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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE
(ABSTRACT & KEYWORDS)

En este trabajo se ha realizado un estudio experimental sobre la extraccion,
asistida por microondas, de la proteina presente en el grano de café agotado
(GCA) y en el residuo de kale.

En el caso del GCA, las condiciones de extraccion 6ptimas fueron 113°C, 3,33
minutos (tiempo de extraccion) y 1,3 M de NaOH con un rendimiento de
extraccion de proteina del 61,2%. Para el residuo de kale, el rendimiento
optimo es superior, 96,6%, con condiciones de extraccion similares (109°C, 15
minutos y 1,3 M, de NaOH).

La viabilidad técnica esta garantizada ya que la tecnologia microondas permite
obtener extractos liquidos, potencialmente comercializables, con
concentraciones de proteina de 10,5 g/L para el GCAy 21,5 g/L para el kale.
Sin embargo, para garantizar la viabilidad econémica de la planta seria
necesaria una valorizacion integral de ambos residuos para obtener, ademas
de proteina, biocombustibles u otros bioproductos de alto valor anadido.

PALABRAS CLAVE: Kale; grano de café agotado; proteinas; extraccion;
microondas.

In this work, an experimental study has been carried out on the microwave-
assisted extraction of the protein present in spent coffee bean (GCA) and kale
residue.

In the case of GCA, the optimal extraction conditions were 113°C, 3.33 minutes
(extraction time) and 1.3 M NaOH with a protein extraction yield of 61.2%. For
the kale residue, the optimal yield is higher, 96.6%, with similar extraction
conditions (109°C, 15 minutes and 1.3 M, NaOH).

Technical feasibility is guaranteed as microwave technology allows obtaining
liquid extracts, potentially marketable, with protein concentrations of 10.5 g/L
for GCA and 21.5 g/L for kale.

However, to guarantee the economic viability of the plant, it would be necessary
to recover both wastes in order to obtain, in addition to protein, biofuels or other
bioproducts with high added value.

KEY WORDS: Kale; spent coffee grounds; protein; extraction; microwave.
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1. INTRODUCCION

En este apartado se va a explicar qué es la proteina de una forma general y
posteriormente se analizaran los distintos residuos agroalimentarios que
pueden ser fuente natural de obtencion de proteinas, asi como las aplicaciones
potenciales de cada uno de ellos. Se pondra mas atencion a dos residuos que
se desarrollaran durante este proyecto, el kale y el grano de café agotado. Tras
esto, también se mostraran los distintos métodos utilizados para la extraccion
y recuperacion de proteinas.

En la figura 1.1 se presenta el diagrama de bloques que resume de forma
esquematica todo lo que se va a desarrollar en este capitulo.

Residuos Extraccion de Recuperacion Aplicaciones
—>

agroalimentarios proteinas " de proteinas N

Figura 1.1: Diagrama de bloques de extraccion de proteinas.

1.1 Proteina de origen vegetal

Las proteinas son macronutrientes adquiridos, generalmente, a través de los
alimentos, con funciones importantes para el organismo y, aunque su aporte
caldrico es de 4 calorias por gramo, su principal funcion no es energética.

Tienen funciones variadas, son importantes para la formacién o reparacion de
los tejidos, como huesos o0 musculos. Algunas funcionan como enzimas que
facilitan las reacciones quimicas del cuerpo, otras funcionan como
transportadoras y otras participan en mejorar los niveles de azlcar en sangre.
Por otro lado, algunas tienen funciones reguladoras y otras funciones
defensivas que sirven para impedir enfermedades.

Las proteinas estan formadas por unidades basicas llamadas aminoacidos.
Existen 20 aminoacidos, doce de los cuales se denominan aminoacidos no
esenciales y pueden ser fabricados por nuestro organismo. Los ocho restantes
se denominan esenciales y se deben adquirir de los alimentos. Se pueden
conseguir en diferentes proporciones en distintos alimentos, tanto de origen
animal como vegetal.
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En el caso de los alimentos de origen vegetal no contienen todos los
aminoacidos y son deficitarios, pero es posible llevar una dieta equilibrada si
se combinan todos ellos. En el caso de la quinoa y la soja si se consideran
alimentos completos [1].

Escuela de Ingenierias Industriales Universidad deValladolid

Las principales fuentes de proteinas de origen vegetal se pueden ver en la
Tabla 1.1:

Tabla 1.1: Principales fuentes de proteina de origen vegetal con la cantidad de proteina que
contienen [2].

Alimentos Proteina que contiene por media taza
Soja: Tofu 10g
Frijoles edamame 85¢g
Tempeh 15¢
Lentejas: 8,84¢g
Garbanzos: 7,25 ¢
Cacahuetes: 20,5 g
Almendras: 16,5¢
Espirulina (tipo de alga): 8 g por dos cucharadas
Quinoa: 4g
Microproteia (proteina a base de| 13g

hongos):

Semillas de chia: 2 g por cucharada

Semillas de canamo:

5 g por cucharada

Frijoles con arroz: 35¢
Patatas: 8 g por porcion
Verduras: Tallo de brocoli 2g

Kale 1g

Champinones

1,5 g en 5 champinones

Seitan (trigo con especias):

21 g por un tercio de taza

Pan Ezequiel (tipo de pan):

4 g por rebanada

De la Tabla 1 podemos observar que alimentos como la soja, las legumbres
(lentejas, garbanzos), frutos secos (cacahuetes, almendras), quinoa, patatas o
verduras, los cuales son de origen vegetal, son ricos en proteinas. [2]
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1.2 Residuos agroalimentarios ricos en proteina
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Los residuos de los alimentos son la parte de los alimentos utilizados para el
consumo humano que son descargados, perdidos degradados o contaminados.
Involucra a todos los sectores de gestion de residuos desde la recogida hasta
la eliminacion. Estos residuos tienen muchas aplicaciones relacionadas con la
recuperacion de nutrientes, en procesos industriales para biocombustibles o
polimeros, recuperacion de energia, etc.

Dentro de los residuos agroalimentarios, se encuentran los residuos
procedentes de la industria lactea (36%), residuos de cereales y alimentos con
almidon (31%) y los residuos de frutas y verduras (15%). [3]

La produccion mundial de residuos agroalimentarios es de 1,3 billones de
toneladas al ano, en la Unién Europea la produccion de estos residuos es de
88 millones anuales. [4]

De forma general podemos observar la gran variedad de residuos
agroalimentarios ricos en proteinas que se utilizan y el porcentaje de dichas
proteinas en cada caso en la Tabla 1.2:

Tabla 1.2: Porcentaje de proteina en los principales residuos agroalimentarios. Fuente:

Adaptacion [5].

Residuos Agroalimentarios Contenido de proteina (%)

Trigo Grano desgrasado 27,6
Salvado 13,2-18,4
Paja 3,57

Cebada Paja 2,34-2,42
Grano gastado 23,1-26,93

Maiz Grano 32
Rastrojo 8
Hoja 9,40

Arroz Residuo 62,32
Salvado 15

Colza Parte comestible 34,4-40,6

Girasol Parte comestible 26,62
Tallo 5,2

Palma Parte comestible 14,86

Oliva Fruto 1,1-3,2
Hoja 7

14
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Residuos Agroalimentarios Contenido de proteina (%)
Aguacate Residuo 36,53
Naranja 17,01
Mandarina 15,87
Limén 19,93
Granada 13,60
Uva 11,90
Tomate Semillas desgrasadas 29,85-41,42

Semillas 39,26
RessColiflor 21,70
Soja 15,40
Patata 25
Batata Tallo 0,85-1,43

Hoja 3,68-3,80
Té 26,5
Alfalfa Tallo 13,2

Hoja 26,1

Como podemos ver en la Tabla 2 existen numerosos residuos agroalimentarios
con un gran contenido en proteinas entre los que destacan cereales como trigo
(27,6%) o cebada (23,1%-26,93%), frutas como naranja (17,01%), aguacate
(36,53%), mandarina (15,87%) o uva (11,9%), verduras como coliflor (21,7%)
o0 granada (13,6%). Existen otros como arroz (62,32%), tomate (39,26%),
patata (25%) o té (26,5%). [5]

1.2.1 Residuos de frutas y verduras.

Por un lado, como residuos se pueden utilizar cascaras de muchas frutas y
verduras como son platano, uva, tomate, zanahoria, aguacate, patata, naranja,
mandarina, alcachofa, champinén y kale entre otros, como se ha indicado en
la Tabla 2.

La produccion mundial de zanahoria fue, en 2019, de 36 millones de toneladas
siendo un 11% de la masa de la zanahoria un residuo. El contenido en proteina
es del 2,26%. [6]

El residuo de uva del que resulta el orujo de uva es de 11,1 millones de
toneladas y el porcentaje de proteina es del 5,3%. [7]
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Las naranjas tuvieron una produccion mundial en 2016 de 67 millones de
toneladas de los cuales 18,5 millones de toneladas se utilizaron como residuo
y el porcentaje de proteina es del 8%. [8]

Los platanos tuvieron una produccion mundial de 114,08 millones de
toneladas y sus residuos corresponden al 35%. El volumen de los desechos
aumentoé hasta los 353 millones de toneladas en los Gltimos 10 anos. [9]

La alcachofa, es una planta de origen mediterraneo en la que la parte
comestible es el corazén y una pequena parte del tallo. Las cantidades de
residuos son del 80%-85% de la materia prima de partida. La produccion
mundial de alcachofas es de 1678 kilo toneladas al ano, donde Italia es la
mayor productora con 390 kilo toneladas y Espana tienen una produccion de
208 kilo toneladas al ano en el ano 2010. [10]

El champinoén, es un hongo comestible, siendo el residuo del champinén, como
se observa en la Figura 1.3. En Espana, en el ano 2010, se generaron 500.000
toneladas anuales, en Castilla-La Mancha se concentra el 45% de la produccion
nacional.

