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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion hemos logrado obtener el 5-
Hidroximetilfurfural a partir de fructosa (Un carbohidrato que se puede
obtener directamente de biomasa por isomerizacion de la glucosa),
compuesto furanico, mismo que permite una posterior obtencion de
biocombustibles y polimeros. Nuestra experimentacién se desarrollo en un
medio de reaccion bifasico, es decir trabajamos con una fase acuosa
(soluciones de fructosa saturadas con cloruro de sodio), y una fase organica
(n-butanol, encargado de extraer el 5-Hidroximetilfurfural del medio de
reaccion). Basicamente se provocd una deshidratacion de la fructosa,
proceso catalizado por la temperatura y por un medio acido (Condiciones de
trabajo), con lo cual se provoca la formacion del 5-Hidroximetilfurfural, mismo
que es extraido en nuestra fase organica, el éxito de nuestra
experimentacion fue medido atreves de 4 parametros: Conversion,
Selectividad, Rendimiento, Coeficiente de Distribucion Hemos planeado los
experimentos, en base a un disefio factorial completo 2° (Que nos permite
ajustar los datos a un modelo de primer orden), luego expandimos el dominio
experimental incluyendo 3 puntos centrales y seis puntos axiales, para
conjuntamente con los puntos factoriales conformar un disefio de
composicion central, el mismo que nos permitié ajustar nuestros datos a un
modelo de segundo orden.Los estandares de Fructosa (= 99%, CeH1206) y 5-
Hidroximetilfurfural (= 99%, CeHeO3) fueron de Sigma Aldrich, el Acido
Clorhidrico (37%, HCI) y el Cloruro de Sodio (99%, NaCl) fueron de Merck.

Palabras Clave: Fructosa, deshidratacion, 5-Hidroximetilfurfural, analisis,
HPLC.
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INTRODUCCION

Los combustibles fésiles han sido el motor que ha impulsado el desarrollo de
la civilizacion durante el siglo XX y el actual. Sin embargo, este desarrollo ha
ido acompanado de muchos problemas, de entre los cuales los de aspecto
ambiental han ocupado nuestro interés, especialmente en las ultimas dos
décadas. El cambio climatico, cuyos origenes o causas pueden atribuirse a
factores de tipo antropogénicos exclusivamente ha originado grandes
cambios en nuestro planeta, desde zonas donde existe desertificacion total
hasta zonas donde el indice de lluvias ha aumentado desproporcionalmente
con respecto a registros de afios anteriores. Los combustibles fosiles, a
quienes se les atribuye el efecto invernadero por las emisiones de didxido de
carbono que emanan hacia la atmdsfera como producto de su combustion,
han llevado a buscar alternativas que generen el menor impacto ambiental
posible. Es por esto que el mercado de los biocombustibles ha ido en notable
aumento por el hecho de contribuir en un alto porcentaje a la reduccion de
gases del tipo invernadero emanados a la atmésfera. Es necesario entonces
que la investigacion y el desarrollo de biocombustibles vayan ocupando un
sitial mas importante en nuestro pais, ya que no solo contribuyen a la
disminucion de gases de efecto invernadero, sino que constituyen una
alternativa valida a ser tomada en cuenta conforme el petroleo va

disminuyendo sus reservas en nuestro pais.

Es asi como el 5-Hidroximetilfurfural ha despertado gran interés en los
ultimos afos por dos aspectos consustanciales, el primero de ellos tiene que
ver con la generacion de derivados poliméricos y el segundo con la obtencién

de biocombustibles de estructura furanica.
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Es por esto, que hemos decidido desarrollar una investigacion sobre este
compuesto, enfocandonos en un procedimiento que nos permita obtener el

producto con altos rendimientos y bajos costos.

Desde este punto de vista, hemos acudido a la ingenieria de las reacciones
quimicas. Esta disciplina consta de dos partes fundamentales, a saber, el
disefio y optimizacién de la reaccion incluyendo el posterior diseio del
reactor. En esta ocasién, nos enfocaremos al disefio y optimizacién de la

reaccion.

En muchos campos de aplicacién industriales, las reacciones quimicas
juegan un papel preponderante, y es el deber del ingeniero quimico poder
distinguir entre aquellos factores que son clave para su desarrollo y puesta
en marcha. Sin embargo, una aproximacion empirica resultaria muy costosa,
por lo cual debemos buscar una herramienta eficaz que nos permita
investigar los factores que contribuyen a obtener procesos con elevados

rendimientos, a los mas bajos costos y en el menor tiempo posible.

El disefio experimental es la herramienta con la cual se pueden obtener
valiosas conclusiones, organizando el trabajo de tal manera que se exploren
la mayor cantidad de alternativas posibles y que se obtengan las respuestas

adecuadas a las problematicas suscitadas.

La presente investigacion contempla algunos puntos de interés. En primer
lugar, en el capitulo primero hacemos una introduccion a todos aquellos
parametros que debemos tener en cuenta para comprender como se
desarrolla una reaccion quimica, desde su velocidad hasta la posible
interferencia que puede generar su entorno. En el capitulo segundo,
analizamos todos los elementos que intervienen en la reaccién de obtencién
del 5-Hidroximetilfurfural, desde los reactivos, catalizadores, solventes de

extraccion y diferentes alternativas de disponer el sistema en el cual se

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 11
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llevara a cabo esta reaccion. En el capitulo tercero, nos enfocamos en la
manera de organizar y analizar los datos que vamos a obtener en la
experimentacion, haciendo alusién al disefio factorial completo como un
mecanismo para optimizar los recursos de experimentacion. Ademas,
presentamos un analisis de regresion que nos permitira obtener modelos que
ajusten los datos experimentales. Seguido, proponemos un analisis de
varianza para determinar los factores significativos sobre la respuesta
experimental, y finalmente proponemos al disefio de composicion central
como una alternativa de extender el dominio experimental y obtener un
modelo matematico en donde puedan apreciarse los efectos de curvatura si
es que existen. En el capitulo cuarto, exponemos los métodos de analisis
aplicados y las condiciones de proceso en las cuales se realizaron todos los
experimentos, conjugando esta informacion con los resultados de
rendimiento, selectividad y conversion para ofrecer un panorama detallado
de lo acontecido. Finalmente, el capitulo quinto, ofrecemos nuestras
conclusiones y recomendaciones que podran ser tomadas en cuenta para un

posterior estudio.

Finalmente, esperamos que nuestro trabajo contribuya para el desarrollo de

futuras investigaciones en el area de los biocombustibles.
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CAPITULO |
LA INGENIERIA DE LAS REACCIONES QUIMICAS
1.1 INTRODUCCION

Una de las principales virtudes de los ingenieros quimicos es poder trabajar
con reacciones quimicas, manejar los principales parametros dentro de las
mismas y desde luego determinar la cinética que estas reacciones siguen
mientras se desarrollan. Esta capacidad brida la facultad al ingeniero quimico
para poder seleccionarel tipo de reactor en el cual se desarrollaran las
reacciones, determinar el tamano adecuado del mismo, ademas de
especificar las condiciones de funcionamiento idoneas para el proceso.
Previo a esto es necesario conocer parametros fundamentales dentro de la
cinética de la reaccion tales como: la velocidad de la reaccion quimica, la
maxima conversion que puede obtenerse, la naturaleza de los procesos
fisicos que interactuan con la reaccion quimica y otros parametros que

influirdn con los parametros que ya se mencionaron anteriormente.

Otro aspecto que no se podra dejar de lado y que es de vital importancia
dentro de las reacciones quimicas son los cambios generados por las
velocidades de los procesos fisicos tales como las transferencias de calor y
masa, mismos que en la mayor parte de los casos podran ser estimados
tomando como base las propiedades de las sustancias que participan en la

reaccion, los patrones de flujo y la geometria del reactor, etc.

Por otra parte se debe considerar que si se quiere tomar como base los
datos quimicos de velocidad relacionados con las reacciones quimicas
industriales, hay que tener presente que todos estos datos se obtienen de la
previa experimentacion a nivel de laboratorio de las reacciones en forma

especifica, lo cual implica el estudio del reactor en el cual se llevan a cabo

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 13
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las reacciones. Disefar un reactor no es una cuestion sencilla tampoco algo
definitivo, ya que para un mismo proceso pueden proponerse distintos
disefios sin que esto implique en alguno de ellos se obtenga mejores
resultados. El mejor disefio no es precisamente el que presente un menor

costo del reactor, si no del que se obtengan los mejores resultados.

En consecuencia, el disefio mas adecuado sera el que considere la

economia global del proceso.

Para disefar un reactor debemos disponer de una muy buena informacion,
conocimientos y experiencia en diferentes campos, tales como:
termodinamica, cinética quimica, transferencia de fluidos, calor y masa
ademas de economia. La Ingenieria de las reacciones quimicas es la sintesis
de todos estos factores con el objeto de disefiar, de modo adecuado, un

reactor quimico.
1.2 TERMODINAMICA

La termodinamica aporta con dos fuentes importantes de informacion muy

necesarias para el disefio:

e El calor desprendido o absorbido durante la reaccion.

e La extensién maxima posible de la misma.
Como sabemos, las reacciones quimicas van siempre acompafadas de
liberacién o absorcion de calor, cuya magnitud debe conocerse para realizar

un disefio adecuado.

El calor de reaccién a la temperatura T, es el calor transferido desde los
alrededores al sistema reaccionante cuando r moles de R desaparecen para
formar a moles de A y b moles de B, suponiendo el sistema a la misma
temperatura y presion antesy después de la reaccion. Si el calor de reaccién

es positivo entonces la reaccién es endotérmica y si el calor de reaccién es

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 14
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negativo la reaccion es exotérmica. Puede calcularse la magnitud de los
efectos calorificosdurante la reaccién conocidos los calores de reaccién, o

estimados a partir de datostermodinamicos.

La termodinamica permite también el calculo de la constante de equilibrio K a
partir de la entalpia libre normal G° de las sustancias reaccionantes.
Conocida la constante de equilibrio puede estimarse el rendimiento maximo

de los productos de reaccion.
1.3 CINETICA QUIMICA

Manteniendo condiciones adecuadas unas sustancias pueden transformarse
en otras que constituyen diferentes especies quimicas. Si esto ocurre por
reordenacion o redistribucion de los atomos para formar nuevas moléculas,
podemos decir que se ha llevado a cabo una reaccion quimica; en quimica
se estudian estas reacciones tomando en cuenta su modo y mecanismo de

reaccion a mas de los cambios fisicos y energéticos.

La cinética quimica trata principalmente del estudio de la velocidad,
considerando todos los factores que influyen sobre ella y explicando la causa
de la magnitud de esa velocidad de reaccion. Entre las numerosas razones

que hacen importante su estudio, podemos citar:

e Para los quimico-fisicos, es la herramienta que les permite profundizar en la
naturaleza de los sistemas reaccionantes, comprender como se forman y se
rompen los enlaces quimicos, y estimar sus energias y estabilidades.

e Para los quimico-organicos, el valor de la cinética es aun mayor porque el
modo en que reaccionan los compuestos les sirve de guia sobre su
estructura.

e La fuerza relativa de los enlaces quimicos y la estructura molecular de los

compuestos se pueden investigar con esta herramienta.

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 15
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e Por otra parte, es la base de importantes teorias sobre combustion y
disolucién, suministra un método para el estudio del transporte de calor y
materia, y sugiere métodos para tratar fendmenos de velocidad en otros
campos.

e El Ingeniero Quimico debe conocer la cinética de la reaccion para hacer un
disefio satisfactorio del aparato a escala técnica. Si la reaccion es
suficientemente rapida para que el sistema esté practicamente en equilibrio,
el disefio es muy sencillo ya que no es necesaria la informacion cinética y
resulta suficiente la informacion termodinamica.

e Dado que el modo de expresar las leyes cinéticas depende, en gran parte,
del tipo de reaccion que se va a efectuar, estudiaremos, en primer lugar, la

clasificacion de las reacciones quimicas.

1.4 CLASIFICACION DE LA REACCIONES

Existen muchas formas de clasificar las reacciones quimicas. Pero la manera
mas sencilla de agruparlas de acuerdo con la Ingenieria de las reacciones
quimicas es dividirlas, de acuerdo con el numero y tipo de fases implicadas,
en dos grandes grupos: sistemas homogéneos y heterogéneos. Se dira que
una reaccion es homogénea si se lleva a cabo en una fase solamente, y sera
heterogénea cuando, al menos, se tenga la presencia de dos fases para que
ocurra la reaccion. Es independiente que la reaccion heterogénea tenga
lugar en una, dos, o mas fases, o en la interfase incluso, o si los reactantes y
los productos estan distribuidos entre las fases o estan todos contenidos en
una sola fase; lo Unico que interesa es que se necesitan, al menos, dos fases

para que la reaccion tenga lugar.

Un ejemplo en los que la distincibn entre sistemas homogéneos y
heterogéneos no es tajante, lo constituyen las reacciones quimicas muy

rapidas tales como la llama de combustion de un gas, en las que puede no
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existir homogeneidad en la composicion o en la temperatura. Por
consiguiente, estrictamente hablando, no tienen una sola fase, ya que una
fase implica uniformidad en la temperatura, la presion y la composicién. El
modo de clasificar estos casos limites es sencillo; depende de como
decidamos tratarlos, y esto a su vez depende de qué descripcidn creamos
que es la mas util. Por lo tanto, solamente con el conocimiento de una

situacion dada podemos decidir el mejor modo de tratar estos casos limites.

Ademas de estos dos tipos de reacciones tenemos las cataliticas cuya
velocidad esta alterada por la presencia, en la mezcla reaccionante, de
materiales que no son reactantes ni productos. Estos materiales extrafios,
denominados catalizadores, no necesitan estar presentes en grandes
cantidades; los catalizadores actuan, en cierto modo, como mediadores,
retardando o acelerando la reaccion a la vez que ellos pueden o no sufrir

pequefas variaciones.
1.5 FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE REACCION

En una reaccién quimica la velocidad de la reaccion puede estar afectada
por diversas variables. En los sistemas homogéneos las variables son la
temperatura, la presion y la composicién, mientras que en los sistemas
heterogéneos, como esta presente mas de una fase, el problema serd mas-
complejo. En estos ultimos sistemas puede ocurrir que los materiales pasen
de una fase a otra durante la reaccion, en cuyo caso sera importante la
velocidad de transporte de materia. Por otra parte, también influira la
intensidad de paso de calor. Consideremos como ejemplo una reaccion
exotérmica que tiene lugar en la superficie interior de una «pastilla» de
catalizador poroso. Si el calor desprendido por la reaccion no se disipa
rapidamente, puede producirse dentro del catalizador una distribucion de

temperaturas no uniforme que originara velocidades de reaccion diferentes
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en distintos puntos. Estos efectos de transmisién de calor y materia tendran
mayor importancia en las reacciones de velocidad elevada, y en las
reacciones muy rapidas, tales como combustion de llamas, estos factores
seran los controlantes. Por lo tanto, la transmision de calor y materia puede
jugar un papel importante en la determinacion de las velocidades de reaccidn

en sistemas heterogéneos.
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CAPITULO 2
OBTENCION DEL 5-HIDROXIMETILFURFURAL
2.1 5-HIDROXIMETILFURFURAL Y SUS CARACTERISTICAS.

El 5-Hidroximetilfurfural es un compuesto organico derivado de la
deshidratacién de ciertos azucares. Es altamente soluble en agua, de
aspecto amarillento caramelo. La molécula esta conformada por un anillo
furanico (Fig. 2.1), que contiene simultaneamente dos grupos funcionales, a
saber un aldehido y un grupo que caracteriza a los alcoholes. Su férmula

condensada es CgHgOs.

Figura 2.1 Molécula del 5-hidroximetilfurfural.
Sus propiedades fisico-quimicas se detallan a continuacion:

Tabla 2.1 Propiedades fisico-quimicas del 5-hidroxumetilfurfural

PROPIEDAD FiSICO-QUIMICA VALORES
Masa molar 126.11g/mol
Temperatura de ebullicion 114-116°C (1mm Hg)
Punto de fusion 28-34°C (descomposicion)
Densidad 1,243g/cm?® a 25°C

2.2 USOS POTENCIALES DEL HIDROXIMETILFURFURAL
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Mediante un proceso de hidrogendlisis, sobre un catalizador de Cu-Ru/C, y
entre temperaturas que oscilan entre 220°C y 240°C el 5-Hidroximetilfurfural
puede convertirse en el 2,5-Dimetilfurano, compuesto que tiene un potencial
de convertirse en el biocombustible del futuro. La energia contenida en este
biocombustibleesta alrededor de 31,5MJ/L, similar a la energia contenida en
la gasolina comercial que es de 35MJ/L y un 40% superior a la energia
contenida en el etanol que bordea los 23MJ/L. Otro de los usos del 5-
Hidroximetilfurfural consiste en la produccién del acido 2,5-furandicarboxilico,
el cual se ha propuesto como un sustituto del acido terepftalico en la

produccion de poliésteres.

2.3 ELEMENTOS QUE INTERVIENEN EN LA EXPERIMENTACION PARA
LA OBTENCION DEL 5-HIDROXIMETILFURFURAL.

2.3.1 LA FRUCTOSA

La fructosa, o levulosa, es una forma de azucar encontrada en las frutas y en

la miel. Es un monosacaridocon la misma formula empirica que

la glucosa pero con diferente estructura. Es una cetohexosa (6 atomos
de carbono). Su poder energético es de 4 kilocalorias por cada gramo. Su
formula quimica es CgH1206. Las principales propiedadesfisico-quimicas

(Tabla 2.2) se detallan a continuacion:

Tabla 2.2 Propiedades fisico-quimicas de la fructosa.

PROPIEDAD FiSICO- VALORES
QUIMICA
Masa molar 180,15g/mol
Temperatura de ignicion 360°C
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Solubilidad en agua 790g/L a 20°C

Punto de fusion 100-110°C (descomposicion)
Densidad 1650g/L a 20°C

Valor de Ph 5-6(100g/L, H20,20°C)

La fructosa (Fig. 2.2) sera el punto de partida para llevar a cabo la reaccion
de obtencion del 5-Hidroximetilfurfural, disolviéndola con fines de
experimentacion en una fase que ademas de esta contendra cloruro de sodio

y un acido fuerte como el acido clorhidrico.

HO o)
HO

OH

H

OH
H

Figura 2.2 Molécula de fructosa.

2.3.2 CATALISIS EN QUIMICA ORGANICA

“Un catalizador es una sustancia que aumenta (o disminuye) la rapidez de
una reaccidén quimica sin consumirse ni modificarse en la reaccion. La
rapidez de una reaccion quimica depende de la barrera de energia que debe

salvarse en el proceso de convertir reactivos en productos.

La altura de esta barrera esta representada por la energia libre de activacion,
por lo tanto un catalizador aumenta la rapidez de una reaccion quimica al

proporcionar una ruta para la reaccion con menor energia libre de activacion.
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Se han estudiado las formas en que un catalizador puede disminuir la

energia libre de activacion, y se detallan a continuacion:

a. La reaccion catalizada y no catalizada pueden tener mecanismos diferentes,
pero similares y el catalizador proporciona una forma de convertir el reactivo

(Fig. 2.3) en una especie menos estable.

Reactivo menos
estable

ENERGIA LIBRE

AVANCE DE LA REACCION o

Figura 2.3 El catalizador convierte al reactivo en una especie menos estable.

b. Las reacciones catalizada y no catalizada pueden tener mecanismos
diferentes (Fig. 2.4), pero similares, y el catalizador proporciona una forma

de hacer mas estable el estado de transicion.
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Estado de transicion
mas estable

AG no catalizada

ENERGIA LIBRE

!

! AG" catalizada

AVANCE DE LA REACCION o

Figura 2.4 El catalizador estabiliza el estado de transicion.

c. El catalizador puede cambiar por completo el mecanismo de la reaccién y
proporcionar una ruta alterna (Fig. 2.5), con menor energia libre de

activacion que la reaccion no catalizada.””

Yurkanis P. Quimica Orgdnica. Quinta edicién 2008. Person Education. México. Pag. 1063-1065.
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Mecanismo
de un paso

AG no catalizada

Mecanismo
de dos pasos

ENERGIA LIBRE

AVANCE DE LA REACCION

Figura 2.5 La reaccion catalizada se realiza por una ruta energéticamente mas

favorable.

Un catalizador se agrega a la reaccion en cantidades cataliticas pequenas
mucho menores que la cantidad de sustancia del reactivo, en forma tipica del

1 al 10% de la cantidad de moles del reactivo.

Hay que notar también que el valor de la constante de reaccion es
independiente de cualquier fendmeno catalitico, es decir, el catalizador no
altera la cantidad de producto que se forma cuando la reaccion llega al
equilibrio, sino que unicamente cambia la rapidez con la que se forma el

producto.

Un catalizador puede proporcionar distintas alternativas para proporcionar

una ruta mas favorable de reaccion:

.  Puede aumentar la susceptibilidad de un electréfilo frente a un ataque
nucledfilo.

1. Puede aumentar la reactividad de un nucledfilo.
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lll.  Puede aumentar la propiedad saliente de un grupo y convertirlo en una base
mas débil.

V. Puede aumentar la estabilidad de un estado de transicion.
2.3.2.1 CATALISIS ACIDA

Se propone en esta investigacion, un mecanismo de deshidratacion de la
fructosa catalizada por un acido, para la formacion del 5-hidroximetilfurfural.
Un catalizador acido aumenta la rapidez de la reaccion al ceder un protdn a
un reactivo. Hay dos tipos de catalisis acida: una catalisis acida especifica y

una catalisis acida general.

En la catdlisis acida especifica (Fig. 2.6) el protdn se transfiere al reactivo
antes que transcurra el paso lento en la reaccion, mientras que en la
catdlisis acida general (Fig. 2.7) el proton se transfiere al reactivo durante

el paso lento de la reaccién.

‘ EL PROTEM SETRANFIER E POR. COMELETO
REACTIVOANTES DE. BASO LENTO

] RH*
R+H

ENERGIA LIBRE

AVANCE DE LA REACCION o

Figura 2.6 Catalisis acida especifica.
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R--H--A

B PROTON SETRANFIERE AL
REACTIVO DURANTE EL PASO LENTO

ENERGIA LIBRE

R+HA

AVANCE DE LA REACCION

Figura 2.7 Catalisis acida general.

Tanto la catalisis acida especifica como la general aumentan la rapidez de la
reaccion en la misma forma donando un proton para facilitar ya sea la
formacion o la ruptura de enlaces. Los dos tipos de catalisis acidas solo
difieren en el grado con el que se transfiere el proton en el estado de

transicion del paso lento de la reaccion.

Un catalizador acido especifico debe ser un acido suficientemente fuerte
como para protonar totalmente al reactivo antes que comience el paso lento,
mientras que un catalizador acido general puede ser un acido mas débil
porque solo transfiere en forma parcial un protén en el estado de transicion

del paso lento.
2.4 REACCION DE DESHIDRATACION DE LA FRUCTOSA

La reaccion de deshidratacion de la fructosa, se llevara a cabo en medio
acuoso en presencia de un acido fuerte para formar el 5-Hidroximetilfurfural.
Sin embargo, segun lo expuesto anteriormente es necesario definir
tentativamente un mecanismo de reaccidon que explique el fendbmeno de

deshidrataciéon en presencia de un acido fuerte. El primer paso de esta
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reaccion (Fig. 2.8) es la interaccion de un proton donado por el acido

clorhidrico a la fructosa.

) +

OH FH0  HO

HO OH

HO HO

Figura 2.8 Accidn del protdn sobre la molécula de la fructosa.

Después de la formaciéon de este compuesto intermedio ciclo furanico, se
pueden obtener productos secundarios que no son de interés en esta
reaccion. El punto verdaderamente interesante se presenta en la accion de
un grupo nucleofilico o basico (Fig. 2.9) debido a la participacion de
compuestos que contienen un grupo halégeno como pueden ser cloruro de
sodio, cloruro cromico o cromoso, después de cuya accion se forma un

ultimo intermediario antes de la produccién del 5-Hidroximetilfurfural.

PRODUCTOS SECUNDARIOS

+

HO N x— HO
HO /7 OH BASE HO OH
NUCLEOFILO HO H /

HO /%) OH

X
HO

Figura 2.9 Accion de un nucleéfilo y una base debido a la presencia de compuestos

halogenados.
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Finalmente, el ultimo intermedio se transforma en el 5-Hidroximetilfurfural

(Fig.2.10), completandose de esa manera la totalidad de la reaccion de
deshidratacion de la fructosa.

HO 0
HO ==OH Ho/\UAO
H

Figura 2.10 Lareaccidn de deshidratacién de la fructosa ha sido completada.

2.5 FASES PRESENTES EN LA REACCION DE DESHIDRATACION

Es posible obtener el 5-hidroximetilfurfural en un reactor bifasico (Fig. 2.11),
usando para ello solventes de bajo punto de ebullicion, de modo que se
elimine la necesidad de separaciones costosas. La fase acuosa reactiva
contendra el catalizador acido (solucion de &acido clorhidrico de molaridad
conocida) y la fructosa, mientras que la fase organica parcialmente miscible
en agua contendra 1-butanol, un solvente organico, cuya funcién sera la de
extraer el 5-Hidroximetilfurfural que se va produciendo, sin intervenir en la

reaccion.

||

0 N — ]
Hom/\o g jsisTEMADE
FASE ORGANICA  CONTROL

______

|

HO o — —
FASE ACUOSA

Figura 2.11 Reactor bifasico conteniendo la fase organicay la fase acuosa.
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Para poder determinar el grado de extraccion de las fases, utilizaremos un

coeficiente K;, que determinara el reparto del producto en las fases, a saber:

o [HMF]FASE ORGANICA 21
I [HMF]FASE ACUOSA (21)

El rendimiento vendra descrito por la relacién:

N imF probucIDOS
Ys =

N trucrosa rReaccionapos (2.2)

Esta ecuacién en realidad nos permite calcular el rendimiento global, y se
expresa en funcion del numero de moles y no de flujo molar debido a que los
experimentos se realizaran en un reactor discontinuo con agitacion
constante. Otro parametro importante que mide la especificidad de la
reaccion hacia el producto que queremos obtener se define como

selectividad y su calculo se realiza como sigue:

Y, Y, (2.3)

Es decir, la selectividad se expresa como el cociente entre el rendimiento de

producto deseado y el rendimiento de producto no deseado.

