion, aun en presencia de oxigeno. La temperatura
de crecimiento optimo de la S. cerevisiae es de 28°C, maximo de 40°C y
minimo de 1-3°C. Ademas “la S. cerevisiae puede crecer en un medio,

considerado extremo, de pH 2 a 3. *2

Su sistema de transporte facilitado de difusion de un azlicar maximiza
la eficiencia de la energia intracelular al eliminar la necesidad de ATP
generada anaerdbicamente, lo anterior de manera principal para la
produccion de etanol. Pero existe una desventaja con la S. cerevisiae natural,
carece de una via de asimilacién de xilosa estable y niveles adecuados de
una via enzimatica de pentosa fosfato para fermentar la xilosa a etanol; asi
esta desventaja es aprovechable para otras aplicaciones, por ejemplo la

produccion de xilitol en un ambiente rico en xilosa.

Si la levadura S. cerevisiae se desarrolla en un ambiente rico en xilosa,

los productos en mayor cantidad al final de la fermentacion son el xilitol y el

2 HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production, p. 343.
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etanol. La S. cerevisiae puede asimilar la xilosa a través de la via pentosa
fosfato; la levadura utiliza la xilulosa, que es un conjunto de enzimas para
asimilar la xilosa, este conjunto de enzimas es principalmente la D-xilulosa-
5-fosfato, D-xilosa isomerasa, xilulosa kinasa, xilosa reductasa y xilitol

deshidrogenasa.

Dado que la S. cerevisiae es utilizada ampliamente para
fermentaciones en la industria de bebidas alcohdlicas y de etanol y que la
fermentacion es una bioconversion, en este trabajo la fermentacion es la
bioconversion que la S. cerevisiae es capaz de realizar con la xilosa a xilitol

y subproductos.

Progresos se han visto desde los afios 1990 a fin de lograr una
levadura alta en fermentacion de xilosa, usando medios sintéticos de
laboratorio suplementados con D-xilosa pura. También teniendo como uso

preferido de levaduras modificadas genéticamente.

Varias levaduras, por ejemplo la familia Saccharomyces o Candida,
poseen xilosa reductasa dependiente de NADPH, la cual cataliza la
reduccion de xilosa a xilitol como primer paso en su metabolismo. El xilitol
puede ser oxidado subsecuentemente por la accion de xilitol deshidrogenasa,
la cual usa preferencialmente NAD® como un aceptor de electrones. Un
excedente de NADH durante la limitacion transitoria de oxigeno inhibe la
actividad de xilitol deshidrogenasa resultando en la acumulacion de xilitol,

ver figura 4. “El oxigeno actGa como aceptor en la oxidacién”.*®

La presencia de glucosa induce en la S. cerevisiae a la regeneracion
de NADH por medio de PPP, no obstante, cuando la D-xilosa sirve como

fuente de carbono esto no ocurre.

 HIMMEL, Michael E. Enzymatic Conversion of Biomass for Fuels Production. p. 348.
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Debido al hecho que la D-xilosa es una fuente de carbon no preferida
por la S. cerevisiae. Recientemente, resultados alentadores han sido
reportados por la mejora de la toma de D-xilosa por medio de técnicas de
mutacion espontanea, abriendo nuevas posibilidades si se considera la
produccion de etanol. En términos de produccion microbiana de xilitol, la
cepa mas prominente para produccion deberia tener dependencia dual de
XR, ya que abolira parcialmente el cuello de botella en la regeneracion de
NADH por medio de PPP.

En términos de acumulacion de xilitol, “la inhibicion de actividad de la
enzima XDH por la concentraciéon de NADH intracelular y la regenaracion de
NAD son ambas igualmente significantes en reacciones bioquimicas” **.
Ademas, la cepa para produccion debe ser un consumidor natural de D-
xilosa 0 que posea las correspondientes caracteristicas en términos de toma
de D-xilosa y que mantenga el balance redox intracelular, “la mayoria de

cepas Candida caben en esta categoria”.

¥ BIRGER GRANSTRO, Tom; IZUMORI, Ken; LEISOLA, Matti. A rare sugar xylitol. Part I: the
biochemistry and biosynthesis of xylitol. p. 278
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Figura 4. Via metabolica de la asimilacion de xilosa por bacterias y

levaduras
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Fuente: HIMMEL, Michael E. Enzymatic conversion of biomass for fuels production,
p. 247

2.6. Xilitol

Es un polialcohol de azucar, es una pentosa (aldosa). Su nombre
IUPAC es (2R, 3R, 4S)-Pentano-1, 2, 3, 4, 5-pentol. Es soluble en agua. El
xilitol puede obtenerse por fermentacién de la xilosa presente, por ejemplo,
en los bagazos de cafia de azlUcar y de maiz, y los licores sulfiticos de la

industria papelera.

28



Es conocido como Xilitol CFSAN, CAS 87-99-0, EINECS 201-788-0,
Xylitol, Xylite, Xylit, Eutrit, Kannit, Klinit, Kylit, Newtol, Torch, Xyliton, Xylitol C,
Xylo-pentano-1, 2, 3, 4, 5-pentol 6 Xylisorb.

Figura 5. Estructura del xilitol
OH OH
HGMGH
OH

Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Xylitol-2D-structure.svg. 15 nov. 2011

Figura 6. Estructura de la D-xilosa
QH
W
HO ~o
OH OH

Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Xylose_linear.png. 15 nov. 2011

El xilitol se encuentra naturalmente, en pequefias cantidades (menos
de 0.99/100g), en varias frutas y vegetales que constituyen parte de la dieta
humana. Es uno de los poliol azicares mas caros de producir. En una escala
industrial se produce por medio de una reduccidn quimica con catalizador
metalico de la xilosa derivada de los hidrolizados hemicelulésicos. El
hidrolizado de abedul es el substrato mas comun. El proceso quimico es
caro debido a la alta temperatura y presidén necesaria para la hidrogenacion

de la xilosa. Aun més, la cara purificacion y separacion del xilitol.
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Pero el xilitol puede ser formado, como un intermediario metabdlico de
la D-xilosa, por una amplia variedad de microorganismos. “Es convertido a
partir de la xilosa por la NADPH-dependiente aldehido reductasa o a partir

» 15 varias

de la xilulosa por la NAD-dependiente xilitol deshidrogenasa
cepas de levaduras naturales tienen la habilidad para producir cantidades
significativas de xilitol a partir de la xilosa reductasa que producen

extracelularmente, como una actividad metabdlica comun en ellas.

Usualmente, el rendimiento en peso del xilitol producido a partir de

xilosa por levaduras naturales es cerca del 75-80%.

Un equipo de cromatografia HPLC, con IR se utiliza para realizar la
cuantificacion del xilitol. Para esto se debe contar con un estandar de xilitol,
es decir de alta pureza, con el que se realiza una curva de calibracion en el
cromatégrafo con diferentes puntos donde se espera que esté la
concentracion de xilitol. Un minimo de cinco inyecciones de xilitol estandar

basta para elaborar la curva de calibracion.

La muestra a analizar se puede filtrar en filtro de membrana de 0.45um,
también se puede utilizar uno de 0.20pm. Generalmente en el cromatografo
la columna se trabaja a temperatura desde 26 a 32°C, en algunos casos
segun la viscosidad, debido a la concentracion de azucares de la muestra,
desde 70 a 80°C; en la fase mdvil se puede utilizar agua o acetonitrilo,
velocidad de flujo entre 0.5 a 0.6ml/min y 20ul de muestra, es comun trabajar
1.0 a 1.5ml/min.

> SMITH, Jim; HONG-SHUM, Lily. Food additives data book. p. 1000-1003.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Definicion operacional de las variables en el proceso de

obtencion de xilitol.

Las variables a modificar se eligieron para decidir cual tratamiento a la
biomasa es el mejor, y hallar el rendimiento de la levadura natural para

metabolizar xilitol.

Tabla IV. Matriz de variables presentes en el experimento y

definicién operacional

Factores perturbadores en el
. En el proceso es:
No. Variable proceso

Constante Variable | Controlable | No Controlable

Obtencioén de Xilitol

1 Temperatura hidrolisis X

2 pH cultivo de levadura X

Composicién del medio

de cultivo de levadura

4 pH de fermentacion X
5 Volumen a fermentar X
6 Tiempo hidrélisis X
7 Tiempo fermentacion X
8 Cantidad de biomasa X
9 Tipo de levadura X
10 Concentracion de &cido X
de hidrdlisis
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Continuacion tabla IV

Xilosa vy xilitol
11 o X
hidrolizadas
Otras azlcares
12 o X
Hidrolizadas
Andlisis del Ambiente Externo
13 Temperatura ambiente X
14 Presion atmosférica X
15 Oxigeno en aire X
Fuente: elaboracion propia
3.2. Delimitacion del campo de estudio

3.3.

Area/Industria:

Proceso:

Etapa del proceso:

Ubicacion:

Bioingenieria / Microbiologia Industrial

Fermentaciobn de biomasa rica en

hemicelulosa

Comparacion del rendimiento de los
hidrolizados de madera de eucalipto y olote

de maiz para la produccién de xilitol

Universidad de San Carlos de Guatemala,
laboratorios de Microbiologia Escuela de
Ingenieria Quimica, Facultad de Ingenieria.
Laboratorio Individual.

Centro de Ingenieria Bioquimica de la

Universidad del Valle de Guatemala.

Recursos humanos disponibles

Investigador: Allan Daniel Gomez Flores

32



o Asesora: Inga. Hilda Palma

3.4. Recursos materiales disponibles

Se utilizé cristaleria para laboratorio, un reactor de acero inoxidable

escala laboratorio y equipo especial para cuantificacion de azucares.

3.4.1. Materia primay reactivos
o Madera de eucalipto, sin preferencia de género
o Olote de maiz, sin preferencia de tipo
o Agua desmineralizada
. Acido sulfurico al 97%
o Carbonato de calcio
o Carbdn activado
o Levadura panificadora activa
o Nutrientes para la levadura
o D-Xilosa >99% pureza
° Xilitol >99% pureza
3.4.2. Cristaleria
o Pipetas serologicas de 5y 10mL

o Probetas de 10, 50 y 100mL
o Beackers de 50, 100, 200, 500 y 1 000mL

o Varillas de agitacion
o Cajas de petri

o Tubos de ensayo

o Kitasato
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3.4.3. Equipo

Autoclave

Balanza digital

Medidor de pH

Incubadora microbiologica
Horno

Campana de extraccion
Microscopio

Bomba de vacio

Embudo Buchner

Papel filtro

Cromatégrafo HPLC con IR
Plancha de calentamiento con agitacion.
Pizetas

Pinzas de metal
Agitadores magnéticos
Mangueras de hule

Perillas de succion.
Termometro

Sierra
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3.5. Técnica cuantitativa

En esta seccion se presentan detalladamente la descripcion basica de

cada etapa del experimento.
3.5.1. Disefio general

Se presenta a continuacion la técnica cuantitiva utilizada por medio del

diagrama de flujo del experimento y las variables que afectan cada etapa
Figura 7. Diagrama de flujo del experimento

Vi

Biomasa
(madera y olote)

Reduccion de
Tamafio (molienda,
trituracidn)

Cultivo de la T (")
Levadura 8 (h)

TiQ Hidrlisis Fermentacion T
8h) con Acido Diluido del Hidralizada 8 (h)
C (% mémy) (Hz504)

Ajuste del pH
pH neutralizando
(CaCOs)
Xilitol
[Cromatografla HPLC
con IR}
8 (h Desintoxicacion
pH del Hidroli_zado r
Carbén Activado Ciélculos y

Conclusiones
(madera y clote)

Fuente: elaboracion propia
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3.5.2. Tratamiento fisico

Utilizando una sierra eléctrica, cada biomasa se redujo a astillas de
tamiz 30 a 40.

3.5.3. Tratamiento quimico (hidrélisis con acido)

Se colocaron dentro de un reactor de acero inoxidable 500g de
biomasa, se le afiadi6 agua desmineralizada a 70°C, en proporcion
2(agua):1l(biomasa). El &cido sulfurico se agreg6 en 1, 2 y 3% masa
acido/masa total. La mezcla acidificada se calentd, en un reactor de acero
inoxidable, a 110 y 120°C durante 20min. Se dejé enfriar el hidrolizado hasta
temperatura ambiente, se afiadié carbonato de calcio para ajustar la mezcla
a pH 5. Se filtr6 para eliminar sal precipitada y solidos de biomasa.
Generalmente la presion en el reactor durante la hidrélisis a 110°C fue de
18,0psi £ 2,5psi, y a 120°C fue de 20,0psi + 2,5psi.

El reactor utilizado es de grosor de pared de 1/16 pulgadas, altura
8,3pulg, diametro 6pulg, tapa plana, mandmetro, termometro, valvula alivio
de 60psi.

3.5.4. Desintoxicacion del hidrolizado

Se trasego el hidrolizado a un beacker de 1000ml y se le afiadi6 20g/I
de carbdén activo, dejando actuar a éste por 2 horas a 30°C; seguido se
procedié a su filtracion. Se tomo6 una muestra del hidrolizado desintoxicado

para cuantificar azucares.

3.55. Cultivo de la levadura

Se cultivd en un medio liquido definido, 250ml de agua desmineralizada
a pH 5, el pH se ajusté con acido sulfarico; compuesto por 30g/l D-xilosa,
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levadura 4g/l, yema de huevo 4g/l y 3ml del hidrolizado desintoxicado,
incubado a 28°C durante 24 horas antes de la fermentacion. Se tomd una

muestra de cultivo, antes de la fermentacion, para cuantificar aztcares.

3.5.6. Fermentacién

En un frasco earlenmayer se sirvieron 200ml de hidrolizado
desintoxicado, se afiadieron 8ml de una solucion de D-xilosa 15g/l, yema de
huevo 69/l y 25ml del cultivo de levadura, dejando fermentar durante 30 y 48
horas; la fermentacion se realizd6 a 28°C y presion ambiente, cada
earlenmayer se tapo con un circulo de papel con cinco agujeros de 1cm de

diametro, a cada agujero se le coloc6 una delgada capa de algodon.

3.5.7. Concentracion del producto

Se prepar6 la muestra fermentada para su andlisis filtrandola con filtros
de PTFE de 20um. Se utilizé un cromatégrafo de HPLC marca HP con auto
muestreado, y con un medidor de indice de Refraccién marca Agilent
Technologies. En el equipo de cromatografia se utiliz6 una columna NH2
ZORBAX 4.6x250 mm, 5um, fase mavil acetonitrilo agua proporcion 70/30,
temperatura de 26°C en el detector y en el termostato (tcc), 1,5 ml/minuto de
flujo. En estas condiciones del equipo se hallaron los tiempos de retencion
para la xilosa y xilitol, 3,991min y 4,553min respectivamente. Previamente se
realizé la curva de calibracién con estandares de D(+)-xilosa, xilitol, fructosa,

sacarosa y glucosa. La concentracion se trabajé en g/ml.
3.6. Recoleccién y ordenamiento de la informacién
Se inici6 el experimento con 500g de biomasa a trabajar, en sus

condiciones naturales se le realiz6 el tratamiento fisico, seguido de este

tratamiento no se le realiz6 alguna modificacién a su nueva condicion.
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Durante y después del experimento, se ordenaron los datos segun los

formatos basicos de tablas que a continuacién se muestran

Tabla V. Formato basico de tabla para xilosa y xilitol inicial en el
hidrolizado
Temperatura ]
] o % m/m | XsaHig A XsaFeg )
Biomasa Hidrolisis No. XsaFe, (g/l) XolHi, (g/l)
. H,SO, (7)) (xa/l)
°C)
Al 1
Mad
e 110+1 [A2] 2
de
_ A2 3
Eucalipto/
A4 1
Olote de
. 1201 A5 2
Maiz
A6 3
Fuente: elaboracion propia
Tabla VI. Formato basico de tabla para xilosa y xilitol después de la
fermentacién
Tiempo de
. XOlHPLCf A XOle .
Biomasa | No. Xsas (g/l) XolCs (g/l) Fermentacion
(al) (*g/1)
(h)
Al
Madera de | A2 30 + 1.4E-4
Eucalipto/ | A2
Olote de A4
Maiz A5 30+ 1.4E-4
A6

Fuente: elaboracion propia
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Tabla VII.

Formato basico de tabla para la productividad de xilitol

obtenida
] Temperatura Tiempo de
Biomasa o No. y Py (g/1-h) A Py (2g/1-h)
Hidrdlisis (°C) Fermentacion (h)
Al
Madera de 110+ 1 A2 30+ 1.4E-4
Eucalipto/ A2
Olote de A4
Maiz 1201 A5 30 £ 1.4E-4
A6
Fuente: elaboracion propia
Tabla VIII. Formato basico de tabla para el rendimiento de xilitol
obtenido y consumo de azucar
R iitoll AR *9 silitol
Biomasa No. xol/xsa (gxmtol g xol/xsa ( g xilito/ 9 XSElC (g/|) A Xsac (ig/|)
xilosa) xilosa)
Al
Madera de | A2
Eucalipto/ | A2
Olote de A4
Maiz A5
A6

Fuente: elaboracion propia
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3.7. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la informacion

Los datos obtenidos se analizaron y ordenaron con la ayuda de

software para computadora.