El conjunto de la Union europea produce mas de 3.500.000 toneladas al ano
[11]. En las figuras 1.2 y 1.3 se muestran el residuo de la

Figura 1.3: Fotografia donde se muestra el residuo de champindn: Compost [13]
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1.2.2 Residuos agroindustriales

Por otro lado, existen numerosos residuos de origen agroindustrial, entre los
que pueden destacarse los DDG (dried distilled grain), bagazo de cerveza y la
pulpa de remolacha o el grano de café agotado.

Los DDG son un el subproducto de las plantas de bioetanol y destileria y al
tener un gran valor proteico funcionan como piensos para el ganado. En 2009,
en la Union Europea se han producido 1,1 millones de toneladas de DDG, de
los cuales en Espana 700.000 toneladas. [14]

El bagazo de cerveza es un subproducto industrial del proceso de produccion
de la cerveza. Esta compuesto por 15-25% de proteinas 'y 70% de fibras. En la
Unidén Europea se producen 3,4 millones de toneladas al ano. En 2018, en
Espana se produjeron alrededor de 23 millones de hectolitros de cerveza que
equivale a 475.179 toneladas de bagazo de cerveza. [15]

Por otro lado, cabe destacar la pulpa de remolacha la cual es un subproducto
de la industria azucarera. El contenido de proteinas se encuentra en torno a un
10%. [16]. En las figuras 1.4 y 1.5 se muestran el bagazo de cervezay la pulpa
de remolacha.

Figura 1.5: Fotografia donde se muestra la pulpa de remolacha [18]
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1.3 Kale

Como residuo alimentario dentro de las frutas y verduras nos vamos a centrar
en el kale, que sera uno de los residuos agroalimentarios que vamos a
desarrollar en este proyecto.

El kale o col rizada es un alimento saludable, con un alto contenido en
antioxidantes, calcio, carotenoides y otros fitonutrientes. [19] La col rizada
proviene de las regiones del este del mediterraneo y Asia Menor. Fue utilizada
desde el ano 2000 a.c. y extendida a lo largo de los siglos a través de viajeros
y comerciantes.

Existen diferentes variedades de col rizada como pueden ser col rizada enana,
rizada verde, escocesa, rizada de hoja... Las hojas de col rizada son
consumidas frescas como alimento, mientras que el tallo es el residuo con un
elevado contenido en proteina, lo que hace atractivo su valorizacion mediante
el desarrollo de procesos que permitan la extraccion de la proteina presente.
[20]

\\
Figura 1.6: Imagen de la hoja del kale [21]

1.3.1 Composicién

En relacion a su composicion, es rica en antioxidantes, fibra, calcio, vitaminas
C, Ky A, minerales como hierro, potasio, calcio y manganeso entre otros. Por
todo esto, se le considera un superalimento. [19]

En la Tabla 1.3 podemos ver la composicion de kale, conociendo los
porcentajes de proteina, energia, ceniza, carbohidratos, grasas, humedad y
fibra, todo ello segln distintos autores. [20]
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Tabla 1.3: Composicion del kale segln distintos autores. Fuente: Adaptacion [20]

Talwinder | Acikgoz | Thavarajah | Emebu Sikora Mancha
.etal., (2011) et.al and and li etal
(2008) (MS) (2010) Anyika | Bodziarcz | (2012)
Nutriente (MS) (MH) (2011) | yk (2012) (MH)
(MH) (MH)
Proteina (%) 36,8 30,83 4,2 11,67 4,17 3,28
Energia ND ND 66 58,46 ND ND
(kcal/100g)
Cenizas (%) 15,8 ND ND 1,33 2,11 ND
Grasa (%) 11,8 ND ND 0,26 0,67 0,74
Carbohidratos 38,6 ND ND 2,36 10,14 10
(%)
Fibra (%) 36,8 ND ND 3 8,39 1,94
Humedad (%) ND ND 85 81,38 82,92 ND

MH= Materia himeda; MS= Materia seca; ND=No disponible

Segln los autores de la tabla se observa que el porcentaje de proteina en el
kale se encuentra entre el 3,28% y el 11,67% en peso en la materia prima
original y entre el 30% y 36,8% en base seca, el porcentaje de energia se
encuentra entre un 59% un 66%. El porcentaje en ceniza es de un 15,8% en
seco y alrededor del 1-2% con humedad. El contenido en grasa es del 11,8%
en seco y sin llegar al 1% con humedad.

El porcentaje en carbohidratos es del 38,6% en seco y entre el 2,36%-10,14%
con humedad. En el caso de la fibra tiene un 36,8% en seco y entre el 1,94%-
8,39% con humedad. Por Ultimo, se debe tener en cuenta que el porcentaje de
humedad es de alrededor del 85%. [20]

Los aminoacidos dominantes son el acido glutamico, prolina y acido aspartico
con un 12%, 12% y 10% respectivamente, mientras que la proporcion de
aminoacidos como leucina, lisina o valina es de un 8%. En la Tabla 1.4 se
recogen los principales aminoacidos presentes en las hojas del kale sin cocer.
[22]

Se puede observar en la Tabla 1.4 que la composicion total de proteinas, en
mg por cada 100 g de producto es de 3621, el acido glutamico tiene 450 mg
por cada 100 g de producto, le siguen la prolina (434) y el acido aspartico
(349). Aunque existen otros como la leucina (299), la arginina (229) o la alanina
(215). [22]
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Tabla 1.4: Composicion de aminoacidos en el kale. Fuente: Adaptacion [22]

Aminoacido Composicion (mg/100g de producto)
Isoleucina 156
Leucina 299
Lisina 221
Cisteina 58
Metionina 72
Total aminoacidos de azufre 130
Tirosina 122
Fenilanalina 186
Total de aminoacidos aromaticos 308
Treonina 164
Valina 207
Histidina 106
Total aminoacidos esenciales 1591
Arginina 229
Acido Aspartico 349
Acido glutamico 450
Serina 163
Prolina 434
Glicina 190
Alanina 215
Total aminoacidos no esenciales 2030
Total aminoacidos 3621
Materia seca g/100 g de producto 18,08

Se pueden ver los carbohidratos que se encuentran en el kale en la tabla 1.5,
las vitaminas en la tabla 1.6 y las sales minerales en la tabla 1.7.
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Componentes | Ayaz et al. Thavarajah Wang (1998) Hagen et al.
(mg/100g) (2006) et.al (2010) (2009)
Alcohol ND 24,5 ND ND

de azlcar

Sorbitol ND 17,9 ND ND
Glucosa 1056 993 3040 5800
Fructosa 2011 545 5950 7200
Sacarosa 894 39,3 300 3400
Arabinosa ND 73,5 ND ND
Manosa ND 241 ND ND
Xilosa ND 59,9 ND ND
Total ND 1900 ND ND
carbohidratos

Otros ND 5500 ND ND
carbohidratos

Acido citrico | 2231 ND 386 ND
Acido malico | 151 ND 124 ND

De la Tabla 1.5, se puede destacar el valor de la glucosa que tiene una composicién

en mg/100g de producto de entre 993 y 5800 dependiendo del autor, por otro

lado, la fructosa tiene un valor entre 545 y 7200 asi como también hay

carbohidratos como la sacarosa, manosa o arabinosa entre otros. Por otro lado, se

observa que existen dcidos como el citrico que tiene un valor entre 386y 2231y
el malico entre 124 y 151. [21]

De la Tabla 1.6 podemos saber que la vitamina mas usual es la C con valores entre
62 y 969 mg/100g de producto.

Existen otras vitaminas en el kale como son el caroteno o luteina entre otras.

[21]
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Tabla 1.6: Vitaminas contenidas en el kale. Fuente: Adaptacion [21]

Universidad deValladolid

Componentes Acikgoz| Hagen | M.G. De M.Lefsr | Sikora | Murtaz
(2011) | et  al. | Lefsrud | azevedo ud etal. | and a et al.
(mg/100g) (2009) | et al. | and (2007) | Bodzia | (2006)
(2005) | Rodrigue rczyk

z-Amaya (2012)

(2005)
VitaminaC | 104,31| 969 ND ND ND 62,27 | 151
Caroteno ND ND 10,97 3,887 8,92 6,40 44
Luteina ND ND 14,175 | 5,061 38,16 ND ND
Violaxantina | ND ND ND 3,316 ND ND ND
Leoxantina | ND ND ND 1,694 ND ND ND

De la Tabla 1.7 podemos ver los minerales que destacan en el kale, entre los
que se encuentran el potasio (4-1350), el calcio (2,6-1970) o el magnesio
(0,36-240) entre otros muchos, como el zinc, el manganeso o el selenio. [21]

Tabla 1.7: Minerales contenidos en el kale. Fuente: Adaptacion [21]

Mineral Manchalim | Ayaz et | Thavarajah | Acikgoz | Emebu | Sikora and
Me/1008) | 30%5) | (2o0e) | 2016) | e | Anyka | (2012)
(MS) (MS) (MH) (MS) (2011) (MH)
(MH)
Potasio 446 1350 488 4,16 7,03 440,2
Calcio 13,5 1970 106 2,61 4,05 384,8
Magnesio 34 240 44 0,36 6,69 34,9
Hierro 16 7,26 1,1 12,19 8,94 ND
Zinc 0,045 3,94 0,7 2,08 2,16 0,83
Manganeso 0,75 5,35 0,8 14,77 ND 0,86
Cobre 0,3 0,51 0,055 0,18 ND 0,05
Selenio 0,0009 ND 0,0023 ND ND ND
Fosforo 56 573 ND 0,52 ND ND
Sodio 43 170 ND ND 4,69 38,5

MH = Material himedo; MS= Peso seco; ND= No disponible
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1.3.2 Aplicaciones

Entre las propiedades funcionales que se le atribuyen, estan las de mejorar el
estado de animo, reducir el colesterol, prevenir el cancer, mejorar la
inmunologia y reducir el riesgo de enfermedades cronicas. Una funcion
importante del kale es ser un vegetal anticancerigeno al inhibir el desarrollo del
cancer ya que tiene distintos compuestos que protegen las células como
glucosinolatos y nitrilos. [23]

La fibra en el kale ofrece proteccion contra la diabetes y también contribuye a
la salud de la piel, se atribuye a la pérdida de peso al tener pocas calorias y
reduce el colesterol alto.