Se ha demostrado que el rendimiento esta directamente relacionado con el
coeficiente de reparto Kj(Dumesic et al., 2007).Al incrementarse Kl
rendimiento también lo hace, es decir, mientras mas eficiente sea el solvente
en la extraccion del 5-Hidroximetilfurfural se elevara este coeficiente de

reparto y por lo tanto se incrementara el rendimiento, o equivalentemente la
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eficacia de la remocion de 5-Hidroximetilfurfural de la fase acuosa previene la

formacion de reacciones secundarias.

2.6 SOLVENTES EMPLEADOS
2.6.1 CONSIDERACIONES PARA LA SELECCION DEL SOLVENTE

La eficiente produccion de 5-Hidroximetilfurfural requiere la minimizacion de
reacciones secundarias no deseadas que envuelven al reactante, a las
reacciones intermedias y al producto. Multiples sistemas de reaccion han
sido reportados para la produccion de 5-Hidroximetilfurfural usando

diferentes solventes.

La deshidratacion de la fructosa usando &acidos minerales es generalmente
un proceso no selectivo (rendimientos <20%) debido a la degradacion del 5-
Hidroximetilfurfural por reacciones de rehidratacion formando acido levulinico
y acido formico. Contrariamente, los solventes aproticos con alto punto de
ebullicion como el dimetil-sulféxido suprimen las reacciones secundarias no
deseadas y generan altos rendimientos de 5-Hidroximetilfurfural mayores al
90%. Sin embargo, la separacion del 5-Hidroximetilfurfural de inclusive trazas
del disolvente es dificil y requiere una elevada cantidad de energia para su

separacion.

Los sistemas bifasicos en el cual un solvente organico inmiscible en agua es
adicionado para extraer continuamente el 5-Hidroximetilfurfural de la fase
acuosa ofrece una importante ventaja en que el producto es separado del
reactante y del medio de reaccidén, de este modo se protege contra las
reacciones de degradacion. Sin embargo, la mayoria de los solventes de
extraccion usados muestran un pobre reparto del 5-Hidroximetilfurfural hacia

la fase organica. Recientemente, se ha desarrollado una estrategia catalitica
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de produccion del 5-Hidroximetilfurfural con gran rendimiento a partir de
soluciones concentradas de fructosa en un reactor bifasico por un incremento

del reparto del 5-Hidroximetilfurfural en la fase organica.

La fase acuosa reactiva en el reactor bifasico contiene un catalizador acido y
un azucar y la fase de extraccion contiene un solvente organico parcialmente

miscible (butanol, hexanol, etc).

Algunos factores necesitan ser considerados en la apropiada seleccién de un
solvente para extraer el 5-Hidroximetilfurfural en un sistema que contenga
una sal inorganica. En primer lugar, el proceso de produccion del 5-
Hidroximetilfurfural en su conjunto ha sido evaluado en funcién de los pasos
que se llevaran a cabo en el procesamiento para el cual el producto final va
dirigido. Por ejemplo, para la sintesis de éteres a partir del 5-
Hidroximetilfurfural (derivados de la reacciébn de eterificacion del 5-
Hidroximetilfurfural con alcoholes) para su aplicacibn como aditivos de
combustibles, el uso de alcoholes primarios como solventes es ideal cuando
se considera el procesamiento posterior del 5-Hidroximetilfurfural.
Similarmente, en términos de produccion de alcanos de cadena larga para su
uso como biocombustibles (por condensacién alddlica) y extraccién de 5-
Hidroximetilfurfural con cetonas convertiria al solvente en un reactante en el

subsecuente paso de condensacién alddlica.

Para procesos que comprenden hidrogendlisis seguida por destilacion
(produccion del compuesto quimico intermedio denominado 2,5-
Dimetilfurano) es adecuado el uso de un solvente saturado con un bajo punto
de ebullicion como el Tetrahidrofurano, para evitar la degradacion del
solvente y minimizar la energia gastada durante la destilacion.

Adicionalmente los solventes que pueden ser obtenidos directamente desde
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biomasa son sostenibles y son de facil integracion a un proceso de

biorefineria.

Actualmente, los principales solvente derivados de la biomasa son el etanol,
isopropanol, n-butanol y acetona, por lo tanto nuevas técnicas estan siendo

desarrolladas continuamente para sintetizar nuevos bio-solventes.

Finalmente, otra consideracion para le seleccion del solvente incluye la
estabilidad quimica, lo que quiere decir que el solvente sea inerte respecto a

los componentes del sistema.
2.6.2 EL AGUA

El aguaes el mas antiguo de los disolventes. Desde un punto de vista
medioambiental el agua es un excelente disolvente, ya que no es téxico ni
inflamable. Las particulares propiedades del agua, en especial su elevado
orden interno impuesto por la asociacion de sus moléculas mediante enlaces
de hidrogeno son los directos responsables de sus ventajas y limitaciones
como solvente y como medio de reaccion. A causa de las interacciones
hidrofobicas, debidas a dicho orden, algunas reacciones organicas son
aceleradas en agua, llegando incluso a modificarse su selectividad. EI mayor
inconveniente para usar el agua como medio de reaccién es la baja
solubilidad en la misma de muchos compuestos organicos. Para solventar
esta limitaciéon se usan a menudo medios organicos acuosos. En muchas
ocasiones se usan estos sistemas lo que mejora notablemente la separacion
de productos al final de la reaccidn. En estos casos es frecuente el empleo
de catalizadores de transferenciade fase para mejorar la cinética del
proceso. Un catalizador de transferencia de fase actua transfiriendo un

reactivo a través de la interfase.

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 32



'.mm niur nma.
UNIVERSIDAD DE CUENCA

Una estrategia alternativa es el uso de agentes tenso activos, para que

ayuden a solubilizar tanto reactantes como catalizadores.
2.6.3 CARACTERISTICAS DEL 1-BUTANOL (n-BUTANOL)

El 1-Butanol es un alcohol primario con cuatro carbonos en su estructura,
cuya férmula molecular es C4H100O. Sus isémeros incluyen al isobutanol, 2-
butanol y el terc-butanol. Se obtiene como un subproducto de la fermentacion
de azucares y de otros carbohidratos, lo que abre la posibilidad de su
obtencién como un disolvente procedente de biomasa como se menciond
anteriormente. El n-butanol es un disolvente polar proético. Esto significa que
este alcohol contiene un hidrégeno que estd unido a un &atomo
electronegativo. La gran diferencia de electronegatividades entre los atomos
de oxigeno y de hidrégeno combinado con el pequefio tamafio del atomo de
hidrégeno, hacen que pueda formar facilmente enlaces de hidrégeno con los
solutos. Es volatil, de apariencia clara y tiene un fuerte olor a alcohol. Es
miscible con muchos solventes organicos e incompatible con oxidantes
fuertes. Respecto a su solubilidad en agua comparado con otros alcoholes,
se puede observar que solo es soluble en un 8,3%, tal como lo indica la tabla
2.3:

Tabla2.3 Solubilidad de algunos alcoholes en el agua.

ALCOHOL SOLUBILIDAD EN AGUA
Metanol En todas proporciones
Etanol En todas proporciones
Butanol 8,3 %

Octanol Practicamente insoluble

Sus propiedades fisico-quimicas vienen dadas a continuacion:

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 33



'_.'m;'r‘:i-.éﬁiia.
UNIVERSIDAD DE CUENCA

Tabla 2.4 Propiedades fisico-quimicas del 1-butanol.

PROPIEDAD FiSICO- VALORES
QUIMICA
Masa molar 74,12g/mol

Temperatura ebullicion 116-118°C
Punto de fusion -90°C
Densidad 810 g/L a 25°C
Solubilidad en agua 63,2g/L

Momento dipolar 1,52D

2.7 EFECTO DE LAS SALES INORGANICAS

La adicion de cloruro de sodio en la fase acuosa mejora el reparto del 5-
Hidroximetilfurfural hacia la fase extraccion por sus propiedades y conduce a
incrementar el rendimiento del 5-Hidroximetilfurfural sin el uso de solventes

de alto punto de ebullicion.

Es importante notar que el incremento relativo del coeficiente de reparto
Kidepende de la naturaleza del solvente. Por ejemplo, el sistema conformado
por 1-butanol y cloruro de sodio muestra (Fig. 2.12) un incremento en el
coeficiente de reparto del doble (de 1,6 a 3,2) con respecto al sistema con el
mismo disolvente pero sin sal. También la 2-Butanona presenta un
incremento en el coeficiente de reparto del triple con respecto al sistema sin

sal inorganica (de 1.8 a 5.4).
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EFECTO DEL NaCl EN EL COEFICIENTE DE
REPARTO K;
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Figura 2.12 Efecto del NaCl en el coeficiente de reparto K; en sistemas bifasicos. Las
barras oscuras corresponden a sistemas con presencia de NaCl mientras que las
plomas representan al sistema sin NacCl.

Fuente: Roman-Leshov Y., Dumesic J.A. (2009). Top Catal.

Este efecto es atribuido a que el NaCl induce un efecto de “salting out” en el
solvente de extraccion, mediante el cual los iones en solucion alteran las
fuerzas intermoleculares entre los liquidos en equilibrio, resultando en un
aumento de la inmiscibilidad sobre el sistema y por lo tanto, el decrecimiento
de la solubilidad mutua de las fases organica e inorganica mejora la

extraccion del 5-Hidroximetilfurfural de la fase acuosa.

El efecto de “salting out” depende de la naturaleza de las interacciones
idnicas entre todos los componentes del sistema, y estos dependen de

parametros como concentracion, temperatura y presion.

Es importante destacar que el efecto de “salting out” tiene otros dos atributos
relevantes. Primero podemos aprovechar para utilizar solventes que en
ausencia de sales inorganicas son completamente miscibles en el agua,

citando algunos como el 1-propanol, 2-propanol entre otros.
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También se puede aprovechar este efecto en sistemas parcialmente
miscibles. Para ello se define la Temperatura Superior Critica de Solubilidad
como la temperatura a la cual una mezcla de liquidos con solubilidad parcial
se vuelve completamente miscible. La presencia de sales inorganicas
incrementa esta temperatura critica de manera que permite a los sistemas
bifasicos parcialmente miscibles permanecer inmiscibles inclusive a altas

temperaturas.
2.8 POSIBLES INCONVENIENTES

Se ha afirmado anteriormente que los catalizadores acidos en diversos
procesos de obtencion del 5-Hidroximetilfurfural provocan reacciones
secundarias aumentando significativamente el costo del producto. En el agua
en condiciones de acidez el 5-Hidroximetilfurfural se descompone en acido
levulinico y en acido formico por rehidratacion (Fig. 2.13). El acido levulinico
es particularmente dificil de separar del producto de nuestro interés.Al
minimizar la exposicidon del 5-Hidroximetilfurfural a soluciones acuosas acidas
a temperaturas elevadas, la pérdida del rendimiento de producto en acido
levulinico se mantiene muy baja. Es por ello que se debe aumentar la
eficiencia en la extraccion del producto desde la fase acuosa, usando cloruro

de sodio.

Figura 2.13 Formacién de &cido levulinico y &cido férmico al exponer al HMF a

soluciones acuosas acidas a temperaturas elevadas.
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CAPITULO 3
PLANEACION Y DISENO DE LOS EXPERIMENTOS
3.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

En el campo de la industria o de la investigacion cientifica, especialmente en
la ingenieria de las reacciones se esta empleando una herramienta
denominada disefio estadistico de experimentos. “El disefio de
experimentosconsiste en planear y realizar un conjunto de pruebas con el
objetivo de generar datos que, al ser analizados estadisticamente,
proporcionen evidencias objetivas que permitan responder a las
interrogantes planteadas por el experimentador sobre determinada

situacion”.?

Un experimento es un cambio en las condiciones de operacién de un sistema
0 proceso, que se hace con el objetivo de medir el efecto del cambio en una

o varias propiedades del producto o resultado.

Basados en la informacién del capitulo anterior, nuestro objetivo general
ahora es encontrar evidencia y probar con ello cuales son las variables que

son determinantes en la reaccion de obtencion del 5-Hidroximetilfurfural.
3.1.1 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

La importancia de este estudio radica en que el 5-Hidroximetilfurfural se
convertira en afos venideros en la plataforma quimica que hara posible la
produccién de biocombustibles como el 2,5-Dimetilfurano, la produccion de
poliésteres sustituyendo al acido tereftalico, entre otras aplicaciones. El

simple hecho que su obtencién provenga de cualquier tipo de biomasa (Fig.

? Gutiérrez H., De la Vara R. Analisis y Disefo de Experimentos. Segunda edicién 2008. Mc Graw Hill.
Pag. 4.
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3.1) que contenga carbohidratos, le abre una ventana promisoria para su

futuro.

Figura 3.1 Materia prima para la obtencién del 5-Hidroximetilfurfural

3.1.2 MEDICION DEL EXITO DE LOS EXPERIMENTOS

En el capitulo anterior se indicé que uno de los indicadores del éxito o del
fracaso del transcurso de una reaccion es el rendimiento, que se define como
los moles de producto deseado dividido entre los moles consumidos de
reactante, en esta investigacion corresponde a los moles de 5-
Hidroximetilfurfural producidos divididos entre los moles consumidos de

fructosa.

Sin embargo, aunque el reactor que se usara en el desarrollo de los
experimentos cuente con un sistema de control de temperatura y una amplia
gama de velocidades de agitacion, siempre paralelo a la generacion de
producto deseado nos encontraremos con la generacién de productos no

deseados, como se menciono en el apartado 2.7.
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Otro parametro de interés sera la medicion de la conversion del reactante

limitante, en este caso la fructosa que se define por:

(3.1)

No FRUCTOSA N FRUCTOSA

X FRUCTOSA — N
O FRUCTOSA

En otras palabras, la conversion es el cociente entre o que se consumié de

fructosa y lo que se alimentd de fructosa al reactor.

El numero de moles iniciales de fructosa sera conocido para todos los
experimentos, ya que se preparara siempre una solucion al 30% en peso
volumen de fructosa, o el equivalente a 30g de fructosa por 100mL de
solucion, en base libre de cloruro de sodio. Para calcular entonces el numero

de moles iniciales:

(3.2)

N _ mFRUCTOSA — mFRUCTOSA

O FRUCTOSA — M FRUCTOSA 180,15 g/nO'

El segundo aspecto clave, es poder determinar tanto la concentracion final
de fructosa como la concentracion final de 5-Hidroximetilfurfural. Para ello, se
empleara una técnica analitica, a saber cromatografia liquida de alta

resolucion (Dumesic et al., 2007).

Sin embargo hay que recordar que las muestras de ensayo analitico deberan
ser obtenidas de ambas fases en el reactor, para poder cuantificar
simultaneamente la constante de reparto k;. Esto significa que tendremos una
concentracion final de 5-Hidroximetilfurfural tanto en la fase organica como
en la fase acuosa, y sabiendo el volumen de muestra que se analiza sera

sencillo determinar el numero de moles presentes en la muestra, y luego se
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analizara cuanto se encuentra en el volumen de la correspondiente fase en el

reactor:

N e = (CTOTAL e Y Fase )ORG. + (CTOTAL nve Y MUESTRA )AQ. (3.3)

De manera analoga se realizaran los calculos para la fructosa. Sabiendo
estos valores, se puede determinar la cantidad de producto secundario
formado, aunque lamentablemente no se podra saber con certeza la
naturaleza de estos compuestos, ya que no se posee estandares de acido

levulinico o acido férmico. Por lo tanto para su calculo:

Yo =1-Ye (3.4)

Donde Ysyg es el rendimiento de productos no deseados.

3.1.3 OBJETIVOS QUE SE PERSIGUE AL REALIZAR ESTOS
EXPERIMENTOS

I. Analizar los parametros que influyen directamente sobre el
rendimiento de la reaccion.

Il.  Modificar estos parametros de manera controlada para encontrar un
experimento o experimentos que presenten un alto rendimiento en el
dominio experimental.

lll. A partir de la informacién obtenida, encontrar un modelo matematico
que prediga el comportamiento del sistema y que sirva en un futuro

para ensayos de optimizacion.

3.2 REACTANTES, CATALIZADORES Y DISOLVENTES QUE
INTERVENDRAN EN EL EXPERIMENTO

En los experimentos, intervendran como materia prima:
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Fructosa.

Acido Clorhidrico.

Cloruro de sodio.

Agua destilada segun los requerimientos de las soluciones.

1-Butanol segun se requiera.

Un esquema del estudio (Fig. 3.2) mostraria que para cualquier experimento

se tiene:

FACTORES DE DISENO
X1 X2 Xn
DESHIDRATACION DE LA RESPUESTAS
MATERIAS PRIMAS —»=! Ahavont — 1 RENDIMIENTO
21 Z2 Zn

FACTORES DE RUIDO

Figura 3.2 Elementos que conforman el estudio experimental.

En este esquema podemos distinguir algunos elementos importantes:

a. Variables de respuesta: A través de estas variables se conocera el
efecto o los resultados de cada prueba experimental. En nuestro caso
son variables que miden el desempefio del proceso. Su simbolo es la
letra’yY.

b. Factores controlables: Son variables del proceso que se pueden
colocar en un nivel dado. Se distinguen porque para cada uno de ellos
existe la manera o el mecanismo para cambiar su nivel de operacion.

c. Nivel de un factor: Son los valores que se asignan a cada factor durante

los experimentos.
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d. Factores de ruido: Son variables que no se pueden controlar durante el

experimento o la operacion normal del proceso.
3.3 FACTORES QUE PUEDEN AFECTAR LA RESPUESTA

Con conocimiento previo del proceso, preliminarmente se ha decidido

seleccionar los siguientes factores:

e Concentracion de acido clorhidrico.

e Cantidad (porcentaje en peso/volumen) de cloruro de sodio.

e Larelacion entre los volumenes de la fase organica y acuosa Vg/Vaq.
e Temperatura.

e Tiempo de reaccion.

Como se ha expuesto en el estudio de la reaccién quimica, al trabajar con 1-
Butanol, el acido clorhidrico en un rango desde 0,01M hasta 0,25M mantiene
el rendimiento del 5-Hidroximetilfurfural practicamente constante, es decir el
rendimiento del producto es independiente de la concentracion del
catalizador. De la misma manera, tal como se analiz6 en el capitulo 2, tanto
la fase organica como la acuosa tendran que ser saturadas con cloruro de
sodio, ya que se conoce que el cloruro de sodio afecta directamente al
rendimiento de la reaccion. Con estas consideraciones, nos quedan

unicamente tres factores a controlar.
Los factores no controlables que se ha considerado son:

e Humedad del ambiente.
e Temperatura del ambiente.

e |Luminosidad.

Sin embargo, mediante el analisis estadistico sabremos qué porcentaje de la

variabilidad asignamos a estos factores.
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3.4 NIVELES DE PRUEBA PARA CADA FACTOR

Todas los reactantes y catalizadores que intervendran en la reaccion

deberan tener un nivel. Este se proporcionara a continuacion:
Se mantendran en un nivel constante:

e La fructosa. Se ha convenido por costos que este nivel sea del 5%P/Ven
base libre de sal, es decir 5g de fructosa/100mL de solucién, en base libre de
cloruro de sodio.

e El acido clorhidrico. La solucién acida estara presente conjuntamente con la
fructosa y el cloruro de sodio, de manera que la concentracién de la solucién
sera 0,25M.

e Agua destilada. Se empleara segun requieran las soluciones.

e Cloruro de sodio, en una cantidad de 359/100mL de agua.
Los niveles para los factores controlables, vienen dados por la tabla 3.1:

Tabla 3.1 Niveles en los que debera probarse cada uno de los factores controlables

para determinar su efecto.

DENOMINACION IDENT. NIVEL BAJO NIVEL MEDIO NIVEL ALTO
(-1)
(0) (+1)
Tiempo X4 3min 4,5min 6min
Temperatura X3 110°C 125°C 140°C

Los niveles de prueba han sido codificados de tal manera que el nivel bajo se

representa por -1, el punto central por 0 y el nivel alto se representa por +1.
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3.5 PRINCIPIOS QUE DEBEN MANTENERSE AL REALIZAR LOS
EXPERIMENTOS

‘El disefio de experimentos trata de fendbmenos que son observables y

»3

repetibles™. Es por ello que se debe mantener ciertos aspectos muy en claro:

La Aleatorizacion consiste en hacer las corridas experimentales en orden
aleatorio, es decir, al azar y con material también seleccionado
aleatoriamente. Este principio aumenta la probabilidad de que el supuesto de
independencia de los errores se cumpla, lo cual es un requisito para la
validez de las pruebas estadisticas que se realizan. También es una manera
de asegurar que las pequefas diferencias provocadas por materiales,
equipo, y todos los factores no controlados, se repartan de manera

homogénea en todos los tratamientos.

La Repeticion es correr mas de una vez un tratamiento o una combinacion
de factores. Un tratamiento no es mas que la combinacién de niveles de
todos los factores estudiados. Se debera replicar no inmediatamente
después de haber realizado el tratamiento, sino segun corresponda a la
aleatorizacion. La repeticion nos permite discernir de mejor manera que parte
de la variabilidad total de los datos se debe al error aleatorio y que parte a los
factores.

El bloqueo consiste en nulificar o tomar en cuanta de forma adecuada todos

los factores que puedan afectar la respuesta observada.

3.6 SELECCION DEL DISENO EXPERIMENTAL ADECUADO

* Gutiérrez H., De la Vara R. Anélisis y Diseio de Experimentos. Segunda edicién 2008. Mc Graw Hill.
Pag. 12.
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Los cinco aspectos que mas influyen en la seleccion de un disefio

experimental, son:

El objetivo del experimento.
El nimero de factores a estudiar.
El numero de niveles que se prueban en cada factor.

Los efectos que interesa investigar (relacién factores-respuesta).

U

El costo del experimento, tiempo y precision dada.

Generalmente, el primer criterio es el mas util para seleccionar el
experimento. Por tanto debido a que en esta investigacion nos interesa
estudiar el efecto de varios factores sobre una respuesta, los disenos
apropiados para este fin son los disefios factoriales. También son utiles estos

disefios para optimizar la respuesta de la experimentacion.

3.7 GENERALIDADES DE LOS DISENO FACTORIALES

Un diseno factorial es un diseio experimental que sirve para estudiar el
efecto individual y de interaccion de varios factores sobre una o varias
respuestas. Uno de los objetivos mas importantes es determinar una
combinacion de niveles de los factores en la que el proceso se desempefie
mejor. Los factores que pueden estudiarse son de tipo cualitativo o
cuantitativo. Para probar el impacto o efecto de un factor en general bastan

dos niveles.

Dentro de esto, también podemos distinguir factores continuos o
discontinuos. Los factores continuos son factores que pueden asumir

cualquier valor real dentro del dominio experimental, tal como la temperatura
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o la velocidad de reaccion. Los factores discontinuos pueden asumir solo

un numero limitado de valores en el dominio experimental.

El conjunto de experimentos a realizar se conoce como plano experimental,
y el dominio experimental se define como el subconjunto de los puntos en
el espacio de las variables para las cuales es posible efectuar el

experimento.
3.8 DISENOS FACTORIALES 2*

Los disefios factoriales 2% es la familia de disefios factoriales que mas
impacto ha tenido en la industria y en la investigacion, debido a su eficiencia
y versatilidad. Los factoriales 2" completos son Utiles, especialmente cuando
el numero de factores a estudiar esta entre dos y cinco, rango que implica un
numero de experimentos entre cuatro y treinta y dos.En nuestra
investigacion, hemos seleccionado tres factores para poder evaluar su efecto
mediante un disefio factorial 2%, es decir, un total de ocho experimentos
evaluaran si estas variables seleccionadas tienen efecto o no. Estos disefios

experimentales presentan algunas ventajas:

1. Permiten estudiar el efecto individual y de interaccién de distintos factores.

2. Son disefios que se pueden aumentar para formar disefios compuestos en
caso de que se requiera una exploracién mas completa.

3. La interpretacion y el calculo de los efectos puede hacerse con aritmética
elemental, en particular cuando cada factor se prueba a dos niveles.

4. Eliminan el efecto producido por las variables perturbadoras o extrafias
mediante la aleatorizacion.

5. El control y manipulacion de las variables predictorias clarifican la direccién y

la naturaleza de la causa.

3.9 DISENOS FACTORIALES A DOS NIVELES Y TRES FACTORES
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Con este disefio se estudian tres factores en dos niveles cada uno. Consta
de ocho tratamientos diferentes. La region experimental puede ser
representada mediante un cubo regular centrado (Fig. 3.3) en el origen
(0,0,0) cuyos vértices son los ocho tratamientos. Con estos ocho tratamientos
podemos tener un conocimiento inicial del sistema en estudio, lo que nos
permitira posteriormente ampliar este dominio experimental, con el objetivo
de encontrar el punto de 6ptimo rendimiento para la reaccion de obtencion
del 5-Hidroximetilfurfural, aplicando para ello técnicas de optimizacion,

comola metodologia de superficie de respuesta.

(-1,+1,+1) @ @141+
/ ot d)
(-1-1,+1) @ : &
|
~ |
; B N T |
o :
E i @141,
w !
IS _FACTOR X2
(-1,-1,-1) @ @+1,-1,-1)

FACTOR X1

Figura 3.3 Disefio factorial 2° y su representacién geométrica.

Matriz del disefio se denomina al objeto matematico que representa el
conjunto de las combinaciones de los niveles de los factores a los cuales los
experimentos deben ser realizados. La matriz del disefio se construye
facilmente alternando el signo menos y el signo mas en la primera columna,
dos menos y dos mas en la segunda columna y cuatro menos y cuatro mas
en la tercera columna. Para nuestro caso, la matriz del disefio viene dada por
la tabla 3.2:
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Tabla 3.2 Matriz del disefio para dos niveles y tres factores.

EXP. X X, X3 Y
1 -1 -1 -1 Y4
2 1 -1 -1 Y2
3 -1 1 -1 Ys
4 1 1 -1 Ys
5 -1 -1 1 Ys
6 1 -1 1 Ye
7 -1 1 1 Y7
8 1 1 1 Ys

Con este disefio se pueden estudiar 2°-1=7 efectos, a saber:

e Una media.
e Tres efectos principales.
e Tres interacciones dobles.

e Una interaccion triple.