3.7.1. Microsoft Excel 2007

Se empled Microsoft Excel 2007 para realizar los calculos matematicos,
todas las gréficas y sus modelos de regresion. Los modelos de regresion
empleados se escogieron como una curva que pase por todos los puntos
obtenidos, un modelo cuadratico fue el que mas se utilizé. Sin embargo, las
condiciones experimentales afectan los resultados y por lo tanto no se puede
afirmar que todos los modelos son exactos. Los intervalos de validez de los
modelos experimentales son aplicables solo para el conjunto de valores que
puede tomar la variable independiente durante el experimento. Los formatos

basicos de gréficas se presentan a continuacion

Figura 8. Formato basico de gréafica para cualquier azicar presente

luego de la hidrélisis

Fuente: elaboracion propia
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Figura 9. Formato basico de gréafica para el consumo, productividad
y rendimiento de xilitol, segun el tipo de método
aplicado a la biomasa
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Fuente:elaboracion propia
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4. RESULTADOS

Figura 10. Xilosa hidrolizada de la madera de eucalipto en funcidn
del porcentaje de acido sulfarico de hidrolisis
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Fuente: elaboracion propia basado en tablas IX y XIII
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Figura 11. Xilosa hidrolizada del olote de maiz en funcién del

porcentaje de acido sulfurico de hidrdlisis
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Fuente: elaboracion propia basado en tablas XVII y XXI
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Figura 12. Xilitol en hidrolizado de madera de eucalipto en funcion

del porcentaje de acido sulfarico de hidrolisis
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Fuente: elaboracion propia basado en tablas IX y XIII
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Figura 13. Xilitol en hidrolizado de madera de eucalipto en funcion

del porcentaje de acido sulfarico de hidrolisis
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Fuente: elaboracion propia basado en tablas XVII y XXI
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Figura 14. Xilosa fermentada segun el tipo de tratamiento para el
olote de maiz y madera de eucalipto, para 30

y 48 horas de fermentacion
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Fuente: elaboracion propia basado en tablas XlI, XVI, XX y XXIV
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Figura 15. Sacarosa fermentada para el olote de maiz segun el tipo

de tratamiento, para 30 y 48 horas de fermentacion
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Figura 16. Glucosa fermentada para el olote de maiz segun el tipo

de tratamiento, para 30 y 48 horas de fermentacion
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Fuente: elaboracion propia basado en tablas XXV y XXVI
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Figura 17. Xilitol fermentado para el olote de maiz segun el tipo de

tratamiento, para 30 y 48 horas de fermentacion
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Fuente: elaboracion propia basado en tablas XXV y XXVI
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Figura 18. Productividad de xilitol por la levadura segun el tipo de
tratamiento en la madera de eucalipto y olote de

maiz, para 30 y 48 horas de fermentacion
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Figura 19. Rendimiento de xilitol por la levadura segun el tipo de
tratamiento en la madera de eucalipto y olote de
maiz, para 30 y 48 horas de fermentacion
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Para la madera de eucalipto, a temperatura de hidrolisis de 120°C se
obtiene mayor cantidad de xilosa hidrolizada que a 110°C. A 120°C y 3%
m/m de acido se obtiene la mayor cantidad de xilosa hidrolizada, 3,65g/I.
Conforme aumenta el porcentaje de acido aumenta la cantidad de xilosa
hidrolizada, pero para 110°C se percibe una tendencia a disminuir si

aumenta el porcentaje de acido.

La minima cantidad de xilosa hidrolizada se da al 1% de acido, para
cualquiera de las dos temperaturas de hidrélisis. A 110°C no hay mayor
diferencia de xilosa hidrolizada al utilizar 2 y3% de acido, 2,489/l y 2,49g/|

respectivamente.

Para el olote de maiz, a temperatura de hidrolisis de 120°C se obtiene
mayor cantidad de xilosa hidrolizada que a 110°C, aunque la diferencia no es
mucha. A 120°C y 3% m/m de acido se obtiene la mayor cantidad de xilosa
hidrolizada, 55,15g/l. Conforme aumenta el porcentaje de acido aumenta la
cantidad de xilosa hidrolizada, pero se percibe una tendencia a disminuir si

aumenta el porcentaje de acido para cualquiera de los dos temperaturas.

La minima cantidad de xilosa hidrolizada se da al 1% de acido, para
cualquiera de las dos temperaturas de hidrdlisis. Esta cantidad de xilosa es
muy cercana para 110°C y 120°C, 6,929/l y 10,069/l respectivamente. Para
110°C, no hay mayor diferencia de xilosa hidrolizada al utilizar 2 y3% de

acido, 48,819/l y 49,469/l respectivamente.
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Entre 1% y 2% de acido se da un gran salto en la cantidad de xilosa
hidrolizada, para las dos temperaturas, pues a 2% de acido se da gran
cantidad de xilosa hidrolizada en comparacion con 1%.

En el olote de maiz se alcanza gran cantidad de xilosa hidrolizada, en
comparacién con la madera de eucalipto, debido a que la madera de
eucalipto tiene bastante cantidad de lignina y celulosa, estas protegen a la
hemicelulosa del ataque del acido; en contraste con el olote de maiz que
tiene poca cantidad de lignina, el acido permite hidrolizar la xilosa de la

hemicelulosa y aun otras azlcares provenientes de la celulosa.

Para la madera de eucalipto, en hidrodlisis a 110°C y 120°C, a mayor
porcentaje de acido mayor cantidad de xilitol después de la hidrdlisis. A
120°C se da tiene mayor cantidad de xilitol después de hidrélisis que a
110°C. Para 110°C y 120°C se tiene mayor cantidad de xilitol a 3% de acido,
0,340g/l y 0,495¢g/I respectivamente.

Para el olote de maiz, en hidrolisis a 110°C y 120°C, a mayor
porcentaje de acido mayor cantidad de xilitol después de la hidrdlisis. A
120°C se da tiene mayor cantidad de xilitol después de hidrélisis que a
110°C. Para 110°C y 120°C se tiene mayor cantidad de xilitol a 2% de acido,
8,05g/l y 9,969/l respectivamente. A 3% de acido no se tiene xilitol después

de la hidrdlisis, esto para las dos temperaturas de hidrolisis.

El xilitol después de la hidrdlisis se origina de la temperatura y presion
que se alcanza en el reactor, 110°C /18psi y 120°C/20psi, la cantidad de
acido sulfarico presente, y alguna impureza metalica en el reactor, ya sea
niquel o hierro entre otras posibles; estas condiciones se asemejan a la
técnica quimica para la obtencion de xilitol, asi se logra saturar la xilosa con
el hidrégeno que le hace falta, con lo cual se obtienen bajas concentraciones
de xilitol.
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En la hidrélisis del olote de maiz se obtienen cantidades mucho
mayores de xilitol que en la madera de eucalipto. Debido a la xilosa
hidrolizada por causa de la proteccion de lignina que la madera posee.

Para el olote de maiz a 3% de acido en las dos temperaturas no se
obtiene xilitol, pude ser por la conversion a furfural de la xilosa hidrolizada. El
mayor consumo de xilosa es para el olote de maiz, 13,04g/l, si se sigue un

tratamiento de hidrolisis a 120°C con 3% m/m de acido sulfdrico.

El olote de maiz tiene consumos de xilosa negativos, pues se genera
xilosa en lugar de consumirse. Debido a la presencia de xilitol y otras
azucares en sus hidrolizados, y suministro de oxigeno muy pobremente
controlado, pero restringido, no fue lograda acumulacion de NADH,
consiguientemente la xilosa reductasa no se acumuld, causando

acumulacion de xilosa y consumo de xilitol.

Cierta parte del xilitol fue convertido a xilosa, otra parte pudo haber sido
convertida a etanol. Ademads, la presencia de otros azUcares parece
demostrar que la levadura consume preferentemente esas otras azlcares
antes que la xilosa. La sacarosa y glucosa son consumidas por la levadura,
ya sea para su metabolismo o por sus enzimas extracelulares, ambas
azucares son facilmente llevadas a etanol. Debido al caso de la produccién
de xilosa y consumo de xilitol se puede decir que aun estas azlcares son

llevadas a xilosa, aunque en poca cantidad.

El consumo de xilitol produce productividades y rendimientos negativos,
tal suceso hace de la levadura S. cerevisiae natural no apta para ser
utilizada en la produccién comercial de xilitol, con la S. cerevisiae natural se
obtuvieron bajos o negativos rendimientos de xilitol, al final del proceso es

seguro que habrad pérdidas monetarias en vez de ganancias. A escala
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industrial no se debe utilizar S. cerevisiae natural para produccion de xilitol a

partir de hidrolizados de biomasa hemiceluldsica.

Para la fermentacion de la mayoria de hidrolizados de olote de maiz, el
consumo de xilitol es cero porque no hay xilitol al final de la hidrélisis y al
final de la fermentacion, sino solo consumo de xilosa y otras azucares lo cual
demuestra que en esos casos; la xilosa, glucosa y sacarosa fueron llevadas
a etanol por las enzimas extracelulares pero menos a xilitol que era el

producto deseado, también sirvieron de alimento para la levadura.

La mayor productividad de xilitol es para el olote de madera de
eucalipto en 30 horas de fermentacion. El mayor rendimiento es para la

madera de eucalipto en 30 horas de fermentacion.

Al hidrolizar el olote de maiz se tiene gran ventaja pues es muy facil
hidrolizar la xilosa en este, el olote de maiz es gran fuente de xilosa, y es
necesario que sea aprovechado en la produccién biotecnolégica industrial de
xilitol, la concentracion de la xilosa fue 6 veces mas que en la madera de
eucalipto, como minimo. Industrialmente es muy deseable pero se tiene que
utilizar el microorganismo adecuado, el cual logre los mayores rendimientos

de xilosa a xilitol, en este caso la S. cerevisiae natural no es la adecuada.

Es complicado definir la manera en la que la levadura consume
juntamente la xilosa, xilitol, glucosa y sacarosa pues la via metabdlica de
asimilacion de xilosa, y las vias metabdlicas para la asimilacion de azucares
a etanol Embden-Meyerhoff-Pamas y pentosa fosfato, estan conectadas
entre si. Aln parte de la xilosa, glucosa y sacarosa llega a ser metabolizada
a acetaldehido, glicerol y CO,, pues son parte del metabolismo que
conforma la via metabdlica a etanol; pero si se utiliza el microorganismo
adecuado, estas otras azucares serian convertidas a xilitol pues el camino

metabdlico lo permite.
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CONCLUSIONES

Es posible obtener xilitol a partir de hidrolizados de biomasa
residual rica en hemicelulosa por medio de fermentacion con

Saccharomyces cerevisiae natural.

Los valores negativos de rendimiento y productividad de xilitol
indican que este es fermentados por la S. cerevisiae natural, en

lugar de ser producido.

La madera de eucalipto fue la mejor biomasa para obtener xilitol
por fermentacién de sus hidrolizados con S. cerevisiae natural,

pues se obtienen los mejores rendimientos y productividades.

Para la madera de eucalipto el mejor tratamiento fue a 110°C,
con 3% de acido y 30 horas de fermentacion, se obtuvo la mayor
productividad y rendimiento de xilitol, 0,06639qsiiw/l-h Yy

0,438650xiit0/Oxilosa, F€SPECtivamente.

Para el olote de maiz el mejor tratamiento fue a 120°C, con 1%
de &cido y 30 horas de fermentacion, se obtuvo la mayor
productividad y rendimiento de xilitol, 0,05499q;iiw/l-h Yy

0,1207 19xiitol/ Oxilosa, F€SPECtivamente.
La presencia de otras azucares afecta la productividad y

rendimiento de xilitol producido por la levadura S. cerevisiae

natural.
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La mayor concentracion de xilosa hidrolizada se obtiene al
hidrolizar el olote de maiz a 120°C con 2% y 3% de acido.
Debido a que es mas facil hidrolizar la xilosa de este que la de la

madera de eucalipto.

A mayor tiempo de fermentacion el rendimiento de xilitol es
menor, por lo que es recomendable fermentar los hidrolizados

durante 30 horas.

La produccion de xilitol a partir de hidrolizados de madera de
eucalipto y olote de maiz, por fermentacién con S. cerevisiae
natural no es apta para realizarse a escala industrial por sus

bajos rendimientos de xilitol.
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RECOMENDACIONES

Cultivar la S. cerevisiae natural con concentraciones pequefias
de fructosa, glucosa, sacarosa y xilitol para adaptarla a este tipo
de medio, y determinar si mejora el rendimiento de xilitol al

fermentar los hidrolizados.

Agitar suavemente el hidrolizado mientras es desintoxicado con
carbon activado, y durante su fermentacion, para mejorar la
transferencia de masa de los componentes toxicos al carbon
activado, y de xilosa, enzimas y nutrientes a la levadura en la

fermentacion.

Cuantificar el etanol y furfural antes de la fermentacion, y el
etanol, acetaldehido, diéxido de carbono y furfural después de la
fermentacion; para observar cuanta cantidad de los

carbohidratos en el hidrolizado son llevados a estos compuestos.

Utilizar Saccharomyces cerevisiae con modificaciones genéticas,
la cual produzca xilosa reductasa en mayores cantidades y

prefiera la xilosa como fuente de carbono.
Utilizar un fermentador profesional y establecer un valor de flujo

de oxigeno durante la fermentacion, el oxigeno tiene que ser

restringido a poca cantidad.
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Concentrar los azucares en los hidrolizados, por medio de
evaporacion al vacio para no dafar los azlUcares, para proveer a

la levadura mayor contacto con los azucares.

Aprovechar la considerable cantidad de xilosa que se hidroliza
en el olote de maiz, para su bioconversion a xilitol por
fermentacidbn con un microorganismo, que sea consumidor

natural de la xilosa, y ain mejorar genéticamente a este.
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Apéndice 1.

APENDICES

Tabla de requisitos académicos

Licenciatura en
Ingenieria
Quimica

L 4

= IG5 » Secado
Operaciones Unitarias * o33 Thr:t;::zg‘.
* 124 > Tmnsmgcia de g Em':tg:lc:éaa_n n
Activado
Fisicoguimica »  Fisicoquimica 2 > Eg:;z%n‘;ﬁr;
*  Neutralizacidn
Quimica > Quimica 3
Céleuln del
Rendimiento
’—' Microbiologia L Cmﬁ: a

Espacdializacian

\—.

Bicimgenieria 1

* Fermentacion

Fuente: elaboracion propia
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Apéndice 2.

Arbol de problemas

Contaminacion
del suelo

Gases toxicos al
guemar residuos

Aumento de
basureros
clandestinos

Contaminacion
del agua

A

Efectos

Acumulacion de desperdicios, de
materiales, ricos en hemicelulosa

Deficiencia
en manejo de
Falta de residuos
procesos organicos
para tratar domésticos
residuos de
madera
Poco
Falta de tratamiento
tratamiento de de residuos
residuos de sélidos
cascara de
frutas Falta de Falta de
tratamiento tratamiento de lejia
de residuos negra (industria
de cascara papelera)
de café

Fuente: elaboracion propia
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ANEXOS

Anexo 1. Muestra de calculo

Concentracion inicial total de xilosa presente en el hidrolizado a fermentar

[Ecuacién 1]

0,21*XsaHip+0,025I*XsalLev;+0,0081*15g/I
0,2l

XsaFeg=

Donde

XsaFeg = concentracion total inicial de xilosa a fermentar [g/I]
XsaHig = concentracion inicial de xilosa por hidrélisis [g/l]

Xsalev; = concentracion final de xilosa en cultivo de levadura [g/I]

Ejemplo: calculo de la concentracion total inicial de xilosa a fermentar, en el
hidrolizado desintoxicado, para hidrélisis a 110°C con 3% m/m de acido

sulfarico. Se utilizan datos de tabla IX y datos originales.

0,2*1,3662¢g/1+0,025I*11,5509+0,008[*159/!
0,2l

XsaFeg=

XsaFeg= 3,41006 g/l

De la misma forma se calculé para cada porcentaje de acido sulfarico,
segun la temperatura de hidrolisis y tiempo de fermentacion; los valores se
hallan en tablas IX, XlII, XVIl y XXI.
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Concentracion corregida de xilitol al final de la fermentacién

[Ecuacién 2]

0,2I*XolHPLC;-0,2*XolHi,
0,2l

XolCy=

Donde

XolC; = concentracion corregida de xilitol al fin de la fermentacion [g/I]
XolHPLC; = concentracién de xilitol al final de la fermentacion [g/]]

XolHip = concentracién inicial de xilitol por hidrélisis [g/I]

Ejemplo: célculo de la concentracién corregida de xilitol al final de la
fermentacion para hidrolisis a 110°C con 3% m/m de acido sulfurico,

fermentado durante 30 horas. Se utilizan datos de tablas IX y X.

0,21*0,9887849/1-0,21*0,1005209/|
0,21

XolC=0,888264 g/l

XolCs=

De la misma forma se calculé para cada porcentaje de acido sulfurico,
segun la temperatura de hidrélisis y tiempo de fermentacion; los valores se
hallan en tablas XV, XIV, XVl y XXII.
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Productividad de xilitol
[Ecuacion 3]

_XOle
Xl ™ TEer

Donde

Pxo = productividad de xilitol por la levadura [g/I-h]
XolC; = concentracion corregida de xilitol al fin de la fermentacion [g/I]

TFer =tiempo de fermentacion [h]

Ejemplo: calculo de la productividad de xilitol al final de la fermentacioén para
hidroélisis a 110°C con 3% m/m de acido sulfurico, fermentado durante 30

horas. Se utilizan datos de tabla X.

0,888264 ¢/l

Px0=0,0296088 g/lI-h
De la misma forma se calculé para cada porcentaje de acido sulfurico,

segun la temperatura de hidrélisis y tiempo de fermentacion; los valores se
hallan en tablas XI, XV, XIX 'y XXIII.
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Rendimiento de xilitol
[Ecuacion 4]

_0,2I*%olC,
Riolixsa= 5 2I*XsaFe,

Donde

Rxoixsa = rendimiento de xilitol por la levadura [gxilitol/gxilosa]

XolC; = concentracion corregida de xilitol al fin de la fermentacion [g/I]

XsaFeg = concentracion total inicial de xilosa a fermentar [g/I]

Ejemplo: célculo del rendimiento de xilitol al final de la fermentacion para
hidrolisis a 110°C con 3% m/m de acido sulfurico, fermentado durante 30

horas. Se utilizan datos de tablas XVIly X.