El kale también sirve como aplicacion, para aumentar la actividad del citocromo
e influye en el metabolismo de la bilirrubina. La cantidad de bilirrubina se
reduce utilizando kale. [23]

Por otro lado, existe un uso alimentario al ser un superalimento, ya que como
hemos visto en su composicion tienen numerosas vitaminas, carbohidratos,
proteinas... Se suele consumir el kale fresco, en ensaladas, acompanarlo de
distintos alimentos o en batidos. [24]

En las hojas verdes hay grandes cantidades de clorofila, complejos proteicos
gue cosechan y convierten la energia solar en energia quimica. [25]

En la Tabla 1.8 podemos ver una tabla resumen con las aplicaciones del kale.
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Tabla 1.8: Resumen de las aplicaciones del kale.

APLICACIONES PROPIEDADES REFERENCIA
BIBLIOGRAFICA
Una funcion importante del kale es ser un [23]

vegetal anticancerigeno al inhibir el
desarrollo del cancer al tener distintos
compuestos que protegen las células como
glucosinolatos y nitrilos.

La fibra en el kale ofrece proteccion contra la
diabetes y también contribuye a la salud de
la piel, se atribuye a la perdida de peso al
tener pocas calorias y reduce el colesterol
alto.

Propiedades
Funcionales

El kale también sirve como aplicacién, para
aumentar la actividad del citocromo e influye
en el metabolismo de la bilirrubina.

La cantidad de bilirrubina se reduce
utilizando kale.

Es un superalimento. [24]

Se suele consumir el kale fresco, en
ensaladas, acompanarlo de distintos
alimentos o en batidos.

Alimentacion

En las hojas verdes hay grandes cantidades [25]
de clorofila, complejos proteicos que
cosechan y convierten la energia solar en
energia quimica.

Biologicas

1.4 Grano de café agotado.

Dentro de los residuos de origen agroindustrial, se va a explicar el grano de café
agotado ya que es el residuo que se va a desarrollar durante este proyecto. El
grano de café agotado es un residuo en la produccion del café, que contienen
una gran cantidad de compuestos organicos. Es un producto secundario de la
cascara y la pulpa del café el cual es utilizado en la industria alimentaria,
ademas de ser una fuente importante de polisacaridos [26]. En la figura 1.7 se
muestra una fotografia del residuo de café.
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Figura 1.7: Imagen del residuo de café [27]

Se puede observar de forma rigurosa la composicion quimica del grano de café
agotado en base seca en la Tabla 1.9: [28]

Tabla 1.9 Composicion quimica del grano de café agotado. Fuente: Adaptacion [28]

Composicion quimica Composicion (g/100g de producto seco)
Celulosa (glucosa) 12,4
Hemicelulosa 39,1
Arabinosa 3,6
Manosa 19,07
Galactosa 16,43
Xilosa nd
Lignina 23,90
Insoluble 17,59
Soluble 6,31
Grasa 2,29
Cenizas 1,3
Proteina 17,44

Podemos ver en la tabla 1.9 que la mayor composicion es de hemicelulosa
donde el mayor porcentaje es de manosa, también tiene un valor alto de
lignina. Es rico en azlcares que corresponden al 45,3% del material.
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Como los principales polisacaridos destacan, con 19,07 g por cada 100 g de
producto, la manosa, con 16,43 g la galactosa, con 12,4 de glucosa y 3,6 g de
arabinosa. También contiene fibra lo que le hace tener productos antioxidantes
apropiados, similar al contenido en el vino tinto y los melocotones. [28] El grano
de café agotado contiene una cantidad de proteinas del 13,6%. En la Tabla
1.10 se puede observar que existen una gran cantidad de aminoacidos dentro
del grano de café agotado donde destacan la leucina, acido glutamico o valina

entre otros. [27]

Tabla 1.10: Aminoacidos contenidos en el grano de café agotado. Fuente: Adaptacion [27].

Aminoacidos Minimo (%) Maximo (%) Media (%)
Alanina 4.8 5,4 4
Arginina 0,1 0,2 0,5
Acido aspartico 0,2 1,9 3
Cisteina ND 51 0,3
Acido glutamico 11,5 13,8 12,9
Glicina 2,4 7,9 4,7
Histidina 0,1 5,3 1,6
Isoleucina 51 5,3 4.2
Leucina 10,6 10,9 8,5
Lisina 1,9 2,3 1,4
Metionina 1 1,9 1,2
Fenilanalina 0,5 6,7 5,2
Prolina 3,1 4,7 5,6
Serina 0,9 1,2 1,6
Treonina 0,3 2,2 2,6
Tirosina 2,9 4 31
Valina 6 6,8 5,7

En la Tabla 1.11 se puede observar la composicion de minerales mas
importantes que se encuentran en el café agotado, podemos ver que el hierro
es el mineral que mas proporcion tiene dentro del café de grano agotado, le
siguen el potasio el aluminio, el sodio y el manganeso entre otros. [28]
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Tabla 1.11: Composicion de minerales del grano de café agotado. Fuente: Adaptacion [28]

Mineral Composicion grano de café agotado
(mg/kg de materia seca)

Potasio 11,69-11,71

Calcio 1,20

Magnesio 1,90

Azufre 1,60

Fosforo 1,80

Hierro 51,5-52,5

Aluminio 18,8-25,8

Estroncio 5,90

Bario 3,41-3,51

Cobre 17,72-19,6

Sodio 24,95-42,45

Manganeso 28,1-29,5

Boro 7,30-9,50

Zinc 8,20-8,60

Cobalto 15,13-15,23

1.4.2 Aplicaciones

Dentro de las numerosas aplicaciones del grano de café agotado se pueden
destacar:

Aplicaciones industriales: El grano de café agotado puede funcionar como
materia prima para el desarrollo de biorrefinerias para generar productos de
alto valor anadido. Se utiliza en el tratamiento de aguas residuales, eliminacion
de metales pesados y colorantes cationicos.

También se utiliza para la produccion de biocatalizadores, los cuales son una
alternativa adecuada a los catalizadores quimicos al ser renovables vy
econOmicos, destaca el carbon activo y es mejor que otros catalizadores por
una estructura de poros muy desarrollada. [29] Se producen biopolimeros que
son utilizados para envasar materiales en forma de botellas de champd,
cartones de leche, bolsas... [29]
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El grano de café agotado, junto con compuestos de acido polilactico, puede ser
utilizado para impresion tridimensional. Los rellenos funcionales en filamentos
formados por impresion tridimensional son una forma de reutilizar el café
agotado, pero el color marrdon inherente a este café hace que el color tenga un
limite y con ello un problema en la impresion. [30]

Aplicaciones sanitarias: Las proteinas con alta cadena ramificada de
aminoacidos y bajo contenido de aminoacidos aromaticos sirven para producir
alimentos funcionales y es utilizado para pacientes con quemaduras, canceres,
traumatismos y apoyo nutricional a ninos con diarrea. [27]

Otra aplicacion de gran importancia es la produccion, con interés comercial, de
fitoesteroles. Los fitoesteroles o esteroles vegetales son moléculas que se
encuentran de forma natural en casi todos los vegetales, en los frutos, semillas,
tallos y hojas.

Estos compuestos, a diferencia del colesterol, son absorbidos de forma escasa
por el intestino y no pueden ser producidos por el organismo. Por ello el
consumo de los fitoesteroles ayuda a reducir el nivel de colesterol, previniendo
enfermedades cardiovasculares. También se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias, antitumorales, bactericidas y fungicidas. [31] [32]

Se muestra la estructura del fitoesterol y los alimentos que lo contienen en las
Figuras 1.8y 1.9.

Figura 1.8: Estructura del fitoesterol [33] Figura 1.9: Alimentos con fitoesterol [34]

Aplicaciones energéticas: El café agotado puede ser utilizado para extraer
lipidos tras la hidrélisis dentro de la produccion de biodiesel con hexano como
disolvente. Para valorizar los lipidos en el café, se somete a hidrolisis acida
diluida para la produccién de hidrolizado rico en azlcar y residuo posthidrolisis
rico en lipidos. Después de esta hidrélisis se observa que contiene un 26% en
peso, aproximadamente, de lipidos. [35]
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Otra aplicacion de importancia es la obtencion de biocarbdn por carbonizacion
del café agotado, el cual puede ser utilizado para la creacion de un dispositivo
de almacenamiento de energia. El biochar se utiliza para fabricar electrodos
supercondensadores combinado con una celda de combustible como fuente
de energia eléctrica. Esto sirve para la conversion de energia solar, degradacion
fotocatalitica de una sustancia organica y almacenamiento de energia eléctrica
en un condensador. [36]

EnlaTabla 1.12 se puede ver una tabla a modo de resumen de las aplicaciones
del grano de café agotado.
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Tabla 1.12: Resumen de las aplicaciones del grano de café agotado.