Por lo general el interés se enfoca en estudiar los efectos principales y las
interacciones dobles. Sin embargo, aunque de antemano se puede
considerar que la interaccion triple en el disefio 2° como un efecto que se
puede ignorar, es recomendable asegurarse de que su valor se mantiene
pequeno. De la matriz del disefio se construye la matriz del modelo (Tabla
3.3), en la cual se adicionan columnas donde se colocan la intercepta y las

interacciones entre los factores que van a ser estudiados:
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Tabla 3.3 Matriz del modelo para un disefio a dos niveles y tres factores.

EXP. | X1 Xo Xz XiXz XiXs  XoXs XiXoXs Y
1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 Y,
2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 Y,
3 1 -1 1 1 -1 1 -1 1 Ys
4 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 Ys
5 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 Ys
6 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 Ye
7 1 -1 1 1 1 -1 1 -1 Y7
8 1 1 1 1 1 1 1 1 Ys

3.10 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE DATOS

3.10.1 GENERALIDADES DEL  ANALISIS DE REGRESION
MULTIVARIANTE

Los datos obtenidos de la experimentacion tendran que ajustarse a un
modelo matematico, que permita predecir el comportamiento y la influencia
que cada una de las variables independientes tiene sobre la respuesta, asi
como usarse para propositos optimizaciéon y control. Para ello emplearemos

el andlisis de regresion, que cumple con estos objetivos.

Como resultado de este analisis de regresidn multivariante, se obtienen
coeficientes o también llamados parametros, que nos permiten obtener toda

la informaciéon necesaria para evaluar la importancia de los factores en el
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modelamiento del sistema, al mismo tiempo que nos permiten seleccionar los

factores realmente significativos para la respuesta experimental estudiada y

poder eliminar los factores poco influyentes.

Sin embargo, para que un modelo sea exitoso y pueda cumplir con su

propodsito, se necesita evitar cometer tres errores muy comunes:

Colinealidad. “Cuando dos variables independientes estan muy fuertemente
correlacionadas la regresién multiple no puede ser capaz de determinar cual
es importante. En este caso se dice que las variables son colineales”.* En
general, no hay mucho que se pueda hacer cuando las variables son
colineales, sino  reunir mas datos incluyendo para otras variables
independientes que no sufren este efecto.

Clusterizacion. Clusters son grupos de objetos muy semejantes entre si, es
decir, grupos que estan cohesionados internamente. Bajo esta premisa, es
necesario que los niveles en los cuales se prueben a los factores, estén lo
suficientemente alejados como para que pueda diferenciarse el efecto de
cada uno de estos sobre los factores evitando a toda costa la cohesién en
los resultados que se espera obtener de cada nivel en que se prueba a
determinado factor.

Heterogeneidad. Los factores que definen las condiciones experimentales
son variables definidas en sus unidades de medida en base a la seleccién
del experimentador. Asi, una temperatura podra ser definida en grados
centigrados o grados kelvin, una concentracién en porcentaje o partes por
millén, o cualquier otra unidad de medida de concentracion. De esta manera,
los numeros que representan cada variable seran diversos y dependeran de
la unidad de medida y de la escala preestablecida. Los parametros
estadisticos calculados para cada variable dependeran también de la unidad
de medida y entonces seran Uutiles para realizar comparaciones entre

variables. Por esta razdén, muchos métodos estadisticos requieren que las

* Navidi W. Estadistica para ingenieros y cientificos. Primera ediciéon 2006. Mc Graw Hill. Pag. 577.
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variables sean representadas en escala que entre ellas sean homogéneas
para consentir una comparacion de las variables mismas y tengan igual
importancia a priori en el analisis realizado. Una de las razones por las que
se recurre al escalado de las variables de los factores en el disefio
experimental es justamente para proporcionar homogeneidad en los
coeficientes del modelo vinculados de los factores y de los intervalos de
variacién para cada uno. El escalado de las variables independientes se
realiza para evitar el efecto preponderante de aquellas variables descritas
con numeros muy grandes. En la regresién univariante no existe este
problema, pero en la regresion multivariante es un problema muy difundido.
En el disefo factorial se aplica un escalado de rango, es decir todas las
variables naturales se transforman en variables codificadas con una

variacién homogénea, aplicando la siguiente férmula:

x':z[X‘XM'N }1 (3.5)
XMAX_XMIN )

De donde Xuax corresponde al valor maximo de cada variable, asi como Xy

corresponde al valor minimo de cada variable. Notese que:

—1<X'<+1

Este procedimiento permite una interpretacion mas sencilla del modelo,
debido a que el coeficiente calculado del modelo esta directamente

relacionado con la importancia de los factores.

El analisis de regresion lineal multivariante se llevara a cabo mediante la
metodologia de los Minimos Cuadrados Ordinarios. Este método minimiza la

suma de los cuadrados de los residuos.
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La relacion ala que pueden ajustarse los coeficientes puede ser tanto lineal
como cuadratica. Un ejemplo de modelo lineal, podria constituir un polinomio

como el siguiente:

Y=o+ X + foX, + & (3.6)

Donde x; y X2 constituyen los factores de los que dependera la repuesta del
modelo. Se usa el término lineal porque y es una funcion lineal de los
parametros desconocidos /o, /1 Y f. Este modelo describe un plano en dos
dimensiones. Algunas veces se denomina a fy a fcoeficientes parciales de
regresion ya que f mide el cambio esperado en y por unidad de cambio de
X1 cuando x, es mantenido constante y £, mide el cambio esperado en y por

unidad de cambio de x, cuando x; es mantenido constante.

En general, podemos describir un modelo que contenga k variables
independientes, mismo que describe un hiperplano en k dimensiones como

variables independientes tenga:
Y=L+ BiXi+ LoXo +o ¥ X + & (3.7)

Nétese al igual que en el caso descrito anteriormente que los parametros f,
j=0,1,2,...,k son los coeficientes de regresion y que cualquier £ parametro
representa el cambio esperado en la respuesta y por unidad de cambio de X;
cuando todas las variables independientes restantes son mantenidas
contantes.Modelos mas complejos todavia pueden ser analizados por
regresion lineal multivariante, como es el caso de modelos que representan

no solo a los factores principales (x;) sino también sus interacciones:
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Y =B+ 2 BiX;+ 2.0 Byxix e (3.8)

i<j

3.10.2 CALCULO DEL MODELO MATEMATICO

Los modelos que mas interés presentan para nuestra investigacion son
aquellos que muestran a las variables principales y sus interacciones. Ahora,
reconociendo que el numero minimo de experimentos para calcular los
parametros B del modelo es igual al numero de parametros del modelo y
recordando que vamos a aplicar un disefio factorial 2° para conocer los
efectos de las variables principales y sus interacciones, donde el minimo
numero de experimentos son ocho, el numero de parametros por tanto seran

ocho y se los denominara como sigue a continuacion:
Y =Ly + BiXi+ B Xy + BaXy+ B X Xy + B X X+ B Xy X, (3.9)

+ L X X, Xy + ¢

En términos de los datos, el modelo anterior puede escribirse en notacién

matricial como:

yl=[x18]+[e] (3.10)

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 53



'_.-m;';:i-'.ém:z..
UNIVERSIDAD DE CUENCA

Donde y es el vector de respuestas, X es la matriz del disefio que se tratd
anteriormente, B es el vector de coeficientes de regresion y ¢ es el vector de
errores aleatorios. Para el caso que nos compete en esta investigacion, esto

estaria representado en forma matricial como:
fy, ] [+1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 B ] [&] (3.11)
Y, +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1| B &
A +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1}| B, &
Y, +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1} 4 &,
Vs +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1}| B, s
Ye +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1| B, &
Y, +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1} B, &
Yo | [+1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1| B, [é&

La estrategia entonces, es encontrar el vector de los estimadores de minimos

cuadrados que minimice:
Szzgi2=8T8:( - XB) (y - Xp) (3.12)

Por comodidad se han omitido los corchetes, pero se entiende que son

operaciones matriciales. Desarrollando esta ultima expresion obtenemos
S=y'y-g'XTy-y' Xg+p XX
Si consideramos que
B Xy — matriz de (1x1)

Es decir, una matriz de 1x1 o un escalar, por lo tanto su matriz transpuesta

es el mismo escalar y se calcula como sigue:
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(B"Xx7y) =y"xp
De donde se obtiene finalmente
S=y'y-28"XTy+ B XTXpB

Los estimadores de minimos cuadrados deben satisfacer la siguiente

expresion:
8| _
B,
) =2XTy+2X"XpB
B,
Esto implica que:
XTXp=X"y

Multiplicando ambos lados de la ecuacién matricial por XX y simplificando:

B=(X"X)"XTy
Donde (X'™X)*(X"X) es | (matriz identidad), quedando entonces el modelo

ajustado como:

, (3.13)

La expresion (X'X)* se conoce como la matriz de dispersion, la cual
proporciona informacion acerca del error de los coeficientes a priori, es decir,
de planificacion experimental. El diseio factorial tiene la ventaja que

presenta los errores mas bajos de planificacion, respecto a otros métodos
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que existen. Desarrollada, la matriz de dispersién para un factorial 2° viene

dada por:

_; 0 00 0O0TO O_

0 ; 0 00 0O0O

00 ; 0 00 00O

(XT y )71 B 0 0O ; 0 00O

. 0 00O ; 0 0O (3.14)

0 00 0O ; 0 0

0 00 00O ; 0

0 000 O0OTP O 213

La matriz de dispersion, contiene a lo largo de la diagonal los coeficientes
multiplicativos que, multiplicados por el error experimental proporcionan el
valor de la varianza de los coeficientes del modelo. Como se puede observar,
en el caso de los disefos factoriales, la contribucion a la incertidumbre de los
coeficientes causados de como se ejecutan los experimentos es igual para
todos los factores y las interacciones, y vale 1/n, donde n es el numero de
experimentos. Los elementos fuera de la diagonal son los coeficientes
multiplicativos del error experimental para el calculo de la covarianza entre
los coeficientes de factores diversos. Esta caracteristica extremadamente
importante de los disefios factoriales esta ligada a la ortogonalidad de los
factores y de las interacciones. De esta forma, utilizando los disefios
factoriales la incertidumbre sobre los coeficientes es la misma para todos los

coeficientes y la minima posible.
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3.10.3 ANALISIS DE VARIANZA

Se puede demostrar que £ es un estimador no sesgado, por lo tanto su

matriz de covarianza se determina por:

cov(B) = *(X X" (3.15)

Si necesitamos hacer inferencias sobre 3 o en general sobre el modelo, es
necesario encontrar un estimador para . Para ello, se define en primera

instancia a la suma de los cuadrados del error como:

SCE =Yt =eTe=(y - XA) (y - X3) (3.16)

Desarrollando operaciones llegamos a una ecuacion de la forma:
SCE=y'y-28"X"y+B"X"Xj
Y recordando que:
XTXB=X"Ty
Llegamos finalmente a:
SCE=y'y-A"X"y (3.17)

La suma de los cuadrados del error dada por esta ultima expresién tiene n-k-

1 grados de libertad, donde k+1 es el numero de parametros estimados en el
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modelo de regresién. Por definicion, el cuadrado medio del error se define
como:
SCE SCE (3.18)

CME = 225 =
df, n-k-1

Que es el estimador que se habia estado buscando para inferir sobre 2. La
hipotesis mas importante sobre un modelo de regresién multiple consiste en

analizar si la regresion es significativa o no, es decir:

Ho: =P =.= 5 =0

H,:p;#0 paraal menos j=12,..,k

Aceptar la hipdtesis nula implica que ningun término o variable tiene un
efecto significativo sobre la respuesta, y rechazar implica que por lo menos

un término en el modelo contribuye de manera significativa a explicar Y.

Ahora, definamos la suma total de cuadrados como la contribucién de la
suma de los cuadrados de la regresion y la suma de los cuadrados del error,

tal como se detalla:

STC = SCR + SCE (3.19)

La suma total de cuadrados viene definida por:

N (Zn: yiJ (i yij
“C=§W“h} R (3.20)
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Combinando esta expresion con la ecuacién 3.17, obtenemos una expresion

con la cual se puede calcular de forma explicita la suma de los cuadrados de

o)

Para juzgar si un modelo es adecuado o no es necesario tener algunas

la regresion:

(3.21)

SCR=/4"X"Ty-

medidas de ajuste. Asi varios coeficientes se presentan para medir esta

calidad del ajuste. El coeficiente de determinacion R? viene determinado por:

_SCR _, SCE

1 _
STC ~ sTC (3.22)

RZ

Este coeficiente mide la proporcion de la variabilidad explicada por el
modelo. Un potencial problema con este estadistico es que siempre se
incrementa conforme factores son anadidos al modelo, incluso si esos

factores no son significativos.

El coeficiente de determinacion ajustado Raq” se define como:

SCE SCE

» _, df. . (n-k-1)

Ru=1-gor =1 oot (3.23)
dfCT (n_l)

Este es un estadistico ajustado al “tamafio” del modelo, es decir, al numero

de factores. Este estadistico puede realmente disminuir si términos no
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significativos son afiadidos al modelo. Entre ambos coeficientes se cumple
que 0<R,4°<R*<1. En general, un modelo se considera satisfactorio si ambos

coeficientes tienen valores superiores a 0,7.
3.10.4 SIGNIFICANCIA DE LOS ESTIMADORES DEL MODELO

Un aspecto clave en el andlisis de regresion multiple es saber que tanto
contribuye cada variable a la explicacion de la respuesta. En 3.10.3 se

analizo las hipdtesis planteadas para saber si los coeficientes individuales de

regresion son significativos. De acuerdo a lo analizado en dicha seccion, el
estimador de minimos cuadrados 4 es un vector aleatorio, cuya distribucién

es normal con media Sy una matriz de covarianza dada por la ecuacion 3.15.

Por lo tanto, el estadistico de prueba para examinar la hipotesis es:

A

B,

t,= (3.24)
lcvE(C,)

Donde Cj corresponde al elemento de la diagonal de la matriz de dispersion

correspondiente al parametro ﬁj Se rechaza la hipotesis nula si [to|>t (w2, n-k-

1y, donde a es la significancia dada de la prueba que se esta ejecutando, es
decir, si la hipdtesis nula ha sido rechazada para algun estimador del
modelo, la variable a la cual este estimador esté asociado tendra influencia

en la explicacién de la respuesta dada a través del modelo.
3.11 ADICION DE PUNTOS CENTRALES AL DISENO FACTORIAL 2X

Hasta este punto, hemos asumido que los datos obtenidos mediante la
experimentacion se ajustaran satisfactoriamente al modelo lineal. La

linealidad perfecta no es necesaria, y por supuesto el disefio factorial 2K
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puede trabajar bastante bien incluso si la linealidad asumida solo se
mantiene de manera aproximada. Si en el modelo descrito por la ecuacion
3.8 se incluye al efecto de interaccién como un efecto que influye sobre la
respuesta, entonces tenemos un modelo capaz de representar algo de

curvatura en la funcién de la respuesta.

Habra situaciones en donde la curvatura en la funciéon de respuesta no sea
descrita adecuadamente por el modelo. En estos casos, un modelo mas

l6gico al cual ajustar los datos seria:

y:ﬂo"'z‘,ﬂjxj+ZZﬂinin+Zﬂij?+g (3.25)

i<j

Donde f; representa los efectos cuadraticos. La ecuacion 3.25 es llamada
modelo de segundo orden de superficie de respuesta. Existe un método de
replicar ciertos puntos del disefio factorial 2% que proporcionaran proteccion
en contra de la curvatura de efectos de segundo orden asi como permitira
una estimacion independiente del error experimental. El método consiste en
afiadir puntos centrales al disefio factorial, es decir, replicar n veces este
punto. Es importante notar que al anadir réplicas al centro los puntos
centrales no afectan a los estimadores en el disefio factorial 2. Entonces, es
necesario determinar la presencia o no de curvatura, para lo cual definiremos

en primer lugar la suma de los cuadrados para curvatura pura:

SCCP = NeNe (yF —Yc )2
N +Ne

(3.26)
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Donde ng corresponde es el numero de puntos del disefio factorial, nces el
numero de experimentos en el punto central, y. es el promedio de la

respuesta de los ng puntos del disefio factorial (en nuestro caso el promedio

del rendimiento de los ocho experimentos) y y. es el promedio de la

respuesta de las nccorridas en el punto central, haciendo notar también esta
suma tiene un grado de libertad. Mas especificamente, para comprobar la

presencia de curvatura debemos plantear la siguiente hipotesis:

k

He ) B =0
i1
k

Hyot D B 20

j=1
Para comprobar esta hipétesis, es necesario comparar a la suma de los
cuadrados para curvatura pura con el cuadrado medio del error calculado en

funcion de los puntos centrales, dado por:

SCE > (vi-vy
CME — — puntos centrales (327)
(nc _1) (nc _1)

Entonces, aplicamos el estadistico Fo para comprobar la hipétesis mediante:

_sccp

° CME (3.28)

Para que la hipotesis nula sea rechazada, tiene que Fo>F (4,4 gy donde o es

el nivel de significancia de la prueba, df, son los grados de libertad del
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numerador y dfy son los grados de libertad del denominador, indicando por

tanto la presencia de curvatura o efectos de segundo orden.

Se recomienda que 3<n. <5 por lo cual en nuestros experimentos

realizaremos tres réplicas al centro. Se debe considerar también correr estos
puntos centrales en un orden no aleatorio. Especificamente se debe correr
uno o mas experimentos al punto central al inicio o cerca del mismo, uno o

dos cerca de la mitad y uno o dos cerca del final.
3.11.1 AJUSTE A UN MODELO DE SEGUNDO ORDEN

Supongamos que desarrollamos la ecuacién 3.8 para un disefio factorial 2,
con dos factores y en donde se ha comprobado que el efecto de la

interaccion es valido y existe presencia de curvatura:

Y =By + BiX+ Xy + XX, + € (3.29)

El modelo resultante esta descrito mediante la ecuacién 3.29. Notando que
se tiene k+1 parametros, es decir cuatro parametros de los cuales tres estan
relacionados con las variables, y recordando que el numero minimo de
experimentos a realizar corresponde al numero de parametros presentes en
el modelo, entonces podemos decir que este modelo puede ser

perfectamente desarrollado a través de un disefio factorial 22.

Debido a la condicién inicial que hemos impuesto (presencia de curvatura),
este modelo no ajusta adecuadamente los datos experimentales. Por tanto
se propone ahora ajustar estos datos al siguiente modelo que toma en

cuenta los efectos cuadraticos:

y=ﬂ0+ﬁlxl+ﬂ2x2 +ﬂ12XlX2 +ﬂ11X12 +ﬂ22X22+€ (330)
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En total, en la ecuacion 3.30 tenemos 6 parametros, y solo cuatro
experimentos del disefio factorial. Es evidente entonces, que se necesita
ampliar el dominio experimental. Una solucion simple consiste en aumentar
al disefio factorial puntos axiales. Por ejemplo, para el disefio que se aplica
en este ejemplo tendremos que aumentar cuatro puntos axiales, y para el
disefio que nos atafie en nuestra investigacion deberemos incluir seis puntos
axiales. El disefio resultante toma el nombre de disefio de composicion
central. Este disefio forma parte de la Metodologia de la Superficie de

Respuesta.
3.11.2 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

La Metodologia de Superficie de Respuesta es una coleccion de técnicas
matematicas y estadisticas que son utiles para el modelado y analisis de
problemas en los cuales la respuesta esta influenciada por varias variables y

el objetivo es optimizar la respuesta.

El primer paso de esta metodologia es encontrar una relacién que describa el
comportamiento de la respuesta en funcion de las variables en estudio. Las
respuestas pueden ser aproximadas tanto por polinomios de primer orden
(ec. 3.8) si es que no existe o se comprueba la existencia de curvatura como
por polinomios de segundo orden (ec. 3.25) si se comprueba la presencia de

curvatura.

Casi todos los problemas de esta metodologia usan uno o ambos modelos.
Por supuesto, es poco probable que un modelo polinomial sea una buena
aproximacion de la verdadera relacion existente entre la respuesta y las
variables independientes sobre todo el espacio en el cual dichas variables
son validas, sino que el modelo es valido para el dominio experimental

seleccionado Unicamente.
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En el estudio de superficie de respuesta los disefios factoriales se usan como
experimentos iniciales. Los disefios factoriales son disefios utiles para
identificar los factores significativos y las regiones de respuesta optimas. Sin
embargo, no son utiles para estimar ecuaciones de respuesta cuadratica ya
que se requieren al menos tres niveles para cada factor y el disefio debe
tener 1+2k+k (k-1)/2puntos distintos a los del factorial para estimar el modelo

con regresion cuadratica multivariante.
3.11.3 DISENO DE COMPOSICION CENTRAL

Los disefios centrales compuestos son disefios de tratamientos factoriales 2
con 2k combinaciones adicionales llamadas puntos axiales a lo largo de los
ejes coordenados de los niveles de los factores codificados. En general se
agregan nc réplicas al centro del disefio en las coordenadas (0,0,...,0), es
decir se puede construir a partir de un disefio factorial completo agregando

puntos sobre los ejes y al centro (Fig. 3.4).

A A\
Lo
_____________ R }.)-.4 g I :> p--- = R R r----d
A 3 “ FACTCR Xz FACTCR X
| i v

Figura 3.4 Disefio Central Compuesto, conformado de un punto central, seis puntos

axiales y ocho de la region factorial 2°.

Los puntos sobre cada eje se encuentran a una distancia o del origen. En
este caso o no hace referencia al nivel de significancia. Con k factores el
numero total de corridas N=2*+2k+nc. El valor de o dependera de las

caracteristicas que deseamos dar al disefio de composicion central. Asi:
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I. Disefio rotable. Un disefio es rotable si la varianza de la respuesta
Y (X) solo depende de la distancia del punto Xal centro del disefio y no de la
direccion en la que se encuentra. La rotabilidad del disefio asegura que la
calidad de la prediccion sea invariante a cualquier rotacion del disefio

alrededor del centro del mismo. Si se requiere esta propiedad se toma:
a=(n.): (3.31)

Il.  Disefio ortogonal.Un disefo es ortogonal cuando los coeficientes estimados
en el modelo ajustado no estan correlacionados entre si, lo cual hace que el
efecto de cada término representado por el parametro correspondiente, se
estime de manera mas precisa. Para cumplir este punto, los vectores
columna de la matriz del disefio deben ser independientes entre si, tal como
se verifica facilmente en el disefio factorial completo, al multiplicar dos
columnas cualesquiera término a término, dando como resultado cero. Si se

requiere esta propiedad se toma:

2 (3.32)

lll.  Sise desea que el disefo sea ortogonal y rotable, se debe cumplir que:

1
a=(n.)s ne ~4./n. +4-n, (3.33)

En nuestro caso, o toma un valor de 1,682. Deseamos en nuestra
investigacion la rotabilidad del disefio, ya que el factorial completo es de por
si ortogonal. Como se ha visto, la gran utilidad de este disefio radica en que

puede ser construido a partir de disefios mas simples. Esta propiedad es de
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suma importancia ya que permite optimizar el gasto de los recursos
experimentales, es decir, si ya se corrié un disefio factorial completo y con un
punto central, y se detect6 la presencia de curvatura, lo que sigue es correr
los puntos axiales para completar el disefio. No hay necesidad de comenzar

de cero, sino que se aprovechan las corridas que ya se han hecho.

Sin embargo, es clave hacer las corridas adicionales reproduciendo fielmente
las condiciones ambientales que se tenian en las primeras pruebas, y en

cualquier caso hay que cuidar que no aparezca un factor imprevisto.

3.11.4 DISENOS DE BLOQUES INCOMPLETOS PARA AUMENTAR LA
PRECISION

Los disefios de bloques incompletos son utiles para reducir la varianza del
error experimental cuando el numero de tratamientos es grande o cuando las
condiciones experimentales impiden la ejecucion de réplicas completas bajo
condiciones constantes. Box y Hunter (1957) presentaron las condiciones
para bloquear los disefiosde superficie de respuesta de segundo orden, de
manera que los efectos de los bloques no afecten las estimaciones de los
parametros para la ecuacion de la superficiede respuesta. Mostraron que
deben satisfacerse dos condiciones para quelos bloques sean ortogonales a
las estimaciones de los parametros de la ecuaciénde la superficie de
respuesta. Sea npel numero de tratamientos en el b-ésimo bloque;las dos

condiciones necesarias son:

1. Cada bloque debe ser un disefio ortogonal de primer orden. Para cada
bloque debe cumplirse la siguiente relacion para entre las variables del

disefio Xy X

D Xy Xy =0 i=j=012,.,n (3.34)
k=1
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2. La fraccién de la suma de cuadrados total para cada variable de disefio que
aporta cada bloque debe ser igual a la fraccion de las observaciones totales
colocadas en el bloque.

Una estrategia sugerida para los bloques de disefios centrales compuestos

es que se coloquen los N tratamientos distribuidos de la siguiente manera:

e Los 2" puntos factoriales con ncpuntos centrales deben estar en un bloque.

e Los puntos axiales y ncpuntos centrales en otro bloque.
Como se puede observar, los puntos centrales estan distribuidos en ambos
blogues. Si se tiene un numero par distribuya la mitad en un bloque y la
mitad en el segundo, y si se tiene un numero impar, asigne mas puntos al
disefio factorial. A continuacién se presenta una sintesis para el desarrollo de
disefios de composicién central casi ortogonales y rotatorios, enumerando

los elementos a tener en cuenta (Tabla 3.4)°:

Tabla 3.4 Disefio de bloques incompletos para obtener disefios de bloques centrales

compuestos casi ortogonales y rotatorios

NUMERO DE

FACTORES

FRACCION DE 2 1 1 1 1 1/2 1 1/2
Ne 4 8 16 32 16 64 32
Ncs 2 2 2 4 2 2 2
BLOQUES 1 2 2 4 1 8 2
a 1,414 1682 2 2378 2 2,828 2,378
Na 4 6 8 10 10 12 12
Nc2 2 2 1 1 4 1 4

> Kuehl R. Disefio de Experimentos, Principios estadisticos de disefio y analisis de investigacion.
Segunda edicién 2001. Thomson Learning. Pag. 435.
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3.11.5 DISENO DE COMPOSICION CENTRAL DE LA INVESTIGACION

Analizando la tabla 3.4 se requieren para tres factores:

e 8 puntos factoriales
e 2 puntos centrales incluidos en el primer bloque
e 6 puntos axiales a una distancia de £1,682 desde el centro del disefio.

e 2 puntos centrales incluidos en el segundo bloque.