0,21*0,888264 ¢

R - siitol |
XoliXsa™ " 21x3,41006 g

/l

xilosa

RXoI/Xsa:O'26048 g

silitol! Ixilosa

De la misma forma se calculé para cada porcentaje de acido sulfurico,
segun la temperatura de hidrolisis y tiempo de fermentacion; los valores se
hallan en tablas XII, XVI, XXy XXIV.
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Concentracion de xilosa fermentada
[Ecuacion 5]

_0,2I"XsaFe(-0,2I*Xsay
- 0,2l

Xsac

Donde

Xsac = concentracion de xilosa fermentada[g/I]
XsaFeg = concentracion total inicial de xilosa a fermentar [g/I]

XsaFeg = concentracion de xilosa al fin de la fermentacion [g/l]

Ejemplo: calculo de la concentracion de xilosa fermentada por la levadura,
para hidrolisis a 110°C con 3% m/m de acido sulfarico, fermentado durante

30 horas. Se utilizan datos de tablas XVIl y X.

0,21*3,410069/1-0,21*1,862209/|
0,2l

Xsac=

Xsac=1,54786 g/l
De la misma forma se calculé para cada porcentaje de acido sulfarico,

segun la temperatura de hidrélisis y tiempo de fermentacion; los valores se
hallan en tablas XII, XVI, XXy XXIV.
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Incertidumbre absoluta

Para el célculo de la incertidumbre de todas las mediciones indirectas,
se puede definir una funcibn matematica cuyas variables sean todas las
variables experimentales de la formula o calculo, las cuales son derivadas

parcialmente seguln la regla de la cadena para mdltiples variables. °
A=f(xy,z,...)
Si se deriva A respecto a sus tres variables, la incertidumbre de A sera
igual a su derivada total segun la regla de la cadena. La incertidumbre de la

medida R esta dada por

[Ecuacion 6]

AWHIEAN
ay )| \az )

Esta definicibn puede extrapolarse tal que se pueda tener a R en

oA
AA=f(AX,AY,AZ,..,X,Y,Z,..)= ‘(—) AX| + +

ox

funcidén de n variables distintas siempre que se pueda mantener constantes
a todas las demas mientras se deriva parcialmente una de las medidas. Por
ejemplo la incertidumbre del rendimiento de xilitol se obtiene por medio de

éste método

_ 0,2"XolC;
Rxolixsa=g 2I*XsaFe,

(3 RXoI/Xsa <3RX0I/Xsa> AXsaFe
ANVenlCm 0

AR = =—=———
Xolixsa™ 1\ "X olC; dXsaFe,

>AXO|Cf| +

® STEWART, James. Calculo: trascendentes tempranas. 4ta Edicion llustrada. Cengage Learning
Editores, México 2002, p. 898,899.
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+

ARXOl/XSEl:

) *AXO|Cf

( -0,21*XolIC;

*AXsaFe
(0.2|*XsaFeo)2> 0

<0,2I*XsaFeO

Se utilizd el mismo método para calcular las incertidumbres de las
demas ecuaciones; los valores se hallan en tablas 1X, X, XI, XII, XIlI, XIV, XV,
XVI, XVII, XV, XIX, XX, XXI, XXII, XXIII, XXIV.
Azlcar fermentada

[Ecuacion 7]
Az-=Azy-Az;

Donde
Az = azlcar fermentada (xilitol, glucosa, sacarosa,..) [g/l]
Az = concentracion de azucar inicial (xilitol, glucosa, sacarosa,..) [g/]]
Az = concentracion de azucar final (xilitol, glucosa, sacarosa,..) [g/]]
Ejemplo: céalculo de la sacarosa fermentada para hidrélisis a 110°C con 1%
m/m de &cido sulfurico, fermentado durante 30 horas. Hidrolizado de Olote
de Maiz. Se utilizan datos originales.

Sacarosa fermentada=0,03864g/1-0,05653g/1=-0,01789¢/I

De la misma manera se calculd la azdcar fermentada para las demas

muestras de olote de maiz; los valores se hallan en tablas XXV y XXVI.
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Anexo 2. Datos calculados
Tabla IX. Concentraciones iniciales de xilosa y xilitol resultantes de
la hidrélisis de la madera de eucalipto, para 30 horas de
fermentacion
Temperatura o :
. AN % m/m XsaHig A XsaFeg .
Biomasa chéz(():l;SIS No. H,SO, g/ XsaFeq (g/) (*g/l) XolHiq (g/1)
Al 1 1,36622 3,41009 |0,00700063 [ 0,100520
110+ 1 A2 2 2,48000 4,52387 |0,00700063 | 0,256441
Mfﬁjefa A2 3 2,49639 4,54026 |0,00700063 | 0,339731
e
Eucalipto A4l 1 2,49600 | 4,53987 |0,00700063 | 0,377890
120+ 1 A5 2 3,15200 5,19587 10,00700063| 0,431110
A6 3 3,65894 5,70281 |0,00700063 | 0,495512
Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 1y 6
Tabla X. Concentracion de xilitol al final de la fermentacion y su
correccioén en hidrolizados de madera de eucalipto,
en 30 horas de fermentacién
Tiempo de
Biomasa | No. | Xsas(g/l) XoIHPLC; XolCs (g/l) A XolGy Fermentacion
(9l (=g/l) (h)
Al 1,86220 0,988784 | 0,888264 | 0,000001
A2 2,87005 2,161620 1,905179 0,000001 30+ 1,4E-4
Madera de | A2 2,89535 2,331300 | 1,991569 | 0,000001
Eucalipto | a4 1,94052 1,053460 | 0,675570 | 0,000001
A5 2,67323 2,623320 2,192210 0,000001 30+ 1,4E-4
A6 2,98253 2,399040 1,903528 0,000001
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Tabla XI. Productividad de xilitol de la levadura en hidrolizados de

madera de eucalipto, para 30 horas de fermentacién

. Temperatura Tiempo de _ _
Biomasa | iqrslisis (°C) | N | Fermentacion () | P (/1) A Pyo (2g/1-h)
Al 0,02961 3,0E-08
110+ 1 A2 30 + 1,4E-4 0,06351 3,0E-08
Madera de A2 0,06639 3,0E-08
Eucalipto A4 0,02252 3,0E-08
120+ 1 A5 30 + 1,4E-4 0,07307 3,0E-08
A6 0,06345 3,0E-08
Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 3y 6
Tabla XII. Rendimiento y xilosa fermentada por la levadura en 30
horas de fermentaciéon de hidrolizados de madera
de eucalipto
Biomasa No. R><0I/><sa (gxilitollg A R><o|/><sa (ig xilitoI/g XSEl,: (g/|) A Xsap (ig/l)
xilosa) xilosa)
Al 0,26048 0,00054 1,548 0,0070
A2 0,42114 0,00065 1,654 0,0070
Madera de | A2 0,43865 0,00068 1,645 0,0070
Eucalipto | a4 0,14881 0,00023 2,599 0,0070
A5 0,42191 0,00057 2,523 0,0070
A6 0,33379 0,00041 2,720 0,0070

Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 4,5y 6
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Tabla XIII. Concentraciones iniciales de xilosa y xilitol resultantes
de la hidrélisis de la madera de eucalipto, para 48
horas de fermentacién
Temperatura o .
. A % m/m XsaHig A XsaFeg .
Biomasa Hltzzcc):l;ss No. H,SO, g/ XsaFeq (g/) (*g/l) XolHiq (g/1)
A7 1 1,36622 3,41009 |0,00700063 | 0,100520
110+ 1 A8 2 2,48000 4,52387 |0,00700063 | 0,256441
Mf?efa A9 3 2,49639 4,54026 |0,00700063 | 0,339731
e
Eucalipto A10 1 2,49600 4,53987 |0,00700063 | 0,377890
120+1 [A11 2 3,15200 5,19587 |0,00700063 | 0,431110
Al12 3 3,65894 5,70281 |0,00700063 | 0,495512
Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 1y 6
Tabla XIV. Concentracion de xilitol al final de la fermentacion y su
correccion en hidrolizados de madera de eucalipto,
en 48 horas de fermentacién
Tiempo de
Biomasa | No. | Xsa; (g/l) XOIHPLC; XolC; (g/l) A XolCy Fermentacion
(9l (=a/l) (h)
A7 2,01657 0,689284 | 0,588764 | 0,000001
A8 2,78862 0,392695 | 0,136254 | 0,000001 48 + 1,4E-4
Madera de | A9 4,26220 0,000000 | -0,339731 | 0,000001
Eucalipto | A10 | 2,45540 0,993585 | 0,615695 | 0,000001
A1l | 2,28157 0,660663 | 0,229553 | 0,000001 48 + 1,4E-4
A12 | 2,78128 1,032590 | 0,537078 | 0,000001

Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 2 'y 6
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Tabla XV. Productividad de xilitol de la levadura en hidrolizados de

madera de eucalipto, para 30 horas de fermentacién

. Temperatura Tiempo de _ _
Biomasa | iqrslisis (°C) | N | Fermentacion () | P (/1) A Pyo (2g/1-h)
A7 0,01227 3,0E-08
110+ 1 A8 48 + 1,4E-4 0,00284 3,0E-08
Madera de A9 -0,00708 3,0E-08
Eucalipto A10 0,01283 3,0E-08
120+ 1 All 48 + 1,4E-4 0,00478 3,0E-08
A12 0,01119 3,0E-08
Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 3y 6
Tabla XVI. Rendimiento y xilosa fermentada por la levadura en 48
horas de fermentaciéon de hidrolizados de madera
de eucalipto
Biomasa No. R><0I/><sa (gxilitollg A R><o|/><sa (ig xilitoI/g XSEl,: (g/|) A Xsap (ig/l)
xilosa) xilosa)
A7 0,17265 0,00035 1,394 0,0070
A8 0,03012 0,00005 1,735 0,0070
Madera de | A9 -0,07483 0,00012 0,278 0,0070
Eucalipto | a10 0,13562 0,00021 2,084 0,0070
All 0,04418 0,00006 2,914 0,0070
A12 0,09418 0,00012 2,922 0,0070

Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 4,5y 6
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Tabla XVII.

fermentacién

Concentraciones iniciales de xilosa y xilitol resultantes

de la hidrélisis del olote de maiz, para 30 horas de

Temperatura o .
. A % m/m XsaHig A XsaFeg .
Biomasa Hltzz(c):l;ss No. H,SO, g/ XsaFeq (g/) (*g/l) XolHiq (g/1)
Bl 1 6,92657 10,40305 [0,00700063( 1,580470
110+1 B2 2 48,81590 | 52,29238 |[0,00700063| 8,052470
Olote de B3 3 49,46344 | 52,93992 (0,00700063| 0,000000
Maiz B4 1 10,06593 13,54241 |[0,00700063 | 0,956320
120+ 1 B5 2 50,95147 54,42795 |0,00700063 | 9,958970
B6 3 55,15521 | 58,63169 |0,00700063 | 0,011870
Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 1y 6
Tabla XVIII. Concentracion de xilitol al final de la fermentacion y su
correccion en hidrolizados de olote de maiz, en 30
horas de fermentacion
Tiempo de
Biomasa | No. | Xsa; (g/l) XOIHPLC; XolC; (g/l) A XolCy Fermentacion
(g (*g/1) )
Bl 16,07715 1,294717 -0,285753 0,000001
B2 55,63204 0,000000 -8,052470 0,000001 30+ 1,4E-4
Olote de | B3 43,09729 0,000000 0,000000 0,000001
Maiz B4 18,76380 2,591000 1,634680 0,000001
B5 56,15604 0,000000 | -9,958970 | 0,000001 30+ 1,4E-4
B6 45,59427 0,000000 -0,011870 0,000001

79

Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 2 'y 6




Tabla XIX. Productividad de xilitol de la levadura en hidrolizados de

olote de maiz, para 30 horas de fermentacion

. Temperatura Tiempo de _ _
Biomasa | - igrsiisis (°c) | N | Fermentacion (ny | P (@10 A Pio (+g/l-h)
Bl -0,00953 3,0E-08
1101 B2 30+ 1,4E-4 -0,26842 3,0E-08
Olote de B3 0,00000 3,0E-08
Maiz B4 0,05449 3,0E-08
1201 B5 30+ 1,4E-4 -0,33197 3,0E-08
B6 -0,00040 3,0E-08
Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 3y 6
Tabla XX. Rendimiento y xilosa fermentada por la levadura en 30
horas de fermentacién de hidrolizados de
olote de maiz
Biomasa No. R><0I/><sa (gxilitollg A R><o|/><sa (ig xilitoI/g XSEl,: (g/|) A Xsap (ig/l)
xilosa) xilosa)
Bl -0,02747 0,00002 -5,674 0,0070
B2 -0,15399 0,00002 -3,340 0,0070
Olote de B3 0,00000 0,00000 9,843 0,0070
Maiz B4 0,12071 0,00006 -5,221 0,0070
B5 -0,18298 0,00002 -1,728 0,0070
B6 -0,00020 0,00000 13,037 0,0070

Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 4,5y 6
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Tabla XXI.

Concentraciones iniciales de xilosa y xilitol resultantes

de la hidrélisis del olote de maiz, para 30 horas de

fermentacién

Temperatura o .
. A % m/m XsaHig A XsaFeg .
Biomasa Hltzz(c):l;ss No. H,SO, g/ XsaFeq (g/) (*g/l) XolHiq (g/1)
B7 1 6,92657 10,40305 |0,00700063 | 1,580470
110+1 B8 2 48,81590 | 52,29238 |[0,00700063| 8,052470
Olote de B9 3 49,46344 | 52,93992 (0,00700063| 0,000000
Maiz B10 1 10,06593 | 13,54241 |0,00700063 | 0,956320
120+1 B11 2 50,95147 | 54,42795 |0,00700063 | 9,958970
B12 3 55,15521 | 58,63169 |0,00700063| 0,011870
Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 1y 6
Tabla XXII. Concentracion de xilitol al final de la fermentacion y su
correccion en hidrolizados de olote de maiz,
en 48 horas de fermentacion
Tiempo de
Biomasa | No. | Xsa; (g/l) XOIHPLC; XolC; (g/l) A XolCy Fermentacion
(g (*g/1) )
B7 21,09707 0,000000 | -1,580470 | 0,000001
B8 54,90804 0,000000 | -8,052470 | 0,000001 48 + 1,4E-4
Olote de | B9 44,78843 0,000000 0,000000 0,000001
Maiz B10 | 16,32791 0,000000 | -0,956320 | 0,000001
B11 | 61,95154 0,000000 | -9,958970 | 0,000001 48 + 1,4E-4
B12 | 50,33332 0,000000 | -0,011870 | 0,000001
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Tabla XXIII. Productividad de xilitol de la levadura en hidrolizados

de olote de maiz, para 48 horas de fermentacion

. Temperatura Tiempo de _ _
Biomasa | iqrslisis (°C) | N | Fermentacion () | P (/1) A Pyo (2g/1-h)
B7 -0,03293 3,0E-08
1101 B8 48 + 1,4E-4 -0,16776 3,0E-08
Olote de B9 0,00000 3,0E-08
Maiz B10 -0,01992 3,0E-08
1201 B11 48 + 1,4E-4 -0,20748 3,0E-08
B12 -0,00025 3,0E-08
Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 3y 6
Tabla XXIV. Rendimiento y xilosa fermentada por la levadura en 48
horas de fermentacién de hidrolizados
de olote de maiz
Biomasa No. Ryolixsa (gxilitollg A R><o|/><sa (ig xilitoI/g Xsap (g/|) A Xsap (ig/l)
xilosa) xilosa)
B7 -0,15192 0,00002 -10,694 0,0070
B8 -0,15399 0,00002 -2,616 0,0070
Olote de B9 0,00000 0,00000 8,151 0,0070
Maiz B10 -0,07062 0,00006 -2,786 0,0070
B11 -0,18298 0,00002 -7,524 0,0070
B12 -0,00020 0,00000 8,298 0,0070

Fuente: elaboracion propia basado en ecuaciones 4,5y 6
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Tabla XXV. Glucosa, sacarosay xilitol fermentados por la levadura
en 30 horas de fermentacion de hidrolizados de
olote de maiz
Glucosa Sacarosa .
0,
Biomasa T.em’p.e.ratlira No. % m/m Fermentada | Fermentada Xilitol
Hidrolisis (°C) H,SO, Fermentada (g/l)
(9l (9l
Bl 1 0,03023 -0,01789 1,294717
1101 B2 2 0,04880 0,05296 0,000000
Olote de B3 3 0,00000 -0,06409 0,000000
Maiz B4 1 0,02616 -0,04960 2,591000
1201 B5 2 0,05991 0,06544 0,000000
B6 3 0,00000 -0,06049 0,000000
Fuente: elaboracion propia basado en ecuacién 8
Tabla XXVI. Glucosa, sacarosa y xilitol fermentados por la levadura
en 48 horas de fermentacion de hidrolizados de
olote de maiz
Glucosa Sacarosa .
0,
Biomasa T_emperatljra No. % mim Fermentada | Fermentada Xilitol
Hidrolisis (°C) H,SO, Fermentada (g/1)
(9l (9l
B7 1 0,06407 -0,00443 0,000000
1101 B8 2 0,04880 0,05296 0,000000
Olote de B9 3 0,00000 -0,01988 0,000000
Maiz B10 1 0,07552 0,02365 0,000000
1201 B11 2 0,05991 0,06544 0,000000
B12 3 0,00000 -0,03498 0,000000
Fuente: elaboracion propia basado en ecuacion 8
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Anexo 3. Datos Originales

A continuacion se presentan los cromatogramas en orden

Tiempo de retencion para xilosa 5 g/l

Data File C:WHECHEMAZADATB\XILOSAN11101809.D Sample Name: Xilosa 5
Injection Date : 10/18/2011 12:27:58 PM Seg. Line : 3
Sample Name : XHilosa 5 Location : Vial 3
Acqg. Operator 1 AdeM Inj : 1
Beq: Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pl
Aeoqg. Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/18/2011 12:13:15 PM by AdeM

(modified after loading)
Bnalysis Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\XILOSA.M
Last changed 1 10/24/2011 12:59:46 PM by AdeM
{modified after loading)
Metodo para determinacion de azucares; columnas NHZ ZORBAX 4.6 x250 mm , S5um; fase movil
acetonitriloc agna 70/30, temperatiura de 26 en el detectdr y en el termostato ( tee): 1:5 ml/minutsd