Aplicaciones Propiedades Referencia

El grano de café agotado, junto con | [32]
compuestos de acido polilactico, puede ser
utilizado para impresion tridimensional.

En general, se producen biopolimeros que son | [31]
utilizados para envasar materiales en forma de
botellas de champl, cartones de leche,

Industriales
bolsas...

[31]
Se utiliza en el tratamiento de aguas
residuales, eliminacion de metales pesados y
colorantes catidnicos.

Produccién de biocatalizadores.

Otra aplicacion de gran importancia es la | [33] [34]
produccién, con interés comercial, de
fitoesteroles.

Por ello el consumo de los fitoesteroles ayuda
a reducir el nivel de colesterol.

También se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias, antitumorales, bactericidas

Sanitarias e
y fungicidas.

Las proteinas con alta cadena ramificada de [29]

aminoacidos y bajo contenido de aminoacidos
aromaticos sirven para producir alimentos
funcionales y es utilizado para pacientes con
guemaduras, canceres, traumatismos y apoyo
nutricional a ninos con diarrea.

El café agotado puede ser utilizado para [35]
extraer lipidos tras la hidrélisis dentro de la
produccién de biodiesel como hexano como
disolvente.

Otra aplicacion de importancia es la obtencién
de biochar por carbonizacion del café agotado,
el cual puede ser utilizado para la creacion de
un dispositivo de almacenamiento de energja.

Energéticas
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1.5 Tecnologias para la extraccion de proteinas.

Existen numerosas formas de clasificar los procesos de extraccion de
proteinas. Una de las mas admitidas es la division de los procesos de extraccion
en aquellos que no utilizan solventes (condiciones secas) o los que hacen uso
de ellos (condiciones no secas).

En este apartado se van a desarrollar las diferentes tecnologias de extraccion
que existen en condiciones no secas, ya que en el trabajo que se va a
desarrollar la extraccion se realiza en estas condiciones.

1.5.1 Extraccién quimica

Dentro de la extraccion quimica se van a desarrollar las extracciones con agua
(extraccion hidrotérmica), con solventes organicos y con solventes alcalinos.

Extraccion con agua desionizada (tratamiento hidrotérmico):

Un tipo de extraccion es mediante el tratamiento hidrotérmico, el cual es un
tratamiento limpio y comprometido con el medio ambiente, consiste en una
extraccion, utilizando agua como disolvente.

Como ejemplo se ha desarrollado un pretratamiento de agua para extraer la
proteina del bagazo de cerveza.

A temperatura ambiente solo es capaz de extraer el 43% de proteina. Al
aumentar la temperatura a 60°C, el tiempo de reaccion aumentd a 24 horas 'y
la extraccion de proteina ascendi6 al 66%. [37]

Extraccion alcalina:

Es un tipo de extraccion convencional que utiliza una sustancia alcalina como
disolvente para solubilizar proteinas de residuos agroalimentarios.

La extraccion alcalina es un método comun, se utiliza para mejorar la
capacidad de extraccion de proteinas, es una forma mas respetuosa con el
medio ambiente que el uso de disolventes organicos.

Se suele usar el hidroxido de sodio como disolvente con concentraciones de
hasta 0,4 M. [30] Se realiza a una temperatura entre 30y 95°C y el tiempo de
extraccion es de entre 30 minutos y 4 horas. A mayor temperatura el
rendimiento de proteina es mayor, sin embargo, a 140°C la proteina podria
desnaturalizarse. [38]
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El rendimiento de la proteina puede estar entre un 20% y un 90% dependiendo
del residuo agroalimentario. A 90°C el rendimiento de extraccion es de un 95%,
en el caso del té verde. [39]

Extraccién con disolventes organicos:

Es una extraccion convencional, que se realiza con disolventes como pueden
ser metanol, etanol y acetona entre otros y la mezcla de estos con agua. Es una
técnica efectiva y sencilla de utilizar cuyo problema es que el tiempo de
extraccion es elevado. [38]

Por ejemplo, se ha utilizado etanol e isopropanol para solubilizar proteinas de
diferentes residuos agroalimentarios, y para proteinas de lipidos de biomasa
con gran contenido en aceite se ha utilizado cloroformo. En el caso de
extraccion de proteinas y aceite de un arroz utilizando etanol e isopropanol, el
rendimiento del aceite es del 80% y la extraccion de proteina varia de entre del
8,9% y el 20,4%, realizandose a una temperatura de entre 50-80°C. [38]

En general, la extraccion de proteina con solventes organicos conduce a una
baja recuperacion de proteina [38]. La mejor recuperacion de compuestos
fendlicos ocurria utilizando una mezcla de acetona/agua con un 60% de
acetona, a una temperatura de 60°C y con un tiempo de extraccion de 30
minutos. [40]

1.5.2 Tratamientos fisicos y fisicoquimicos

Extraccion mediante ultrasonidos:

Una técnica alternativa de extraccion es la de ultrasonidos. Es un método de
extraccion muy eficiente, permite ahorrar tiempo y dinero y se obtienen
extractos de gran calidad.

Se basa en el principio de funcionamiento de la cavitacion acustica o
ultrasénica, se acoplan ondas de ultrasonido con una mezcla de material
botanico en un disolvente. Las ondas ultras6nicas viajan por el liquido creando
ciclos de alta y baja presion provocando la cavitacion acustica. Este método es
compatible con cualquier disolvente, facil y seguro de operar y respetuoso con
el medio ambiente. [41]

Los ultrasonidos se pueden dividir en ultrasonidos de baja frecuencia y alta
intensidad o de baja intensidad y alta frecuencia, estos Ultimos son utilizados
como una técnica no destructiva. [38]
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En la Figura 1.10 se pueden observar equipos de ultrasonidos utilizados a
nivel de laboratorio.

Figura 1.10: Equipos de ultrasonidos a escala de laboratorio. [42]

De forma general, como disolvente se puede usar el etanol (14:100). La
extraccion se realiza generalmente a 60°C durante un tiempo de extraccion de
10 minutos, la recuperacion suele ser alta alrededor del 97%. [40]

Como ejemplo, se pueden utilizar para extraccion de proteinas de cereales,
semillas oleaginosas y coliflor. [38]

En estos casos, la recuperacion fue alrededor del 88,44% dependiendo de las
condiciones aplicadas, concretamente en el caso de la extraccion de proteina
en la coliflor el tiempo fue de entre 10 y 30 minutos, con una potencia de 175
Wy su pH es de 11, con lo que tiene caracter basico. [38]

Extraccion con fluidos supercriticos:
Otra forma de extraccion se puede realizar por medio de fluidos supercriticos.

Un fluido supercritico es aquel que se difunde en sélidos como un gas y disuelve
sustancias como un liquido en condiciones de temperatura y presion por
encima de su punto critico, presenta grandes cambios en su densidad y por ello
se puede utilizar como sustituto de solventes organicos.

Se observa, en la Figura 1.11 la grafica presion-temperatura para conocer la
region de fluido superecritico. [43]
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En la figura 1.11 se puede observar la zona de la grafica P-T donde se encuentran los
fluidos supercriticos.
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Figura 1.11: Grafica Temperatura-Presion. [44]

Este proceso se da a una temperatura critica moderada de 32°C y como
disolvente se utiliza CO2 ya que es moderadamente inflamable, no téxico, no
explosivo y que tiene el triple de difusividad que otros fluidos.

Los extractos se separan por un fluido gaseoso con presion baja y recogido en
un colector. [43]

En la figura 1.12 podemos observar el equipo de extraccion por fluidos
supercriticos.

Figura 1.12: Sistema de extraccion mediante fluidos supercriticos a escala de laboratorio [45]
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Dentro de este tipo de extraccion se puede incluir la extraccion asistida por alta
presion, la cual puede favorecer la extraccion de compuestos naturales de
plantas acortando el tiempo de extraccion, disminuye el uso de solventes y
aumenta los rendimientos de extraccion. [43] Se ha utilizado para trigo, rastrojo
y hojas de maiz, orujo de aceitunay uva.

Este método ha provocado altos valores de recuperacion para arroz o harina
de soja con un porcentaje de extraccion de un 50% a un 100% a realizada a
200°C para 30 minutos y con presiones que van de 1 a 39,7 bar. [38]

Extraccion con microondas:

Otra técnica de extraccion de proteinas se consigue utilizando un microondas.
La extraccion por microondas es una tecnologia de alta eficacia. Son utilizadas
ya que el tiempo en la que se realiza el proceso es menor que con otras técnicas
y esto hace que la energia que se consume sea mucho menor que en otras
técnicas convencionales, disminuye hasta en un 90%, y conduce a beneficios
de cambio de clima y emisiones de gases de efecto invernadero.

Son tecnologias de gran eficiencia. EI microondas es una tecnologia “verde” de
bajo coste que proporciona un aumento en el rendimiento del producto, asi
como de pureza, con una reduccion en recursos de materiales y energia y
menos desechos. Sus aplicaciones contribuyen a la salud mediante la
reduccion de desechos toxicos. [15]

En la figura 1.13 se muestra el equipo de microondas.