Se cumpliran todos los puntos excepto el ultimo, que solo contendra un punto
central. Ahora, elaboraremos una tabla con los niveles en que se probara al

disefio de composicion central (Tabla 3.5):

Tabla 3.5 Niveles de los factores controlables para el disefio de composicién central.

DENOMINACION IDENT. NIVEL NIVEL NIVEL NIVEL NIVEL
BAJO (-1) MEDIO(0) ALTO(+1)  (+1,682)
(-1,682)
Tiempo X4 2min 3min 4,5min 6min 7min
Relacion Vorg/Vaq Xz 2,16 2,5 3 3,5 3,84
Temperatura X3 99,77 110°C 125°C 140°C 150,23

Teniendo en cuenta los nuevos niveles de los factores, entonces podemos

construir la matriz del disefio para el primer bloque (Tabla 3.6):

Tabla 3.6 Matriz para el primer bloque del disefio de composicién central.

PUNTOS X, X, X3 %
FACTORIALES Y
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DOS CENTRALES

1 -1 -1

2 1 -1

3 -1 1

4 1 1

5 -1 -1

6 1 -1

7 -1 1

8 1 1

Para 9C 0 0
10C 0 0

segundo bloque la matriz vendra dada por (Tabla 3.7):

Y1
Y2
Ys
Ys
Ys
Ye
Y7
Ys
Yoc

el

Y1oc

Tabla 3.7 Matriz para el segundo bloque del disefio de composicién central.

PUNTOS AXIALES Y X X,
UN CENTRAL
11C 0 0
12 -1,682 0
13 1,682 0
14 0 -1,682
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15 0 1,682 0 Y15
16 0 0 -1,682 Y16
17 0 0 1,682 Y47

Uniendo estos dos bloques obtenemos la matriz completa del disefio. Se ha
repartido de esta manera porque en primer lugar se realizara el disefio
factorial completo 23, y si realizando las pruebas descritas anteriormente se
comprueba la presencia de curvatura se completara con el segundo bloque.
De presentarse el caso, se procurara mantener las mismas condiciones de

experimentacion.

Este diseno de composicién central tendrda que someterse al proceso de
regresion multivariante descrito en las secciones anteriores, para obtener un
modelo de segundo orden que pueda describir el fenédmeno, como el que se

presenta a continuacion:

Y =B+ BX + B X, + B X+ B X X, + B X Xy + B X, X,
+ﬂ123X1X2X3 +ﬂ11X12 +ﬂ22x22 +,333X32 + & (335)

Tal como para el modelo de primer orden, los estimadores de la regresion
tendran que ser analizados mediante el estadistico to como se describe en la
ecuacion 3.24 para determinar si tienen influencia sobre la respuesta. Una

vez realizado este proceso ayudara a depurar el modelo.

Por tanto, se hace necesario presentar la matriz del modelo, dado por (Tabla
3.8):
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Tabla 3.8 Matriz del modelo para el disefio de composicién central.

2 2

EXP. X, X, Xs XXa  XiXs XXz XXoXs X X, Xs
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 1
2 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1
3 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1 1
4 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1
5 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 1
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 1 1
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 -1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 0 0
13 1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 0 0
14 0 -1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 0
15 0 1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 0
16 0 0 -1,682 0 0 0 0 0 0 2,829
17 0 0 1,682 0 0 0 0 0 0 2,829
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Con esta matriz y con el vector de respuestas se podra realizar el proceso de
regresion multivariante tal como se describié en el punto 3.10.2. Igualmente
el modelo tendra que ser evaluado mediante los coeficientes de regresion

para poder obtener las conclusiones definitivas.
3.12 RAZONES PARA LA OPTIMIZACION

La seleccion adecuada de las respuestas es uno de los principales
problemas de un estudio preliminar en cualquier area de investigacion, es
decir, una correcta definicion de los objetivos deberia conducir a una
seleccion adecuada de las respuestas experimentales. Una incorrecta
seleccion de las respuestas anula cualquier posibilidad de una investigaciéon
posterior. Dependiendo de los objetivos y del area de investigacion los
parametros de optimizacion o respuestas pueden ser bastante diferentes.
Para formalizar el procedimiento de seleccion de las respuestas, se presenta
un diagrama (Fig. 3.5) con el procedimiento a seguir para su seleccion, que
no necesariamente tiene que seguirse tal como se estructura, pero que sirve

como una referencia.

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 73



B

MNVERGIAD X CUENA

UNIVERSIDAD DE CUENCA

PARAMETROS
DE
OPTIMIZACION
. TECNICO- -
ECONOMICOS ECONOMICOS TECNOLOGICOS OTROS

DISMINUCION

PERDIDAS DE COSTOS

PSICOLOGICAS ESTETICAS

PRODUCTIVIDAD DURABILIDAD| | RRENDIMIENTO ESTADISTICAS

COSTOS PROPIEDADES PROPIEDADES
TOTALES SEGURIDAD FISICAS MICROBIOLOGICAS
ESTABILIDAD PR anes
TIEMPO COEFICIENTE
NECESARIO PARA
EXPERIMENTACION DE UTILIDAD

PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DEL
PRODUCTO

Figura 3.5 Esquema para la seleccion de pardmetros en los cuales se basa la
optimizacion

Es evidente entonces, que en nuestro sistema de investigacion buscamos
obtener el maximo de rendimiento en 5-Hidroximetilfurfural, disminuyendo
costos de operacion a través del control eficiente de la temperatura, usando
para ello sistemas eficientes de extraccién que tengan buena compatibilidad
con las propiedades fisico-quimicas del producto a través de solventes
organicos y que la obtencion del producto se realice en el menor tiempo

posible aunque esta operacion se lleve a cabo en un reactor por lotes.

Para poder lograr nuestros objetivos, es necesario que podamos ocupar uno
0 ambos modelos que obtenidos del andlisis de regresion multivariante que

predicen el comportamiento del sistema para en base a esta informacion
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encontrar un punto en el cual el sistema presente las caracteristicas antes

citadas. A este punto se le denomina estadisticamente punto estacionario.

3.13 LOCALIZACION DE LAS COORDENADAS DEL PUNTO
ESTACIONARIO

Supongamos que deseamos encontrar los niveles en los que las variables x;,
X2,...,Xk optimizan la respuesta predicha, dada por el modelo de regresién
(ec. 3.13). Este punto, si existe, sera el conjunto de variables xi, X,...,Xx para

los cuales las derivadas parciales 69/0x, =29/0x, =...=09/0x, =0. Este punto

nos da como resultado Xis, Xzs,...,Xks Y €S llamado el punto estacionario. El

punto estacionario puede representar:

e Un maximo.

e Un minimo.

¢ Un punto silla, llamado también minimax.
Las soluciones del sistema de ecuaciones obtenido al igualar las derivadas
parciales con respecto a cada variable principal nos daran las coordenadas
en notacion codificada del punto estacionario. Una vez encontrado el punto
estacionario es necesario caracterizarlo, es decir, determinar en cual de las
opciones citadas anteriormente se encasilla este punto. La manera mas
directa de examinar esto es a través de graficas de contorno. Con dos
variables analizadas es facil obtener estas graficas, pero si son tres las
variables para representar al sistema es necesario mantener una de ellas
como constante, ya que solo se pueden graficar dos variables y la respuesta

que producen conformando asi las tres dimensiones espaciales.
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CAPITULO 4
EXPERIMENTACION, ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 METODOLOGIA DE LOS ANALISIS

4.1.1 ANALISIS DEL 5-HIDROXIMETILFURFURAL POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

La separacion del 5-Hidroximetilfurfural se realizé por medio de una columna
ZORBAX SB C18, 250mm x 4,6mm y 5um de tamafo de particula (Agilent); y
utiizando un HPLC 1200 (Agilent) con un detector UV a 285 nm. Los
experimentos de optimizacibn se realizaron con un estandar de 5-
Hidroximetilfurfural (Sigma Aldrich). Los experimentos se iniciaron con una
temperatura de 40°C, fase mévil de una mezcla 2:8 v/v de metanol-agua (pH
= 2.6, Ac. Acético), con una velocidad de flujo de 0,6mL/min, 260-320 nm y
50uL de inyeccion de muestra. Luego de varios experimentos se obtuvieron
los resultados mas 6ptimos en intensidad y forma del pico, con los siguientes
parametros: temperatura a 30°C, con una velocidad de flujo de 0,7mL/min,
285 nm y 20 uL de inyeccion de muestra. Ademas se aplicé un gradiente
(Dumesic et al., 2007):

e 0-2 min, 100% de agua (pH = 2.6, Ac. Acético).

e 2-3 min, transicion.

e 3-10 min, 80% de agua (pH = 2.6, Ac. Acético), 20% Metanol.
e 10-11 min, transicion.

e 11-15 min, 20% de agua (pH = 2.6, Ac. Acético), 80% Metanol.
e 15-16 min, transicion.

e 16-30 min, 100% de agua (pH = 2.6, Ac. Acético).

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 76



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Con estas condiciones el pico eluy6 a 9.7-9.8 minutos, y este método es el

que se utilizé para las mediciones posteriores.

La curva de calibracion fue elaborada en un rango desde 0,155ug/mL hasta
111ug/mL. El coeficiente de regresion fue de 0.9958. La tabla de
concentracién de los estandares para la elaboracién de la curva de
calibracién, los cromatogramas y la curva de calibracidn resultante se pueden

visualizar desde el anexo 4.1 al 4.12.
4.1.2 ANALISIS DE LA FRUCTOSA POR ESPECTROFOTOMETRIA U.V.

Para el analisis de la fructosa, se utilizé el método de Dubois. Se prepard un
estandar de 0,04g de fructosa (Sigma Aldrich, 299%) aforado a 100mL con

agua destilada. Este método tiene un limite de deteccién de 5-50 pug/mL.

Adicional a esto, se elabord un blanco de 1000uL de agua destilada. Tanto al
blanco como a los estandares se les afiadié 500uL de una solucién de fenol
al 5% P/V y 2,5mL de acido sulfurico del 95%. Todas las disoluciones y el
blanco se llevaron a un espectrofotdémetro, en donde se realiz6 la lectura de
la absorbancia con una longitud de onda establecida a 490nm. Para los
analisis de fructosa de las muestras, se tom6 1mL y se procedio a ejecutar el

procedimiento descrito anteriormente.

La curva de calibracion fue elaborada en un rango desde 10ug/mL hasta
100pg/mL. El coeficiente de regresion fue de 0.9981. La tabla de
concentraciéon de los estandares para la elaboracion de la curva de
calibracién, los resultados espectrofotométricos y la curva de calibracion

resultante se pueden visualizar desde el anexo 4.13 al 4.15.
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4.2 METODOLOGIA DE LA EXPERIMENTACION

4.2.1 PROTOCOLO ESTABLECIDO PARA LA OBTENCION DEL 5-
HIDROXIMETILFURFURAL

Los pasos que se siguieron se describen a continuacion:

1) ESQUEMA DE EXPERIMENTOS

Los volumenes de fase organica en cada experimento se calcularon con una
base de 18mL de fase acuosa reactiva. De esta manera, las pruebas se

desarrollaran segun la aleatorizacion en el siguiente orden (Tabla 4.1, 4.2):

Tabla 4.1 Orden de ejecucion de los experimentos de la parte factorial y dos puntos

centrales.
EXPERIMENTO TIEMPO Vorg/Vaq TEMPERATURA

(min) (°C)

9C 4.5 3,0 125
3 3 3,5 110
1 3 2,5 110
2 6 2,5 110
4 6 3,5 110
10C 4.5 3,0 125
5 3 2,5 140
8 6 3,5 140
7 3 3,5 140
6 6 2,5 140
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Tabla 4.2 Orden de ejecucion de los experimentos para la parte axial y un punto
central.

EXPERIMENTO TIEMPO TEMPERATURA
_ (min) ) (°C)
12 2 3,0 125
17 45 3,0 150,2
14 45 2,16 125
16 45 3,0 99,7
11C 45 3,0 125
15 45 3,84 125
13 7 3,0 125

El orden de ejecucidn seleccionado corresponde al aislamiento de
efectosexplicada en el capitulo 3, es decir, se desarrollara
ininterrumpidamente el primer bloque y después el segundo, cuidando
siempre el mantener en lo posible las mismas condiciones de
experimentacion. Con ello la informacion obtenida sera independiente de la

separacion propuesta.
2) PREPARACION DE LA FASE ACUOSA REACTIVA
Para ello se peso:
e 1759 de NaCl (del 99%)
e 25¢g de Fructosa (grado HPLC)
e 12,31g de HCI del 37% (o un volumen equivalente de 10,43 mL).

Se disolvieron los 175g de NaCl con ayuda de un ligero calentamiento y en
agua destilada. La fructosa se disolvio directamente en el agua destilada,
después de lo cual se mezclaron. Una vez colocadas la fructosa y NaCl en el

balén, se anadié el HCI en la cantidad requerida, la mezclase aforé hasta un
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volumen de 500mL con agua destilada y se agité durante veinte minutos, en

un agitador WWR Advanced Digital Shaker Modelo 3500 ADV, a 300 rpm.

De esta fase acuosa para cada experimento se tomaran 18mL y se colocaran

en el reactor.
3) PREPARACION DE LA SOLUCION ACUOSA NO REACTIVA
Para ello se peso:

e 175g de NaCl

Se disolvieron los 175g de NaCl con ayuda de un ligero calentamiento y en
agua destilada. Se afor6é hasta un volumen de 500mL con agua destilada y
se agitd durante veinte minutos en un agitador WWR Advanced Digital
Shaker Modelo 3500 ADV, a 300rpm.

4) PREPARACION DE LA FASE ORGANICA

Se saturaran los volumenes correspondientes de fase organica (Tabla
4.3,4.4) con 18mL de fase acuosa no reactiva en un Erlenmeyer de 100cc de
tal manera que la fase organica se ponga en contacto con una fase acuosa
que contenga la misma cantidad de NaCl que la fase acuosa reactiva que ira
al reactor. La saturacion se desarrollara conforme las pruebas lo demanden

en el orden establecido por la aleatorizacion:
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Tabla 4.3 Volumenes de fase organica empleados para la extraccion en el

reactor (bloque 1).

EXPERIMENTO VOLUMEN DE FASE
ORGANICA

(mL)
54

63

©
O

45
45
63
54
45
63
63
45

[
CD\IOOU'I%-&I\JI—‘OO

Tabla 4.4 Volimenes de fase organica empleados para la extraccién en el reactor
(bloque 2).

EXPERIMENTO VOLUMEN DE FASE
ORGANICA (mL)
12 54
17 54
14 38,9
16 54
11C 54
15 69,1
13 54

Para que el contacto entre el agua destilada y el n-butanol sea efectivo, se
agité durante 5 minutos en el agitador WWR Advanced Digital Shaker
Modelo 3500 ADV, a 200rpm. Para poner en contacto al n-butanol con el

NaCl, se agit6 manualmente durante 3 minutos.

A continuacion se filtré el precipitado, y el filtrado se coloco en el reactor.
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5) PREVIO AL TRABAJO EN EL REACTOR

Para mantener el efecto de bloqueo estadistico sobre errores de

experimentacion, se designo el trabajo de tal manera que:

e Requisito basico fue disponer de material muy limpio para iniciar el

trabajo en cada corrida experimental.

e Se preparo la fase acuosa reactiva (500mL) y del depdsito de 18mL

de la misma en el reactor.

e Se preparo la fase acuosa no reactiva, de saturar los respectivos
volumenes de fase organica con 18mL de fase acuosa no reactiva y

colocarlos en el reactor con el procedimiento descrito anteriormente.

e Se mezclo la fase acuosa reactiva, la fase acuosa no reactiva y el

disolvente en un Erlenmeyer de 100cc.

e Laoperacion del reactor se aseguro el sellado inicial y la apertura final
después de ejecutadas las pruebas. Llenaron el registro con la fecha,
hora de inicio, hora final, gradiente de calentamiento, gradiente de
enfriamiento y observaciones. La hora de inicio corresponde al
instante en que se activan todos los sistemas y la hora de finalizacion
corresponde al instante en que se han parado todos los sistemas.
También realizaron la limpieza del reactor, con metanol en primera
instancia y después con dos bafos consecutivos de agua destilada,
limpiando para el efecto el envase, el contenedor de la niquelina y el

sensor.

e Siempre se cuido con la evacuacién del contenido del reactor y la
respectiva rotulacion de los frascos donde se almacend el contenido
de cada corrida experimental.
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6) TRABAJO EN EL REACTOR
Se tomaron las siguientes precauciones:

e Se verificaron los sistemas del reactor incluyendo el recipiente,
dispositivos de control de velocidad de agitacion, temperatura y
sistemas de refrigeracion. La agitacion se realiz6 mediante un agitador

termomagnético.

e Las revoluciones por minuto en el reactor se mantuvieron en 24 para

todas las corridas experimentales.

e Mantener la temperatura segun el tiempo correspondiente para cada

corrida experimental (Tabla 4.1, 4.2).
e Las muestras procedentes del reactor se refrigeraron entre 2 y 8°C.
7) PARA LOS ANALISIS
Se tomaron en cuenta las siguientes recomendaciones:

e 15mL de stock de fase acuosa reactiva para cuantificar 5-HMF.
Cadigo (A).

e 1,5mL de stock de fase acuosa reactiva para cuantificar fructosa.
Cadigo (B).

¢ 1,5mL de stock de fase organica para cuantificar 5-HMF. Cédigo (C).

La letra A identifica al analisis del 5-HMF en la fase acuosa reactiva, la letra
B identifica al analisis de fructosa en la fase acuosa reactiva y la letra C
identifica al analisis del 5-HMF en la fase organica. Después de ejecutar el
protocolo, las muestras se llevaron para ser analizadas y determinar su

concentracién. Sin embargo, para que las lecturas de algunas muestras de 5-
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Hidroximetilfurfural se enmarquen dentro de la curva de calibracién, se
sometieron a un proceso de dilucién, mismo que se detalla en el anexo 4.16.
Los cromatogramas de las muestras se visualizan desde el anexo 4.17 al
4.52. Las diluciones de las muestras de fructosa y sus lecturas de

absorbancia se muestran en el anexo 4.13 y 4.15 respectivamente.
4.3 RESULTADOS
4.3.1 CONVERSION DE LA FRUCTOSA

El nimero inicial de moles de fructosa presentes para todos los experimentos
fue de 0,0050, partiendo de una concentracion de 2,5%P/V de fructosa
(Sigma Aldrich, = 99%) presentes en el volumen de 36mL correspondiente a
la fase acuosa. Trascurrido el tiempo de reaccidén descrito en el cronograma
de experimentos (Tabla 4.1, 4.2), el numero de moles finales de fructosa en
el reactor y la conversion resultante calculada con la ecuacion 3.1 del

capitulo 3, numeral 3.1.2, se detallan a continuacion (Tabla 4.5):

Tabla 4.5 Resultados de la experimentacion para la fructosa (Cédigo B).

EXPERIMENTO MOLES DE CONVERSION MOLES DE

FRUCTOSA EN % FRUCTOSA
EL REACTOR REACCIONADOS
1 0.0016 68.47 0.0034
2 0.0041 18.92 0.0009
3 0.0018 63.45 0.0032
4 0.0035 29.16 0.0015
5 0.0024 52.61 0.0026
6 0.0036 28.57 0.0014
7 0.0032 36.26 0.0018
8 0.0021 58.33 0.0029
9C 0.0023 53.60 0.0027
10C 0.0028 43.55 0.0022
11C 0.0026 47.68 0.0024
12 0.0029 41.38 0.0021
13 0.0027 45.52 0.0023
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14 0.0021 57.14 0.0029
15 0.0015 70.25 0.0035
16 0.0025 49.85 0.0025
17 0.0017 66.90 0.0033

4.3.2 RENDIMIENTO DE LA REACCION EN 5-HIDROXIMETILFURFURAL

El objetivo fundamental de la investigacion fue someter al medio de reaccion
a diferentes condiciones de temperatura, tiempo y proporcion en volumen

tanto de fase organica como de fase acuosa.

Es asi, que para cada experimento se tuvieron unas condiciones unicas e
irrepetibles, que hacen que todo el conjunto de datos obtenidos reflejen un

punto especifico del espacio de experimentacion.

El niumero de moles totales de 5-Hidroximetilfurfural obtenidos en las
experimentaciones, el rendimiento calculado mediante la ecuacién 2.2, el
coeficiente de distribucion calculado con la ecuacion 2.1, ambos del capitulo

2, numeral 2.5, se detallan a continuacién (Tabla 4.6):

Tabla 4.6 Resultados de la experimentacién para 5-HMF (Cédigo A, C).

5-HMF 5-HMF 5-HMF COEF.DIST.  RENDIMIENTO
FASE FASE TOTAL Ki %
ORGANICA  ACUOSA (mol)

(mol) (mol)
1 0.00014 0.000035 0.000177 4.13 5.18
2 0.00014 0.000034 0.000171 4.05 18.09
3 0.00005 0.000013 0.000068 4.12 2.13
4 0.00018 0.000030 0.000207 5.78 14.20
5 0.00019 0.000114 0.000299 1.62 11.39
6 0.00047 0.000126  0.000601 3.75 42.11
7 0.00055 0.000109 0.000658 5.02 36.33
8 0.00026 0.000109 0.000364 2.34 12.51
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9C 0.00019  0.000036 0.000230 5.33 8.58
10C 0.00017  0.000034 0.000200 4.87 9.19
11C 0.00021  0.000070 0.000279 2.96 11.71
12 0.00021  0.000101 0.000307 2.05 14.83
13 0.00023  0.000074  0.000308 3.16 13.55
14 0.00025 0.000115 0.000370 2.21 12.97
15 0.00028  0.000066  0.000343 4.22 9.78
16 0.00008  0.000018 0.000100 4.66 4.02
17 0.00044  0.000189  0.000627 2.32 18.77

Tanto en la tabla 4.5 como en la 4.6 la parte sombreada corresponde al
primer bloque de experimentos, en tanto que la parte no sombreada
corresponde al segundo bloque. Cabe recalcar que este no fue el orden de

ejecucion de experimentos.
4.3.3 ANALISIS DE LOS EXPERIMENTOS

A continuacién, detallaremos todas las condiciones del proceso para cada
uno de los experimentos conjuntamente con los resultados obtenidos para
hacer un analisis de las causas probables de los resultados presentados. La

selectividad fue calculada con la ecuacion 2.3 del capitulo 2, numeral 2.5.

4.3.3.1 EXPERIMENTO 1

Temperatura de reaccion establecida
Tiempo de reaccién establecido

Vorg/Vaq

Temperatura maxima alcanzada 109,70°C
Temperatura minima alcanzada 109.10°C
Variacion +0.30°C

Tiempo de duracion del experimento 29 min. 29 s

Tiempo que se mantuvo la 1,04 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Interrupcién por falla del sistema de
calentamiento
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Con estas condiciones, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Conversiéon de la fructosa 68.47%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0016
Moles reaccionados 0,0034
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000035
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000140
Moles totales de 5-HMF 0,000177
Coeficiente de distribucién 413
Selectividad hacia 5-HMF 5.46%
Rendimiento en 5-HMF 5.18%

La grafica que describe el transcurso de la temperatura en el tiempo se

detalla a continuacion:
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Muestra 1
Temp Maxima |
Temp Minima |:

TEMPERATURA (°C)

2000 4000 B000 000 10000 12000 14000 18000 18000
TIEMPO (0.1 seg)

Figura 4.2 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 1.

La operacion del reactor fue estable en el lapso en el que se mantuvo
constante la temperatura (variacion de + 0,30°C), aunque siempre estuvo por
debajo de la temperatura del experimento y no llegé a completar el tiempo en
el cual se debia mantener la temperatura constante. El rendimiento ha
mejorado respecto al experimento 3, pero sigue siendo bajo (5,18%). Esto
podria atribuirse a la temperatura a la cual que ejecuta el experimento. Por
otra parte, la conversidon de la fructosa es alta (68,47%), lo que
conjuntamente con la selectividad (5,46%) nos advierte que esta disposicion
del sistema podria estar generando reacciones secundarias que compiten
con nuestra reaccién, dando lugar a productos no deseados, 0 a su vez es

posible que el producto generado en la fase acuosa a 110°C y en presencia
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de acido clorhidrico 0,25M se esté degradando, aunque se observa por el
coeficiente de distribucion (4,13) que el n-butanol es eficiente en la
extraccion del 5-Hidroximetilfurfural de la fase organica, valor muy
satisfactorio si consideramos que el disolvente se encuentra en una menor

proporcién con respecto al experimento 3.

4.3.3.2 EXPERIMENTO 2

Temperatura de reaccion establecida  110°C

Tiempo de reaccién establecido 6 min
Vorg/Vaq 2,5
Temperatura maxima alcanzada 111,10°C
Temperatura minima alcanzada 109.10°C
Variacion +1°C

Tiempo de duracion del experimento 39 min. 40 s

Tiempo que se mantuvo la 3,97 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Interrupcién por falla del motor del
agitador.

Con estas condiciones, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Conversioén de la fructosa 18,92%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0041
Moles reaccionados 0,0009
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000034
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000140
Moles totales de 5-HMF 0,000171
Coeficiente de distribucion 4.05
Selectividad hacia 5-HMF 22.09%
Rendimiento en 5-HMF 18.09%

La grafica que describe el transcurso de la temperatura en el tiempo se

detalla a continuacion:
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Figura 4.3 Gréfica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 2.

La operacion del reactor no fue estable como en los procesos anteriores;
evidencia de ello es que en el lapso en el que se mantuvo constante la
temperatura la variacion fue de + 1°C y estuvo fluctuando entre 111°C y
109°C y no llegd a completar el tiempo en el cual se debia mantener la
temperatura constante. El rendimiento es considerablemente mayor (18,13%)
respecto al experimento 2 y 3. Esto no se le podria atribuir al cese de la
agitacion, aunque la evidencia mas bien apunta a un comportamiento
herratico de la temperatura como el causante de una diferente distribucion de
productos. Por otra parte, la conversion de la fructosa es baja con respecto a
los experimentos 2 y 3 (18,92%), lo que conjuntamente con una gran

selectividad (22,09%) nos advierte que a menores conversiones de la

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 90

25
o1



B

UNIVERSIDAD DE CUENCA

fructosa el rendimiento en producto deseado aumenta, es decir,
tentativamente se deberia mantener bajas conversiones para elevar la
especificidad de la reaccion. A su vez el producto generado en la fase
acuosa a 110°C y en presencia de acido clorhidrico 0,25M se esté
extrayendo con mayor facilidad, ya que el coeficiente de distribucion (4,13)
nos dice que el n-butanol es eficiente en la extraccion del 5-

Hidroximetilfurfural de la fase organica.