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSAI11101800.0)
nRIU ]
140000 -
120000
100000
80000
60000
40000 5
] o
- A :
| @
0 : . . =
— T T T T T
1 2 3 4 5 ] i min
Area Percent Report
Sorted By 5 Signal
Calib. Data Modified Monday, October 24, 2011 12:59:46 BEM
Multiplier z 1.0000
Dilution = 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTIDs

Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [HRIU*s] %
e e | e | e | [pesr ananere T T
B 3.919 PE 0.3045 5.39466e5 95.9581 Xilosa
2 4.571 0.0000 0.00000 0.0000 Xilitol
3 6.462 PP 0.5632 2.27230e4 4.0419 7
Totals = 5.6218%e5

Results obtalined with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors =

Warning : Calibrated compound{s) net found

*E¥E End of Report #**3%
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Tiempo de retencion para xilosa 75 g/l

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\XILOSA\11101810.D

Injection Date : 10/18/2011 12:38:52 PM Seg. Line : 4
Sample Name : Hilosa 75 Location : Vial 4
Beg. Operator : AdeM Inj : 1
Acqg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pl
Reqg. Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\XILOSA.M

Last changed : 10/18/2011 12:13:15 PM by AdeM

(modified after loading)
BAnalysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\KILOSA.M
Last changed i 10/24/2011 12:59:46 PM by RdeM

(modified after loading)

Metodo para determinacion de azucares; columnas NHZ ZORBAX 4.6 x250 mm ,

Sample Name: Xilosa 75

Sum, fase movil

acetonitrilo agua 70/30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostateo { teel: 1:5 ml/minute

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSAI11101810.0]
nRIU 7 >
400000
350000
300000 -
250000
200000
150000 —
100000 —
50000
1 1 1 1 i 1 ]
1 2 3 4 5 [ 7 min
Area Percent Report
Sorted By = Signal
Calib. Data Modified Monday, October 24, 2011 12:59:46 EM
Multiplier X 1.0000
Dilution = 1.0000

Dse Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal

Peak RetTime Type Width Area Area Hame
¥ [min] [min] [WRIU*s] %

e o | | I~ | o R e
15 3.991 BB 0.2813 8.16673e6 100.0000 Xilosa
2 4,571 0.0000 0.00000 0.0000 Xilital

Totals = 8.16673e8

Results pbtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning = Calibrated compound{s} not found

**% FEnd of Report =%
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Tiempo de retencion para xilitol 50 g/l

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANXILOSA\11101808.D Sample Name: Hilitol 50
Injection Date : 10/18/2011 12:17:01 BM Seg. Line : 2
Sample Name : Hilitel 50 Location : Vial 2
Acg. Operator 1 BdeM Inj : 1
BAeq. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pnl
Aocg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODSYXILOSA.M
Last changed : 10/18/2011 12:13:15 PM by AdeM

(modified after loading)
BEnalysis Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 12:59:46 PM by AdeM
{modified after loading)
Metodo para determinacicn de azucares; columnas NH2 ZORBAX 4.6 x250 mm , Sum; fase movil
acetonitrilc agna 70/30, temperatira de 26 en el detector y en el termostateo { tee): 1:5 ml/minutsd

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA'11101808.0)
ARIU -
250000 ~
200000
150000
100000 —
0 :
——————— T — T
1 2 3 4 5 B T min
Area Percent Report
Borted By 3 Signal
Calib. Data Modified : Monday, October 24, 2011 12:59:46 BM
Multiplier E 1.0000
Dilution = 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RIDl A, Refractive Index Signal

Peak RetTime Type Width Erea Area Name
# [min] [min] [nRIU*s] %
Bl | | | | |
1 3.993 0.0000 0.00000 0.0000 Xilosa
2 4.553 BB 0.2910 5.48150e6 100.0000 Xiliteol
Totals = 5.48150es

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning = Calibrated compeund(s) not found

k% End of Report #%*
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Tiempo de retencion para xilitol 0.1 g/l

Data File C:\HPCHEM\2\DRTA\XILOSA\11101807.D

Injection Date 10/18/2011 12:06:05 PM Seig. Line i 1
Sample Nams : Militol 0.1 Location : Vial 1
Acqg. Operater i AdeM Inj : 3k

Instrument 2
: Cr\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
10/18/2011 12:13:15 PM by AdeM
(medified after loading)
C: \HPCHEM\2\METHODS\XILOSA .M
10/24/2011 12:59:46 PM by AdeM
(modified after loading)

Aecqg. Instrument 20 pl
Acqg. Methed

Last changed ¢

Inj Volume :

Bnalysis Method :
Last changed 8

Sample Name: Xilitol 0.1

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2Z ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil

acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 =n &1 detector v en &l termostato [ tee), 1.5 ml/minuto
ﬁb1&mmm§ﬁ6§[¥@_

111101807.0)
nRIU ]
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
4] 3 gz
= L X [ R
1 ' 1 i I 1 1 " ] ' ] i " ¥
k! 1 2 3 4 ) [:] F mirt
Area Percent Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Monday,; October 24, 2011 12:59:46 EM
Multiplier 1.0000
Diluticn 2 1.0000
Use Multiplier & Dilution Facter with ISTDs
Signal 1: RIDL A, Refractiwve Index Signal
Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [nRIU*s] %
s | | | | |
1 g.993 0.0000 0.00000 0.0000 Xilosa
2  4.441 VB 0.4926 4.54780e4  45.6703 Hilitol
3  6.703 FF 0.435% 3.22867ed 32.4232 7
4 T.254 VBA 0.3487 2.18144ed Z1.9068 %
Totals : 9.95730=4
Results obtained with enhanced integrator!
2 Warnings or Errors
Warning @ Calibrated compound(s) not found
Warning : Negative results set to zero (cal. curve intercept), [(Xilitol)

*x% End of Report *##

87



Curva de calibracion para xilosa y xilitol, para madera de eucalipto

Methed €: \HPCHEM\Z\METHODS\XILOSA.M

Calibration Table

CURVA DE CALIBRACION DE RZUCARES

Calib. Data Modified = Monday, October 24, 2011 12:51:23 BM
Calculate > External Standard

Based on % Peak Area

Rel. Reference Windew = 5.000 %

Abs.: Reference Window : 4.500 min

Rel. Nomn-ref. Windew = 5.000 %

Abs. Non-ref. Window = 0.000 min

Use Multiplier & Dilution Facter with ISTDs

Uncalibrated Peaks noct repérted

Partial Calibration Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times No, only for identified peaks

Cutrve Type : Linear

Origin ¥ Included

Weight = Egual

Recalibraticn Settings:

Average Response % Kverage all calibrations
Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Neormal ERepert after Recalibration
If the seguence is done with bracketing:
Results of first cycles (ending previcus bracket)

Signal 1: RIDL A; Refractive Index Signal

RetTime Lvl Emount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [g/L]

v e (e | | [reerlra] m—erv—
3993 T 5.00000 3:827680e5 1:30630e-5 Rilosa

1 B
s 30.00000 2.54213s6 1.18011e-5
3 50.00000 3.96383e6 1.26141e=5
4 75.00000 6.380147¢6 1.1716le-5
4:571 1 1 1.00000 1.32115&e5 7.56914e-6 Kilitel
2 10.00000 '1.54440e6 6.47501e-6
3 30.00000 3.25153e6 9.22642e-6
4 50.00000 6.14733e6 8.1336le-6

More compound-specific settings:

Cempound: Xilesa
Tine Window : From 3:700 min Te 4.300 min

Compound: Xilitol
Time Window : From 4.300 min Te 5.100 min

Peak Sum Table

#F¥No Entries in tablexss
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Method €: \HECHEMA2\MBETHODSYXILOSE .M

Calibratien Curves

Area 7 Xilosa at exp. BRIz 3.893
8ER - 4 RID1 Ay Refractive Index Signal
J Cerrelation: 0.99887
5E6 Residuzl Std. Dewv.:; 145104.72033
1 / Formula: v = mx + b
4E6 + I 84273.08923
3 3 by 38700, 51797
3E6 2, %7 Amount g/ L]
2E6 - y: Area
1E67: 4
0-] T T T \
0] 50
Armountfa/L]
Area 1 ¥iliteol at exp. RT: 4.571
7: 4 RIDL A, Refractive Tndex Signal
] Correlation: b .aahls
5E6- Residual Std. Dev.: 290854.14819
] Formula: v = mx + b
Wt mr 11866693452
3E67: o bz FD38 VB
1 xv Bmount g/L]
2EG—E 5 v: Brea
o i
1E6
1
0 R T
o] 20 40
Amount{g/L]
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Concentracion de xilosa y xilitol en el cultivo de levadura, justamente antes

de ser agregada para fermentar hidrolizados de madera de eucalipto

Data File C:\HPCHEM%\2\DATA\XILOSA\11102417.D Sample Nams: L
Levadura
Injection Date : 10/24/2011 2:22:04 PM Seg. Lipne : 18
Sample Name : L Locatisn @ Vial 18
RAcq. Operateor : RAdeM 17 g L
Bcg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 .l
Leqg. Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\XILOSA.M
Last changed 1 10/24/2011 12:47:39 PM by AdeM

{modified after loading)

C: \HPCHEMAZAMETHODS\XILOSA .M

1042472011 1:03:53 PM by AdeM

(medified after loading)

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2 ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil
gcetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detector v en el termostate ( tee), 1.5 ml/minute

Analysis Method
Last changed

RID1 A, Refractive Index Signal { \11102417.0)
nRIY 4
160000
140000
120000
100000
80000 -|
0000 §
] ©
40000
20000
0 2
77— T
0 1 2 3 4 5 [ i
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 24, 2011 1:03:53 BEM
Multiplier % 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1l A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] lg/L]
[ | | 2, 5 (==}
3.889 BB 9. 3478285 1.235758-5 11.55093 Xilgsa
4.571 = = = ¥ilitel
Totals = 11.55093

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compsund(s) not found

*%% Bnd of Report: **¥
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Concentracion xilosa y xilitol, en

eucalipto

Data File C:\HPCHEM\ZA\DATANKILOSA\1110241s.D

Hidrolizado

el hidrolizado muestra A1 madera de

Sample Name: H

Injection Date 10/24/2011 2:12:13 PM

Sample Name : H

Bcq. Operator BdeM

Acg. Instrument : Instrument 2

Acg. Method :

Last changed
(modified after loading)

Analysis Method :

Last changed
(modified after loading)

Metodo para determinacion de azucares,

columnas NH2 ZORBAX 4.6 x250 mm ,

Seqg. Line : 17

Location : Vial 17
Inj : 1
Inj Volume : 20 pnl

C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
10/24/2011 12:47:39 PM by RdeM

C: \HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
10/24/2011 1:03:53 PM by AdeM

S5um, fase movil

acetonitrilc agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostato ( teec), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA11102416.0)
nRiU
160000
140000 -
120000 -
100000
80000
60000
40000 —
20000
_ g 2
y uy
0- : .
T T T —r— 7 — T
0 1 2 3 4 5 8 min
External Standard Repert
Sorted By - Signal
Calib. Data Modified Monday, October 24, 2011 1:03:53 BM
Multiplier z 1.0000
Dilution H 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [g/L]

------- | | [t e et o e e ey
3.902 PB 1.71723e5 1.45404e-5 2.49693 Xilosa
5.042 BB 9.56521e4 3.55173e-6 3.39731le-1 Xilitel

Totals = 2.836686

Results obtained with enhanced integrator!

*#** End of Report #***
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Concentracion xilosa y xilitol, en

eucalipto

Data File C:%WHPCHEM\Z)\DATAYXILOZAY11102416.D

Hidrolizado

el hidrolizado muestra A2 madera

Sample Hame: H

Injection Date : 102472011 Z:42Z2:13 PM

Sample Name : H2
Aog. Operator @ AdeM
Aog., Instrument Instrwnent 2

Aeog. Method
Last changed
(modified after loading)
Analysis Method
Last changed
[modified after loading)

Seq. Line : 17
Location Vial 17
Inj = 1

Inj Wolume 20 nl

C:4HPCHEM\ 24\ METHODSY XILOSA. N
10/24/2011. 12:47:39 PM by -idel

C:YHPCHEMY 24 METHODSY XILOSA. M
10/24/2011 1:03:53 PM by AideM

Metodo para determinacicon de azucares, columnas NHZ ZOREAX 4.6 x250 mm , Sum, fase mowil
acetonitrilo agua T0f30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato [ tec), 1.5 mlfminuto

de

RIDT A, Refradtive hdex Signal (AILOSAW 1102416 0
nRIL
160000 ] ."'.
] |
140000 [
] i
120000 : |
100000 b
] I A
a0000 \
] I= 1
60000 yook
7} | 1
] | i)
40000
E | R
20000 |
] | : )
o = = = e = =R T IR S : ]
-—Y 77— T T
0 1 z I 4 Lt & min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Monday, October 24, 2011 1:03:53 PH
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Uszse Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RID1 &, Befractive Index Signal
RetTime Type Area Awt/Area Awount Grp Name
[rmin] [nRIU*=] [o/L]
_______ | —_————— ] - e J—— _| R —_
3.90% IE 0.76433e5 1.78745e-5 1.36620 Hilosa
S.042 EE G.T72657ed  1.4%437e-6 1.00520e-1 Hilitol
Totals 1.47142

Rezults ohtained with enhanced integrator!

*##% Encd of Report #*%%
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Concentracion xilosa y xilitol, en el hidrolizado muestra A3
eucalipto
Data File C:\HPCHEMY2')DATAYXILOZAY11102416.D

Hidrolizado

Injection Date 10/24/2011 Z:42:13 FPH Seg. Line 17

Sample Name H3 Location Vial 17

Acg. Operator AdeM Inj 1

Aog., Instrument @ Instrument 2 Inj Volume 20 nl

Ao, Method i C:iZHPCHEM: 2% METHODS, ZILOSA.M

Last changed 1 10/24/2011 12:47:33 PN by idel

[modified after loading)
C:YWHPCHEMY 2\ METHODSY XILOZ4A. M

10/24/2011 1:03:53 PM by AdeM

[modified after loading)

Metodo para determinacion de azucares, columnas NHZ ZORBAK 4.6 x250 mm ,

Analyzis Method :
Last changed J

fum, fase movil

acetonitrilo agua 7030, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato { tec), 1.5 mlfminuto

madera de

Sample Fame: H

RIDT A Refradive ndex Signal (RILO5AN 1102416 0
nRil 4
160000 ] ."'.
] I
140000 3 [
120000 [y
100000 b
3 Il
20000 | b
x (i
60000 |
7 | 1
7 | A
40000
X : \‘
B | 5.
20000 | % g
] { x et
o = e o =3 = o e e S N - e
——————————————————— [ F———————
o i 2 3 4 5 & min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calilh. Data Modified Monday, Octoher 24, 2011 1:03:53 PH
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with I3TDs

Signal 1: RID1 A, Refractiwve Index Signal
RetTime Type Lrea Awit/ Ares Amount Grp Name
[min] [nRIT*=] [o/L]

——————— ettt koot teoteoheoteshea Mttt ot el I ottt el e et ke etk
3.309 B 1.70297e5  1.45627e-5 2.48000 ¥ilosa
5.042 BB 8.576683e4 2.988092e-6 2.5644le-1 ¥ilitol

Totals Z.73644

Results obtained with enhanced integrator!

*#%% End of Report &®%%
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Concentracion xilosa y xilitol, en el hidrolizado muestra A4 madera de

eucalipto
Data File C:\HPCHEM\Z'\DATA\XILOZAY11102416.D Sample Hame: H
Hidrolizado
Injection Date : 10/24/2011 3:10:02 PM Feq. Line : 17
Sample Narne : H4 Location : Vial 17
Aog. Operator @0 hdelM Inj = 1
Acg. Instrument : Instrument 2 Inj Wolwwe : 20 pl
bog. Method i CiNHPCHEMY 2% METHODSY EILOSA. I
Last changed : 1072472011 1Z:47:39 PM by Adel

[modified after loading)
Analysis Method : C:%HPCHEM,2')METHODSY XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 1:03:53 PM by AdeM
[modified after loading)
Metodo para determinacion de azucares, columnas NHZ ZORBAX 4.6 x250 mm , Sum, fase mowil
acetonitrilo agua 7030, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato { tec), 1.5 ml/minuto

RIOT &, Refractive hdex Signal GEILOSAW 1102416 03
nRiL
160000 ] ."'.
] il
140000 (!
120000 [ ]
100000 bl
] [
50000 oA
] | \
60000 |
] | 4
] | \
40000
E | xR
20000 | 2 g
] | . e S
[ === B S = — bt : e S : o=
— 7 —————— T —T— T T T T—T— T — T
] i 2 3 4 5 & min
External Standard Report
Sorted By g Signal
Calih. Data Modified : Monday, Octoher 24, 2011 1:03:53 FH
Multiplier L 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 &, REefractive Index 3ignal

RetTime Type Ares Amt/ Area Amount Grp WNarme
[min] [nRIT*5] [er/L]

——————— Ressseelioosssrsans oo osoaaas eoERIEEE hes S EREEEEEEaEEE
3,509 PBE 1.71645e5 1.454164e-5 Z.45%a800 Zilosa
5.042 EE 10.0180e4 3.77211e-6 3.77880e-1 filitol

Totals : Z2.87389

Fesults obtained with enhanced integrator!