Figura 1.13: Sistema de extraccion mediante microondas a escala de laboratorio [46]
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Un ejemplo de utilizaciéon de esta técnica es la extraccion de la proteina del
bagazo de cerveza. Como disolvente se utiliza hidroxido de sodio, con una
relacion del 10%, las temperaturas se encontraban entre 170 °Cy 270 °C. y los
tiempos son alrededor de 2,5 minutos. [15]

Otro ejemplo a destacar es la extraccion es el caso de salvado de arroz
obteniendo una recuperacion del 22%, utilizando una potencia de hasta 1000
W, con 90 segundos de tiempo de extraccion. [38]

Extraccion eléctrica:

Las extracciones eléctricas son un grupo de nuevas tecnologias menos
agresivas con el producto y que permiten reducir los costes de produccion. Una
de las técnicas con mayor proyeccion son los pulsos eléctricos de alto voltaje.

Este método no térmico de conservacion de alimentos utiliza pulsos cortos e
intermitentes de electricidad para la inactivacion microbiana. Estos campos
producen la electroporacion de las células que se fundamenta en el aumento
de permeabilidad de las membranas celulares. [47] Este tipo de extraccion
tienen ventajas en la valorizacion de la biomasa al mejorar la extraccion.
Incluye electroactivacion, campo y descarga eléctrica de alto voltaje.

La extraccion de proteinas es de 34,32% en el caso de la pasta de canola, la
cual es mayor que en extracciones convencionales donde el porcentaje fue del
31% con un pH de 7 a 10.

Otro ejemplo se realizd con semillas de papaya donde el pH es de entre 2,5y
11y las temperaturas van de 20 a 60°C. [38]

Extraccion por extrusion (con tornillo o doble tornillo):

Este tipo de extraccion se puede utilizar para transformar los residuos de la
biomasa en fracciones mas pequenas y también puede ser utilizado para
extraer proteinas como puede ser el caso que la alfalfa.

El tiempo de realizacion suele ser de al menos 20 minutos, y la recuperacion
de proteina es mas o menos del 50,8%. El problema es que en ocasiones se
forman extractos complejos con lo que hay que realizar distintos pasos en la
purificacion. [38]

Se muestra en la figura 1,.14 un sistema de extraccion por extrusion.
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Figura 1.14: Extraccion por extrusion [48].

1.5.3 Extraccién bioquimica

Otro tipo de extraccion es la bioquimica la cual esta asistida por enzimas.

Cada vez estan siendo mas utilizados para tratar fracciones lignocelulésica y
material proteico. La enzima utilizada y las condiciones aplicadas se pueden
estudiar para maximizar la recuperacion de proteinas. El problema que se debe
tener en cuenta es el coste de la enzima y si el coste es bajo el proceso se
debera realizar a gran escala.

Existen distintos tipos de enzimas a utilizar como son las carbohidrolasas,
peptidasas o fosfolipasas entre otras. [38]

1.5.4 Tratamientos combinados

Por Gltimo, se debe hacer mencion a otras técnicas de extraccion como pueden
ser tratamientos combinados.

Esto consiste en combinar enzimas con tratamientos fisicos o fisicoquimicos
en los que destaca la utilizacion de ultrasonidos y peptidasas. El uso de
enzimas puede favorecer los valores de recuperacion dependiendo de las
condiciones de operacion y el tipo de enzima. Como ejemplo se evalud el uso
de serina para extraer aceite y proteina de copos de altramuz y soja donde el
rendimiento es superior al 77%. [38]

1.6 Tecnologias para la recuperacion de proteinas.

Por (ltimo, se van a desarrollar los distintos tipos de recuperacion de proteina
que se pueden utilizar. Se pueden organizar en cuatro grupos, separacion por
precipitacion, por membranas, cromatografia y electroforesis.
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1.6.1 Métodos de precipitacion:

Los métodos utilizados para la precipitacion de proteinas tienen como objetivo
modificar las propiedades de la proteina o disolvente cambiando la fuerza
ionica y el pH, utilizando disolventes o polimeros.

Precipitacion isoeléctrica:

Esta precipitacion es utilizada para separar proteinas en el punto isoeléctrico
el cual tiene la solubilidad mas baja. [49]

Se suele utilizar para proteinas con baja constante de hidratacion o proteinas
hidrofobas y su desventaja es que se necesita utilizar acidos que pueden danar
las proteinas de forma irreversible. Es un método eficaz y proporciona la
maxima recuperacion de proteinas funcionales desprovistas de lipidos. El 50%
de la precipitacion de proteinas se obtiene con precipitacion isoeléctrica. [50]

Como ejemplos se utiliza para el aislamiento de una proteina sin toxinas, con
bajo contenido de fibra, cenizas y lipidos y con gran contenido de proteina y
energia, también se puede utilizar para proteinas extraidas de la langosta, ya
que este alimento es un nutriente abundante y sostenible. [49]

Precipitacion usando solventes organicos:

Los disolventes organicos como el etanol y la acetona se han utilizado para
precipitar proteinas a partir de soluciones de baja fuerza idnica.

Se deben tener en cuenta parametros como la concentracion de disolvente,
pH, temperatura o concentracion de proteina.

En comparacion con otros métodos, este proporciona una mayor separacion,
un mayor poder de seleccion, funcionamiento continuo y sencillo, bajo
consumo de energia y gran capacidad de produccion. Se utiliza a pequena
escala, y no se usa para aguas industriales debido a que seria econdmicamente
inviable. [50]

Precipitacion de sales neutras:

Este tipo de precipitacion consiste en introducir una sal, cuando aumenta la
concentracion la solubilidad de la proteina en agua disminuye.

Una sal muy utilizada es el sulfato de amonio el cual es barato, facilmente
disponible, soluble en agua y con bajo riesgo de desnaturalizar la proteina.
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Es una tecnologia poco selectiva ya que pueden precipitarse contaminantes y
en ocasiones se puede necesitar eliminar sales lo que aumentaria el coste de
recuperacion. [50]

Polielectrolitos cargados:
Este método se ha utilizado para la precipitacion de proteinas vegetales.

Inicialmente, los polielectrolitos son grupos con cargas aisladas que se van
uniendo unos con otros juntando sus cargas y formando floculos. Estos floculos
depende del pH, de la fuerza idnica y del peso molecular.

Se utilizan polisacaridos acidos como carboximetilcelulosa, acido poliacrilico
entre otros. Las polietilaminas se utilizan como floculante en aguas residuales
para la purificacion de proteinas y también se utiliza hidroxietilcelulosa y
lignosulfato para precipitar proteinas y grasas de las aguas residuales de las
industrias de alimentos. [50]

Polimeros no i6nicos:

Como polimeros usados en la precipitacion de proteinas destacan los
polietilenglicoles. Eliminan las proteinas de la solucién y reducen la cantidad
de agua disponible. La separacion acuosa en dos fases en polietilenglicol y
fosfatos de potasio se utiliza de forma comUn para la recuperacion de extractos
biol6gicos y extractos fermentados. [50]

En un ejemplo de este tipo de precipitacion se ha observado que la
recuperacion es del 95,85% de proteina en aguas residuales, con lo que el
sistema fue superior a otros métodos. [50]

lones metalicos polivalentes:

Los iones metalicos polivalentes que pueden ser utilizados para precipitacion
de proteinas se dividen en tres grupos.

1.Los iones que se unen fuertemente a acidos carboxilicos y a compuestos
nitrogenados.

2. Los que se unen fuertemente solo a acidos carboxilicos
3. Los que lo hacen fuertemente solo a compuestos nitrogenados.

Los iones metalicos empleados a bajas concentraciones se pueden eliminar
mediante agentes quelantes o resinas de intercambio idnico. Para efluentes
lacteos se utiliza CaCly y FeCls. EI 80% de proteina se recuper6 de las aguas
residuales lacteas utilizando FeCls con un pH de 10, y cuando este se reduce a
4 el porcentaje se redujo a 54%. [50]
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1.6.2 Separacion por membranas

Este tipo de filtracion se ha utilizado para procesamiento de productos lacteos,
bebidas, aceite, carne, fruta y verdura. La separacion por membranas puede
separar las proteinas de otras impurezas. [50]

Consiste en el uso de filtros de membrana semipermeable para concentrar un
flujo de alimentacion liquida dando dos flujos de productos de diferente
composicion. La membrana selecciona ciertos compuestos mientras restringe
otros a través de ella, los componentes que atraviesan la membrana junto con
el liquido son los “permeados” y el liquido retenido es el “retenido”. [50]

Dialisis:

Es un método de purificacién que se basa en el gradiente de concentracion
como fuerza motriz debido a que las proteinas no pueden atravesar la
membrana semipermeable. Generalmente este método se combina con otros
métodos de separacion.

Como ejemplo, se puede utilizar en una pelicula de silice. En este caso, la
membrana se convierte en un nanofiltro lo que hace que se puedan separar y
purificar proteinas de distintos tamanos. El tamano de los poros de la
membrana en este caso es menor de 50 nm. [49]

Ultrafiltracion:

Dentro de la separacion por membranas, la ultrafiltracion es la técnica mas
utilizada para la recuperacion de proteinas, concretamente sirve para la
desalinizacion, desalcoholizacion y el enriquecimiento de proteinas. También
se puede utilizar para aislar proteinas con un peso molecular cercano. [36]
La presion hidrostatica fuerza a un liquido contra una membrana
semipermeable que conduce a la retencion de sélidos en suspension y solutos
con altos pesos moleculares. La ultrafiltracion es el método industrial mas
utilizado para la separacion de proteinas de suero, este proceso se realiza a
temperaturas menores de 55°C y una presion de 300 kPa con tamano de poro
de 200 a 250 nm y se utiliza para aumentar el contenido de proteina a un 85%.
[51]

Se han realizado distintas modificaciones para aumentar los rendimientos de
recuperacion y estas modificaciones son las siguientes.
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Ultrafiltracion en cascada: En este sistema el retenido o permeado de
una etapa de la membrana se transfiere a la etapa siguiente o anterior
como alimento y algunas corrientes también se pueden reciclar para
mejor el rendimiento. Tal disposicion permite un enriquecimiento de la
proteina del suero.