4.3.3.3 EXPERIMENTO 3

Temperatura de reaccion establecida
Tiempo de reaccién establecido

Vorg/Vaq

Temperatura maxima alcanzada 110,40°C
Temperatura minima alcanzada 109.40°C
Variacion + 0.50°C

Tiempo de duracién del experimento 30 min 31 s

Tiempo que se mantuvo la 2,88 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto del reactor

Con estas condiciones, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Conversiéon de la fructosa 63.45%

Moles iniciales de fructosa 0,050
Moles finales de fructosa 0,0018
Moles reaccionados 0,0032
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000013
Moles de 5-HMF en la fase orgénica 0,000050
Moles totales de 5-HMF 0,000068
Coeficiente de distribucién 412
Selectividad hacia 5-HMF 2.18%
Rendimiento en 5-HMF 2.13%

La grafica que describe el transcurso de la temperatura en el tiempo se

detalla a continuacion:
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Figura 4.1 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 3.

La operacion del reactor fue estable en el lapso en el que se mantuvo

constante la temperatura (variacién de + 0,50°C). Sin embargo, como puede

observarse, la causa del bajo rendimiento (2,13%) podria atribuirse a la

temperatura a la cual que ejecuta el experimento. Por otra parte, la

conversion de la fructosa es alta (63,45%), lo que conjuntamente con la

selectividad (2,18%) nos advierte que esta disposicion del sistema podria

estar generando reacciones secundarias que compiten con nuestra reaccion,

dando lugar a productos no deseados. Otra posibilidad que es menester

acotar es la posible degradacion del producto generado en la fase acuosa a

110°C y en presencia de acido clorhidrico 0,25M, aunque se observa por el
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coeficiente de distribucion (4,12) que el n-butanol es eficiente en la

extraccion del 5-Hidroximetilfurfural de la fase organica.

4.3.3.4 EXPERIMENTO 4

Temperatura de reaccion establecida  110°C

Tiempo de reaccién establecido 6 min
Vorg/Vaq 3,5
Temperatura maxima alcanzada 114,30°C
Temperatura minima alcanzada 110,00°C
Variacion +2.15°C

Tiempo de duracién del experimento 55 min. 55 s
Tiempo que se mantuvo la 6,33 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Interrupciéon por falla del sistema de
calentamiento

Con estas condiciones, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Conversiéon de la fructosa 29.16%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0035
Moles reaccionados 0,0015
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000030
Moles de 5-HMF en la fase orgénica 0,000180
Moles totales de 5-HMF 0,000207
Coeficiente de distribucién 5,78
Selectividad hacia 5-HMF 16.55%
Rendimiento en 5-HMF 14.20%

La grafica que describe el transcurso de la temperatura en el tiempo se

detalla a continuacion:
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Figura 4.4 Gréafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 4.

La operacion del reactor no fue estable como en los procesos anteriores;
evidencia de ello es que en el lapso en el que se mantuvo constante la
temperatura la variacién fue de + 2,5°C y estuvo fluctuando entre 114°C y
110°C. El rendimiento es considerable (14,20%) pero menor al del
experimento 2. Cabe destacar que el hecho de que la temperatura haya
llegado hasta 114°C incurre en un grave error experimental y el dato
obtenido ya no refleja con certeza el comportamiento del proceso a 110°C.
Por otra parte, la conversion de la fructosa es baja (29,16%) pero mayor a la
del experimento 2, lo que conjuntamente con la selectividad (16,55%) nos
advierte nuevamente que a menores conversiones de la fructosa el

rendimiento en producto deseado aumenta, e inclusive comparando los
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resultados con el experimento 2 el incremento de la conversion en 10,24%
hace que la selectividad disminuya en 5,54%, es decir, se deberia mantener
bajas conversiones para elevar la especificidad de la reaccién. A su vez el
producto generado en la fase acuosa a 110°C y en presencia de acido
clorhidrico 0,25M se esté extrayendo con gran facilidad, ya que el
coeficiente de distribucion (5,78) nos dice que el n-butanol es eficiente en la
extraccion del 5-Hidroximetilfurfural de la fase organica, y es el coeficiente de

distribucién mas grande de los experimentos que se llevaron a cabo a 110°C
4.3.3.5 COMPARACION DE LOS EXPERIMENTOS A 110°C

Los principales resultados se detallan a continuacién (Tabla 4.7):

Tabla 4.7Condiciones del proceso y resultados de los experimentos a 110°C.

EXP. TEMP.  Vorg/Vaq TIEMPO CONV. REND. SELEC. Ki
°C (min) (%) (%) (%)

1 110 2,5 3,0 68,47 5,18 5,46 4,13

2 110 25 6,0 18,92 18,09 22,09 4,05

3 110 3,5 3,0 63,45 2,13 2,18 4,12

4 110 3,5 6,0 29,16 1420 16,55 5,78

Como puede observarse en la tabla 4.7, los experimentos 1 y 3 presentan
conversiones cercanas y las mas altas del grupo, sin embargo generan los
mas pobres rendimientos y selectividades. Al contrario, los experimentos 2 y
4 presentan el comportamiento inverso. Este hecho nos da las bases para
poder establecer que a 110°C es preferible mantener bajas conversiones en
el reactor para obtener altos rendimientos y selectividades. Ademas, si
observamos la variable tiempo, notaremos que valores altos de conversion

se consiguen a tiempos mas bajos de exposicion a la temperatura, lo que

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 95



B

VIR X CUENTA

R
UNIVERSIDAD DE CUENCA
quiere decir que para obtener un alto rendimiento y selectividad, debemos
dejar transcurrir la reaccion por intervalos de tiempo grandes, como es el
caso de los 6min en los experimentos 2 y 4. Por otra parte, observando el
coeficiente de distribucidon entre los experimentos 1 y 3, notaremos que son
aproximadamente los mismos. Eso quiere decir, que aparentemente la
proporcién en volumen de fase organica con respecto a la fase acuosa no
tiene mayor importancia. Este hecho se corrobora, ya que el coeficiente de
distribucion se mantiene practicamente constante para todos los
experimentos, con excepcion del ultimo experimento donde mejora
considerablemente. A continuacion se adjunta la grafica de temperatura vs.

presion para los experimentos a 110°C:

Prueha a 110°C

10 ! .

Temp °C

Figura 4.5 Grafica de Temperatura vs. Presion para los experimentos a 110°C

Como puede observarse a partir de 90°C tenemos un valor de presion de

8psi y el comportamiento de la curva es casi lineal, llegando a esta
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temperatura a una presion maxima de 24psi. Este comportamiento es similar

en todos los experimentos.
4.3.3.6 EXPERIMENTO 5

Lamentablemente, los datos de las condiciones del proceso con las cuales
se efectud el experimento fueron borrados. Las condiciones en las cuales se
establecié ejecutar este experimento fueron una temperatura de 140°C, una
relacion de volumenes de fase organica con respecto a la fase acuosa de 2,5
y un tiempo de 3 minutos. Los resultados obtenidos se detallan a

continuacion:

Conversioén de la fructosa 52,61%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0024
Moles reaccionados 0,0026
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000114
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000190
Moles totales de 5-HMF 0,000299
Coeficiente de distribucién 1,62
Selectividad hacia 5-HMF 12,86%
Rendimiento en 5-HMF 11,39%

Nuevamente una alta conversion vuelve a producir un pobre rendimiento y
selectividad. Aqui por primera vez se observa que el coeficiente de
distribucién disminuye considerablemente. Una posible explicacion es que,
aunque uno de los efectos del cloruro de sodio en el sistema es separar las
fases considerablemente y aumentar las propiedades coligativas del
disolvente, un hecho cierto es que pudo evaporarse parte del n-butanol,

situacion que se corrobora en la siguiente grafica de presion temperatura:
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Prueba a 140°C

Temp *C

Figura 4.6 Grafica de Temperatura vs. presion para los experimentos a 140°C

Se puede notar que a 140°C la presidén esta cercana a los 70psi, o que

ratifica la hipotesis de que la fase organica pasa a estado de vapor.
4.3.3.7 EXPERIMENTO 6

Temperatura de reaccion establecida  140°C

Tiempo de reaccién establecido 6 min
Vorg/Vaq 2,5
Temperatura maxima alcanzada 140,50°C
Temperatura minima alcanzada 139,70°C
Variacion +0,40°C

Tiempo de duracién del experimento 51 min. 51 s

Tiempo que se mantuvo la 6,10 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto
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Con estas condiciones, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Conversioén de la fructosa 28,57%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0036
Moles reaccionados 0,0014
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000126
Moles de 5-HMF en la fase orgénica 0,000470
Moles totales de 5-HMF 0,000601
Coeficiente de distribucién 3,75
Selectividad hacia 5-HMF 72.73%
Rendimiento en 5-HMF 42 11%

Se puede observar que la temperatura se mantiene estable, presentando una
variacion de + 0,40 °C. Al igual que en experimentos anteriores, una baja
conversion (28,57%) da a lugar a un elevado rendimiento (42,11%), y la
especificidad de la reaccion es la mejor de todos los experimentos, llegando
a 72,73%. En cuanto al coeficiente de distribucion esta cercano a 4, lo que se
mantiene dentro del promedio general, indicando una buena extraccion del 5-
Hidroximetilfurfural en el n-butanol. Nuevamente, un tiempo de 6min produce

resultados éptimos de rendimiento.

La grafica que detalla el comportamiento de la temperatura a través del

tiempo se presenta a continuacion:
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Figura 4.7 Gréafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 6.

4.3.3.8 EXPERIMENTO 7

Temperatura de reaccion establecida  140°C

PRI

Tiempo de reaccién establecido 3 min
Vorg/Vaq 3,5
Temperatura maxima alcanzada 140,60°C
Temperatura minima alcanzada 139,60°C
Variacion +0,50°C

Tiempo de duracién del experimento 52 min. 52 s

Tiempo que se mantuvo la 4,38 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados obtenidos se adjuntan a continuacion:
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Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0032
Moles reaccionados 0,0018
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000109
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000550
Moles totales de 5-HMF 0,000658
Coeficiente de distribucién 5,02
Selectividad hacia 5-HMF 57,05%
Rendimiento en 5-HMF 36.33%

La grafica que detalla el comportamiento de la temperatura en el transcurso

de la reaccion se detalla a continuacion:

150

TEMPERATURA [°C)

Muestra 7
Temp Maxima
Temp Minima

) I | | | |

i} 05 1 15 2 25 3

TIEMPO (0.1 seg) w1’
Figura 4.8 Gréfica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 7.
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Se puede observar que la temperatura se mantiene estable, presentando una
variacion maxima de + 0,50 °C. Se puede notar que una conversion
moderada (36,26%) da a lugar a un elevado rendimiento (36,33%) respecto a
los experimentos efectuados a 110°C, y es el segundo mejor rendimiento de
ambos bloques experimentales, mientras que la especificidad de la reaccion
(57,05%) tiene un valor considerable. En cuanto al coeficiente de distribucién
se coloca por encima de los valores de este segundo grupo (5,02), indicando
una buena extraccion del 5-Hidroximetilfurfural en el n-butanol. No se
cumplioé estrictamente el tiempo de reaccidn, sobrepasando el valor de tres

minutos lo que contribuyd al aumento de selectividad.

4.3.3.9 EXPERIMENTO 8

Temperatura de reaccion establecida  140°C

Tiempo de reaccidn establecido 6 min
Vorg/Vaq 3,5
Temperatura maxima alcanzada 140,60°C
Temperatura minima alcanzada 139,80°C
Variacion +0,40°C

Tiempo de duracién del experimento 51 min. 51 s

Tiempo que se mantuvo la 6,20 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados se adjuntan a continuacion:

Conversion de la fructosa 58,33%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0021
Moles reaccionados 0,0029
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000109
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000260
Moles totales de 5-HMF 0,000364
Coeficiente de distribucién 2,34
Selectividad hacia 5-HMF 14,29%
La gréfica | Rendimiento en 5-HMF 12,51% del
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comportamiento del sistema se detalla a continuacion:

B s A A A, " e
: Muestra 8
Temp Maxima
Temp Minima

TEMPERATURA, (°C)

; 2
TIEMPO (0.1 seg) A

Figura 4.9 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 8.

Se puede observar que la temperatura se mantiene estable, presentando una
variacion maxima de + 0,40 °C. Se puede notar una alta conversion (58,33%)
da a lugar a un bajo rendimiento (12,51%), mientras que la especificidad de
la reaccion (14,29%) tiene un valor considerable. En cuanto al coeficiente de
distribucion, se tiene como resultado un valor bajo (2,34), indicando una

pésima extraccion del 5-Hidroximetilfurfural en el n-butanol.
4.3.3.10 COMPARACION DE LOS EXPERIMENTOS A 140°C
Las condiciones del proceso asi como los principales resultados se detallan a

continuacion (Tabla 4.7):
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Tabla 4.7Condiciones del proceso y resultados de los experimentos a 140°C.

EXP. TEMP.  Vorg/Vag TIEMPO CONV. REND. SELEC. Ki
°C (min) (%) (%) (%)

5 140 2,5 3,0 52,61 11,39 12,86 1,62

6 140 2,5 6,0 28,57 42,11 72,73 3,75

7 140 3,5 3,0 36,26 36,33 57,05 5,02

8 140 3,5 6,0 58,33 12,51 14,29 2,34

En general la tendencia se mantiene respecto al bloque de experimentos a
110°C, presentando conversiones elevadas y dando como resultado
rendimientos y selectividades bajas. Por el contrario los experimentos con
conversiones medias revelan selectividades y rendimientos muy buenos. El
factor que fija esta clara mejoria en los experimentos de este bloque, es el
aumento de temperatura, del cual fueron objeto dichos experimentos.
Podemos entonces citar a la temperatura como el posible factor a considerar

como responsable de este hecho.

4.3.3.11 EXPERIMENTO 9C

Temperatura de reaccion establecida  125°C

Tiempo de reaccién establecido 4.5 min
Vorg/Vaq 3,0
Temperatura maxima alcanzada 125,0°C
Temperatura minima alcanzada 125,9
Variacion +0,60°C

Tiempo de duracién del experimento 45 min. 45 s

Tiempo que se mantuvo la 5,10 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados se adjuntan a continuacién
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Conversioén de la fructosa 53,60%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0023
Moles reaccionados 0,0026
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000036
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000190
Moles totales de 5-HMF 0,000230
Coeficiente de distribucién 5,33
Selectividad hacia 5-HMF 9,39%
Rendimiento en 5-HMF 8,59%

La grafica del comportamiento del sistema se detalla a continuacion:

AT R R e B S s SR R R P R R R B e B e s R e B e R
= : Muestra 9C

Termp Maxima
Temp Minima

TEMPERATURA (°C)

0 05 1 15 2 25 3
TIEMPO (0.1 seg) ‘

Figura 4.10 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 9C.
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Podemos observar nuevamente, que la tendencia presentada por los
anteriores bloques de experimentos, se repite. A mayor conversion (53.6%),
se obtienen bajos valores de rendimiento (8,59%), y selectividad (9,39%). Un
aspecto relevante de este experimento, es que en las condiciones de
temperatura y tiempo que se fijaron para el mismo se obtiene el mayor
coeficiente de reparto, de toda la experimentacion, situacion que se podria
explicar quiza por la posible no volatilizacion de la fase organica, debido a

que la temperatura de experimentacién no es tal elevada (125 °C).

4.3.3.12 EXPERIMENTO 10C

Temperatura de reaccién establecida 125°C

Tiempo de reaccién establecido 4,5 min
VorgVag 3,0
Temperatura maxima alcanzada 126,40°C
Temperatura minima alcanzada 125,00°C
Variacion +0,70°C

Tiempo de duracién del experimento 45 min. 44 s

Tiempo que se mantuvo la 5,05 min
temperatura de reaccion establecida
Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados fueron:

Conversioén de la fructosa 43,55%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0028
Moles reaccionados 0,0022
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000034
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000370
Moles totales de 5-HMF 0,000200
Coeficiente de distribucién 4,87
Selectividad hacia 5-HMF 10,12%
Rendimiento en 5-HMF 9,19%
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La grafica que describe el comportamiento del sistema se detalla a

continuacion:

Muestra 100
Temp Maxirma
Temp Minima |:

TEMPERATURA (°C)

TIEMPO (0.1 seq) 1

Figura 4.11 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 10C.
La temperatura en general fue estable, presentando una variacién de
+0.70°C en la zona donde la temperatura debia mantenerse constante. A
mayores conversiones (43,55%) sigue presentandose el inconveniente de un
bajo rendimiento (9,19%) y una baja selectividad (10,12%). El coeficiente de
distribucion tiene un valor elevado (4,87) lo que nos indica una buena
extraccion del producto deseado por parte del n-butanol. Sin embargo, no se
pudo mantener el tiempo establecido de reaccion, ya que este sobrepaso los

cuatro minutos y medio.
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De estos dos experimentos centrales del disefio experimental, podemos
notar que a 125°C la capacidad de extraccion de la fase organica mejora,
muy probablemente debido a que a esa temperatura no se produce una

evaporacion total del solvente.

4.3.3.13 EXPERIMENTO 11C

Temperatura de reaccion establecida  125°C

Tiempo de reaccion establecido 4,5 min
Vorg/Vaq 3,0
Temperatura maxima alcanzada 125,70°C
Temperatura minima alcanzada 124,40°C
Variacion +0,65°C

Tiempo de duracién del experimento 63 min. 4 s

Tiempo que se mantuvo la 5,07 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados obtenidos se adjuntan a continuacion:

_Conversion delafructosa  47,68%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0026
Moles reaccionados 0,0024
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000070
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000210
Moles totales de 5-HMF 0,000279
Coeficiente de distribucién 2,96
Selectividad hacia 5-HMF 13,27%
Rendimiento en 5-HMF 11,71%

La temperatura en general fue estable, presentando una variacién de
+0.65°C en la zona donde la temperatura debia mantenerse constante. A
mayores conversiones (47,68%) sigue presentandose el inconveniente de un

bajo rendimiento (11,71%) y una baja selectividad (13,27%). El coeficiente de
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distribucion tiene un valor bajo (2,96) lo que contradice al comportamiento
establecido por los dos experimentos precedentes en el centro del disefio

experimental. Tampoco pudo cumplirse a cabalidad el tiempo de cuatro

minutos y medio.

La grafica que detalla el comportamiento del sistema se presenta a
continuacion:

Muestra 11C
Temp Maxima
Temp Minima

TEMPERATURA, (°C)

TIEMPO (1.1 seg)

Figura 4.12 Gréfica de temperatura vs. Tiempo para el experimento 11C.

4.3.3.14 COMPARACION DE LOS EXPERIMENTOS CENTRALES

Los resultados asi como las condiciones del proceso para estos cuatro

experimentos se detallan a continuacion (Tabla 4.8):
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Tabla 4.8 Condiciones del proceso y resultados de los experimentos centrales.

EXP. TEMP.  Vorg/Vag TIEMPO CONV. REND. SELEC. Ki
°C (min) (%) (%) (%)

9C 125 3,0 4,5 53,60 8,18 9,39 5,33

10C 125 3,0 4,5 43,55 9,59 10,12 4,87

11C 125 3,0 4,5 47,68 11,71 13,27 2,96

La tendencia a obtener rendimientos y selectividades altas a bajas
conversiones se mantiene. El objetivo principal de estos experimentos es
revelar la variabilidad experimental, razén por la cual tienen exactamente las
mismas condiciones. En general los coeficientes de distribucion tienen
valores cercanos a cinco excepto el ultimo, lo que podria indicar que la
temperatura de 125°C facilita el transporte de materia desde la fase acuosa a
la fase organica. La grafica de temperatura vs. presion para estos

experimentos se describe a continuacion:
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Frueha a 125°C

Temp °C

Figura 4.13 Grafica de Temperatura vs. Presién para los experimentos centrales.
El comportamiento es practicamente lineal. Notese que a 45°C la presion
esta alrededor de 45psi. Entonces, pudo haberse evaporado parte de la fase
organica pero no fue significativa esta fraccion evaporada, por lo cual en la
mayoria de estos experimentos presentan elevados coeficientes de

distribucion.

Hasta este momento hemos analizado los experimentos de la parte factorial y

centrales. A continuacion se detalla los experimentos de la parte axial:

4.3.3.15 EXPERIMENTO 12

Temperatura de reaccién establecida  125°C

Tiempo de reaccién establecido 2 min
Vorg/Vaq 3,0
Temperatura maxima alcanzada 125,30°C
Temperatura minima alcanzada 124,60°C
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Variacion +0,35°C

Tiempo de duracion del experimento  48min. 48s

Tiempo que se mantuvo la 2,04 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados obtenidos se adjuntan a continuacion:

Conversion de la fructosa 41,38%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0029
Moles reaccionados 0,0021
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000101
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000210
Moles totales de 5-HMF 0,000307
Coeficiente de distribucién 2,05
Selectividad hacia 5-HMF 17,41%
Rendimiento en 5-HMF 14,83%

La temperatura en general fue estable, presentando una variacién de
+0.35°C en la zona donde la temperatura debia mantenerse constante. A
mayores conversiones (41,38%) sigue presentandose el inconveniente de un
bajo rendimiento (14,83%) y una baja selectividad (17,41%), siendo superior
a los experimentos centrales, aunque la temperatura haya sido la misma,
tomando en cuenta también que el tiempo de reaccion fue menor. El
coeficiente de distribucion tiene un valor bajo (2,05) lo que constituye una
pobre extraccion de producto deseado desde la fase acuosa. Cabe recalcar
que este fue el experimento con el menor tiempo de reaccion de todo el

dominio experimental.

La grafica que detalla el comportamiento del sistema se presenta a

continuacion:
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Muestra 12

Temnp Maxima |
Ternp Minima |

TEMPERATURA (°C)

0 05 1 15 % 25
TEMPO (0.1 seq) 10t

Figura 4.14 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 12.

Es importante hasta este punto, notar que la forma que tiene la grafica de
temperatura vs. tiempo es parecida en todos los experimentos. Esta
conformada de un primer ascenso de temperatura, un punto de inflexion que
da origen a un segunde ascenso de temperatura, una meseta o zona de

temperatura estable y un descenso que constituye el enfriamiento.

Esto nos indica que el dispositivo de calentamiento (niquelina) trabaja de
manera adecuada proporcionando la energia necesaria para la consecucion

de la reaccion.

4.3.3.16 EXPERIMENTO 13
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Temperatura de reaccion establecida  125°C

Tiempo de reaccidn establecido 7 min
Vorg/Vaq 3,0
Temperatura maxima alcanzada 125,70°C
Temperatura minima alcanzada 124,60°C
Variacion +0,55°C

Tiempo de duracién del experimento  52min. 52s

Tiempo que se mantuvo la 7,29 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados obtenidos se adjuntan a continuacion:

Conversioén de la fructosa 45,52%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0027
Moles reaccionados 0,0023
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000074
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000230
Moles totales de 5-HMF 0,000308
Coeficiente de distribucion 3,16
Selectividad hacia 5-HMF 15,67%
Rendimiento en 5-HMF 13,55%

La

temperatura en general fue estable, presentando una variacion de +0.55°C
en la zona donde la temperatura debia mantenerse constante. A mayores
conversiones (45,52%) sigue presentandose el inconveniente de un bajo
rendimiento (13,55%) y una baja selectividad (15,67%), estando estos
valores cercanos a los obtenidos en el experimento precedente. El
coeficiente de distribucién tiene un valor medio (3,16) lo que podria indicar
una extraccion buena desde la fase acuosa del 5-Hidroximetilfurfural.
También es necesario hacer notar que este experimento fue el que mayor
tiempo de reaccion tuvo de todo el universo de experimentos. La grafica que

detalla el comportamiento del sistema se presenta a continuacion:
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Figura 4.15 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 13.

4.3.3.17 EXPERIMENTO 14

Temperatura de reaccion establecida  125°C

Tiempo de reaccion establecido 4,5 min
Vorg/Vaq 2,16
Temperatura maxima alcanzada 125,20°C
Temperatura minima alcanzada 124,40°C
Variacion +0,40°C

Tiempo de duracién del experimento 59 min. 59 s

Tiempo que se mantuvo la 5,09 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados obtenidos se adjuntan a continuacion:
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Conversioén de la fructosa 57,14%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0021
Moles reaccionados 0,0029
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000115
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000250
Moles totales de 5-HMF 0,000370
Coeficiente de distribucién 2,21
Selectividad hacia 5-HMF 14,90%
Rendimiento en 5-HMF 12,97%

La grafica que detalla el comportamiento del sistema se presenta a

continuacion:

TEMPERATURA [°C)

Muestra 14
Temp Maxima
Temp Minima

Figura 4.16 Gréafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 14.
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La temperatura en general fue estable, presentando una variacién de
+0.40°C en la zona donde la temperatura debia mantenerse constante. Una
elevada conversion (57,14%) presenta un gran inconveniente, a saber un
bajo rendimiento (12,97%) y una baja selectividad (14,90%), que en general
estd dentro del promedio de valores del grupo axial. El coeficiente de
distribucion tiene un valor bajo (2,21) lo que constituye una pobre extraccion
de producto deseado desde la fase acuosa. Cabe recalcar que este fue el
experimento con la menor proporcién de fase organica con respecto a la fase
acuosa, de todo el universo de experimentos. También vale notar que el

tiempo no se cumplié estrictamente.

4.3.3.18 EXPERIMENTO 15

Temperatura de reaccion establecida  125°C

Tiempo de reaccion establecido 4.5 min
Vorg/Vaq 3,84
Temperatura maxima alcanzada 125,40°C
Temperatura minima alcanzada 124,60°C
Variacion +0,40°C

Tiempo de duracién del experimento 56 min. 56 s

Tiempo que se mantuvo la 5,07 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados obtenidos se adjuntan a continuacion:

Conversioén de la fructosa 70,25%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0015
Moles reaccionados 0,0035
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000066
Moles de 5-HMF en la fase organica 0,000280
Moles totales de 5-HMF 0,000343
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Coeficiente de distribucién 4,22
Selectividad hacia 5-HMF 10,84%
Rendimiento en 5-HMF 9,78%

La grafica que describe el comportamiento del sistema se detalla a

continuacion:

T e

Muestra 15
Temp Maxima
Temp Minima

TEMPERATURA [(°C)

TIEMPO (0.1 seq)

Figura 4.17 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 15.