**#% End of Beport **%#
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Concentracion xilosa y xilitol, en

eucalipto

Data File C:%WHPCHEM\Z)DATA\EXILOSAY11102416.D

Hidrolizado

el hidrolizado muestra A5 madera de

Injection Date @ 10/24/2011 3:15:33 FM
Sample Name : HE

Aeog. Operator @0 AdeM

Aeg., Instruwent @0 Instrument 2

Ao, Method : CryHPCHEMS Z\METHODSN XILOSA. M

Last changed
[toodified after loading)

10/24/2011. 12:47:39 PM by Adel

Anzmlysis Method @ C:\HPCHEMAZ'\ METHODS\ XILOZAL.HM

Last changed
[rmodified after loading)

10/24/2011 1:03:53 PM by AdelM

Inj
Inj Volume

Sample Hame: H

17
Vial 17
i1

20 ul

Metodo para determinacion de azucares, columnas MHZ ZOREX 4.6 x250 mm , Sum, fase mowil
acetonitrilo agua T0/30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostatoe | tec), 1.5 ml/minuto

RIDT A, Refradive hdex Signal (AL OSAN 1102416 07
nRiL 4
160000 ] ."'.
] I
140000 [l
] I
120000 : !
100000 ] Wk
] [\
so00n - b
] |
so000 yoy
7} | 4
] | A}
ao000
| : \\\
20000 | o =
: \\ =1
] |I 43 - S"!_
i | — =y = 5
— T T
0 i 2 3 4
External Standard Report
Sorted By 2 Signal
Calilh. Data Modified Monday, October 24, 2011 1:03:53 PN
Multiplier 5 1.0000
Dilution 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTD=

Signal 1: REID1 &, Refractiwve Index Signal

RetTime Type Area Amt/ Area Amount Grp Name
[rin] [nRIU*sS] [3/L]
——————— frzzzssflzsszzesoosd szzzafos f==iz
3.5%08 FE Z.20%28e5 1.3665%5e-5 J.1520
5.042 EBE 10.64%e4 4,045813e-6 4.31110=-1 Hilitol
Totals 3.58311

Fesults obtained with enhanced integrator!

**% End of Renort *%%
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Concentracion xilosa y xilitol, en el hidrolizado muestra A6 madera de

eucalipto

Data File C:\HPCHEM\Z'\DATA4XILOSAY11102416.D Jample Fame: H

Hidrolizado

Injection Date : 10/24/2011 3:27:10 PH Seq. Line @ 17
Sample Name : Hs Location : Vial 17
Acg. Operator @0 AdeM Inj : 1
Aeg. Instruwent @ Instrument 2 Inj Voluwe : 20 nl
Aeog. Method : C:ZWHPCHEMSZ\METHODS, XILOSA.M

Last changed : 10/24/2011 12:47:539 PM by AdelM

(wodified after loading)
inalysis Method : C:\HPCHEMYZYZMETHODZY ZILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 1:03:53 FM by LdeM
(modified after loading)
Metodo para determinacion de a=ucares, coliumnas MHZ ZORBAX 4.6 x250 mm , Sum, fase mowil
acetonitrilo agua TOf30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato [ tec), 1.5 mlfminuto
RID1 A, Refractive hdex Signal IIL0OSAM 1102416 .00

nRIl
160000

140000

120000

100000

80000

G0000

0000

20000

,
fana

Sorted By & Signal
Calib. Data Modified Monday, Octokber 24, 2011 1:03:53 FH
Multiplier 5 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index 3ignal

FetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MRIT*s] [o/L]

——————— T
3.509 B 2.69650e5 1.356592e-5 3.65854 Hilosa
S.042 EBE 11.4158e4 4.53415349e-6 4.55512e-1 Hilitol

Totals : 4.15445

Results obtained with enhanced integrator!

*%% End of Report #*#*%*
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 110°C/1%. Muestra Al

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\XILOSA\11102404.D Sample Name: Mu 1
Injection Date : 10/24/2011 12:07:32 PM Seig. Line & -
Sample Hame : Ma 1 Location : Vial 5
Acg. Operator 1 BdeM Inj : 1
Acqg: Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 pl
Acqg. Methed : Cr\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 11:07:27 AM by AdeM
Analysis Method : C:\HPCHEMAZ\METHODS\XILOSA.M
Last changed 1 10/24/2011 12:54:06 PM by AdeM

(modified after loading)
Metodo para determinscion de azucares, columnas NH2Z ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase mowvil
acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detecter y en el termostato ( tee), 1.5 ml/minuta

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA11102404.D)
nRIU_—
140000 -]
120000
100000
80000
60000
40000
1 «©
20000 § = 8
1 B x
] W e i W &
(1] T T
s St T B T e
1 2 3 4 5 B 7 8 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified = Monday,; October 24, 2011 12:51:23 BM
Moltiplier 3 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RIDI A; Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [g/L]

------- | e ] e = [ r—————
3. 898 BW 1.18233e5 1.57503e-5 1.86220 Xilesa
4.413 W 1.72673e5 5.72633e-6 9,88784e-1 Xilitol

Totals : 2,85089

Results obtained with enhanced integrator!

&% Eid of Reporf %%
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de

madera de eucalipto, tratamiento 110°C/2%. Muestra A2

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANXILOSA\11102405.D

Injection Date 10/24/2011 12:19:24 PM Seqg. Line : 6
Sample Name Mu 2 Location : Vial 6
Aeyg. Operator AdeM Ing : 1

Instrument 2
C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA .M

Acq.: Instrument Z0 1l

Acqg. Methed

Inj Volome :

hidrolizados de

Sample Name: Mu 2

Last changed
Analysis Methed
Last changed

Metode para determinacion de azucares,

10/24/2011 11:07:27 AM by AdeM
C:\HECHEM\Z\METHODS\XILOSA. .M

10/24/2011 12:54:06 PM by AdeM

(modified after loading)

columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm .,

Sum, fase mowvil

acetonitrile agua 70/30, tem eratura de 26 en el detector v en el termostato ( tec), 1.5 ml/minuta

RIDT A, Hefracﬁuelm@_gru 111102405
ARIU
175000
150000
125000
100000
75000
50000
EUDE §
] ” g
0 " . w©
T ¥ T T T 1 T 1 T ¥
2 3 4 ] 6 4 8 min
External Standard Report
Sorted By - Signal
Calib. Data Modified Monday, October 24, 2011 12:51:23 BM
Multiplier - 1.0000
Dilutien 1.0000

Use Multiplier & Dllutlon Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A&,

Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [g/L]

------- |l e
3.898 BV Z.03168e5 1.41285e-5 2.87005 Xilesa
4.423 VB 3.11850e5 6.93160e-6 2.16162 ¥ilitel

Totals 5.03167

Results obtained with enhanced integrator!

*%% Efid Bf Report *w**
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 110°C/3%. Muestra A3

Data File C:\HPCHEM\AZ\DATA\XILOSA\11102406.D Sample Name: Mu 3
Injection Date : 10/24/2011 12:31:15 BM Seqg. Line : &
Sample Name : Ma 3 Lecation : Vial 7
Aeqg. Operater : BAdeM Inj : 1
Acqg. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 .l
Reqg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 11:07:27 AM by AdeM
Znalysis Method : C:\HPCHEM\2\METHCODS\XILOSA.M
Last charnged 1 10/24/2011 12:54:06 FM by AdeM

(modified after loading)
Metodo para determinacion de azucares, columnas NHZ ZORBAX 4.6 x250 mm , 5um, fase movil
acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostato { tec), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA\11102408.D)
nRIU ]
140000
120000 —
100000
80000
60000
40000 -
8
0} —J . .
& ¢ T ¥ & & & & LT & ¥ ¢ 7 F ¥ F T & @8 % F L7 ¢ §F §FL&td & T L. +v k1
0 1 2 3 4 5 [:] 7 g mirt
External Standard Report
Sorted By z Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 24, 2011 12:51:23 PM
Multiplier - 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RIDL A; Refractive Index Signal
RetTime Type Area Emt /Area Emount Grp Name
[min] [nRIU*g] la/L]
| | | | ==
3.907 BW 2.05300e5 1.41030e-5 2.89535 ¥ilosa
4.434 VP 3.31985e5 7.02229%e-6 2.33130 Hilitel
Totals : 5. 22665

Results obtained with enhanced integrator!

*%% End Bf Report *wx
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 120°C/1%. Muestra A4

Data File C:\HPCHEMA\Z\DATA\XILOSA\11102407.D Sample Name: Mu 4

Injection Date 10/24/2011 12:43:09 BM Seq. Line : 8
Sample Name : Mu 4 Lecation Vial
Acg. Operator : BAdeM Inj : 1

Acqg: Instrument :

Reg. Method
Last changed

Bnalysis Method :

Last changed

Metodo para determinacion de azucares;
acetonitrilc agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostato [ tee),

Instrument 2

: C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M

: 10/24/2011 12:47:39 PM by AdeM
{modified after loading)

C: \HPCHEM\2\METHODS\XILOSA .M
10/24/2011 12:54:06 PM by AdaM
(modified after loading)
columnas NH2 ZORBAXK 4.6 %250 mm ,

Inj Volume :

Sum;

fase movil
1:5 ml/minute

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA'11102407.0)
nRIU ]
140000
120000 |
100000
80000
50000
40000
20000 5 S
. o =
o b
1 LA N e—
c T
1] i I i 1 1
1 2 3 5 8 min
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Monday, October 24, 2011 12:51:23 EM
Multiplier ¥ 1.0000
Dilution g 1.0000

Use Multiplier & Dilutieon Factor with ISTDs

Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt /Area Ameount Grp Hame
[miin] [NRIU*5] /L]

------- ) memmee s e Jmrmms | il i
3. 811 BV 1.24833e5 1.55449e-5 1.94052 Xilosa
4.412 VB 1.80348e5 5.84126e-6 1.053486 FXilitel

Totals = 2.99398

Results obtained with enhanced integrator!

*¥% Bnd of Report #&s
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 120°C/2%. Muestra A5

Data File C:\HPCHEM\2\DATANXILOSAN\11102408.D

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Aog. Instrument

Mu 5
BAdeM
Instrument 2

10/24/2011 1225305 PM

Seqg. Line : k!
Lecation Vial 9
Torj 3 1

Inj Volume :

Sample Name: Mu 5

Acg. Method
Last changed

C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA .M

10/24/2011 12:47:29 PM by AdeM

{modified after loading)

C: \HPCHEM\2\METHODS\XILOSA .M

10/24/2011 1:03:53 PM by AdeM

(modified after loading)

Metode para determinacien de azucares; columnas NH2 ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum;
acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostate ( tec),

Enalysis Method :
Last changed -

fase movil
1.5 ml/minute

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSAT11102408.D)
nRIU
140000 -
120000 |
100000
80000
50000
40000
20000 g s
0 : //n\“+’/"\\“———h_;_ —
———— 7] """ 77— T
0 1 14 3 4 5 ] mir
External Standard Report
Sorted By 3 Signal
Calib. Data Modified = Monday, Octeober 24, 2011 1:03:53 BEM
Multiplier ¥ 1.0000
Dilution s 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1z RIDL A, Refractive Index Signal
RetTime TIype Area At /Area Amount Grp Marne
[miin] [RRIU*s] [a/L]
| | | |l
3.905 BV 1.8658le5 1.43275e-5 2.67323 ¥ilosa
4,432 VP 3.6663%5 7.15506e-6 2.62332 ¥ilitel
Totals = 5.29656

Results cbtained with enhanced integrator!

*** End of Report *%*
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 120°C/3%. Muestra A6

Data File C:\HPCHEMAZ\DATA\XILOSAN11102409.D Sample Name: Mu &
Injection Date : 10/24/2011 1:03:02 PM Seq. Line : 10
Sample Name : Mu 6 Location : Vial 10
Leqg. Operator : AdeM Ing @ 1
Aog. Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 ul
Becg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 12:47:39 PM by AdeM

{modified after loading)
Bnalysis Methéd : C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 1:03:53 BM by AdeM
{modified after loading)
Metodo para determinacion de azucares, columnas NHZ ZORBAX 4.6 x250 mm ; Sum; fase movil
acetonitrilc agna 70/30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato ( tec), 1.5 ml/minute

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA\11102409.0)
nRIU.J
140000
120000 -
100000 -
80000
80000
40000
g o
20000 o 3
0 ol e Ve .
T
[t} 1 2 3 4 5 5} mir
External Standard Report
Sorted By = Signal
Calib. Data Modified : Monday, October 24, 2011 1:03:53 PM
Multiplier ¥ 1.0000
Dilution = 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal

RetTime TIype Area Amt/Area Amount Grp Name
[miin] [RRIU*5] lg/L]

-------- | =] B ) J=] s
3.203 BV 2.12646e5 1.40258e-5 2.98253 ¥ilosa
4:.442 VP 3.40024e5 7.05550e-6 Z.390804 Hilitel

Totals = 5.38157

Results cbtained with enhanced integrator!

**% End of Report #2#
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 110°C/1%. Muestra A7

Data File C:\HPCHEMAZ\DATA\XILOSA411102410.D Sample Name: Mu 7
Injection Date : 10/24/2011 1:12:59 PM Seq. Line : 11
Sample Name : Mu 7 Location : Vial 11
Leqg. Operator : AdeM Torj 3 1
Aog. Instrument Instrument 2 Inj Volume : 20 pl

Aeg. Method
Last changed

C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
10/24/2011 12:47:29 PM by AdeM
{modified after loading)
Bnalysis Methéd : C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 1:03:53 PM by AdeM
{modified after loading)
Metodo para determinacien de azucares; columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm ; Sum; fase movil
acetonitrilc agna 70/30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato { tee), 1.5 ml/minute

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA'11102410.0)
nRIU
140000
120000
100000 -]
80000 |
50000
40000 -
20000+ o=
_ 8 B
L
0 " b
1 1 1 1 I 1
0 1 2 3 4 5 [:] mir
External Standard Report
Sorted By % Signal
Calib. Data Modified : Monday, October 24, 2011 1:03:53 PM
Multiplier E 1.0000
Dilution z 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal
RetTime TIype Area Amt /Area Amount Grp Hame
[min] [nRIU*s] [g/L]
| | | | |ree]
3.908 BV 1.31242e5 1.53653e-5 2.01857 Hilosa
4.397 VB 1.37133e5 5.02641e-6 6.89284e-1 Xilitel
Totals : 2.70586

Results cbtained with enhanced integrator!

*x* End of Report *=*
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 110°C/2%. Muestra A8

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANXILOSA\11102411.D

Sample Name: Mu &

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator :
BAcg. Instrument :
Acqg. Method

Last changed H

Analysis Methoed :
Last changed

10/24/2011 1:22:52 BM Seg. Line @ A2

: Mu 8 Location : Vial 12
EdeM Inj : 1
Instrument 2 Inj Volume : 20 pl

Cr\HPCHEM\2 \METHODS\XILOSA .M
10/24/2011 12:47:39 PM by AdeM
(modified after loading)

C: \HPCHEM\2\METHODS\XILOSA .M
10/24/2011 1:03:53 PM by AdeM
(modified after loading)

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2Z ZORBAX 4.6 x250 mm , Sum, fase movil

acetonitrile agua 70/30, t

eratura de 26 en el detector ¥ en el termostate ( tec), 1.5 ml/minuts

RIDT AR Indax \11102411.0]
nRIU -
160000
140000 —
120000
100000 -
20000
80000
40000
20000 § 2
5 2
o L —t
I B |1 1 i 1 |
1 2 3 4 ] L] mir
External Standard Report
Sorted By z Signal
Calib. Data Modified : Monday, October 24, 2011 1:03:53 PM
Multiplier z 1.0000
Dilution z 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A,

Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Hame
[miin] [nRIU*s] [g/L]
I | | | ==l
3.893 BV 1.96305e5 1.42055e-5 2.78862 Kilosa
4.379 VP 1.01937e5 3.85232e-6 3.92695e-1 Xilitel
Totals = 318131

EBesults obtained with enhanced integrator!

*x% End of Report ***
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 110°C/3%. Muestra A9

Data File C:\HPCHEMAZ\DATA\XILOSA411102412.D Sample Name: Mu 2
Injection Date : 10/24/2011 1:32:43 PM Seg. Line @ 13
Sample Name : Mau 8 Location : Vial 13
Acg. Operator : AdeM Inj : 1
Aog. Instrument Instrument 2 Inj Volume : 20 pl

C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA .M
10/24/2011 12:47:39 PM by AdeM
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 1:03:53 BM by AdeM
{modified after loading)
Metodo para determinacien de azucares; columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum; fase meovil
acetonitrile agua 70/30; temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato 1 tec), 1.5 ml/minutc

Rcg. Method
Last changed

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA11102412.0)
nRIU ]
160000
140000
120000
100000 |
80000
60000 |
40000 g
20000 //Q\
0 T
1 1] 1 i ' I 1
0 1 2 3 4 5 [ mir
External Standard Report
Sorted By % Signal
Calib. Datd Modified Monday, October 24, 2011 1:03:53 PM
Multiplier = 1.0000
Dilution = 1.0000

Use Multiplier & Dilution Facter with ISTDs

Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Emt/Area Ameunt Grp Hame
[miin] [ARIU*5] [g/L]
| | | | |==]
3.905 PB 3.20488e5 1.3299%1e-5 4.26220 Hilosa
4.571 - - = Xilitel
Totals = 4.26220

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning @ Calibrated compound(s] not found

***x End of Report #x*
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 120°C/1%. Muestra A10

Data File C:\HPCHEMAZ\DATA\XILOSA\11102413.D Sample Name: Mu 10
Injection Date : 10/24/2011 1:42:36 FM Seg. Line : 14
Sample Name : Mu 10 Location : Vial 14
Leqg. Operator : AdeM Inj : 1
Acqg. Instrument Instrument 2 Inj Volume : 20 nl

Acg. Method
Last changed

C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA .M
10/24/2011 12:47:39 PM by AdeM
(modified after loading)
Bnalysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 1:03:53 PM by AdeM
(modified after loading)
Metodo para determinacien de azucares; columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm , S5um; fase movil
acetonitrilc agna 70/30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato [ tee), 1.5 ml/minuteo

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA\11102413.0)
ARIU A
160000 —
140000
120000~
100000 —
80000 |
60000 |
40000
] w
20000-‘ /g;-_._.g—_\-_
0 : y
1 1 11 1 1 |
0 1 2 3 4 5 8 min
External Standard Report
Sorted By 2 Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 24, 2011 1:03:53 PM
Multiplier ¥ 1.0000
Dilution = 1.0000
Use Multiplier & Diluticon Facter with ISTDs
Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal
RetTime TIype Brea Amt /Area Amount Grp Name
[min] [ARIU*5] [g/L]
| | | | |=rr]
3. 909 BV 1.68224e5 1.45960e-5 2.45540 Xilosa
4.435 VB 1.73243e5 5.73521e-6 9.93585e-1 Xilitel
Totals 3.44899

Results cobtained with enhanced integrator!