Bio-catalisis: El objetivo de este sistema es aumentar el tamano de las
proteinas, utilizan membranas cataliticas para catalizar las proteinas
durante la separacion. La enzima mas util es la transglutaminasa dando
lugar a la formacion de un polimero de alto peso molecular que puede
retenerse en la superficie exterior.

Ultrafiltracion de flujo tangencial de alto rendimiento: Utiliza la
diferencia de tamano de las particulas, asi como la carga de la molécula
y esto hace que se pueda utilizar eficazmente para obtener mayor
eficiencia de separacion. Una gran ventaja es que pueden separar
biomoléculas con el mismo peso molecular en funcion de las diferencias
en la carga. [51]
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2. OBJETIVOS

El objetivo global de este trabajo es realizar un estudio experimental a escala
de laboratorio del proceso de extraccion de proteina de dos residuos, de origen
agroalimentario, el grano de café agotado y el kale, utilizando la tecnologia de
microondas con solvente basico (NaOH).

Los objetivos parciales de este trabajo son los siguientes:

1. Realizar una revision bibliografica para establecer que residuos de
origen agroalimentario tienen interés para recuperar su fraccion
proteica, asi como revisar el estado del arte de las tecnologias de
extraccion y recuperacion de proteinas existentes.
2. Seleccionar los residuos agroalimentarios objeto de estudio, la técnica
de extraccion y las condiciones de operacion mas adecuadas (tipo de
solvente y concentracion, temperatura y tiempo).
3. Realizar el estudio experimental a escala de laboratorio para la
extraccion de la fraccién proteica de los residuos seleccionados
utilizando la tecnologia de extraccion asistida por microondas con NaOH
como solvente. Se emplearda una metodologia de disefio de
experimentos para optimizar el rendimiento de extraccion de proteina.
3.1Llevar a cabo unas experiencias preliminares, en el caso del kale,
gue seran necesarias para determinar las condiciones de operacion
del diseno experimental (en el caso del grano de café agotado ya se
tenia informacion previa).

3.2Realizar el diseno experimental para la etapa de extraccion
utilizando el software Statgraphics Centurion XVIII.

3.30btener las condiciones Optimas de extraccion que permitan
obtener el maximo rendimiento de extraccion de proteina de los
residuos.

4 Comprobar la viabilidad técnica y econémica del proceso realizado a escala
de laboratorio. Para ello se realizaran los correspondientes balances de
materia, seleccion de equipos, estimacion del coste total de la planta y
analisis de sensibilidad.

El presente Trabajo de Fin de Grado se ha realizado en el marco del Proyecto
“VALORIZACION DE RESIDUOS AGROALIMENTARIOS PRODUCIDOS EN CASTILLA Y
LEON PARA LA RECUPERACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS MEDIANTE
TECNOLOGIAS ECO-EFICIENTES”. Financiado por la Junta de Castilla y Leén -
Consejeria de Educacion (VA028G19). Apoyo a GIR (JCYL). “10/07/2010 -
30/09/2021", concedido al GIR de Tecnologia de Procesos Quimicos y Bioquimicos
de la Uva.
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3. SELECCION DE ALTERNATIVAS

En este capitulo se van a seleccionar las alternativas mas adecuadas para
desarrollar el proyecto experimental de extraccion de proteina a partir de
residuos agroalimentarios. Para ello, se va a seleccionar el tipo de residuo
agroalimentario a utilizar, el proceso de extraccion y recuperacion mas
adecuado, asi como los parametros de operacion y proceso como son el tipo
de solvente, su concentracion, los intervalos de temperatura y el tiempo de
extraccion.

3.1 Seleccion de residuos agroalimentarios utilizados

Como eleccion de los residuos agroalimentarios de los cuales se van a extraer
las proteinas se han tomado dos, un residuo representativo de la categoria de
frutas o verduras y un residuo agroindustrial con la finalidad de observar las
diferencias entre ellos.

En la categoria de fruta y verduras se ha elegido el residuo de kale,
basicamente su tallo. El kale es una verdura poco conocida de la que se puede
determinar su importancia proteica. Se trata de un superalimento el cual tiene
un contenido en proteina elevado. El residuo de kale es especialmente
novedoso y con un elevado potencial en el mercado actual por presentar
buenas propiedades nutricionales y tener interesantes aplicaciones médicas.
Ademas, no existen referencias bibliograficas previas de extraccion de
compuestos funcionales a partir de este tipo de residuo.

En la Tabla 3.1 podemos ver la composicion de kale utilizado:
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Tabla 3.1: Composicion del kale utilizado

% W/W M. Prima Extraida con agua + etanol
Celulosa 15,04 + 0,03
Hemicelulosa 13,02 +£ 0,08
LAI 2,08 £ 0,34
LAS 1,75+ 0,03
Lignina total 3,831+0,34
Cenizas totales 19,33 + 0,06
Extractos 46,89 £ 0,73
En agua 43,75 +1,68
En etanol 3,14 +1,35
Grasa

Proteina 15,71 £ 0,17
Humedad 4,61

De la Tabla 1 se puede destacar que el porcentaje de proteina es muy grande
(15,71%) lo que lo hace un buen residuo a analizar, el porcentaje de celulosa
es del (15,04%), el de hemicelulosa (13,02%) y el porcentaje de grasas no ha
sido valorado.

El valor de la lignina acida insoluble (LAl) es de 2,08%, el valor de la lignina
acida soluble es de 1,75%. Por ultimo, cabe destacar que el porcentaje de
cenizas es de 19,33% y el de humedad es de 4,61%.

Por otro lado, como residuo agroindustrial se ha elegido el grano de café
agotado al ser un residuo muy conocido y utilizado, ya que la produccion
mundial es bastante alta. Ademas, el grano de café agotado contiene gran
cantidad de aminoacidos diferentes con lo que es una forma de conocer el
caracter proteico de un producto muy comercializado y consumido por la
poblacion como es el café. [26]

Se estima que la produccion mundial anual de grano de café agotado es de 6
Mt [52]. Se producen alrededor de 650 Kg de café molido a partir de una
tonelada de los granos de café verde. Ademas, durante la preparacion de una
tonelada de café soluble se generan alrededor de 2 kg de café himedo molido.
Con estos datos se puede estimar que actualmente en Espana se generan
alrededor de 0,6 Mt/ano de residuo de grano de café agotado. [53]

En la Tabla 3.2 se muestra la composicion del grano de café agotado utilizado:
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Tabla 3.2: Composicién del grano de café agotado utilizado.

% M. Prima Extraida con agua + etanol
Celulosa 16,27 £ 0,08
Hemicelulosa 27,68 £ 0,70
LAI 38,46 £ 0,71
LAS 0,71+ 0,06
Lignina total 39,17 £ 0,71
Cenizas totales 0,13 £ 0,04
Extractos 12,43 £ 0,39
En agua 0,94 +0,09
En etanol 11,48 +0,33
Grasa 9,85 + 0,16
Proteina 12,07 £ 0,40
Humedad 0,51

De la Tabla 3.2 se puede observar que el porcentaje de proteina del grano de
café agotado es del 12,07%, el porcentaje de celulosa es de 16,27%, el de
hemicelulosa es del 27,68% y el de grasa del 9,85%.

El valor de la lignina acida insoluble (LAl) es de 38,46%, el valor de la lignina
acida soluble es de 0,71%. Por ultimo, cabe destacar que el porcentaje de
cenizas es de 0,13%. Y el de humedad del 0,51%.

Comparando las Tablas 1y 2 de caracterizacion de residuos se puede observar
que el porcentaje de celulosa y hemicelulosa en el grano de café agotado es
mas alto que en el caso del kale. Por otro lado, el valor de lignina acida insoluble
es mucho mayor en el caso del grano de café agotado, y el de lignina acida
soluble es algo mas bajo al igual que el porcentaje de cenizas. Los extractos
totales (tanto de agua como etanol) son mucho mayores en el caso del kale al
igual que el porcentaje de humedad.

Por Gltimo, se observa que el porcentaje de proteina en ambos residuos es alto
(12-15%), aunque en el caso del kale es mayor, por ello son adecuados para
ser utilizados en este proyecto de extraccion de proteina a partir de residuos
agroalimentarios.

47



INDUSTRIALES

@ ESCUELA DE INGENIERIAS Universidad de Valladolid

Escuela de Ingenierias Industriales Universidad deValladolid

En resumen, el origen de la categoria a la que pertenece el kale (frutas y
verduras) es diferente a la que pertenece el grano de café agotado (residuo
agroindustrial), por lo que el analisis de estos dos residuos va a servir para
establecer las diferencias entre estas dos clases de residuos.