La temperatura en general fue estable, presentando una variaciéon de

+0.40°C en la zona donde la temperatura debia mantenerse constante. La

mas alta conversion de todos los experimentos (70,25%) presenta un gran

inconveniente, a saber un pobre rendimiento (9,78%) y una baja selectividad

(10,84%), que esta por debajo del promedio de valores del grupo axial. El
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coeficiente de distribucion tiene un valor alto (4,22) lo que constituye una
muy buena extraccién de producto deseado desde la fase acuosa. Cabe
recalcar que este fue el experimento con la mayor proporcion de fase
organica con respecto a la fase acuosa, de todo el universo de experimentos,
motivo al que podria atribuirse el elevado coeficiente de distribucion.

También vale notar que el tiempo no se cumplié estrictamente.

4.3.3.19 EXPERIMENTO 16

Temperatura de reaccion establecida  99,7°C

Tiempo de reaccion establecido 4.5 min
Vorg/Vaq 3,0
Temperatura maxima alcanzada 100,10°C
Temperatura minima alcanzada 99,20°C
Variacion +0,45°C

Tiempo de duracién del experimento 44 min. 44 s

Tiempo que se mantuvo la 5,66 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados obtenidos se adjuntan a continuacion:

Conversioén de la fructosa 49,85%

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0025
Moles reaccionados 0,0025
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000018
Moles de 5-HMF en la fase orgénica 0,000080
Moles totales de 5-HMF 0,000100
Coeficiente de distribucién 4,66
Selectividad hacia 5-HMF 4,18%
Rendimiento en 5-HMF 4,02%

La temperatura en general fue estable, presentando una variacién de
+0.45°C en la zona donde la temperatura debia mantenerse constante. Una

conversion alta (49,85%) presenta un gran inconveniente, a saber un pobre
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rendimiento (4,02%) y una baja selectividad (4,18%), que esta por debajo
del promedio de valores del grupo axial. Puede observarse de manera
notoria la gran influencia que tiene la temperatura, ya que este experimento
se llevo a cabo a 99,7°C, a saber, la menor temperatura del dominio
experimental. Por tanto, se puede atribuir a este efecto los valores bajos de
selectividad y rendimiento. El coeficiente de distribucidén tiene un valor alto
(4,66) lo que constituye una muy buena extracciéon de producto deseado
desde la fase acuosa. También vale notar que el tiempo no se cumplié

estrictamente.

La grafica que detalla el comportamiento del sistema se presenta a

continuacion:

B o S o B 5 e M i
: Muestra 16
Temp Maxima |:
Temp Minima |}

TEMPERATURA (°C)

TIEMPO (0.1 seq) i

Figura 4.18 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 16.
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El comportamiento de la curva temperatura vs. presion es en general lineal,
presentando una presion de aproximadamente 15psi a la temperatura
experimental. En general, la tendencia de este tipo de curvas para las
experiemntaciones ha seguido este comportamiento. Nétese como es de
esperarse, que a medida que la temperatura del sistema se incrementa,

también lo hace proporcionalmente la presion.

Una de las posibilidades de esta elevacion podria ser la evaporacion de la
fase organica, pero también parte de la fase acuosa, aunque por el alto
contenido de sustancias disueltas su punto de ebullicion se habra

incrementado notablemente.

La grafica que muestra este comportamiento a la temperatura experimental

se ilustra a continuacion:

Prueba a 99.7°C
102 . ! T :

Temp °C
5
T
1

90 i i 1 i I i i
g

Figura 4.19 Gréfica de temperatura vs. Presion para el experimento a 99,7°C.
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4.3.3.20 EXPERIMENTO 17

Temperatura de reaccion establecida  150,2°C

Tiempo de reaccion establecido 4.5 min
Vorg/Vaq 3,0
Temperatura maxima alcanzada 150,60°C
Temperatura minima alcanzada 149,80°C
Variacion +0,40°C

Tiempo de duracién del experimento 60 min. 60 s

Tiempo que se mantuvo la 5,09 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

Los resultados se adjuntan a continuacion:

Moles iniciales de fructosa 0,0500
Moles finales de fructosa 0,0017
Moles reaccionados 0,0033
Moles de 5-HMF en la fase acuosa 0,000189
Moles de 5-HMF en la fase orgénica 0,000440
Moles totales de 5-HMF 0,000627
Coeficiente de distribucién 2,32
Selectividad hacia 5-HMF 23,10%
Rendimiento en 5-HMF 18,77%

La grafica que ilustra el comportamiento del sistema se detalla a

continuacion:
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Figura 4.20 Grafica de Temperatura vs. Tiempo para el experimento 17.

La temperatura en general fue estable, presentando una variacién de
+0.40°C en la zona donde la temperatura debia mantenerse constante. Una
de las conversiones mas altas (66,90%) presenta un gran inconveniente, a
saber un pobre rendimiento (18,77%) y una baja selectividad (23,10%),
aunque comparados estos valores con los de los experimentos anteriores
representan un gran avance en la consecucion del producto. Puede
observarse de manera notoria la gran influencia que tiene la temperatura, ya
que este experimento se llevo a cabo a 150,2°C, a saber, la mayor
temperatura del dominio experimental. Por tanto, se puede atribuir a este
efecto los valores relativamente altos de selectividad y rendimiento. El

coeficiente de distribucion tiene un valor bajo (2,32) lo que podria atribuirse a
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la evaporacion de gran parte de la fase organica, dando como resultado una

pobre extraccion.
4.3.3.21 COMPARACION DE LOS EXPERIMENTOS AXIALES

Las condiciones del proceso, asi como los principales resultados se

muestran en la siguiente tabla (Tabla 4.9):

Tabla 4.9 Condiciones de proceso y principales resultados de los experimentos

axiales.
EXP. TEMP. Vorg/Vag  TIEMPO  CONV. REND. SELEC. Ki
°C (min) (%) (%) (%)
12 125 3,0 2,0 41,38 14,83 17,41 2,05
13 125 3,0 7,0 45,52 13,55 15,67 3,16
14 125 2,16 4,5 57,14 12,97 14,90 2,21
15 125 3,84 4,5 70,25 9,78 10,84 4,22
16 99,7 3,0 4,5 49,85 4,02 4,18 4,66
17 150,2 3,0 4,5 66,90 18,77 23,10 2,32

Las conversiones de este grupo resultan ser altas, o que inevitablemente
produce rendimientos y selectividades bajas. Podemos evidenciar el efecto
de la temperatura en la selectividad y el rendimiento de la reaccion, ya que
en el experimento 16, a 99,7°C, se obtiene los valores mas bajos del grupo,
mientras que el experimento 17, a 150,2°C, se obtienen los valores mas altos
del grupo. En cuanto al coeficiente de distribucién, en estos experimentos
también queda evidenciado el efecto de la temperatura, ya que a 99,7°C se
presenta el coeficiente de distribucion mas alto del grupo (4,66), mientras
que a 150,2°C se presenta uno de los coeficientes de distribucion mas bajos
del grupo (2,32).
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4.3.4. ANALISIS ESTADISTICO
4.3.4.1 AJUSTE DE LOS DATOS A UN MODELO DE PRIMER ORDEN

Para este ajuste, tomaremos los datos del primer bloque correspondientes a

la porcion factorial y a los tres puntos centrales, y aplicaremos la ecuacion

3.13 enunciada en el capitulo 3, numeral 3.10.2, que nos ayudara a
~ -1 . . .

encontrar f = (XTX) X"y realizando la operacién descrita, con ayuda de la

matriz del modelo completa (Tabla 4.10):

Tabla 4.10 Matriz del modelo completa para ajustar los datos a un polinomio de primer
orden

.
1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 5,18
2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 18,09
3 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 2,13
4 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 14,20
5 1 -1 -1 1 -1 -1 1 11,39
6 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 42,11
7 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 36,33
8 1 1 1 1 1 1 1 1 12,51
9C 1 0 0 0 0 0 0 0 8,58
10C 1 0 0 0 0 0 0 0 9,19
11 1 0 0 0 0 0 0 0 11,71

Como resultado, se obtienen los siguientes estimadores (Tabla 4.11):

Tabla 4.11 Estimadores de minimos cuadrados para el modelo de primer orden.

B1 B2 Bs Ba Bs Be
15.58 3,99 -1,45 7,84 -6,92 -2,26 0,28 -6,71
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Para saber si el modelo de primer orden es adecuado, realizaremos un
analisis de varianza. Para ello calcularemos en primer lugar la suma de los
cuadrados del error con la ecuacion 3.13 y el cuadrado medio del error con la

ecuacion 3.18, ambas del capitulo 3, numeral 3.10.3, dando como resultado:

Suma de cuadrados del error 142,19
Grados de libertad 3
Cuadrado medio del error 47,39

A continuacion, calcularemos la suma de los cuadrados de la regresion con
la ecuacion 3.21 del capitulo 3, numeral 3.10.3. y el cuadrado medio de este
valor dividiendo la suma de los cuadrados de la regresion para sus grados de

libertad. Para ello, se especifican algunos calculos necesarios para su

consecucion:

Cuadrado de la suma de las y; respuestas /niimero de experimentos 2671,24
Suma de los cuadrados de la regresion 1421,00
Grados de libertad 7
Cuadrado medio de la regresion 203,00

Y finalmente calculamos la suma total de cuadrados con la ecuacién 3.19 del
capitulo 3, numeral 3.10.3 y su cuadrado medio dividiendo la suma para sus

grados de libertad:

Suma total de cuadrados 1563,19
Grados de libertad 10
Cuadrado medio 156,32

Con estos tres valores, obtenemos los coeficientes de determinacion que

miden la calidad del ajuste de nuestro modelo:
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R? 0,91

Rag 0,70

El coeficiente de determinacion claramente indica que el modelo ajusta de
manera satisfactoria los rendimientos de los experimentos, es decir, explica
el noventa por ciento de la variabilidad experimental. Sin embargo, el
problema de este estadistico es que incrementa su valor inclusive con
factores no significativos. Por tanto, es necesario el coeficiente de
determinacion ajustado, que al contrario, disminuye su valor con factores no
significativos. Revisando el resultado obtenemos un valor de 0,7 que puede
considerarse satisfactorio. De esta manera, el modelo de primer orden ajusta

satisfactoriamente a los datos.

Ahora, determinaremos la significancia de los estimadores del modelo.

Basados en la hipotesis de que:

Ho: B =p,=..=f =0

H,:B;#0 paraal menos j=12,..,k

Aplicaremos el estadistico ty descrito por la ecuacion 3.24 del capitulo 3,

numeral 3.10.4 para este analisis, de donde se obtiene:

Tabla 4.12 Significancia de los estimadores del modelo

taanky SIGNIFICANCIA

B, 3,99 0,125 1,637 3,18 NO
B. -1,45 0,125 0,596 3,18 NO
Bs 7,84 0,125 3,221 3,18 S
Bs -6,92 0,125 2,844 3,18 NO
Bs -2,26 0,125 0,929 3,18 NO
Bs 0,28 0,125 0,116 3,18 NO
B, -671 0,125 2,757 3,18 NO
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En la tabla 4.12 podemos observar los Cj elementos que corresponden a la

diagonal de la matriz de dispersion y son los coeficientes de varianza para

cada estimador BJ. . Recordando que X; correspondia al tiempo,

Xocorrespondia a la relacion entre los volumenes de la fase organica con
respecto a la fase acuosa y que Xz correspondia a la temperatura,
observamos que el unico factor significativo es justamente el X3, ya que el
estadistico ty es mayor que el valor t proporcionado por tablas (Gutiérrez et
al,2008). Por tanto, el polinomio definitivo que describe el comportamiento

del rendimiento es:

Y =15,58 + 7,84 X, (4.1)

Ademas el signo del estimador es positivo, es decir, que la temperatura
presenta un comportamiento sinérgico por el cual aumentando esta variable
aumenta el rendimiento de la reaccion en el dominio experimental
establecido. Queda entonces descartado por completo el efecto que tiene
tanto el tiempo de reaccién como la relacion de volumenes entre la fase
organica y la fase acuosa, e inclusive, las interacciones de segundo y tercer

orden.
4.3.4.2 PRUEBA DE FALTA DE AJUSTE

Al realizar esta prueba comprobaremos si existe evidencia de curvatura o
efectos cuadraticos. Para ello hay que recordar que en base a los tres puntos
centrales podemos calcular de manera independiente el error experimental.
Entonces, en primer lugar calcularemos la suma de los cuadrados de

curvatura pura con la ecuacién 3.26 del capitulo 3, numeral 3.11:

Numero de experimentos de la parte factorial 8
Numero de experimentos de la parte central
Promedio de los rendimientos de la parte factorial

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 128



B
R

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Promedio de los rendimientos de la parte central
Suma de los cuadrados de curvatura pura

Ahora, calcularemos el cuadrado medio del error usando para ello la

ecuacion 3.27 del capitulo 3, numeral 3.11, de donde obtenemos:

| cME 68,34 |

Recordando que la hipétesis por comprobar es:

k
He ) B =0
j=1
k
H,: > B; #0
j=1

Entonces aplicaremos el estadistico Fo dado por la ecuacién 3.28 del capitulo

3, numeral 3.11, dando como resultado:

Fo 2
F 18

Para que la hipotesis nula sea rechazada, el estadistico Fo debia ser mayor
al estadistico proporcionado de la tablas (Gutiérrez et al, 2008). Por tanto se

concluye contundentemente que no hay evidencia de curvatura.
4.3.4.3 AJUSTE DE LOS DATOS A UN MODELO DE SEGUNDO ORDEN

Para comprobar la conclusion obtenida en la prueba de falta de ajuste, es
necesario ajustar los datos adquiridos en la experimentacion a un modelo de
segundo orden. Para ello, presentaremos la matriz del modelo para el disefio

de composicion central (Tabla 4.13).
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La metodologia usada en la experimentacién, nos faculté para poder anadir
al disefio factorial 2° tres puntos centrales que ayuden a corroborar la
variaciéon experimental, y seis puntos axiales cuya funcion es expandir el
dominio experimental ademas de completar el niumero de experimentos
necesarios para poder obtener el numero de parametros que requiere el

modelo de segundo orden.

Para este ajuste, tomaremos los datos tanto del primer bloque como del
segundo bloque, y aplicaremos la ecuaciéon 3.13 enunciada en el capitulo 3,
numeral 3.10.2, que nos ayudara a encontrar j = (XTX)_ley realizando la

operacion descrita.

Tabla 4.13 Matriz del modelo para ajustar los datos a un polinomio de segundo orden.

2

XiXa  XiXs  XpXs  XoXoXs Xy

1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 1 5,18

2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 18,09

3 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 1 2,13

4 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 14,20

5 1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 1 1 11,39

6 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 1 1 42,11

7 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1 36,33

8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12,51
9C 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8,58
10C 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9,19
11C 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11,71
12 1 -1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 0 0 14,83
13 1 1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 0 0 13,55
14 1 0 -1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 0 12,97
15 1 0 1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 0 9,78
16 1 0 0 -1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 4,02
17 1 0 0 1,682 0 0 0 0 0 0 2,829 18,77
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Como resultado obtenemos los siguientes estimadores de minimos

cuadrados:

Tabla4.14 Estimadores de minimos cuadrados para el modelo de segundo orden.

Bs B, Bs Bo Bio
9.49 2,18 -1,24 6,41 -6,92 -2,26 0,28 -6,71 2,71 1,72 1,72

Para saber si el modelo de primer segundo orden es adecuado, realizaremos
un analisis de varianza. Para ello calcularemos en primer lugar la suma de
los cuadrados del error con la ecuacion 3.13 y el cuadrado medio del error

con la ecuacion 3.18, ambas del capitulo 3, numeral 3.10.3, dando como

resultado:
Suma de cuadrados del error 197,80
Grados de libertad 6
Cuadrado medio del error 32,97

A continuacién, calcularemos la suma de los cuadrados de la regresion con
la ecuacion 3.21 del capitulo 3, numeral 3.10.3. y el cuadrado medio de este
valor dividiendo la suma de los cuadrados de la regresion para sus grados de

libertad. Para ello, se especifican algunos calculos necesarios para su

consecucion:

Cuadrado de la suma de las y; respuestas /nimero de experimentos 3540,14
Suma de los cuadrados de la regresion 1531,90
Grados de libertad 10
Cuadrado medio de la regresion 153,19

Y finalmente calculamos la suma total de cuadrados con la ecuacién 3.19 del
capitulo 3, numeral 3.10.3 y su cuadrado medio dividiendo la suma para sus

grados de libertad:
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Suma total de cuadrados 1729,70
Grados de libertad 16
Cuadrado medio 108,11

Con estos tres valores, obtenemos los coeficientes de determinacion que

miden la calidad del ajuste de nuestro modelo:

R? 0,89

Rag 0,70

El coeficiente de determinacion claramente indica que el modelo ajusta de
manera satisfactoria los rendimientos de los experimentos, es decir, explica
el ochenta y nueve por ciento de la variabilidad experimental, manteniendo
un uno por ciento de diferencia con respecto al coeficiente de determinacion
del modelo de primer orden. Sin embargo, nuevamente hay que recalcar que
el problema de este estadistico es que incrementa su valor inclusive con
factores no significativos. Por tanto, es necesario el coeficiente de
determinacion ajustado, que al contrario, disminuye su valor con factores no
significativos. Revisando el resultado obtenemos un valor de 0,7 que puede
considerarse satisfactorio, y es exactamente igual al obtenido para el modelo

de primer orden.

Ahora, determinaremos la significancia de los estimadores del modelo.

Basados en la hipétesis de que:

Ho:fy=p,=..=f =0
H,:B,#0 paraal menos j=12,..,k

Aplicaremos el estadistico ty descrito por la ecuacion 3.24 del capitulo 3,

numeral 3.10.4 para este analisis, de donde se obtiene:
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Tabla 4.15 Significancia de los estimadores del modelo.

taanky  SIGNIFICANCIA

B, 2,18 0,0732 1,401 2,447 NO
B, -1,24 0,0732 0,799 2,447 NO
B; 641 00732 4,126 2,447 S|
B. -692 0,1250 3,410 2,447 S|
Bs -2,26 0,1250 1,114 2,447 NO
Bs 028 0,1250 0,140 2,447 NO
B, -671 0,1250 3,306 2,447 S|
Bs 271 0,0887 1,585 2,447 NO
B, 1,72 0,0887 1,004 2,447 NO
B 1,72 0,0887 1,008 2,447 NO

En la tabla 4.15 podemos observar los Cj elementos que corresponden a la

diagonal de la matriz de dispersion y son los coeficientes de varianza para

cada estimador [?j . Recordando que X; correspondia al tiempo, X;

correspondia a la relacién entre los volumenes de la fase organica con
respecto a la fase acuosa y que Xz correspondia a la temperatura,
observamos que el unico factor principal significativo es justamente el X3, ya
que el estadistico ty es mayor que el valor t proporcionado por tablas
(Gutiérrez et al, 2008). Sin embargo, a diferencia del modelo de primer orden,
la interaccion XX es significativa, de una manera antagonica por llevar
signo negativo, es decir, si subimos conjuntamente los valores de ambas
variables, el rendimiento disminuira. Ademas de ello, también es significativa
la interaccion de tercer orden lo que hace complejo el comportamiento del

sistema. El polinomio resultante es:

Y =218+6,41X,-6,92X,X, —6,71X,X, X, (4.2)

Entonces, concluimos que el modelo definitivo que describira el

comportamiento del sistema sera el dado por la ecuacion 4.1.
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4.3.4.4 EXPERIMENTO DE RECUPERACION

En el anexo 4.17 y 4.35 se pueden observar los cromatogramas de unas
muestras que se denominaron con el codigo BA y BC. Estas muestras
forman parte del blanco con el cual se verificara el porcentaje de

recuperacion del 5-Hidroximetilfurfural del proceso.

Para ello, se prepar6 un estandar de 1550ug/mL de 5-Hidroximetilfurfural, de
los cuales se tom6é 1mL y se disolvi6 en 17mL de agua destilada. A
continuacion y para simular las condiciones del proceso, 18mL de fase
acuosa no reactiva se pusieron en contacto con 54mL de fase organica
siguiendo el procedimiento del protocolo de ejecucién de los experimentos. A
los 18mL del blanco de 5-Hidroximetilfurfural se le agregd los 18mL de fase
acuosa no reactiva y la fase organica. Las condiciones del proceso se
llevaron como si hubiera sido un experimento central. Estas condiciones y

sus resultados se observan a continuacion:

Temperatura de reaccion establecida  125°C

Tiempo de reaccion establecido 4.5 min
Vorg/Vaq 3,0
Temperatura maxima alcanzada 127,60°C
Temperatura minima alcanzada 123,20°C
Variacion +2,20°C

Tiempo de duracién del experimento 65 min. 65 s

Tiempo que se mantuvo la 8,67 min
temperatura de reaccion establecida

Observaciones Funcionamiento correcto

ug de 5-HMF en la fase acuosa 36,00

ug de 5-HMF en la fase organica 167,62
ug totales de 5-HMF 203,62
Coeficiente de distribucién 4,66
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Con los datos anteriores, partiendo entonces en la fase acuosa de una
concentracion de 43,055ug/mLy un volumen de 36mL, tendriamos entonces
1549,98ug. El coeficiente de distribucion nos indica que el 82,33% del 5-
Hidroximetilfurfural debe estar contenido en la fase organica y el 17,67%
debe quedarse en la fase acuosa. Basados en esto, 1276,10ug del 5-
Hidroximetilfurfural debian haberse recuperado en la fase organica y

273,88ug debian haberse recuperado en la fase acuosa.

Sin embargo, en la fase organica solo hemos recuperado 167,62ug y en la
fase acuosa 36ug. Es decir, tanto en la fase organica como en la fase acuosa

hemos recuperado tan solo un 13,14%.

Los motivos de la pérdida de analito pueden resultar evidentes si recordamos
que en soluciones acuosas acidas sometidas a altas temperaturas, el 5-
Hidroximetilfurfural se transforma en acido levulinico y acido férmico (Zhao et
al, 2007). En las experimentaciones, la fructosa se transformaba en 5-
Hidroximetilfurfural cuando se le daba a la reaccion la energia necesaria para
su consecucion, y el producto resultante era extraido de la fase acuosa. Sin
embargo, en el blanco partimos directamente del 5-Hidroximetilfurfural,
razon por la cual nuestra hipotesis de esta transformacion estaria bien
sustentada, aunque no se lo haya podido comprobar al no contar con los

estandares para su analisis.

Por este motivo, solo podemos arguir que nuestro producto sufrié algun tipo
de transformacion quimica, por la cual encontramos solo un remanente que
no reaccion6. También a esta pérdida pudieron haber contribuido falencias
en el proceso, aunque en el protocolo se establecieron pasos para que esta
pérdida fuera minima. En todo caso, esta experiencia no pone alertas sobre
como el 5-Hidroximetilfurfural generado pudiera descomponerse al someterle

nuevamente a un proceso de calentamiento a elevadas temperaturas. La
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grafica que detalla el comportamiento del sistema se presenta a

continuacion:
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Figura 4. 21 Gréfica de Temperatura vs. Tiempo para el blanco de los experimentos.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

VI.

VII.

Como se pudo observar en los analisis del capitulo anterior, hemos
conseguido completar el objetivo primordial del presente trabajo, el
cual es la obtencion del 5-Hidroximetilfurfural.

Los resultados han establecido que para obtener altos rendimientos y
selectividades de 5-Hidroximetilfurfural es necesario trabajar a bajas
conversiones de la fructosa.

El mas alto rendimiento se obtiene en la parte factorial del
experimento, a 140°C (42,11%) de temperatura, con una conversion
de 28,57%, contrastando con una alta conversion (68,47%) y un bajo
rendimiento (4,13%), a 110°C.

En promedio, el coeficiente de extraccion de las experimentaciones
esta en 3,74, lo que nos dice que en general la extraccion del 5-
Hidroximetilfurfural por parte del n-butanol fue buena.

Se observa en los experimentos que si la reaccion transcurre por mas
tiempo el efecto sobre el rendimiento puede mejorar.

De los tres factores escogidos para ser estudiados, el analisis
estadistico muestra que solo la temperatura es significativa, y de
manera sinérgica, es decir, aumentando la temperatura aumenta el
rendimiento de la reaccidn bajo las condiciones descritas en el
dominio experimental.

La proporcion de fase organica con respecto a la fase acuosa no tuvo
ninguna incidencia. Esto nos faculta a cambiar el tipo de disolvente
por alguno que tenga un mayor punto de ebullicion y que al mismo

tiempo tenga afinidad con el compuesto que se desea extraer,
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evitando de esta manera posibles evaporaciones que contribuyan a
disminuir su capacidad de extraccion.

El polinomio de primer orden (ec. 4.1) fue escogido como el modelo
matematico que mejor describe el comportamiento del sistema.

Las pruebas de falta de ajuste no revelaron la presencia de efectos
cuadraticos.

El experimento de recuperacion reveld una posible degradacion
quimica del 5-Hidroximetilfurfural debido a su exposicion a elevadas
temperaturas, razén por la cual no se puede volver a someter al 5-
Hidroximetilfurfural obtenido a un nuevo proceso de calentamiento.

El efecto que tuvo el cloruro de sodio fue mantener inmiscibles a las
fases organica y acuosa, con lo que posibilitd la extraccion del 5-
Hidroximetilfurfural.

En general, los experimentos se ejecutaron bajo un eficiente control de

temperatura y a una adecuada velocidad de agitacion.

5.2 RECOMENDACIONES

Del trabajo concluido, hemos observado que es necesario realizar los
experimentos en un reactor apropiado, el cual permita una correcta
consecucion de los mismos.

Es necesario que dicho reactor cuente con un sistema de calefaccion
exterior (camisa), mas no interior (niquelina) como el reactor en el que
llevaron a cabo los experimentos.