*x¥ End of Report *%%
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 120°C/2%. Muestra A11

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\XILOSA\11102414.D

Injection Date : 10/24/2011 1:52:28 BM Seg. Line : 15
Sample Name : Mo 11 Location : Vial 15
Acg. Operator 1 AdeM Inj s 1
Acqg. Instrument Instrument 2 Inj Volume : 20 pl

Zcg. Method
Last changed

Analysis Methed :

Last changed

Metode para determinacion de azucares;
acetonitrilo agua 70/30, te

€+ \HPCHEMA2\METHODS\ XILOSA .M

10/24/2011 12:47:39 PM by heeM

(modified after leading)

C: \HPCHEM\2\METHODS\XILOSA .M

10/24/2011 1:03:53 FM by RAdeM

(modified after loading)

columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm ;

Sum;

Sample Name: Mu 11

fase movil

eratura de 26 en €l detector ¥ en el termostate ( tec), 1.5 ml/minuts

RID1 A, Refractive Index Signal 1111024140}
nRIU ]
140000 —
120000 -
100000 -
80000
50000
40000
20000 2 g
] /;LH—+JiH=_
0- : "
- —r—— — T . " — ——r
1 2 3 4 L] miin
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified Monday, October 24, 2011 1:03:53 BM
Multiplier : 1.0000
Dilution = 1.0000
Use Multiplier & Dilution Facter with ISTDs
Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt /Area Amount  Grp  Name
[riin] [NRIU*5] [g/L]
------- )= == i i i i I L
2.908 EV 1.53575e5 1.48564e-5 Z.28157 ¥ilosa
4.442 VB 1.33736e5 4.94005e-6 6.60663e-1 Xilitel
Totals = 2.94223

Results obtained with enhanced integrator!

*%x Bad of Repiort s

107



Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de

madera de eucalipto, tratamiento 120°C/3%. Muestra A12

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\XILOSA\11102415.D Sample Name: Mu 12
Injection Date : 10/24/2011 2:02:20 PM Seg. Line : 16
Sample Name : Ma 12 Location : Vial 16
Acg. Operator 1 AdeM Inj : 1
Acqs Instrument : Instrument 2 Inj Volume : 20 ul
Beog. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 12:47:39 PM by AdeM

{modified after loading)
Bnalysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\XILOSA.M
Last changed : 10/24/2011 1:03:53 PM by AdesM
(modified after loading)
Metodo para determinacion de azucares; columnas NHZ ZORBAX 4.6 x250 mm , Sum, fase movil
acetonitrilc agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termestato [ tee), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA'11102415.0)
ARIU
140000
120000
100000
80000
50000
40000
] w
20000 - &
] > 3
1 J/-\m_+ﬂ3~‘_
04— : :
1] i 1 I 1 |
1 2 3 4 5 8 min
External Standard Report
Sorted By 5 Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 24, 2011 1:03:53 BM
Multiplier ¥ 1.0000
Dilution e 1.0000

Use Multiplier & Dilutieon Factor with ISTDs

Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp  Name
[min] [nRIU*35] [g/L]

------- | et e s Jmrmms | e
3.915 BV 1.95686e5 1.4212%9e-5 2.78128 Xilosa
4.441 VP 1.77872e5 5.80526e-6 1.03259 Xilitel

Totals = 3.81387

Results obtained with enhanced integrator!

*4% Brnd of Report #&s
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Curva de calibracion para fructosa, sacarosa y glucosa

Methed €: \HPCHEM\Z\METHODS\AZ

111027.M

Calibration Table

CURVA DE CALIBRACION DE AZUCARES

Calib. Data Modified =

Calculate
Baszed on

Rel. Reference Window
Abs. Reference Window
Rel. Nen-ref. Windew
Abs. Non-ref. Window

Thursday, October 27, 2011 12:37:18 PM

External Standard
Peak Area

5.000 %

4,500 min

5.000 %

0.000 min
Use Multiplier & Dilutien Facter with ISTDs

Uncalibrated Peaks
Partial cCalibration
Correct All Ret. Ti:

Curve Type
origin

mes

net reported
Yes, identified peaks are recalibrated
No, only for identified peaks

Linear
Forced

Weight
Recalibration Settings:
Average Response ¥
Average Retention Time:

Calibration Report Opticn

Equal

Average all calibrations
Floating Average New 75%

2

Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
HNormal Repert after Recalibration

If the sequence is déne with bracketing:
Results of first cycle (ending previcus bracket)

Signal 1: RIDL A, BRefractive Index Signal

RetTime Lvl Emount Area Anit/Area Ref Grp Name
[min] Sig [%]
e e | [rerlrra] m——v—
4.481 1 1 9.95282e-1 5.36202e5 1:85375e-6 Fructosa
2 1.92056 '1.16403e6 '1.71007e-6
3 Z.48830 1.4780%6 1.6833%-5
4.837 1 1 1.00677 1.63343e6 6.16355e-17 Glucosa
2 2,01354 3:21229¢€ 6.26824e-7
3 2.51692 4.16086s6 6.04905s-7
T e P 3.98594 4.44376=6 8.96975e=7 Sacarosa
2 7.97188 9.01337=6 B.84450e-17
3 9.96485 1:06130e7 9.389328-17
More compound-specific settings:
Compound: Eructosa
Time Windew From 4.254 min To 4.591 min
Compound: Glucosa
Tine Window From 4.621 min Te 5.681 min
Compound: Sacarosa
Time Window From 5.700 min Te 7.600 min
Peak Sum Table

**F¥Ne Brntries in “Cablex#*
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Method €: \HECHEM\Z\METHODSYAZ111027.M

Calibration Curves

Area 7 FPructaosa at exp. RT: 4.481
1.4E6] 2 RID1 A; Refractive Index Signal
i G A W B 0.%2967
1.2E6 3 Resldual Std. Dew.: 35725.37112
iE6] 2 Formula: v = mx
] m: 585891:20694
800000+ X1 Amnount [%]
600000 yi Area
g +
400000
200000
0 | . —
0 1 2
Amount[%]
Area Glucoga at exp: RT: 4.837
4E6 3 RID1 A, Refractive Index Signal
A5E6 Correlaftion: 0.99986
' . Residual Std. Dev.: 64509,23917
3E6 2 Formula: ¥ = mx
5 566 m: 1629876
3 %z Ameount [%]
2E6€ q v Area
1.5E6—;
1E6-|
500000
04 . ; . ; .
0 1 2
Amount[%]
Area - Sacarasa b exps. RT: 6.707
] EIDLl A, Refractive Index Signal
1E7 3 Correlation: 0.99959
i er Regsidual 8td. Dev.: 29603673429
8E6 Formula: vy = mx
1 Ty 1.09279e6
BE6 ¥y Amount [%]
] 1 vi Ares
4E6—_
2E6 -
0 ————% =
0 5 10
Amount]%]
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Curva de calibracion para xilosa y xilitol, para olote de maiz

Methed €: \HPCHEM\2Z\METHODS\AZ111031.M

Calibration Table

CURVA DE CALIBRACION DE AZUCARES

Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 1l:11:15 AM
Calculate > External Standard

Based on % Peak Area

Rel. Eeference Windew 2 5.000 %

Abs. Reference Window : 4.500 min

Rel. Nomn-ref. Windew = 5.000 %

Abs. Nen-ref. Window = 0.000 min

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Uncalibrated Peaks net reported

Partial Calibration Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times No, only for identified peaks

Cutve Type v Linear

Origin % Forced

Weight = Egual

Recalibraticn Settings:

hverage Response % Hverage all calibrations
Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Répocrt Opticns
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
HNormal Repert after Recalibration
If the seguence is dane with bracketing:
Results of first cycle (ending previcus bracket)

Signal 1: RIDL A; Befractive Index Signal

RetTims Lwl Amount Area mmt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [g/L]
| o= [=en] i | [rrrl] mmeeevrre
3:920 I 1 10.00000 3:87943e5 2:5776%e-5 Kilosa
2 .30.00000 2.40391le6 1.24797e¢-5
3 S0.00000 3.73663e6 1.33810e=5
4 75.00000 6.11276e6 1.22694e-5
4:507 1 1 5.00000 2.06382e5 2.:42270e-5 Hilitel
= 1000000 1.67610s6 5.26622e-6
3 30.00000 3.84237e6 7.80768e=8
4 50.00000 7.16217e6 6,98112e-6

More compound-specific settings:

Compound: Xileosa
Time Window i From 3.568 min To 4:268 min

Compound: Xilitol
Time Window : From 4.340 min To 6.140 min

Peak Sum Table

**¥No Entries in tablexx+
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Method C:\HPCHEMA2\METHODS\AZ111031.M

Calibration Curves

Area ] Xilesa at exp. RT: 3.920
1 4 RID1 A, Refractive Index Signal
5E8; g Correlation: 0.99787%
: ///’ Rezidual Stdd. Dew.: 284932.84986
] ~ Formula: y = mx
3 e
4E6: - m: T9045.00219
1 3 .
3 P ¥: Amount [¢g/L]
SEB_ i// v: Area
5
2E6 »
Iy
= /A/
2
¥
0 50
Amount[g/L]
Area ¥ilitol at exp. RT: 4.507
E 4 RID1 A, Refractive Index Signal
8E6 3 Correlation: 0.99657
] //// Residual Std. Dewv.: 396885.71871
5E6+ P Formula: y = mx
: o m: 139339.81773
4E6 o
] ~4 ¥x: Amount [¢/L]
3E6 ] / . y: hrea
] P4
266 | 'T/
1E63 )r/
174
o+
0 20 40
Amount[g/L]
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Concentracion de xilosa y xilitol en el cultivo de levadura, justamente antes

de ser agregada para fermentar hidrolizados de olote de maiz

Data File C:VHPCHEMAZ\DATA\XILOSA\11103107.D Sample Name: Levadura

10/31/2011 11:33:29 aM

Sample Name Levadura Lecation : Vial 1

beqg. Operator BeleM

Acqg: Instrument : Instrument 2

Acq. Method Cx\HPCHEMA2\METHODS\AZ110628.. 1

Last changed 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Analysis Mesthod C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111031.M

Last changed 10/31/2011 11:21:23 AM by BdeM

Metode para determinacion de azucares, columnas NH2Z ZORBAX 4.6 w250 mm , S5um, fase movil
acetonitrilo agua 70/30, temperatura de 26 en el detector ¥y en el termostate ( tee), 1.5 ml/minuto

Injection Date

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA\11103107.D)
nRIU ]
120000
100000 8
<4 o«
80000
40000
20000
0 . : ;
1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T —T T T T T T T T
1 2 3 4 5 & min
External Standard Report
Sorted By 1 Signal
Calib. Data Modified - Monday, October 31, 2011 11:11:15 &AM
Multiplier + 1.0000
Diluticn : 1.0000
Sampls Amount ; 20.00000 [g/L) [not used in ecalc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1% RID1 &; Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Hame
[min] [nRIU*s] [g/L]
| | | | ==l
3.825 VB 1.81897e6 1.26510e-5 23.01181 ¥ilosa
4.507 = - - ¥ilitol
Totals : 2F.001ay

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) net found

**% Brid of Report *x*
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Data File C:\HPCHEM\Z\DATAM\XILOSA\11103108.D

Sample Name: Muestra X

Injection Date
Sample Name
Bcg. Operator
Beg. Instrument
Beg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Metodo para determinacion de azucares, columnas NHZ ZORBAX 4.6 x250 mm ,

10/31/2011 11:41:13 AM
Muestra X

AdeM

Instrument 2

c3 \HPCHEM\2\ME'_I‘HO‘DS\A2110623.M
10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM
C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111031.M
10/31/2011 11:21:23 AM by BdeM

Location : Vial 1

Sum, fase movil

acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostato ( tee), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA'11103108.0)
nRIU 4
120000
100000
80000 %
60000 %
40000
20000
0 i -
B B e e S N e Do o S D Do S B ) G R B S S S
1 2 3 4 5 ] min
External Standard Report
Sorted By 3 Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 AM
Multiplier g 1.0000
Dilution v 1.0000
Sample Amount 20.00000 [q/L] (not used in ecalg.)

Use Multiplier & Dilutien Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

BetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Hame
[min] [nRIU*5] [g/L]
| | | [= J==}
3.854 W 1.27177e6 1.265108-5 17.35435 Xilosa
4.404 VB 1.37289%e6 7.17670e-6 9.85281 Xilitel
Totals : 27.20718

Besults obtained with enhanced integrator!

*®x* Eid pf BReport ==
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Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\XILOSA\11103108.D Sample Name: Muestra X

Injection Date @ 10/31/2011 11:¥41:13 AM

Sample Name : Muestra X Location : Vial 1
Beg. Operator 1 AdeM

Beqg. Instrument : Instrument 2

Acg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 BM by AdeM

Bnalysis Methed : C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111027.M

Last changed 10/27/2011 1:56:59 PM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2Z ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil
acetonitrilo agua 70/30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostate ( tee), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA\11103108.0})
nRIU -
120000
100000
80000
60000
40000
- :
o_- L 0
. LENE e B it & 1 —%—F % F v Tt + K 1T o7 T t+t t F & T & i % F 0 -f
1 2 3 4 5 & min
External Standard Report
Sorted By | Signal -
Calib. Data Modified = Thursday, October 27, 2011 12:37:18 BM
Multiplier 3 1.0000
Dilution 3 1.0000
Sample Amount ¥ 20.00000 [%] [not used in ealo.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Bignal 1: RID1 A; Refractive Index Signal
RetTime Type BArea Amt/Area Zmeunt Grp  Name
[min] [nRIU*s] [%]
| | - I —e——
4.404 VW 1.29194e6 1.70680=-6 2.20508 Fructosa
4.837 Glucosa

6.397 VBA+ 4,27781ed 9.15085e-7 3,91456e-2 Sacaresa
Totals = 2.24423

Results obtained with snhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning @ Calibrated compound(s) not found

ki Brd of Report &n
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Concentracion xilosa y xilitol, en el hidrolizado muestra B1 olote de maiz

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\XILOSA\11103104.D

Sample Name: Muestra A

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
BAcg. Instrument
Acqg. Method
Last changed

"o

Analysis Methed :

Last charnged

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2 ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum,

10/31/2011 11:09:52 AM

Muestra A

EdelM

Instrument 2
C+\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628.M
10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM
C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ110628 .M
16/31/2011 11:11:19 AM by AdeM
(modified after loading)

Locatien : Vial 1

fase movil

acetonitrile agua 70/30, teaﬁexatura de 26 en el detector y en el termostate ( tec),; 1.5 ml/minute

RID1 A, Refractive Index 111103104.0)

nRiU - -

140000

120000

100000

80000

60000

40000

20000 ~ 3

o
0 L 4 @ (A
e | e S ) 1 g e . o
1 2 3 4 5 -] min
External Standard Report

Sorted By = Signal
Calib, Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 AM
Multiplisr v 1.0000
Pilution : 1.0000
Sample Amount i 20.00000 [g/L] (not used in calec.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RIDL A,

Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Hame
[miin] [nRIU*s] [g/L]
I f=n]
3.835 W 5.47511le5 1.2651l0e-5 6.92657 ¥ilosa
4.938 W 2.20222e5 7.17670e-6 1.58047 Xilitel
Totals = 8.50703

Eesults obtained with enhanced integrator!

+¥x% End of Report **+
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Concentracion xilosa y xilitol, en el hidrolizado muestra B2 olote de maiz

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANKILOSA\11103105.D Sample Name: Muestra B

Injection Date : 10/31/2011 11:18:11 EM

Sample Name : Muestra B Location @ Vial 1
Acg. Operator : AdeM

Acqg. Instrument : Instrument 2

Acqg. Method : Cr\HPCHEM\Z\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Analysis Methed : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ111031.M

Last changed : 10/31/2011 11:21:23 AM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2 ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil
acetonitrileo agua 70/30, temﬁeratura de 26 en el detector y en el termostato ( tee), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractiva Index 11103105.0)
nRIU -
160000 »
o
140000
120000
100000
80000
60000 —
" w
e =
-
20000 2
3 2
4 hd
04 . s
T I e i A ey
1 2 3 4 5 [ min
External Standard Report
‘Sorted By ¥ Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 AM
Multiplier z 1.0000
Dilution 3 1.0000

Sample Amocunt 20.00000 [g/L) (not used in cale.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Bignal 1: RID1 &; Refractive Index Signal

RetTime Type Area Emt /Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [g/L]
| | | | =]
3.866 VWV 3.85865e6 1.26510e-5 48.81590 Xilesa
4.716 VB 1.12203e6 7.17670e-6 8.05247 Xilitol
Totals : 56. 86838

Results obtained with enhanced integrator!

&% End of Report #**#
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Concentracion otras azucares, en el hidrolizado muestra B2 olote de maiz

Data File C:\HECHEM\Z\DATA\XILOSA\11103105.D

Sample Name: Muestra B

Injecticn Date
Sample Mame
Beg. Operator
Acg. Instrument :
Aog. Method

Last changed 2
Enalysis Method :
Last charged

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2Z ZORBAX 4.6 x250 mm , Sum,
acetonitrile agua 70/30, tempsratura de 26 en el detector y en

: Muestra B
: AdeM

10/31/2011 11:18:11 AM

Logation : Vial 1

Instrument 2

c:\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628.M

10/31L/2011 10:39:41 AM by AdeM

C:\HPCHEMA\Z\METHODS\AZ111027.M

10/27/2011 1:56:59 BM by AdeM

fase movil

el termestate ( tee), 1.5 ml/minute

RID1 A, Refractive Indax Signal (XILOSA11103105.0)
nRIU ]
160000
140000
120000 ]
100000
20000}
80000 ]
- ©
40000 =
1 <
o 3
0_3 y ©
= T T | R — S e NS LA LA R F m— T 1 L T L T
1 2 3 4 8 & i
External Standard Report
Sorted By - Signal
Calib. Data Modified = Thursday, October 27, 2011 12:37:18 BPM
Multiplier % 1.0000
Dilutisd 3 1.0000
Sample Amount % 20.00000 [%] {not used in sale.)