En el caso del grano de café agotado, existen referencias bibliograficas para la
extraccion de la proteina de este residuo, pero en el caso del kale, no se
encuentran apenas trabajos bibliograficos. La valorizacion de estos residuos es
de interés ya que del grano de café agotado se han realizado estudios previos
y se pueden comparar y validar los residuos obtenidos mientras que el residuo
de kale es novedoso y los resultados pueden ser de interés para la obtencion
de extractos concentrados de proteina, de alto valor anadido, y con potenciales
aplicaciones alimentarias, propiedades funcionales para la salud, etc.

3.2 Seleccion del método de extraccion

Como método de extraccion utilizado se ha elegido la extraccion asistida por
microondas ya que presenta ventajas potenciales frente a otras tecnologias de
extraccion. Se trata de una técnica de alta eficacia y es muy utilizada
principalmente porque el tiempo de extraccion requerido es menor que en otras
técnicas y esto supone que se consuma menor energia con el consecuente
ahorro energético. Ademas de esto es una técnica “verde” de bajo coste con
un gran rendimiento de extraccion del compuesto deseado. [15]

En la Tabla 3.3 se muestra una comparativa de la extracciéon por microondas
con otras técnicas de extraccion descritas con detalle en el capitulo de
introducciéon mostrando las ventajas e inconvenientes que presentan cada una
de ellas.

3.3 Selecciodn de las condiciones de extraccion

Para realizar la seleccion de los distintos parametros de extraccion, se ha
realizado una revision bibliografica con la finalidad de recopilar los ejemplos de
extraccion de proteinas existentes para los residuos utilizados u otros de
similares caracteristicas.

En la Tabla 3.4 se recogen las principales variables de operacion y proceso de
extraccion de proteina a partir de los residuos seleccionados.
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Tabla 3.3: Ventajas e inconvenientes de las diferentes técnicas de extraccion de proteinas. [40]

[54]
Técnica Ventajas Inconvenientes
Facilidad de uso. Elevado tiempo de
o extraccion.
Buena eficacia.
L Seleccion limitada de
Muchas aplicaciones. .
disolventes.
Buenos rendimientos de .
> p Operaciones de
extraccion de proteina. P )
purificacion posteriores.
Necesidad de gran
. . nti isolventes.
Extracciones Extraccion cantidad de disolventes
convencionales con Posibilidad de
disolventes desnaturalizacion de las
proteinas por
modificacion del pH.
Técnica rapida y sencilla. | Necesitan filtracion
: osterior.
Bajo coste. P
. i Temperaturas mu
Microondas Proceso simple. b y

Técnicas de
extraccion
avanzadas

Tiempo de extraccion
corto.

Gran rendimiento del
producto.

Reduccién de desechos
toxicos.

Tecnologia verde.

elevadas que podrian
desnaturalizar las
proteinas.

Disolventes mas
seguros.

Extraccion selectiva.

Disminucién de la
potencia con el tiempo.

49




INDUSTRIALES

@ ESCUELA DE INGENIERIAS Universidad de Valladolid

Escuela de Ingenierias Industriales Universidad deValladolid
Técnica Ventajas Inconvenientes
Reduccién del tamano Falta de uniformidad en la
de los equipos. distribucién energética.

Respuesta rapida y
aumento de la
Ultrasonidos produccién.

Reduccién del tiempo de

L xtraccion.
Técnicas de extraccio
extraccion Limpia.
avanzadas L
Respetuosa con el Elevado coste econdmico.
. medio ambiente. .
Fluidos Requiere elevadas

supercriticos | Rendimiento mejorado. presiones.

Mejores propiedades de
los productos.

Mas selectivo.
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o Tecnologia de Disolvente y ratio : Tecnologia de .
Materia Prima - - . Temperatura Tiempo i e Referencia
extraccion (sélido/disolvente) separacion y purificacion
Agua
Salvado de Extraccién asistida por 1000 W de
arroz microondas 0,89¢/10 ml potencia 90s [55]
Salvado de Extraccion as!stlda por 0,99g/10 ml 18 min 55]
arroz ultrasonidos
Agua 100-220°C 30 min
Salvado de Extraccion con o ,
arroz disolventes subcriticos Etanol (0,227¢/¢) 207°C 5 min [55]
Acetona (0,512g/g) 230°C 5 min
Bagazo de Extraccion alcalina 0,1 M de NaOH 60° 1 hora Precipitacién acida 5]
cerveza
5 q Ext By stid 3,33% con agua
agazo de xtraccion asistida por o
cerveza enzimas Se utilizan carbohidrolasas 60°C 4 horas (3]
y peptidasas
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Tecnologia de

Disolvente y ratio

Tecnologia de

Materia Prima extraccion (s6lido/disolvente) Temperatura Tiempo separacion y purificacion Referencia
i6 2,5 % al 4%
Bagazo de Extraccion 60°C 24 horas 5]
cerveza hidrotérmica con agua
20°C 3 min
i 47°C 5 min
Kale Tratamlen_to con agua Agua . [56] [57]
caliente 50°C 3y 5 min
53°C 3y 5 min
Se conoce
Grano de café . - o De 313 ka la presion
agotado Fluidos supercriticos CO2 (dioxido de carbono) 333 K (150,200 y [58]
250 bar)
4 HCI 0,1 M
Grano de cafe Extracciéon acida 4°C 12 horas Precipitacion acida [59]
agotado NaCl 0,1 M
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3.3.1 Solventes

Como posibles solventes que se podrian elegir son el cloruro de sodio o el
etanol, el hidroxido de sodio (NaOH) y el agua.

Por un lado, el agua destilada es siempre un buen solvente debido a sobre todo
ser el liquido mas comun que existe y ser un solvente limpio, no contaminante
y nada seguro. La extraccion de proteina con agua se puede realizar obteniendo
unos resultados adecuados, pero no es el mejor solvente para la extraccion.

Por otro lado, la mejor secuencia de disolvente para extraer proteina es la del
NaOH ya que con este solvente se obtienen los rendimientos mas altos de
extraccion. El problema de este solvente es que tiene la desventaja de extraer
toda la proteina haciendo imposible realizar un fraccionamiento posterior.

Si se toma como criterio la maxima recuperacion de proteina existente en el
residuo el NaOH es la mejor opcion en este caso. [60]

Como solvente, teniendo en cuenta las ventajas e inconvenientes, ha sido
elegido el hidréxido de sodio (NaOH).

3.3.2 Concentracion, temperatura y tiempo

En la extraccion por microondas, que es la utilizada en este proyecto, tanto para
el grano de café agotado como para el residuo de kale, se seleccionaron
condiciones de operacion similares de temperatura y tiempo, ya que son
residuos de composicion no muy diferente. Asi, se seleccionaron:

Temperatura: 70°C-110°C, este rango de temperatura se debe a que a menos
de 70°C de temperatura es dificil obtener un rendimiento de extraccion de
proteina adecuado, y no es recomendable que se superen los 110°C de
temperatura porque se podria desnaturalizar la proteina Las concentraciones
de NaOH usadas han sido 0,AM, 1M y 1,5M. El tiempo de extraccion esta
comprendido entre 5, 10 0 15 minutos, debido a que el microondas necesita
tiempos de extraccion cortos.

En lo referido a la concentracion, en el caso del grano de café agotado se
selecciond el intervalo de concentraciones de NaOH de 0,4 M a 1 M. Como los
rendimientos alcanzados no eran muy elevados (inferiores a un 50%) se decidid
emplear concentraciones ligeramente superiores con el residuo de kale,
empleando en este caso un intervalo de 0,5M a 1,5M, a fin de aumentar el
rendimiento de extraccion.
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4. TRABAJO EXPERIMENTAL: EXTRACCION DE PROTEINA A
PARTIR DE RESIDUOS AGROALIMENTARIOS

En este apartado se va a explicar el proceso experimental que se ha realizado
en este proyecto, mostrando los resultados de rendimiento de la proteina en el
caso tanto del grano de café agotado como del kale, analizando estos
resultados y comparandolos entre siy con algunos trabajos bibliograficos.

4.1 Materiales y métodos

4.1.1 Materia prima y reactivos

Como materias primas se han utilizado:

Grano de café agotado: El café agotado ha sido proporcionado por la empresa
Productos Solubles S.A. (Palencia), se secé en un horno a 50°C, se molié con
un molinillo de café (Moulinex, A505, Francia) hasta obtener una particula de
tamano inferior a 1 mm. El contenido en humedad fue inferior al 1%. Los SCG
se almacenaron a 4°C hasta su uso. La composicion del grano de café agotado
expresada en porcentaje en masa en base seca se muestra en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Composicién del grano de café agotado utilizado.

% wW/wW
Celulosa 16,27 £ 0,08
Hemicelulosa 27,68 £ 0,70
LAI 38,46 £ 0,71
LAS 0,71+ 0,06
Lignina total 39,17 £ 0,71
Cenizas totales 0,13 £ 0,04
Extractos 12,43 £ 0,39
En agua 0,94 +0,09
En etanol 11,48 +0,33
Grasa 9,85 + 0,16
Proteina 12,07 £ 0,40

Kale: El kale ha sido proporcionado por la empresa Natursnacks, localizado en
Pedrajas de San Esteban (Valladolid), se cortd, se sec6 en un horno a 50°C, se
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molié con un molinillo de café (Moulinex, A505, Francia) hasta obtener una
particula de tamano inferior a 1 mm. El contenido en humedad es del 4,6%.

La composicion del kale expresada en porcentaje en masa en base seca se

muestra en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2: Composicion del kale utilizado.