Es indispensable que el elemento de calefaccion del reactor no esté
en contacto con los reactantes dentro del reactor, debido a que esto
podria dar paso a reacciones secundarias indeseables por una
degradacion fotonica del producto( fotones de luz emitidos por la

niquelina de calefaccion).
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IV. Oftro aspecto a considerar como importante, es el control de la presion.
Debera disefiarse un equipo que resista mayores presiones,
generadas por temperaturas mas elevadas que las de nuestras
experimentaciones.

V. Las experimentaciones deberan llevarse a cabo con cantidades
mucho mas pequefas de reactivos, lo cual permitira llegar a las
temperaturas de experimentacion en el menor tiempo posible. Asi, el
tiempo estimado de la corrida experimental sera el tiempo de reaccion,

lo que también disminuiria los costos por experimento, y permitira

realizar un mayor numero de experimentos con mejores resultados.
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ANEXOS
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ANEXO 4.1 Tabla de Concentracion de los Estandares para Elaborar la
Curva de Calibracion para el 5-Hidroximetilfurfural.

Stock: Una solucion patron de 5-Hidroximetilfurfural (Sigma-Aldrich) de
3,1mg/mL

CONCENTRACION DE ALICUOTA DE LA VOLUMEN DE AGUA

LOS ESTANDARES SOLUCION PATRON DESTILADA PARA
(ug/mL) (uL) COMPLETAR 1000pL
310 100 900
77,5 25 975

CONCENTRACIONES ALICUOTA  ESTANDAR DEL QUE SE VOLUMEN DE AGUA

DE LOS ESTANDARES (L) TOMO LA ALICUOTA DESTILADA PARA
(ug/mL) (ug/mL) COMPLETAR 1000pL

31 100 310 900

15,5 100 155 900

7,75 100 77,5 900

3,1 100 31 900

1,55 100 15,5 900
0,775 100 7,75 900

0,31 100 3,1 900
0,155 100 1,55 900

Para la preparacion del estandar de 111ug/mL se parti6 de una segunda
solucién patréon de 1,11mg/mL, del cual se tomé una alicuota de 100ug y se
completd con un volumen de 900uL de agua destilada.
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ANEXO 4.2 Curva de Calibracién del 5-HMF.

CURVA DE CALIBRACION 5-HMF

30000

y=219,21x + 198,97
RZ=0,9958

25000
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ANEXO 4.3 Cromatograma del Estandar de 111ug/mL.
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ANEXO 4.4 Cromatograma del Estandar de 77,5ug/mL.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110708 2011-07-08 17-21-31\0708000004.D
Sample -Name: std 77.5ug/ml - HMF

Acg. Operator : Johana Seqg. Line @ 4q
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 4
Injection Date : 7/8/2011 6:47:26 PM Ing ¢ 1
Inj Volume : 20 pl
Acg. Method ¢ I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_ 110708 2011-07-08 17-21-31\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/8/2011 5:51:08 PM by Johana

(modified after loading)
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 9:42:53 AM by Johana

DAD1 A, Sig=2854 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-3110708000004.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000004.D)

Morm

9.850

2000

1000

1] 5 10 15 20 min

Area Percent Report

Sorted By s Signal
Multiplier: . 1.0000
Dilution: E L.OOQG

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Paak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU]

1 9.850 BBA 0.1192 1.83052ed4 2450,35767 100.0000

Totals : 1.83052e4 2450.35767
VLIR / LC1200 7/%/2011 9:52:07 AM Johana Page 1 of 2
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ANEXO 4.5 Cromatograma del Estandar de 31ug/mL.
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ANEXO 4.6 Cromatograma del Estandar de 15,5ug/mL.

Data File * 110708 2011-07-08 17-2

Instrument : VLIR / LC1200
njection Date : 7/8B/2011 7:41:41 PM

Acg. Method 3 I:\VLIR-LC1200\DATOS\201
changed : 1/8/2011 5:51:08 PM by Johana .

(mo d after leoadin
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\
Last changed 1 7/9/2011 9:42:53 AM by Jo

31\5HMF-FINAL.M

Last

DAD1 A, Sig=285 4 Ref=360,100 (201 1\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000008.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000006.0)

]
od
=
-

400

200

Sorted By
Multipli
Dilution:

Use Multiplier & Di

lution Fact

Area

otals : 3760.33032 513.25562

VLIR / LC1200 7/9/2011 9:55

Johana Page 10f: 2
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ANEXO 4.7 Cromatograma del Estandar de 7,75ug/mL.

Data File I:\VLIR-LC1Z200\DATOS\ZO011\HMF 110708 2011-07-08 17-21-31\0708000007.D
Sample-Name: std 7.75ug/ml - HMF
Acq. Operator : Johana S8eq. Line : 7
Acqg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 7
Injection Date : 7/8/2011 B:08:47 PM Inj 1

Injy Volume : 20 pl

I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110708 2011-07-08 17-21-31\5HMF-FINAL.M
7/8/2011 5:51:08 PM by Johana
(modified after loading)
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 9:42:53 AM by Johana

DAD1 A, Sig=2854 Ref=360, 100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000007 D)

FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000007 D)

Acg. Method
Last changed

Narm. L
250 >
200
150
100
50
a
Q 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By 4 Signal
Multiplier: = 1.0000
Dilution: E 1.0000

Uze Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

S5ignal 1: DAD]1 A, S5ig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAll] ]

1 9.817 BB 0.1156 1880.63342 256,.24542 100.0000

Totals : 18B0.63342 256.24542

VLIR / LC1200 7/9/2011 9:55:22 AM Johana
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ANEXO 4.8 Cromatograma del Estandar de 3,1ug/mL.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110708 2011-07-08 17-21-31\0708000008.D
Sample-Name: std 3.1lug/ml - HMF

s== Ssamme =i

Acq. Operator : Johana Seg. Line : ]
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location ¢ Vial 8
Injection Date : 7/8/2011 §:35:59 PM Inj 1
Inj Volume : 20 pl
Acg. Method : L:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110708 2011-07-08 17-21-31\S5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/8/2011 5:51:08 PM by Johana

{modified after loading)
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed 1 7/58/2011 9:42:53 AM by Johana

DAD1 A, Sig=285.4 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21- 31\.0?08000008 (a]]
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000008,D

9.820

20

min

Area Percent Report

SEsmESsss———————————————_ —===== ———

Sorted By : Signal
Multiplier: % 1.0000
Dilution: 2 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Wi dth Area Height Area
# [min] 1 [mAU*s] [mAU] %
e et B e e Bt B |
1 5.820 BB 0.1178 742.29865 100.%4286 100.0000
Totals : 742.29865 100.94286

VLIR / LC1200 7/8/2011 9:57:14 AM Johana Page 102
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ANEXO 4.9 Cromatograma del Estandar de 1,55ug/mL.

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 149
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ANEXO 4.10 Cromatograma del Estandar de 0,775ug/mL.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000010.D
Sample Name: std 0.775ug/ml - HMF
Acg. Operator : Johana Seg. Lina : 10
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 10
Injection Date =: 7/8/2011 9:30:24 PM Inj : 1
Inj Volume : 20 nl
Acq. Method ¢ I:\VLIR-LC1Z200\DATOS\2011\HMF 110708 2011-07-08 17-21-31\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/8/2011 5:51:08 PM by Johana

(modified after loading)
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 9:42:53 AM by Johana
DAD1 A, Sig=2854 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-3110708000010.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000010.0)

Norm. 8
a
@
20
15
10
5
1]
-5
=10
o 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By $ Signal
Multiplier: H 1.0000
Dilutien: : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DADl A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAalU*s] [mAU] )
e e e [ | it inaias | e By abnin |
b2 9.805 BB 0.1179 181.59801 24.85098 100.0000
Totals : 181.59801 24.65098
VLIR / LC1200 7/9/2011 9:58:41 AM Johana Page 1 of 2
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ANEXO 4.11 Cromatograma del Estandar de 0,31pg/mL.

IData File I:\VLIR-LC1200\DATOS\Z011\HMF 110708 2011-07-08 17-21-31\0708000011.D

Sample Name: std 0.3lug/ml - HMF

Acg. Operator : Johana Seg. Line 3 11
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 11
Injection Date : 7/8/2011 9:57:27 BM Inj 2 1
Inj Volume : 20 nul
Acg. Method t I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110708 2011-07-08 17-21-31\5HMF-FINAL.M

Last changed i 7/8/2011 5:51:08 BM by Johana

3 (modified after loading)
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 9:42:53 AM by Johana

DAD1 A Sig=2854 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000011.D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000011.0)

Norm, §

o
75
5
26
]
=25
-5
15
-10
1} 5 10 15
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*=] [mAU] %
e e T === |2 s S | e | |
1 9.806 BB 0.1156 71.93089 9.80442 100.0000
Totals : 71.93089 9.80442

VLIR / LC1200 7/9/2011 9:59:28 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO

Page
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ANEXO 4.12 Cromatograma del Estandar de 0,155ug/mL.

Data File T:\VLIR-LC1200\DATOS\Z011\HMF 11070& 2011-07-08 17-21-31\0708000012.D
Sample-Name: std 0.155ug/ml - HMF

Acg. Operator : Johana Seq. Line : 1z
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 ‘Location : Vial 12
Injection Date : 7/B/2011 10:24:33 PM Inj = 1

Inj Volume : 20 pl

Acg. Method
Last changed

7/8/2011 5:51:08 PM by Johana
(modified after loading)

Analysis Method : I:\VLIR-LC1Z200\METODOS\S5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 9:42:53 AM by Johana

DAD1 A, Sig=285 4 Ref=380,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000012.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 17-21-31\0708000012.D)

MNorm.
g g
@
4
2
0
-2
-4
B
-8
-10
[1] 5 10 15
Area Percent Report
Sorted By H Signal
Multiplier: z 1.0000
Dilution: 2 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Hef=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAll*s] [mAl] %
e R lgmemtotnemen limrmmmr e === = e |

1 9.806 BB 0.1180 35.27841 4.78603 100.0000

Totals : 35.27841 4.78603

VLIR / LC1200 7/9/2011 10:00:30 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO

Page

I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110708 2011-07-08 17-21-31\SHMF-FINAL.M

1l of 2
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ANEXO 4.13 Tabla de Concentracion de los Estandares para la Curva de
Calibracién de la Fructosa.

Stock: Se preparo una solucion patrén de Fructosa (Sigma Aldrich) de
0,4mg/mL.

CONCENTRACION DE LOS  ALICUOTA DE LA SOLUCION VOLUMEN DE AGUA
ESTANDARES PATRON DESTILADA PARA

(ng/mL) (L) COMPLETAR 1000uL

10 25 975

20 50 950

40 100 900

80 200 800

100 250 750

PROCEDIMIENTO DE DILUCION DE LAS MUESTRAS

e Se tomo de todas nA muestras un volumen de 50uL.

e Se afor6 a un volumen de 1000uL. A estas muestras diluidas se las
llamé DL1 nA.

e Se tomd 100uL de las muestras DL1 nA y se aforé a un volumen de
1000uL. A estas muestras diluidas se las llamé DL2 nA.

e Se tomd 200uL de las muestras DL2 nA y se aforé a 1000uL.A estas

muestras diluidas se las llamé nB. Estas muestras fueron llevadas al
espectrofotdmetro.

En este procedimiento la letra n corresponde al numero del experimento. En

resumen, los 50uL originales de muestra fueron diluidos en un factor global
de 1/1000.

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 153
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ANEXO 4.14 Curva de Calibracion de la Fructosa.

CURVA DE CALIBRACION FRUCTOSA

2,5

y=0,0203x+0,0715
R?=0,9981

=
n

ABSORBANCIA (nm)

EEsit

0 20 40 60 80

CONCENTRACION (ug/mL)

120

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO
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ANEXO 4.15 Lecturas de Absorbancia de Estandares y muestras.

LECTURAS DE ABSORBANCIA DE LOS ESTANDARES PARA
ELABORAR LA CURVA DE CALIBRACION.

CONCENTRACION  ABSORBANCIA
DEL ESTANDAR (nm)
(ug/mL)
10 0.290
20 0.485
40 0.867
80 1.647
100 2.145

LECTURAS DE ABSORBANCIA DE LAS MUESTRAS DILUIDAS EN UN

FACTOR 1/1000
MUESTRA  ABSORBANCIA
(nm)

1B 0.16
2B 0.483
3B 0.257
4B 0.431
5B 0.312
6B 0.434
7B 0.395
8B 0.283
9B 0.307
10C-B 0.358
11C-B 0.337
12B 0.369
13B 0.348
14B 0.289
15B 0.151
1eB 0.326
178 0.168

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO
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ANEXO 4.16 Dilucién de las muestras para la determinacion de 5-
Hidroximetilfurfural en HPLC

MUESTRA FACTOR DE MUESTRA FACTOR DE
DILUCION DILUCION
BA - BC 1/4
1A - 1C 1/4
2A - 2C 1/4
3A - 3C 1/4
4A - 4ac 1/4
5A 1/4 5C 1/4
6A 1/4 6C 1/16
7A 1/4 7C 1/16
8A 1/4 8C 1/4
9C-A - 9c-C 1/4
10C-A - 10C-C 1/4
11C-A 1/10 11C-C 1/10
12-A 1/10 12-C 1/10
13A 1/10 13C 1/10
14A 1/10 14C 1/10
15A 1/10 15C 1/10
16A 1/10 16C 1/10
17A 1/10 17C 1/10

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 156
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ANEXO 4.17 Cromatograma del Blanco BA.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\070%000037.D
Sample Name: BA

Acq. Operator : Johana Seq. Line

= 37
Acq. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 51
Injection Date : 7/10/2011 4:00:36 AM Ing. ; 1
Inj Volume : 20 pl

Acg. Method I:\VLIR-LC1Z00\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed T/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/11/2011 5:05:12 AM by Jchana
(modified after loading)

DAD1 A, Sig=2854 Ref=360,100 (201 1\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000037.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0708000037.0)

Norm, g

@

25 -

-10

Sorted By $ Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: . 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, S8ig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
g [min] [min] [mAU*=] [mAU] %
S b == b= [ [ el
1 9.822 BBA  0.1069 192,26288  28.44360 100.0000

Totals : 192.26288 28.44360

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:31:11 AM Jchana Page 1 of 2
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ANEXO 4.18 Cromatograma de la Muestra 1A.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOCS\2011\HMF 110709 2011-07-09% 11-40-49\0709000017.D
Sample Name: 1A

Bcg. Operator : Johana Seq. Line : 17
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 33
Injection Date : 7/9/2011 6:57:04 PM Inj : 1

Inj Volume : 20 pl
I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_ 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
I:\VLIR-LC1200\METODOS\5HMF-FINAL.M
7/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-480708000017.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000017.D)

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

MNorm E

@
3000
2500
2000
1500
1000
500

4] ——" [\

4] 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier: £ 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAll*s] [mAT] %
it R o ot e e et | et | e |
1 9.861 BBA 0.1179 2.37956e4 3307.91113 100.0000

Totals 2.37958ed4 3307.91113

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:08:52 AM Johana Page 1 of 2
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ANEXO 4.19 Cromatograma de la muestra 2A.

[
|Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011l\HMF_ 110709 2011-07-09 11-40-49\0709000018.D
Sample Name: 2R

Acg. Operator : Johana Seq. Line

4 1A
Acqg. Instrument : VLIR / LC1200 Locatieon : Vial 34
Injection Date : 7/9/2011 7:24:13 PM Tneis 1
Inj Volume : 20 pl
Acg. Methed =L \\-"LLR—LCJ.ZOU\DATOS\201l\liMF_'I 10709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
| Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
| Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOSS5HMF-FINAL.M
| Last changed : 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading)
DAD1 A, Sig=285,4 Ref=380,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-48\0708000018.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-490709000018.0)
| @
Norm. ;
o
3000
2500
2000 |
1500
1000 |
500
[ ! S— e
] 5 10 15 20 min
Area Parcent Report
Sorted By H Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: % 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1l: DADl1 A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s5) [mAU] %
e o o ey | = ———— lzs=s==mm=mr e I
1 9.879 VBA 0.1164 2.33371ed4 3304.58423 100.0000

Totals : 2.33371ed 3304.58423

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:09:51 AM Johana Page lof 2
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ANEXO 4.20 Cromatograma de la muestra 3A.

[}

| ata File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_11070% 2011-07-09 11-40-43%0709000016.D

Sample Name: 3A

Acg. Operator : Johana Seqg. Line : 16
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial
Injection Date : 7/3/2011 6:29:56 BM Inj 1

Inj Volume : 20 nul
I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\SHMF-FINAL.M

Acg. Method
Last changed
Analysis Methed
Last changed

7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
I:\VLIR-LC1200\METODOS\5HMF-FINAL.M
7/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading)

DAD1 A, Sig=2854 Ref=380,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-48\0709000016.D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000018.0)

| MNorm. i 3
1750 - L

1250 |
1000

750 |

250

32

Area Percent Report

Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: 1 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1 ----l- I
- 1 9.871 BBA 0.0802 9407.87012 1821.95068 100.0000

Totals : 9407.87012 1821.85068

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:08:33 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO

Page
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ANEXO 4.21 Cromatograma de la muestra 4A.

|pata File T:\VLIR-LC1200\DAT
Sample Name: 4A

VLIR / LC1200

OS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\0709000019.D

Acg. Operator Johana Seg. Line
Acqg. Instrument : VLIR / LC1200 Location
Injection Date : 7/9/2011 7:51:25 BPM Inj

Inj Volume :
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
T/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading)

18

: Vial 35

1
20 ul

T:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\SHMF-FINAL.M

DAD1 A, 5ig=285 4 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-09 11-40-49\0709000019.0)

FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0702000019.0)

Morm 2
o
@
3000
2500
2000
1500
1000
500
5
o =
1] 5 10 16
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier: 3 1.0000
Dilution: 5 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

S8ignal 1: DADL A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Types Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
e [l aer i [ypmec) | =] | |
1 9.137 BV 0.0654 6.87618 1.69131 0.0328
2 9.878 BBA  0.1030 2.1063Bed 3274.60376 59,9674
Totals 2.10707e4 3276.29507

7/11/2011 9:11:27 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO

Page 1 of 2
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ANEXO 4.22 Cromatograma de la muestra 5A.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000021.D
Sample Name: 5A-d

Acg. Operator : Johana

Seq.
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location
Injection Date : 7/9/2011 8:45:47 BM Inj

Inj Volume

Acq. Method ¢ I:\VLIR-LC1Z00\DATOS\Z011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\S5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Jochana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\S5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana

(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285 4 Ref=360,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000021.0)
FLD1 A, Ex=2560, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-9\0702000021.0}
Marm. g

@

1500

500

19100

min

Area Percent Report

Sorted By > Signal
Multiplier: g 1.0000
Dilution: 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width BArea Height Area
# [min] [min] [mAl*s] [mAl] %
seiininnd bt St G s et e ey | =rrm s i |
1 9.100 BB 0.0767 6.99462 1.49251 0.0353
2 9.842 BV 0.1058 1.97978ed4 2967.04199 99.9647
Totals : 1.98046e4 2968.53451

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:18:51 AM Johana Page 1 ofeZ
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ANEXO 4.23 Cromatograma de la muestra 6A.

Data File i:\VLJ.[{—LCIZUU\DATOS\}’.[H‘.\'I-!MF'_'I'lﬂTﬂ? 2011-07-09 11-40-49\0709000025.D
Sample Name: B6A-d

Operator : Johana Seg. Line

Ac : 25
Acq. Instrument : VLIR / LC1200 Lecation : Vial 40
Injection Date : 7/9/2011 10:34:34 BM Inj 1

Inj Volume : 20 pl
Acg. Method : L:\VLIR-LC1200\DATCS\2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\S5HMF-FINAL.M
Last changed :+ 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : T:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed :+ T/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285 4 Ref=360,100 (201 1\HMF_110708 2011-07-08 11-40-49\0709000025.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_110708 2011-07-08 11-40-49\0708000025.0)

Norm, g
3000 2
2500
2000
1500
1000
500
8
o t il
0 5 10 15 20 min
Area Parcent Report
Sorted By 3 Signal
Multiplier: t 1.0000
Dilution: 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width rea Height Area
i [min] [min] [mAU*=s] [mAU] $
e [----1- |- - | e
1 9.100 BB 0.0859 6,73377 1.22983 0.0308
2 9.840 BV 0.1135 2.18277e4 3126.32080 99.9692
Totals : 2.18344e4 3127.55063
VLIR / LC1200 7/11/2011 9:22:;12 AM Johana Page l of 2
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ANEXO 4.24 Cromatograma de la muestra 7A.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\Z011\HMF 110708 2011-07-09 11-40-49\0709000024.D
Sample Name: TA-d

Acq. Operator : Johana S5eq. Line

He 2y
Acq. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 39
Injection Date : 7/9/2011 10:07:21 PM Inj : 1
Inj Volume : 20 pl
Acg. Metheod : T:\VLIR-LC1Z00\DATOS\Z011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : T:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed + 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading)
DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100 (2011\HMF_110709 2011-07-08 11-40-48\0708000024 D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0705000024.0)
Norm, 3
(+1]
2500
2000
1500
1000
500
0 -
0 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By K Signal
Multiplier: i 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, 5ig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height
# [min] [min] [mAl*s] [mAl] %

Sy e e = i e | == | e |
I 9.841 BV 0.1050 1.89293ed4 286H.60498 100.0000

Totals : 1.89293ed Z2H6H.60498

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:20:02 AM Johana Page 1 of 2

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 164



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO 4.25 Cromatograma de la muestra 8A.

Data File E:\VLIR-LC".QOO\DA‘POS\EDZl\HME"_iJ.O_.I'O‘J 2011-07-09 11-40-49\0709000023.D
Sample Name: 8A=d

Acg. Operator : Johana Seq. Line : 23
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 38
Injection Date : 7/9/2011 9:40:10 BM Inj 1

Inj Volume : 20 pl
I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011 \HME 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
7/9/2011 11:18:10 AM by Jochana
I:\VLIR-LC1Z200\METODOS\5HMF-FINAL.M
7/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading)
DAD1 A, Sig=285 4 Ref=380,100 (201 1'"HMF_110708 2011-07-09 11-40-48\0708000023 D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000023.0)

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Morm g
@
2500
2000
1500
1000
500
0
0 5 10 15 20 min
==== === —===- S
Area Percent Report
Sorted By z Signal
Multiplier: : 1.0000
Pilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAO*s] [mAU] ®
gk Qe ariyce sy Sepneed Bedoimbornimio] [ el e

1 9.841 BV 0.1048 1.89287ed4 2874.79419%9 100.0000

Totals : 1.89287ed4 2874.7941%

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:19:24 AM Johana Page lof 2
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ANEXO 4.26 Cromatograma de la muestra 9C-A.

Data File T:\VLIR-LCI1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-08 11-40-49\0709000003.D
Sample Name: 9C-A
Acg. Operator : Johana Seq. Line : 3
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 31
Injection Date : 7/9/2011 12:36:52 BEM Iy & 1
nj Velume : 20 ul
Acg. Method - \'v’L.il{—LClZUU\UA'}'O.‘;\ZUl'l\II?—'I]"_T 10709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\S5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 7:00:55 PM by Johana
DAD1 A, Sig=285,4 Ref=350,100 (2011\HMF_110709 2011-07-08 11-40-48\0709000003 D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-48\0708000003.0)
MNorm. S
L
@
3000
2500
2000
1500
1000
500
ha-1
-y
ha it
o o
0 5 10 15 20 min

mmamss ===
Sorted By s Signal
Multiplier: z 1.0000
Dilution: : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*=] [mAld] %
e i el Bt | S rae S v e L e |
1 9.141 BV 0.0662 0.0553
2 9.325 VB 0.1 D.0641
- 3 9.884 BBA 0.1 2. 99.8806
Totals 2.50194e4 3235.11235
VLIR / LC1200 7/11/2011 8:57:00 AM Johana Page 1 of 2
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ANEXO 4.27 Cromatograma de la muestra 10C-A.

Data File I:\WLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_ 110709 2011-07-09 11-40-49\0709000020.D
Sample Name: 10C-A

Rhocg. Operator : Johana Seq. Line : 20

Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 36
Injection Date : 7/9/2011 8:18:36 PM Iz 1
Inj Volume : 20 pl
Acg. Method i I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-43%\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : T:\VLIR-LC1200\METODOS\S5HMP-FINAL.M
Last changed : 7/11/2011 5:05:12 AM by Johana

(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285.4 Ref=360,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-42\0702000020.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000020.0)

Norm. §
3000
2500
2000
1500
1000
500
0 -
d 5 10 15 20 min

Area Percent Report

Sorted By = Signal
Multiplier: 3 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*=] [mAL] %
e | e |l b |Essete=n | E— j=m=ranan |
1 9.878 BBA 0.1168 2.34536ed4 2304.27759 100.0000

Totals : 2.34536e4 3304.27759

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:17:47 AM Jchana Page L.gf 2

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 167



=

=
UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO 4.28 Cromatograma de la muestra 11C-A.

Data File I:\VLIR-LC1Z00\DATOS\Z2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\0709000033.D
Sample Name: 11C-A

Acq. Operator : Johana Seq. Line : 33

Acq. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 48
Injection Date : 7/10/2011 2:11:55 BM Inj 1
Inj Volume : 20 pl
Acg. Method + I:\VLIR-LCl200\DATOSAZ011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana

(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285 4 Ref=380,100 (2011\HMF_110709 2011-07-08 11-40-48\0708000033.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_110708 2011-07-08 11-40-4810709000033.D)

Norm. &
o
-

Area Percent Report

Sorted By 2 Signal

Multiplier: 3 1.0000
Dilution: 3 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAl] %
T a.ezsav | 0.1073 527523730 176.35571 1000000,
Totals : §275.23730 776.3557

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:27:58 AM Johana Page 1of 2
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ANEXO 4.29 Cromatograma de la muestra 12A.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_11070% 2011-07-09% 11-40-43\0709000029.D

Sample Name: 12A

Aog. Operator
Acqg. Instrument
Injection Date

Acg. Methed
Last changed
Analysis Method
Last changed

Johana Seq. Line
VLIR / LC1200 Location
7/10/2011 12:23:10 AM Inj

Inj Volume

I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\SHMF-FINAL.M

7/9/2011 11:18:10 BM by Johana
I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF~FINAL.M
7/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading

29
Vial

20 pl

DAD1 A, Sig=285,4 Ref=380,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-48\0708000028.D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-48\0708000028.0)

MNorm.