Use Multiplier & Dilutien Factor with ISTDs

Signal 1: RIDI &,

Refractive Index Signal

RetTime Type Area Emt//Area Amount Grp Narme
[min] [nRIU*s] [%]
~=] Je=s iy s [ e
4.481 = = = Fructosa
4.716 W 7.95351e5 6.13546e-7 4.87985e-1 Glucosa
6.397 VBR+ 5.78729%4 9.15085e-7 5.29586e-2 Sacarosa
Totals 5.40944e-1

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning =

Calibrated compound{s) not found

% Brd of Report #%%
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Concentracion xilosa y xilitol, en el hidrolizado muestra B3 olote de maiz

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANXILOSA\11103106.D

Injection Date
Sample Name
beg, Operater
BAeg. Instrument
Acqg. Method
Last changed

Analysis Methed :

Last changed

Metode para determinacion de azucares,

10/31/2011 11:25:55 BM
Muestra C

AdeM

Instrument 2
C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628. M4
10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM
Cr \HPCHEM\Z\METHODS\AZ111031.M
16/31/2011 11:21:23 BM by AdeM

Location : Vial 1

columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm ,

Sample Name: Muestra C

5um, fase movil

acetonitrile agua 70/30, teﬁetatuxa de 26 en el detector y en el termostato ( tec), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Indax 11103106.0)
nRIU by &
140000 &
120000 -
100000
80000
60000
40000
3 2
0- . = i
T J T T T % L v T % L 7 ¥ T T LB T L
1 2 2 4 5 [ min
External Standard Report
Sorted By z Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 BM
Multipliex - 1.0000
Dilution 3 1.0000
Sample Amount ¥ 20.00000 [g/L] (not used in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 &;

Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Emount Grp Name
[min] [nRIU*35] [g/L]

------- | fpms o == [===] ey
3.881 wW 3.20984e6 1.26510e-5 49. 46344 Xilesa
4,507 - - - Xilitol

Totals 49, 46344

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning =

Calibrated compound(s)

not found

**% Enid 6f Report **x
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Concentracion otras azucares, en el hidrolizado muestra B3 olote de maiz

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANXILOSA\11103111.D

Injection Date
Sample Name
Acyg. Operator
Acg. Instrument
Acq. Method
Last changed

Analysis Methed :

Last changed

Metode para determinacion de azucares,

10/31/2011 12:04:37 BM
Muestra 3

AdeM

Instrument 2
C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628. M4
10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM
C: \HPCHEM\2\METHODS\RZ111027.M
16/27/2011 1:56:59 PM by AdeM

Location : Vial 1

columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm ,

Sum,

Sample Name: Muestra 3

fase movil

acetonitrile agua 70/30, teﬁgeratura de 26 en el detector y en el termostato ( tec), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Indax 11103111.0)
nRIU g
120000
100000
60000
40000 —
20000
; g
5 o
o i
—- vttt - e
1 2 3 4 5 2] min
External Standard Report
Sorted By z Signal
Calib. Data Modified = Thursday, October 27, 2011 12:37:18 BM
Multiplier - 1.0000
Dilution i 1.0000
Sample Amount % 20.00000 [%] (ot used in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 &;

RetTime Type Area Amt/Area Emount Grp Name
[min] [nRIU*s] [%]
------- R L e e e
4.481 - - - Fructosa
4.837 - - o Glucosa
6.403 VEA+ 7.00478e4 '9.15085e-7 6.40997e-2 Sacarosa
Totals = 6.40997e-2

Refractive Index Signal

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*x% End of Report #==*
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Concentracion xilosa y xilitol, en el hidrolizado muestra B4 olote de maiz

Data File C:%HFCHEM\Z2%DATAYXILOSAY11103106.D Sample Fame: Muestra C
Injection Date : 1043172011 11:45:55 AM
Sample Name : Muestra D Location @ Wial 1
hog., Operator @0 AdeM
Aeg., Instrument @ Instrument 2
Aog., Method : C:%WHPCHEM, 2% METHODSY AZ110628. 1
Last changed 1 10/31/2011 10:39:41 AN by Adel
Analysis Method : C:4WHPCHEM\ZYMETHODSYAZ111031.M
Last changed 1 10/31/2011 11:21:23 AN by idel

Metodo para determinacion de azucares, columnas MHZ ZOREAX] 4.6 x250 mm , Sum, fase movwil
acetonitrilo agua 70730, temperatura de Z6 en el detector ¥ en el termostato [ toc), 1.5 mL/minuto

RID1 A, Refractive index Signal (HLOSAM1102106.0)
nRiU- - s
=
140000 — [ g
] Il fi
120000 — 11 a
: g I
4 1 i i
100000 T i1 f b
R |
] A I
20000 — |4 ik
] l
] | !
B0000 | | |
g | |
] | L% |
40000 — LY
5 *, |
] | %, |
] S |
20000 | | \, |
] 2 | \ | =
z 3 L ! e
B I X s S e
T T T T T T
0 1 z 3 4 5 [
External Standard Report
Sorted By 2 Signal
Calikh. Data Modified Monday, OCctober 31, 2011 11:11:15 AM
Multiplier : 1.0000
Dilution ] 1.0000
Sarple Amount : 20.00000 [g/fL] [not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with I3TDs

Signal 1: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/ Area Amount  Grp Name
[rain] [ARIU*=] [g/L]

——————— PR e e
3.881 Vi's 0.72566le6  1.26510e-5 10.06553 Zilosa
4,507 1.342120e5 T.17670e-6  9.6320e-1 Eilitol

Totals 11.02913

*##% End of Report *#*%
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Concentracion xilosa y xilitol, en el hidrolizado muestra B5 olote de maiz

Data File

C:YHFCHEMY 24 DATAY XILOSAY 11103106.D

Sample Fame: Muestra C

Injection Date : 10/31/2011 11:59:00 &AM

Sample Name : Muesstra E Location Vial 1
Acg. Operator AdeM

Aeg. Instrument : Instrument 2

Ang. Method : C:YWHPCHEM\Z\METHODZ%WAZ110628.M

Lazt changed 1 10/31/72011 10:39:41 AM by AdeM

Analysis Method
Last changed

Metado

C:%HPCHEM\ 24\ METHODSY 82111031. M
1073172011 11:21:23 AM by AdeM

para determinacion de azucares, columnas NHE ZO0BBAX 4.6 x250 mm , Sum, fase movil

acetonitrilo agua T0/30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato | teoc), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive hdex Signal CXILOSAM1102106 .00
nRiU = =
o=
140000 7 i g
4 F i)
4 | Il
120000 130 o
1 g I
4 | Ll
100000 — b i\
1 |
] |- (.
20000 — |k | b
1 |
] 1 | Iul
60000 | | | |
] \ | 4
] [ L
40000 = [ %
: |
20000 |
] o { s
] = / T
D__- B RS =T i -
T T T T T T
1} 1 2 3 4 ki) 5} min|
External Standard Report
Sorted By Signal
Calikb. Data Modified Monday, October 31, 2011 11:11:15 AM
Multiplier B 1.0000
Dilution : 1.0000
Sawple Amount 20.00000 [ogfL] [(not used in calc.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTD=s
Signal 1: RID1 &, Refractiwve Index Signal
RetTime Type Area hmt/Area hmount  Grp MName
[wmin] [nRIU*=] [a/L]
——————— L e e |y o eyl | [ o S S S S S
3.8581 v 4. 0274606 1.26510e-5 50.55147 Xilosa
4.507 13.5768e5 T.17870e-6  2.555%70 Eilitol
Totals 60.91044

*#%% End of Report #%%
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Concentracion xilosa y xilitol, en el hidrolizado muestra B6 olote de maiz

Data File C:4%HPCHEMYZ%DATANEILOSAY 11103106.0

Injection Date : 10/31/2011 11:59:00 AM
Sample Name : Muestra F
Ao, Operator @0 AdelM

Aog, Instruament @ Instrument 2

Aeg. Method

Location

C:YHPCHEM\ 2YMETHODSY AZ2110625. 1

Last changed 1 10/31/2011 10:39:41 AM by LdelM
Analysiz Method : C:)\HPCHEM:Z\METHOD

Last changed

S4YAZ111031.M

10/31/2011 11:21:23 AM by AdeM

Vial 1

Metodo para determinacion de azucares, columnas NHE ZO0RBAX 4.6 x250 mm , Sum, fase mowvil

acetonitrilo agua 7030, temperatura de Z6 en el detector ¥ en el termostato [ tec), 1.5 ml/minuto

Sample Fame: Muestra C

nRil
140000

120000

100000

20000

60000

40000

20000

RID1 A, Refractive ndex Signal (ILOSAM 11021060

min

Xiloza
Eilirol

2011 11:11:15 AN

(not used in calc.)

Sorted By 5 Signal

Calih. Data Modified Monday, Octoher 31,

Multiplier 5 1.0000

Dilution : 1.0000

Sawple lmount : Z0.00000 [gfL]

Uzse Multiplier & Dilution Factor with ISTD=

Signal 1: RID1 L, Refractiwve Index Sighal

EetTime Type Area Amt./ Area Amount  Grp
[min] [nRIU*s] [a/L]

——————— e e e LR
3.881 WV 4.35874e6  1.26510e-5 55.15521
4,507 1.65396e3  7.17672e-6 0.11870e-1

Totals 55.16709

#%% End of

Report #%%
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de olote

de maiz, tratamiento 110°C/1%. Muestra B1

Data File C:\VHPCHEMA\ZA\DATANXILOSAN11103109.D Sample Name: Muestra 1

Injection Date @ 10/31/2011 11:48:45 2M

Sample Name : Muestra. 1 Location @ Vial 1
Acg. Operator : AdeM

BAcg. Instrument : Instrument 2

Acqg. Method : Cr\HPCHEM\2\METHODS\AZ2110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Analysis Methed : C:\HPCHEMA\2\METHODS\AZ111031.M

Last changed : 10/31/2011 11:21:23 AM by RAdeM

Metodo para determinacion de aszucares, columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil
gcetonitrilo agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostato ( teec), 1.5 ml/minuto
RID1 A, Refractive Indax 11103109.0)

nRIU ] e

120000

3.853

]

i 2 3 6 min
External Standard Report
Sorted By ¥ Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 AM
Multiplier 3 1.0000
Dilution = 1.0000

Sample Amount 20.00000 [g/L] [not used in cale.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A; Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [g/L]
| | | | =]
3.853 ww 1.27082e6 1.26510e-5 16.07718 Xilesa
4.932 W 1.8032%5 7.17670e-6 1.29417 ¥ilitol
Totals : 17. 37132

Results obtained with enhanced integrator!

&% End of Report #**%
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Concentracion otras azlcares, 30h de fermentacion de hidrolizados de olote

de maiz, tratamiento 110°C/1%. Muestra B1

Data File C:\HPCHEMAZ\DATA\XILOSA\11103109.D

Injection Date : 10/31/2011 11:48:45 AM

Sample Name : Muestra 1 Location : Vial 1
Beqg. Operator : AdeM

Acqg: Instrument : Instrument 2

Acq. Method C:\HPCHEMAZ\METHODS\AZ110628. M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM
Znalysis Methed : C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111027.M
Last changed : 10/27/2011 1:56:59 BM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2Z ZORBAX 4.6 %250 mm
acetonitrilo agua 70/30, temperatura de 26 en el detector ¥ en el termostato ( tec), 1.5 ml/minuto

Sample Hame: Muestra 1

Sum, fase movil

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA\11103109.D)
nRIU ]
120000
100000
20000 i
1 2 g
4 - =+ ©
0 +
- r e T : o : | .
1 2 2 4 B 6 miirt
External Standsrd Report
Sorted By ¥ Signal
Calib. Data Modified = Thursday, October 27, 2011 12:37:18 PM
Multipliex 5 1.0000
Dilutisn 3 1.0000
Sample Amount 5 20.00000 [%] (nor used in eale.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RIDI &, Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] [RRIU*s] [%]
| | | | ==l
4.481 = = = Fructosa
4.932 W 5.51695e4 6.13546e-7 3.38491e-2 Glucosa

6.200 VBA+ 6.17777e4 9.15085e-7 5.65318e-2 Sacarosa
Totals 3 9. 03809&-2

Results obtained with enhanced integrater!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compeound(s) not found

*** Brd of Report ***
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de olote
de maiz, tratamiento 110°C/2%. Muestra B2

Data File C:\VHPCHEMAZADATA\KILOSANL1103110.D Sample Name: Muestra 2

Injection Date =@ 10/31/2011 11:56:13 &M

Sample Name : Muestra 2 Location : Vial 1
beg. Operator 1 AdeM

BAeg. Instrument : Instrument 2

Acqg. Methed : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ2110628.M

Last changed 1 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Analysis Methed : C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111031.M

Last changed : 10/31/2011 11:21:23 AM by RAdeM

Metode para determinacion de azucares, columnas NH2Z ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil
acetonitrile agua 70/30, teﬁﬁeratura de 26 en el detector y en el termostato ( tec), 1.5 ml/minuta

RIDT A, Refractive Index 11103110.0)
nRIU -
140000 %
120000 —
100000 -
80000 -
60000
40000
20000
0- -
& T T T T T — T T T T T 1 7 T Lo LI P S S T = o
1 2 3 4 5 L] min
External Standard Report
Sorted By z Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 AM
Multiplier - 1.0000
Dilution 3 1.0000
Sampls Amount ¥ 20.00000 [g/L) (not used in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A; Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Hame
[min] [nRIU*s] [g/L]
| | | | =]
3.858 BB 4.39743e6 1.26510e-5 55.63204 ¥ilesa
4.507 i = ~ Xilitol
Totals : 55.63204

Results cbtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning @ Calibrated compound(s) not found

*&& Efid of Report #ax
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de olote

de maiz, tratamiento 110°C/3%. Muestra B3

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANXILOSA\11103111.D

Injection Date =@ 10/31/2011 12:04:37 BM

Sample Name : Muestra 3 Location : Vial 1
beg. Operator : AdeM

BAeg. Instrument : Instrument Z

Acqg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:38:41 AM by AdeM

Analysis Methed : C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111031.M

Last changed : 10/31/2011 11:21:23 AM by RdeM

Metode para determinacion de azucares, columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm ,

Sample Name: Muestra 3

Sum,

fase movil

acetonitrileo agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostato ( tee), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index I 11103111.0)
nRIU £ g
120000 -
100000 —
&Kﬂ01
]
60000
40000 —
20000
0 i
e e S S s S o T A S I - e
1 2 3 4 5 :] mirn
External Standard Report
Sorted By z Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 AM
Multiplier s 1.0000
Dilution 3 1.0000
Sample Amount 5 20.00000 [g/L) (not used in cale.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RID1 A; Refractive Index Signal
RetTime Type Area Emt/Area Emount Grp Hame
[min] [nRIU*s] [g/L]
1 | | I =
3.852 BB 3.40663e6 1.26510e-5 43.09729 ¥ilesa
4.507 = = ~ Xilitel
Totals 43.09729

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning @ Calibrated compound(s) not found

&% Efid 6f Report #ax
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de olote

de maiz, tratamiento 120°C/1%. Muestra B4

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANXILOSA\11103112.D

Injection Date
Sample Name
Beqg. Operater
Acqg, Instrument
Acqg. Method
Last changed

Analysis Methed :

Last changed

10/31/201) 12:12:38 PM

Muestra 4

AdeM

Instruoment 2

Cr\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628. M
: 10/31/2011 10:38:41 AM by AdeM
C:\HPCHEMA2\METHODS\AZ111031.M
10/31/2011 11:21:23 AM by AdeM

Location : Vial 1

Sample Name: Muestra 4

Metode pata determinacion de azucares, columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil

acetonitrilo agua 70/30, temﬁeratura de 26 en el detector y en el termostato ( tec), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Indax 11103112.0)
nRIU ]
120000
100000 —
80000
80000 -
40000
20000 ~
" .
r B | v 1 T == I % ¥ 1 T T LI
1 2 3 4 & [:]
External Standard Report
Sorted By - Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 AM
Multipliex s 1.0000
Dilution - 1.0000
Sample Amount z 20.00000 [g/L) (not used in cale.)

Use Multiplier

Signal 1: RID1 A,

RetTime Type
[min]

3.857 W
4.372 W

Area Amt/Area Bmount Grp  Name
[nRIU*s] [g/L]
_______ I_..____ B T B T ——
1.48318e6 1.26510e-5 18.78380 Xilesa
3.61030e5 T.17670e-6 2.53100 ¥ilitol
21.,35480

Totals

Results cbtain

& Dilution Factor with ISTDs

Refractive Index Signal

ed with enhanced integrator!