&00

200

2

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

a4

s Signal

1.0000

1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1:

Peak RetTime Type

# [min]

DAD1 A, Sig=285,4 Hef=360,100

Width Area

[mAU*s]

Height Area
[mAU] (]

e g lsormmes foe i [==nmmrn= |

1 9.837 BBA

0.1023 7303.€5674 1117.00427 100.0000

T303.65674 1117.00427

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:24:18 AM Jchana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO
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ANEXO 4.30 Cromatograma de la muestra 13A.

Data File I t\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000035.D
Sample Name: 13A

Acg. Operator Johana Seq. Line : 35
Acq. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 50
Injection Date : 7/10/2011 3:06:21 AM Ing s 1
Inj Volume : 20 nl
Acg. Methed : I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : T:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed + T/11/2011 $:05:12 AM by Johana
(modified after loading)
DAD1 A, Sig=285.4 Ref=360,100 (2011'\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000035.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_110709 2011-07-029 11-40-48\0708000035.D)
Norm.
> g
700
600
500
400
300
200
100
0
[1] 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By g Signal
Multiplier: ] 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADLl A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU]

e B e fmmmmmm e | ===mmmmmmm |==mmmmn |
1 9.822 BV 0.1053 5517.93115 812.00909 100.0000

Totals : 5517.93115 812.00909

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:29:57 AM Johana Page 1l of 2
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ANEXO 4.31 Cromatograma de la muestra 14A.

Data File I:\VLIR-LC1Z00\DATOS\Z011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000031.D
Sample Name: 14A

Acqg. Operator : Johana Seq. Line : 31
Acq. Instrument : VLIR / LC1200 Lecation : Vial 46
Injection Date T/10/2011 1:17:31 AM Indt: 1

Inj Volume : 20 pl
I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-4%\S5HMF-FINAL.M
7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
T:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
T/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading)

DAD1 A, Sig=2854 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-09 11-40-49\0709000031.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000031.0)

Acg. Metheod
Last changed
Analysis Method
Last changed

Norm, Q
@
1000
oo |
800
400
200 .
Q
Q 5 10 16 20 min

Area Percent Report

Sorted By £ Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

1 9.823 BV 0.1082 B304.55371 1208.1503% 100.0000

Totals : 8304.55371 1208.15039

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:26:12 AM Johana Page 1l of 2

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 171



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO 4.32 Cromatograma de la muestra 15A.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-05% 11-40-439\0705000034.D
Sample Name: 15A

Johana Seq. Line : 34

Acq. Instrument : VLIR / LC1200 Lecation : Vial 49
Injection Date : 7/10/2011 2:39:07 AM 16y KA 1
Inj Volume : 20 pl
Acg. Method : I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/2/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : T:\VLIR-LC1200\METODOS\S5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana

{modified after loading)

DAD1 A, Sig=2854 Ref=350,100 (201 1\HMF_110708 2011-07-08 11-40-4810709000034 D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000034.0)

9.824

100

0 5 10 15 20 min

Area Percent Report

Sorted By : Signal

Multiplier: i 1.0000
Dilution: 3 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl1 A, 8ig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAO*s] [mAl] %

e b e | == mmmmmmmm |==mmmmmmmm [=mmmmmee |
3k 9.824 BV 0.1077 4966.62158 727.43689 100,0000

Totals : 4966.62158 727.43689

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:29:06 AM Johana Page 1. :of-2
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ANEXO 4.33 Cromatograma de la muestra 16A.

Data File

I
Sample Name: 16A

t\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49%0709000032.D

Acqg. Operator
Acg. Instrument
Injection Date

Acg. Method

Last changed 1
Analysis Method :
Last changed

Seq. Line : 32

Johana
VLIR / LC1200 Location Vial 47
7/10/2011 1:44:42 AM Inj 1

Inj Volume : 20 pl

I:\VLIR-LC1200\DATOS\Z011\HMF_11070% 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M

7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
7/11/2011 9:05:12 AM by Johana
(modified after loading)

DAD1 A, Sig=286.4 Ref=360,100 (201 1\HMF_110708 2011-07-09 11-40-49\0709000032.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_110709 2011-07-08 11-40-48\0708000032.0)

Norm.

200

g

o

Area Percent Report

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

Signal
1.0000
1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A,

Peak RetTime Type

# [min]

1 9.825 BV

Totals :

8ig=285,4 Ref=360,100

Width Area Height Area
[min] [mAU*=] [mAT] 3

——————— | =i o] |
0.1081 1724.54749 251.16843 100.0000

1724.54749 251.16843

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:27:10 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO
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ANEXO 4.34 Cromatograma de la muestra 17A.

|Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\0709000030.D

Sample Name: 17A

Acg. Operator
Acg. Instrument :
Injection Date :

Acq. Method :
| Last changed :
Analysis Method :
Last changed

Johana Seq. Line :
VLIR / LC1200 Location
7/10/2011 12:50:19 AM Inj :

Inj Volume :

30
Vial 45
:l
200l

I:\WLIR-LC1200\DATOSA\2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M

7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
I:\VLIR-LC1200\METODOS\5HMF-FINAL.M
7/11/2011 9:05:12 AM by Jchana
(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285.4 Ref=380,100 (201 1\HMF_110709 2011-07-09 11-40-4!
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-49\0709000030.0)

o
o
e
o

[9.088

.0)

Area Percent Report

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

H Signal
3 1.0000
1 1,0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type
# [min]

1 9.088 BB
2 9.826 BV

Width Area Height Area
[min] [mAU+*s] [mAU] ]
= e g == [ ettt |SES -t | |
0.1234 14.22963 1.67084 0.1074
0.1078 1.32307ed4 1934.04517 99.B926
1.32449e4 1935.71601

Totals :

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:25:24 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO
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ANEXO 4.35 Cromatograma de la muestra BC.

(moe ling)
DAD1 A, Sig=285.4 Ref=360,100 (201 1\HMF_110708 2011-07-08 11-40-48'0708000045 D)

FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000045.0)
Morm.
60

9799

50

40

20

10

min

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 175



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO 4.36 Cromatograma de la muestra 1C.

|Pata File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-45\0703000005.D
| Sample Name: 1C

Acg. Operator : Johana Seq. Line : L)
Rcg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 23
Injection Date : 7/9/2011 1:31:07 BM In} 1
Inj Volume : 20 pl
Acg. Methed : I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Jchana
Analysis Methed : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 7:00:55 PM by Johana
DAD1 A, Sig=285,4 Ref=380,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-48\0708000005.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_110708 2011-07-08 11-40-48\0708000005.0)
L
Narm. b5
1 L]
3000 -
2500
2000 |
1500
1000
500
:
3 v
] 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By s Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

8ignal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAl] %
s L mm————. | == ot b e | e
— 1 9.747 BV 0.1088 2.20808Be4 3265,39429 97.8180
2 9.977 VBA 0.0709 492.78311 115.86556 2.1820

Totals : 2.25836e4 3385.25985

VLIR / LC1200 7/11/2011 8:59:15 AM Johana Page 1 of 2
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ANEXO 4.37 Cromatograma de la muestra 2C.

Data File I:\VLIR-LC1Z200\DATOS\2011\HMF_ 110709 2011-07-09 11-40-49\0709000006.D

Sample Name: 2C€

Acg. Operator
Acg. Instrument
Injection Date

Acg. Method H
Last changed 1
Analysis Method :
Last changed %

Johana Seq. Line : 6
VLIR / LC1200 Location : Vial 24
7/9/2011 1:58:16 PM Inj 3 :F

Inj Volume : 20 pl

I:\VLIR-LC1200%\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-

7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
I:\VWLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
7/9/2011 7:00:55 PM by Johana

FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_1 10709 2011-07-09 11-40-49'07

DAD1 A, Sig=2854 Ref=350,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-4910709000006.0)
'09000006.0)

Narm

3000

2500

2000

1500

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

>

9973

Area Percent Report

H Signal
$ 1.0000
1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A,

Peak RetTime Type
# [min]

o il 9.744 BV
2 9.973 VBA

Totals :

VLIR / LC1200 7/11/2011

S5ig=285,4 Ref=360,100

Width Area Height Area
[min] [mAl*s] [mAl] R

o e b el
0.1043 2.12587e4 3252.40332 98.2326
0.0754 382.49036 B4.51232 1.7674

2.16412e4 3336.91564

9:00:24 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO
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ANEXO 4.38 Cromatograma de la muestra 3C.

1 Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-45\0709000004.D
Sample Name: 3C

Johana Seq. Line : 4

Acg. Operator 2
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 22
Injection Date : 7/9/2011 1:03:59 BM TTij: X

Inj Volume = 20 pl
Acg. Methed T:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Bnalysis Method : I:\VLIR-LCl200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 7:00:55 PM by Johana

DAD1 A, Sig=285 4 Ref=360,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-48\0709000004.D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (20111HMF_110709 2011-07-09 11-40-4910709000004.0)

Norm. Loy
{ =
| @
1000 -
| 800 -
600 -
400
|
200 -
2
o
(=]
0 L P
0 g 10 15 20

Area Percent Report

Sorted By : Signal
Multiplier: 2 1.0000
Dilution: ] 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

— 1 9.759 BV 0.0825 6160.48047 1150.13867 98.6887

2 9.988 VBA 0.0617 B1.85259 22.0978% 1.3113
Totals : 6242.33306 1172.23656
VLIR / LC1200 7/11/2011 8:58:00 AM Johana Fage 1l of 2
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ANEXO 4.39 Cromatograma de la muestra 4C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-08 11-40-43\0703000007.D
Sample Name: 4C

Acg. Operator

Johana Seq. Line : 7
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Wial 25
Injection Date : 7/9/2011 2:25:22 PM Tni = 1
Inj Volume : 20 pl
Acq. Method + I:A\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M

Last changed 7/9/2011 11:18:10 AM by Jchana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 7:00:55 PM by Johana

DAD1 A, Sig=285 4 Ref=380,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-48\0708000007 D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-48\0708000007 D)

L]

Morm. =

3000 i
2500
2000
1500
1000
500

o

2

0 J
(1] 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By i Signal
Multiplier: H 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
Erapipe itooen i [ [ e mroted |Frmmman et |
2 | 9,743 BV 0.0977 1.95523ed4 3182.98755 98.3027
2 9.972 VBA 0.0776 337.58441 72.5055%8 1.6973
Totals : 1.98899e4 3255.458313
VLIR / LC1200 7/11/2011 9:01:25 AM Johana

Page 1l of 2
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ANEXO 4.40 Cromatograma de la muestra 5C.

Data File

I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF

Sample Name: 5C

Acg. Operator

Acqg.

: Johana Seq. Line 11
Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 27
Injection Date : 7/9/2011 4:13:59 BM Inj : 1
Inj Volume : 20 pl

Acg. Method
Last changed
Analysiz Method
Last changed z

T/9/2011 11:18:10 AM by Johana
T:\VLIR-LC1200\METODOS\5HMF-FINAL . M
T/9/2011 7:00:55 BPM by Johana

DAD1 A, Sig=2854 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-4510709000011.D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_110708 2011-07-09 11-40-490709000011.0)

110709 2011-07-09 11-40-49\070%000011.D

MNorm.

2500

2000

1500

1000

500

- =

82

L]
@

9.861

9.056

10 15

Sorted By t Signal

Multiplier: 1.0000

Dilution: 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height
# [min] [min] [mAU*s] [mAU]

= | msmmmen | s [ meme—— e e e | S B et |
1 9.056 BB 0.0778 9.15442 1.84796 0.0299

—» 2 9.730 BV 0.1398 2.86179%e4 3344.86621 93.3928
3 9.961 VBA 0.0820 2015.46606 409.62390 6.5773

Totals 3.06426e4 3756.33807

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:04:49 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA -

JOSE SERRANO

20

I:\VLIR-LC1200\DATOSM\2Z011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M

min

180
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ANEXO 4.41 Cromatograma de la muestra 6C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\0703%000028.D
Sample Name: 6C=1/16

Acqg. Operator + Johana Seq. Line :

Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 43
Injection Date : 7/9/2011 11:55:59 PM Inye: 1
Inj Volume : 20 nl
Acg. Methed : T:\VLIR-LC1200\DATOS\Z2011\HMF 110708 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Lazt changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed i 7/11/2011 §:05:12 AM by Johana

(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285 4 Ref=360,100 (20111HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000028.D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (201 1\HMF_110708 2011-07-09 11-40-49\0709000028 D)

Morm. g

&

2500

2000

1ﬂm.

1000

500

0 4
] ] 10 15 20 min
Area Percent Report

Sorted By : Signal
Multiplier: B 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAll*s] [mAl] %
e e [rm e e - =5 =

1 9.805 BV 0.1026 1.84192e4 2804.84229 100.0000

Totals : 1.84192e4 2B804.84229

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:23:59 AM Johana Page 1of 2

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 181
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ANEXO 4.42 Cromatograma de la muestra 7C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-08 11-40-49\0708000027.D
Sample Name: 7C-1/16

Acg. Operator : Johana Seq. Line @ 27
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 42
Injection Date : 7/9/2011 11:28:49 BM 315 1
Inj Volume : 20 ul
Acg. Method : L:\WLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_11070% 2011-07-09 11-40-4%\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana

(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-48\0708000027 D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-4910703000027 D)

MNorm. g

L
2000
1500
1000
500
0

1] 5 10 15

Area Percent Report

Scrted By H Signal
Multiplier: [ 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAL] %
----- e e e Bl et e oo e et
1 9.806 BV 0.1005 1.52470e4 2389.01294 100.0000

Totals : 1.52470ed4 2389.01294

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:22:38 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO

Page

1 of 2

min

182
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ANEXO 4.43 Cromatograma de la muestra 8C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\Z011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\0703000012.D

Sample Name: BC

Acg. Operator : Seq. Line : 12
BAcg. Instrument VLIR / LC1200 Location : Vial 28
Injection Date : 7/9/2011 4:41:12 PM Inj 1

Inj Volume : 20
Acg. Methed s
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/11/2011 S:05:12 AM by Johana
(modified after loading)

DAD1 A, 5ig=285 4 Ref=360,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000012.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-48\0708000012.0)

Morm. g
@
3000
2500
2000
1500
1000
w
&
500 @
B
o ||
0 =
0 5 10 16

Area Percent Report

pl
I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M

Sorted By Signal
Multiplier: s 1.0000
Dilution: 5 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width rea Height Area
i [min] [min] [mAU*s] [mAU] g
o8 B o | ] Kttt | = ——— | mm—————— | i |
1 9.055 BB 0.0826 6.37560 1.18855 0.0210
-+ 2 9.739 BV 0.1392 2.81882e4 3316.74121 92.8634
3 9.958 VBA 0.0799 2159.90552 420.94299 7.1156
Totals : 3.03545%e4 3738.87275

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:05:59 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO

20

Page

1l of 2
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ANEXO 4.44 Cromatograma de la muestra 9C-C.

{nata File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\0709000008.D
Sample Name: 9C-C 2

Seq. Line : 8

Acg. Operator Johana
Acg. Instrument VLIR / LC1200 Location ; Vial 21
Injection Date 7/9/2011 2:52:30 PM Inj : 1

Inj Volume : 20 pl

Acg. Mathod : T:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M

Last changed H
Analysis Method :
Last changed -

7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
7/9/2011 7:00:55 PM by Jchana

DAD1 A, 5ig=285 4 Ref=360,100 (201 1\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000008.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000008.D)

| Morm. | o
e
@
3000
2500
2000
1500
1000 |
500 §
| 3 ai
ol a !
o 5 10 15 20 min
?
Sorted By : Signal
Multiplier: = 1.0000
Dilution: 3 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
i [min] [min] [mAU*s] [mau] &
e ) i (o ottt o e o | |
1 9.048 BB 0.0741 6.61955 1.42737 0.0257
—» 2 9.735 BV 0.1215 2.49596ed4 3328.70703 96.7227
3 9.966 VBA 0.0786 B39.11060 177.92751 3.2517
Totals : 2.58053e4 3508.06190
VLIR / LC1200 7/11/2011 9:02:25 AM Johana Page 1 of 2

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 184



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO 4.45 Cromatograma de la muestra 10C-C.

Data File I:\VLIR-LC1ZO00\DATOS\Z2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-459\0705000010.D
Sample Name: 10C=C

Acqg. Operator : Johana Seq. Line : 10
Acqg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 26
Injection Date : 7/9/2011 3:46:49 PM Inj 3 3
Inj Volume : 20 nl
Acq. Method ¢ I:\VLIR-LC1200\DATOS\Z011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOSSHMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 7:00:55 PM by Johana
DAD1 A, Sig=285 4 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-4810708000010.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-4810708000010.D)
Norm. 5
i
@
3000
2500
2000
1500
1000
£L0 ~
&
| E
B 4
0 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By $ Signal
Multiplier: ] 1.0000
Dilution: 3 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAl] %
i e e e ) [ i K s S fripaaads
v ] 9.737 BV 0.1068 2.14241e4 3255.51050 97,3156

2 9.967 VBA 0.0814 590.97949 121.04972 2.6844

Totals : 2.20151led4 3376.56022

VLIR / LC1200 7/11/2011 %:02:43 AM Jchana Page l1of2
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ANEXO 4.46 Cromatograma de la muestra 11C-C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\Z011\HMF 110709 2011-07-09% 11-40-43\0709000042.D
Sample Name: 11C-C

Acg. Operator : Johana Seq, Line : 42
Acqg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 56
Injection Date : 7/10/2011 6:16:32 AM Ing : a
Inj Velume : 20 pl
Acg. Method ¢ I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMP-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Jchana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed 1 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana

(modified after leoading)
DAD1 A, Sig=285.4 Ref=380,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0703000042.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000042.0)

Nom. | E
1 @m

o

Area Percent Report

Sorted By z Signal
Multiplier: 2 1.0000
Dilution: z 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADL A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAll] %
i e e lesremlreemr—— |=mmmre— P gt et |
i 9.797 BV 0.0926 1.08778e4 1798.39917 100.0000

Totals : 1.08778a4 1798.39917

VLIR / LC1200 7/11/2011 5:41:04 AM Johana Page l of 2

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 186
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ANEXO 4.47 Cromatograma de la muestra 12C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\0709000038.D

Sample Name: 12C

Acg. Operator : Johana ch. Line
Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location

Injection Date : 7/10/2011 4:27:46 AM

Inj Volume
I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_ 110709 2011-07-09% 11-40-49\5HMF-FINAL.M

Acg. Method

Last changed 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana

Analysis Method : I:\VLIR-LC1Z00\METODOS\SHMF-FINAL.M

Last changed 7/11/2011 9:05:12 AM by Jchana
(medified after loading)

DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-48\0708000038.
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-48\0709000038.0)

Norm. | &
=
o

0 5 10

15

38
Vial 52
1
20 pl

D)

Area Percent Report

Sorted By S Signal
Multiplier: 3 1.0000
Dilution: ¥ 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl A, S5ig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
R | =] B tia [ =] |

1 9.798 BV 0.0949 1.07435e4 1768.78540 100.0000

Totals : 1.07435e4 1768B.78540

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:35:41 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO

Page

1l of 2
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ANEXO 4.48 Cromatograma de la muestra 13C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMEF' 110708 2011-07-09 11-40-49\0709000044.D

Sample Name: 13C

Acg. Operator

Acg. Instrument :

Injection Date

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Norm.
2000

1750

1500

750

250

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

Johana Seq. Line : 44
VLIR / LC1200 Location : Vial 58
71/10/2011 7:10:57 AM Ind 3 1

Inj Volume : 20 pl

I:\VLIR-LC1200%\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\SHMF-FINAL.M
7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M

7/11/2011

9:05:12 AM by Johana

(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285.4 Ref=360,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000044.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000044.0)

9792

10 15 20

Area Percent Report

Signal
5 1.0000
1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A,

Peak RetTime Type

i [min]

1 9.792 BV

Totals

VLIR / LC1200 7/11/2011

Width

S5ig=285,4 Ref=360,100

Area Height Area

[min] [mAU*=] [mAU] %

0.0942 1.21795e4 2024.94812 100.0000

1.21795e4 2024.94812

9:43:14 AM Johana

Page 1l of 2

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO
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ANEXO 4.49 Cromatograma de la muestra 14C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_ 110709 2011-07-09 11-40-45\0709000040.D
Sample Name: 14C

== EEaam ===== e

Acqg. Operator : Johana Seq. Line : 40

Acg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 54
Injection Date : 7/10/2011 5:22:08 AM Inj 1

Inj Volume : 20 pl

Acg. Methed : I:\VLIR-LCIZ00\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 118:10 AM by Johana

Analysis Method : T:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M

Last changed : 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana

(modified after loading)

DAD1 A, 8ig=285,4 Ref=360,100 (2011\HMF_110708 2011-07-09 11-40-49\0708000040.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011'\HMF_110708 2011-07-08 11-40-48\0708000040.0)

Norm. F
i
k-

2500

2000

Area Percent Heport

cmm=== — === ==
Sorted By 2 Signal

Multiplier: : 1.0000

Dilution: } 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Rrea
# [min] [min] [mAU*=] | mAL] %

i 9.7195 BV 0.1004 1.83058e4 2872.23291 100.0000

Totals : 1.83058ed4 2872.23291

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:38:53 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 189
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ANEXO 4.50 Cromatograma de la muestra 15C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110708 2011-07-09% 11-40-49.0709000043.D
Sample Name: 15C

Rcg. Operator : Johana Seq. Line : 43

hcg. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 57
Injection Date : 7/10/2011 6:43:45 AM a3y - 1
Inj Volume : 20 nl
RAcg. Method : I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed + 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
ARnalysis Method : I:\VLIR-LC1Z200\METODOS\S5HMF-FINAL.M
Last changed + 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana

(modified after loading)

DAD1 A, Sig=285,4 Ref=360,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000043.D)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000043.D)

wn
Morm. g
ai

1250
1000

750

250

o 5 10 15 20 mir

Sorted By 3 Signal
Multiplier: H 1.0000
Dilution: H 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sigm285,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s) [mAU] %
i e e T et e DO | |
4 9.795 BY 0.0945 1.13011e4 1869.48254 100.0000

Totals : 1.13011ed 1869,48254

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:42:06 AM Johana Page 1l of 2
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Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMF 110709 2011-07-09
Sample Name: 16C

UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXO 4.51 Cromatograma de la muestra 16C.

11-40-45\0709000041.D

Acg. Operator : Johana Seq. Line 41
Acg. Instrument : VLIR / L1200 Location : Vial &5
Injection Date : 7/10/2011 5:49:20 AM Inj : i
Inj Volume 20 pl
Acg. Method t T:\VLIR-LC1200\DATOS\Z2011\HMF_ 110709 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/9/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Metheod : I:\VLIR-LC1200\METODOS\SHMF-FINAL.M
Last changed : 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana

(modified after loading)

DAD1 A, Sig=2854 Ref=380,100 (2011\HMF_110708 2011-07-09 11-40-49\0709000041.0)

FLD1 A, Ex=250, Em=410 (2011\HMF_110708 2011-07-08 11-40-49\0709000041.0)
Norm.

9705

700

400

o 5 10 15

Area Percent Report

Sorted By £ Signal
Multiplier: . 1.0000
Dilution: 1

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

S8ignal 1: DADl A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

Totals : 4413.44629 739.00165

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:39:37 AM Johana

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO

Page

1 of 2
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ANEXO 4.52 Cromatograma de la muestra 17C.

Data File I:\VLIR-LC1200\DATOS\2011\HMEF 110709 2011-07-09 11-40-49\0709000039.D
Sample Name: 17C

Acdg. Operator : Johana Seq. Line : 39

Acq. Instrument : VLIR / LC1200 Location : Vial 53
Injection Date : 7/10/2011 4:54:57 AM Inj = 1
Inj Volume : 20 pl
Acg. Method t I:\VLIR-LC1200\DATOS\Z011\HMF 110705 2011-07-09 11-40-49\5HMF-FINAL.M
Last changed 1 7/%/2011 11:18:10 AM by Johana
Analysis Method : I:\VLIR-LC1200\METODOS\5HMF-FINAL.M
Last changed : 7/11/2011 9:05:12 AM by Johana

{modified after loading)

DAD1 A, 5ig=285 4 Ref=380,100 (2011\HMF_110709 2011-07-09 11-40-490709000039.0)
FLD1 A, Ex=250, Em=410 (20111HMF_110709 2011-07-09 11-40-49\0709000039.0)

Norm. @

o
-
-]

2500

1600

9.068

Area Parcent Report

Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: = 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DADl A, Sig=285,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAll*s] [mAl] %
=i i |l Kt | et aen s b it | S |
1 9.068 BE 0.1002 9.96809 1.48731 0.0440
2 8.795 BV 0.1142 2.26430e4 3213.96826 99.9560

Totals : 2.26530e4 3215.45557

VLIR / LC1200 7/11/2011 9:36:39 AM Johana Page Liohl2
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ANEXO 4.53 Resultados de los Anédlisis del 5-HMF.

RESULTADOS DE LOS ANALISIS DEL 5-HMF

cODIGO AREA CONCENT. cODIGO AREA CONCENT.
(mAU*s) (ug/mL) (mAU*s) (ug/mL)
B C 369.07 0.78 A 192.26 1.00
1 C 22090.80 99.87 A 23795.60 121.01
2 C 21258.70 96.07 A 23337.10 118.62
3 C 6160.48 27.20 A 9407.87 46.16
4 C 19552.30 88.29 A 21070.70 106.83
5 C 28617.90 129.64 A 19797.80 100.21
6 C 18419.20 83.12 A 21827.70 110.77
7 C 15247.00 68.65 A 18929.30 95.69
8 C 28188.20 127.68 A 18928.70 95.69
9C [ 24959.60 112.95 A 24989.50 127.22
10C C 21424.10 96.83 A 23453.60 119.23
11C C 10877.80 48.72 A 5275.24 24.66
12 C 10743.50 48.10 A 7303.66 35.22
13 C 12179.50 54.65 A 5517.93 25.93
14 C 18305.80 82.60 A 8304.55 40.42
15 C 11301.10 50.65 A 4966.62 23.06
16 C 4413.45 19.23 A 1724.55 6.19
17 C 22643.00 102.39 A 13244.90 66.12

AUTORES: WILLIAM MEJIA - JOSE SERRANO 193
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