¥ EfQ 6f ReDorL *xx
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Concentracion otras azlcares, 30h de fermentacion de hidrolizados de olote
de maiz, tratamiento 120°C/1%. Muestra B4

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANXILOSAN11103112.D

Sample Name: Muestra 4

Injection Date
Sample Name
beg. Operator

Acqg. Method
Last changed

Analysis Methed :

Last changed

Metode para determinacion de azucares,

i Muestra 4
: AdeM
BAecg. Instrument

10/31/201) 12:12:38 PM
Location + Vial 1

Instrument 2

C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628. M4

10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM
C:\HPCHEM\2\METHODS\RZ111027.M

16/27/2011 1:56:59 PM by AdeM

columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm ,

5um, fase movil

acetonitrile agua 70/30, teﬁgeratura de 26 en el detector y en el termostato ( tec), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Indax 11103112.0)
ARIU]
]
120000
100000
80000
60000
4 I~
8
amno1 o
P
20000 ~ s
g 5
p ) o«
0 . 4
— e S
1 2 3 4 5 L] min
External Standard Report
Sorted By z Signal
Calib. Data Medified = Thursday, October 27, 2011 12:37:18 BM
Multiplier - 1.0000
Dilution 3 1.0000

Sample Amount

20.00000 [%] (ot used in ecale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 &;

RetTime Type
[min]

1.972 VB
6.397 VBA+

Totals =

Refractive Index Signal

Area Amt/Area Bmount  Grp  Name
[nRIU*s] [%]
-------- B e B i i
= - = Fructosa
8.04610e4 6.13546e-7 4.93666e-2 Glucosa
£.00522e4 9.15085e-7 7.32546e-2 Sacarosa

1.22621e-1

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Erxors :

Warning

: Calibrated compoundi(s)

not found

*x% End of Report #==%
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de olote
de maiz, tratamiento 120°C/2%. Muestra B5

Data File C:\HPCHEM\2\DATA\XILOSA\11103113.D Zample Name: Muestra 5

Injection Date : 10/31/2011 12:21:26 PM

Sample Name : Muestra 5 Location : Vial 1
Aeqg. Operator 1 AdeM

Acq. Instrument : Instrument 2

Beg. Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Analysis Methed : C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111031.M

Last changed i 10/31/2011 11:21:23 AM by AdeM

Metods para determinacion de azucares, columnas NH2 ZORBAX 4.6 x250 mm , Sum, fase movil
acetonitrile agua 70/30, teﬁeratura de 26 en el detector y en el termestato ( tee), 1.5 ml/minute

RID1 A, Refractive Indax \11103113.0)
nRIU
w
140000 | 3
120000
100000
80000 -]
60000
40000 |
20000
] &
1 =
o_
I 1 I i 1 1
0 1 2 3 4 5 [ mir
External Standard Report
Sorted By - Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 2M
Multiplier 5 1.0000
Dilution g 1.0000
Sample Amount ] 20.00000 [g/L] {not used in calec.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 &, Refractive Index Signal

RetTime Type Ares Amt/Area Amount Grp Hame
[min] [nRIU*s] [g/L]

------- | mrer—tn e e ——— e
3.862 BB 4.43885e6 1.26510e-5 56.15604 Xilosa
4.507 o - = ¥ilitel

Totals : 56'. 15604

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings cr Errors

Warning @ Calibrated compound(s) not found

% Eid Of Report =
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Concentracion xilosa y xilitol, 30h de fermentacion de hidrolizados de olote
de maiz, tratamiento 120°C/3%. Muestra B6

Data File C:\HECHEMAZ\DATA\XILOSA411103114.D Sample Name: Muestra &

10/31/2011 12:29:25 BM
Muestra 6 Location : Vial 1
BAdeM

Injection Date

Sample Name

Acg. Operator

Aog. Instrument : Instrument 2

Acg. Method : Cr\HPCHEM\Z\METHODSYAZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Enalysis Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111031.M

Last changed 1 10/31/2011 11:21:23 AM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2Z ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil

acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termestato ( tee), 1.5 ml/minute
RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA11103114.D)

nRIU ] §

120000
100000
80000
80000
40000

20000 |

External Standard Report

Sorted By 3 Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 aAM
Multipliex z 1.0000
Dilution s 1.0000
Sample Amount % 20.00000 [g/L] (net used in cale.)

Use Multiplier & Diluticon Factor with ISTDs

Signal 1% RIDL A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Bmt/Area Amount Grp Name
[min] [RRIU*s] [g/L]
------- | s i e —— e
3.865 BB 3.60400e6 1.26510e-5 45.592427 ¥ilosa
4.507 = = - Xilitel
Totals = 45, 39427

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :z

Warning : Calibrated compound{s) not found

marm o =mmm

v Engl Bf Beport s
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Concent

de maiz,

Data File C

racion otras azucares, 30h de fermentacion de hidrolizados de olote
tratamiento 120°C/3%. Muestra B6

: NHECHEMA2\DATANXILOSAY11103114.D Sample Name: Muestra &

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acg. Instrument
Reg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

10/31/2011 12:29:25 PM

Muestra 6 Location : Vial 1
AdeM

Instrument 2

C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ110628.M

10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM
C:\HECHEM\Z\METHODS\AZ111027.M

10/27/2011 1:56:59 BPM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2 ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil
acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termestato | tee), 1.5 ml/minute

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSAV11103114.D)
ARV ] g
120000
100000 -
80000
50000
40000
20000
4 I~
3
1 @
0—_ ¢
: s L T e Foe e R e : :
1 2 3 4 & [:] i
External Standard Report
Sorted By % Signal ) !
Calib. Data Modified = Thursday, Octeber 27, 2011 12:37:18 BM
Multiplier 5 1.0000
Dilution a 1.0000
Sample Amount % 20.00000 [%] [not used in cale.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1% RIDL A; Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [%]
------- ] s | e =} R
4.481 & = ES Fructosa
4.837 = = = Glucosa
6.397 VBA+ 6.6112424 9.15085e~7 6.04985e-2 Sacarosa
Totals = 6.04985e-2

Results cobtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning =

Calibrated compound(s) not found

+*++* End of Report ##%
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de olote
de maiz, tratamiento 110°C/1%. Muestra B7

Data File C:\HPCHEM\Z\DATANXILOSA\11103115.D

Sample Name: Muestra T

Injection Date
Sample Name

beg. Operator
Aeg. Instrument
Acqg. Method

Last changed 3
Analysis Methed :
Last changed

Metode para determinacion de azucares,

acetonitrilo agua

Muestra. 7
AdeM

10/31/2011 12:37:40 PM

Location Vial 1
Instrument 2

C: \HPCHEMA\2AMETHODS\AZ110628. M

10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM
Co\HPCHEM\Z2\METHODS\AZ111031.M

16/31/2011 11:21:23 BAM by AdeM

columnas NHZ ZORBAX 4.6 =250 mm , 5um,
70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostato ( tee),

fase movil
1.5 ml/minute

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA11103115.0)
nRIU
120000 -
100000
50000
60000
" ] ~
40000 - &
oy
20000
] 2
0- =
— - e e B A e o I e N S S B e e N S e
1 2 3 4 5 L] min
External Standard Report
Sorted By 4 Signal
Calib. Data Medified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 &AM
Multiplier - 1.0000
Dilutisn b 1.0000
Sample Amount ¥ 20.00000 [g/L) [not used in eale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 &;

Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Hame
[min] [nRIU*s] [g/L]
| | | I =
3.867 VB 1.6676286 1.2651l0e-5 21.097407 ¥ilesa
4.507 - - - Kilitol
Totals 21.09707

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning =

Calibrated compound(s)

not found

*¥x Enid of Repori *»x
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Concentracion otras azlcares, 48h de fermentacion de hidrolizados de olote

de maiz, tratamiento 110°C/1%. Muestra B7

Data File £:\HPCHEM\Z\DATA\XILOSA\11103115.D Sample Name: Muestra 7

Injestion Date : 10/31/2011 12:37:40 PM

Sample Name : Muestra 7 Leeation : Vial 1
Beqg. Operator : AdeM

Beg. Instrument @ Instrument 2

Bog. Method 1 C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Analysis Methed : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ111027.M

Last changed i 10/27/2011 1:56:59 BM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2 ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil
acetonitrile agua 70/20, te?Eeratu:a de 26 en el detector y en el termostate ( tec), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Indax Si ILOSA\11103115.0)
nRIU ]
120000 -
100000
80000
80000
4 [
40000 3
1 o
20000
] b
1 g
0 : . @
1 T i T T T T T L | —— T — % — T T
1 2 3 4 5 -] mir
External Standard Report
Sorted By % Signal
Calib., Data Modified = Thursday, October 27, 2011 12:37:18 BEM
Multipliex 2 1.0000
Dilutien : 1.0000
Sample Amount : 20.00000 [%] (not used in calec.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISIDs

Signal 1: RIDLI A, Refractive Indéx Signal

RetTime Type Area Bmt/Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [%]
| | | | [r<]
4.481 = = = Fructesa
4.8317 Glucosa

6.404 VBA+ 4.70698e4 9.15085e-7 4.30728e-2 Sacarosa
Totals = 4.30728e-2

Besults cbtained with enhanced integrator!
1 Warnings of BErrors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

&% End of Beport ®&%
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de olote
de maiz, tratamiento 110°C/2%. Muestra B8

Data File C:\HPCHEMAZ\DATANKILOSAN11103116.D Sample Name: Muestra &

Injectien Date : 10/31/2011 12:45:36 BPM

Sample Hame : Muestra & Location : Vial 1
Beqg. Operator : AdeM

Acqg: Instrument : Instrumsnt 2

Acqg. Methed : Cr\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Analysis Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ111031.M

Last changed : 10/31/2011 11:21:23 AM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2 ZORBAX 4.6 %250 mm , S5um, fase movil
acetonitrilo agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostatc { tee), 1.5 ml/minuto
RID1 A, Refractiva Index Signal (XILOSA11103116.D)

nRIU ﬁ

120000

]

0 3 L
— & % & [ & & & # _J # & ¥ & F & —w% |- &« # & & { & € 1 o | & & T 1
1 2 3 4 5 L] min
External Standard Report
Sorted By x Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 2AM
Multiplier 2 1.0000
Dilutieon - 1.0000
Sample Amount ¥ 20.00000 [g/L] (riot. used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RIDI A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [g/L]
| | | | {—r]
3.884 BB 4.34021e6 1.26510e-5 54.90804 Xilosa
4.507 = - = Xilitol
Tgtals : 54.90804

Results cbtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) not found

*¥x Eiid of Reporf ***
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de olote

de maiz, tratamiento 110°C/3%. Muestra B9

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\NXILOSA\1110311£.D

Sample Name: Muestra &

Injection Date
Sample Name
beg. Operator
BAecg. Instrument
Acq. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Metode para determinacion de azucares,

10/31 /2011 1:02:10 BM

Muestra 9

AdeM

Instrument 2
C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628. 4
10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM
C: \HPCHEM\2\METHODS\RZ111031. M
16/31/2011 11:21:23 BM by AdesM
columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm ,

Location : Vial 1

S5um, fase movil

acetonitrile agua 70/30, teﬁgeratura de 26 en el detector y en el termostato ( tec), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index 11103118.0)
nRIU
100000
m«mf
60000
4&M0t
mawf
0 ;
J T T T % L ¥ T — % [, 7 ¥ T T T v
1 2 k] 4 5 [ min
External Standard Report
Sorted By z Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 AM
Multipliex 3 1.0000
Dilutien 3 1.0000
Sample Amount -3 20.00000 ([g/L) (not used in calec.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Bignal 1: RID1 A; Refractive Index Signal

RetTime Type Area Amt/Rrea Emount Grp Name
[min] [nRIU*s5] [g/L]

------- | = | e [ e—————————————
3.880 VB 3.54030e6 1.26510e-5 44.78843 Xilesa
4.507 = = = ¥ilitol

Totals 44.78843

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :
not found

Warning = Calibrated compound(s)

**% Efid 6f Report *xx
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Concentracion otras azlcares, 48h de fermentacion de hidrolizados de olote

de maiz, tratamiento 110°C/3%. Muestra B9

Data File C:\HPCHEMA\Z\DATANKILOSAMN11103118.D

Injection Date @ 10/31/2011 1:02:10 PM

Sample Hame : Muestra 9 Location : Vial 1
Aecqg. Operator : AdeM

Acqg: Instrument : Instrument 2

Acqg. Methoed : Cr\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AEdeM

Analysis Method : C:\HPCHEMA2\METHODS\RZ111027.M

Last changed : 10/27/2011 1:56:59 BM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, columnas NH2 ZORBAX 4.6 %250 mm ,

acetonitrilo agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostato { tee),

Sample Name: Muestra o

S,

fase movil

1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA11103118.D)
nRIY | 2

6.397

e —|

mir

External Standard Report

Sorted By X Sigral

Calib. Data Modified = Thursday, Cctocber 27, 2011 12:37:18 PM
Multiplier g 1.0000

Dilution : 1.0000

Sample Zmount = 20.00000 [%)] (not msed in cale.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RIDI A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Ant/Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [%]

------- SRS e et} 2 [
4.481 = = = Fructosa
4.8317 Glucosa

6.397 VBA+ 2.17282e4 9.15085e-7 1.98832e-2 Sacarosa
Totals @ 1.98832e-2

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors

Warning : Calibrated compound(s) net found

+*x End of Report *%x
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de olote
de maiz, tratamiento 120°C/1%. Muestra B10

Data File C:\HPCHEMAZ\DATA\XILOSA411103119.D Sample Name: Muestra 10

10/31/2011 1=10:38 PM

Muestra 10 Location : Vial 1

BAdeM

Instrument 2

C:\HPCHEM\2Z\METHODS\AZ110628.M

Last changed 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Enalysis Method C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111031.M

Last changed 1 10/31/2011 11:21:23 AM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm , S5um, fase movil
acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termestato | tee), 1.5 ml/minute

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Aog. Instrument
Reg. Method

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSAV11103119.D)
ARIV
120000
100000
80000
80000
40000 — Eﬂ
1 o
20000
0| :
: o s P o e v : e : o
0 1 2 3 4 5 6 mir
External Standard Report
Sorted By % Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 231, 2011 11:11:15 aM
Multiplier % 1.0000
Dilution 3 1.0000
Sample Amount % 20.00000 [g/L) (not used in eale.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: RIDL A; Refractive Index Signal
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [nRIU*s] [g/L]
------- ] s B b e e e
3. 877 NB 1.29064e6 1.26510e-5 1es 32791 Xilesa
4.507 = = = Xilitol
Totals = 16, 32791

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning @ Calibrated compound(s) not found

vk Efid of Reporf &
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de olote

de maiz,

tratamiento 120°C/2%. Muestra B11

Data File C:\ZHECHEM\AZ\DATA\XILOSAN11103120.D Sample Name: Muestra 11

Injection Date : 10,/31/2011 1:18:33 PM

Sanple Name : Muestra 11 Location : Vial 1
Zcg. Operator : AdeM

Acqg. Instrument : Instrument 2

Acg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Bnalysis Method : C:\HPCHEMAZ\METHODS\AZ111031.M

Last changed i 10/31/2011 11:21:23 AM by AdeM

Metodo para determinacicn de azucares, columnas NH2 ZORBAX 4.6 %250 mm , 5um, fase movil
acetonitrilo agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termostato ( tee), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA\11103120.D)
nRIU 1 o
160000 2
3 o
140000
120000
100000 -
80000
60000
40000
20000 §
0. . ©
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 & L] min
External Standard Report
Sorted By T Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 31, 2011 11:11:15 2M
Multiplier : 1.0000
Dilution o 1.0000
Sample Amount 2 20.00000 [g/L) [not used in gale.)

Use Multiplier & Diluntion Factor with ISTDs

Signal 1: RID1 A&, Refractive Index Signal

RetTime

3.861
4.507

Type Area Bmt/Area Amount Grp Hame
[nRIU*s] [g/L]
------- D o ] ==} e
EB 4.89696e6 1.26510e-5 61.95154 ¥ilosa
N . = Xilitol
61.95154

Totals

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errers

Warning

¢ Calibrated compound(s) not found

*¥% End Sf Report *as
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Concentracion xilosa y xilitol, 48h de fermentacion de hidrolizados de olote
de maiz, tratamiento 120°C/3%. Muestra B12

Data File C:\HPCHEM\Z\DATA\XILOSA\11103117.D Sample Name: Muestra 12

Injection Date : 10/31/2011 12:53:40 PM

Sample Name : Muestra 12 Lecation : Vial 1
Beg. Operator : AdeM

Beg. Instrument : Instrument 2

Bcg. Method 1 C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Analysis Methed : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ111031.M

Last changed i 10/31/2011 11321:23 AM by AdeM

Metodo para determinacion de azucares, colummas NH2Z ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil
acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detector v en el termostate ( tee), 1.5 ml/minuto

RID1 A, Refractive Index ILOSA\11103117.0)
nRIU | & E
120000
100000
80000
50000
mmnoj
] &
0 L g =
S L B T Bl A T i T
1 2 3 4 5 6 miry
External Standard Report
Serted By : Signal
Calib. Data Modified = Monday, October 21, 2011 11:11:15 AM
Multiplier 2 1.0000
Dilutien - 1.0000
Sample Amount ¥ 20.00000 [g/L) (not used in cala.)
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Bignal 1: RIDI A, Pefractive Index Signal
RetTime Type Area Bmt/Area Amount Grp  Name
[min] [nRIU*s] [g/ Ll
| | | | [~
3.874 BV 3.97860e6 1.26510e-5 501, 33332 ¥ilesa
4.507 - - - Xilitol
Totals : 50 33532

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

e PhE Bf BEDOTL sk
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Concentracion otras azlcares, 48h de fermentacion de hidrolizados de olote
de maiz, tratamiento 120°C/3%. Muestra B12

Data File C:\HECHEMAZ\DATR\XILOSAN11103117.D Sample Name: Muestra 12

Injection bate : 10/31/2011 12:53:40 BM

Sample Name : Muestra 12 Location : Vial 1
Leg. Operator 1 AdeM

Acqg. Instrument : Instrument 2

Acg. Method : C:\HPCHEM\2\METHODS\AZ110628.M

Last changed : 10/31/2011 10:39:41 AM by AdeM

Bnalysis Method : C:\HPCHEM\Z\METHODS\AZ111027.M

Last changed : 10/27/2011 1:56:59 PM by AdeM

Metode para determinacion de azucares, columnas NHZ ZORBAX 4.6 %250 mm , Sum, fase movil
acetonitrile agua 70/30, temperatura de 26 en el detector y en el termeostato ( tee), 1.5 ml/minuto
RID1 A, Refractive Index Signal (XILOSA11103117.0)

nRIU E

120000

100000

,,._
o
5]
3
=3

External Standard Report

Sorted By ] Signal

Calib. Data Modified = Thursday, October 27, 2011 12:37:18 BPM
Maltipliex 3 1.0000

Dilution : 1.0000

Sample Amount % 20.00000 [%] (not used in calc.)

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RIDL A; Refractive Indem Signal

EetTime Type Area Amt /Area Emount Grp Name
[min] [nRIU*s] [%]
| | | | ==}
4.481 = = = Fructosa
4.837 Glucosa

6.403 VBA+ 3.82318e4 9.15085e-7 3.49854e-2 Sacarosa
Totals : 3.49854e-2

Results obtained with enhanced integratoxr!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report #*%
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