% W/W M. Prima Extraida con agua + etanol
Celulosa 15,04 + 0,03
Hemicelulosa 13,02 +£ 0,08
LAI 2,08 £ 0,34
LAS 1,75+ 0,03
Lignina total 3,831+0,34
Cenizas totales 19,33 + 0,06
Extractos 46,89 £ 0,73
En agua 43,75 +1,68
En etanol 3,14 +1,35
Grasa No determinada
Proteina 15,71 £ 0,17

Los reactivos utilizados en el trabajo experimental han sido los siguientes:

e Hidroxido de sodio (NaOH) de la casa Panreac, que tiene una pureza del
98%, el cual sera utilizado para el tratamiento de la materia prima

utilizando el microondas.

e Acido sulfdrico con una pureza del 98%, (H2S04) introducido antes de
realizar la digestion, este acido con una concentracion de 0,05 M
también se utiliza para la valoracion de la proteina contenida en la
materia prima, tras la realizacion del NKT (Proceso nitrogeno Kjeldahl).

e Agua destilada tipo Il.

El procedimiento experimental llevado a cabo para la extraccion de proteina es
similar con el grano de café agotado y con el residuo de kale.
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4.1.2 Extraccion de la proteina mediante microondas.

Acondicionamiento/pretratamiento: Tal y como se ha indicado previamente, el
grano de café agotado proporcionado se saca de la camara frigorifica y se deja
secar en la estufa durante tres dias, los granos son grandes por lo que primero
se debe introducir la materia prima en un molinillo de café, donde se muele
hasta obtener el tamano deseado para el tratamiento posterior (inferior a 1
mm). En las Figuras 4.1y 4.2 se muestra el grano de café agotado seco y tras
ser molido.

Figura 4.1: Grano de café agotado seco Figura 4.2: Grano de café molido

Tal como se ha indicado anteriormente, el kale se saca de la camara frigorifica
en la que se encuentra almacenado, se corta y se introduce en una estufa
donde se deja secar unos 3 dias.

Tras esto, se introduce en el molinillo, donde se muele hasta obtener un
tamano adecuado (inferior 1mm) para su tratamiento posterior. En las Figuras
4.3y 4.4 se muestran el kale fresco antes de ser secado y el kale recién molido.
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Figura 4.3: Residuo de kale fresco Figura 4.4: Residuo de kale recién molido

Extraccion alcalina asistida con microondas: La proteina tanto del café como
del kale se va a extraer con un tratamiento con microondas utilizando NaOH
como solvente.

El equipo de microondas empleado es el modelo multiwave PRO SOLV reactor
50 Hz con rotor tipo 16HF100 (Anton Para GmbH. Austria, Europa). El
microondas esta compuesto por dos magnetrones de 1000W. Se utilizan tubos
de presion, que se introducen en tubos ceramicos. Estos tubos pueden tener
unos 100 ml de capacidad y deben introducirse, junto con la disolucion que se
desea extraer, unos imanes agjtadores.

En este caso, se utilizan cuatro tubos y en uno de ellos se coloca una sonda
que mide la presion y la temperatura dentro del tubo. La finalidad de este
sensor es controlar la energia que el microondas aplica al reactor.

En la Figura 4.5, se puede observar el equipo de microondas utilizado.
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Figura 4.5: Equipo de extraccion por microondas

En primer lugar, se mezcla la materia prima acondicionada (kale o grano de
café agotado) con NaOH utilizando distintas concentraciones de este reactivo
dependiendo del experimento a realizar, también se han realizado
experimentos con agua como solvente.

Se pesan 5 g de grano de café agotado y se disuelven en 50 mL de la disoluciéon
de NaOH con agua destilada tipo Il a distintas concentraciones, con la finalidad
de trabajar con una relacion soélido-liquido 1/10 (%p/v). Este proceso se realiza
de forma similar en cada uno de los cuatro tubos que seran introducidos al
microondas.

En el caso del kale, el procedimiento es el mismo, con la diferencia de que en
este caso se pesan 5,2 g de kale.

Tras esto, se introducen los tubos en el microondas y se pone a funcionar,
fijando unas condiciones de temperatura y unos tiempos distintos para cada
experimento. Tras la finalizacion del proceso de extraccion, el extracto liquido y
el sélido agotado se separan por centrifugacion.

Separacion de las dos fases por centrifugacion: Tras la extraccion por
microondas, el slurry resultante se introduce en dos tubos de centrifuga
cargados con volimenes similares y se centrifuga a 10000 rpm durante 10
minutos empleando una centrifuga modelo.

Tras la primera centrifugacion, el liquido se recoge en una probeta para conocer
el volumen de liquido que se ha conseguido, y el sblido se lava con agua
destilada y tras igualar los volimenes en ambos botes se introduce de nuevo
en la centrifuga.
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Tras este primer lavado, el liquido se desecha y el sélido se vuelve a mezclar
con agua destilada y se procede al segundo lavado en la centrifugadora.

Finalmente, el liquido se desecha y el sélido se coloca en una bandeja de papel
de aluminio y se introduce en la estufa, donde se dejara secar unos dos dias.

En las figuras 4.6 y 4.7 podemos ver el extracto obtenido tras una
centrifugacion tanto del grano de café agotado como el kale.

Figura 4.6: Extracto tras centrifugacion del grano de café agotado

Figura 4.7: Extracto tras centrifugacion del kale
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Pasados estos dias, se retira de la estufa, se pesa para conocer la masa de
sblido obtenido, y se introduce en una bolsa. Este sélido sera utilizado
posteriormente para determinar la proteina extraida. En las Figuras 4.8 y 4.9
se puede ver dos extractos de kale uno antes de ser introducido en la estufa 'y
otro tras dos dias en la estufa.

Figura 4.9: Extracto del kale al sacarle de la estufa

4.1.3 Diseno de experimentos (DOE)

Para seleccionar las condiciones de operacion adecuadas en la extraccion,
asistida por microondas, de proteina a partir del grano de café agotado se
propuso un diseno de experimentos empleando el software comercial
estadistico Statgraphics Centurion XVII.
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Los factores o variables independientes escogidos fueron la temperatura
(70/90/110°C), el tiempo (5/10/15 min) y la concentracion de NaOH
(0,1/0,5/1 M). La variable respuesta seleccionada fue el rendimiento de
extraccion de proteina.
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El diseno se compuso de 16 experiencias en las que se incluyeron un punto y
dos réplicas en el centro del dominio seleccionado para cada factor en estudio
y seis puntos estrella, dos para cada factor

Los experimentos realizados se indican en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3: Diseno de experimentos del grano de café agotado.

Run Temperatura (°C) Tiempo (min) Conc NaOH (M)
1 90 10 1,30681
2 70 15 1
3 90 18,409 0,55
4 110 15 0,1
5 123,636 10 0,55
6 90 10 -0,206807
7 110 15 1
8 70 15 0,1
9 90 10 0,55
10 70 5 0,1
11 110 5 0,1
12 70 5 1
13 110 5 1
14 56,3641 10 0,55
15 90 10 0,55
16 90 1,59104 0,55

Para seleccionar las condiciones de operacion adecuadas en la extraccion,
asistida por microondas, de proteina a partir del kale se propuso un disefno de
experimentos empleando el software comercial estadistico Statgraphics
Centurion XVII.

Los factores o variables independientes escogidos fueron la temperatura
(70/90/110°C), el tiempo (5/10/15 min) y la concentracion de NaOH
(0,5/1/1,5 M). La variable respuesta seleccionada fue el rendimiento de
extraccion de proteina.
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El diseno se compuso de 16 experiencias en las que se incluyeron un punto y
dos réplicas en el centro del dominio seleccionado para cada factor en estudio
y seis puntos estrella, dos para cada factor.

Los experimentos realizados se indican en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4: Diseno de experimentos del kale.

Run Temperatura (°C) Tiempo (min) Conc NaOH (M)
RUN °C min M

1 90 10 1

2 90 10 1

3 123,636 10 1

4 56,3641 10 1

5 110 5 0,5

6 70 5 1,5

7 90 10 1,8409

8 90 18,409 1

9 110 15 1,5

10 70 5 0,5

11 90 1,59104 1

12 70 15 0,5

13 110 15 0,5

14 70 15 1,5

15 110 5 1,5

16 90 10 0,159104

4.1.4 Determinacion de la proteina mediante NKT

Una vez que se saca el solido de la estufa se va a realizar con él la
determinacion de la proteina por el método del NKT.

Pesamos unos 0,20 gramos aproximadamente del sélido molido y los
introducimos en un tubo de digestion al que se le anade un plato poroso, 6
mililitros de acido sulfarico concentrado al 98%, y una pastilla de catalizador.
Realizamos el proceso dos veces para cada experiencia.
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Tras esto, se colocan los tubos en el bloque de digestion, el colector de humos
y se conecta la trompa de vacio abriendo el agua de refrigeracion, se produce
una digestion de esos tubos durante tres horas programando una rampa de
temperaturasy en el Gltimo paso se programa a 370°C durante 60 minutos. Se
deja enfriar y se pasa a la destilacion mediante NKT. Se siguen las
instrucciones del equipo de destilacion. En las figuras 4.10 y 4.11 se muestra
el equipo de digestion y destilacion.

Figura 4.10: Equipo de digestion utilizado en
el laboratorio

DAY e A PP
S F N B T

Figura 4.11: Equipo de destilacion.

Tras seguir este procedimiento, con el liquido introducido en un Erlenmeyer se
procede a la valoracion.

Se van echando pequenas proporciones de acido sulflirico a 0,05 M, el liquido
gue en un principio esta de un color verde se convertira, tras pasar por distintas
gamas de colores, al color morado brillante deseado y se tienen en cuenta el
volumen de acido sulfurico introducido para el tratamiento posterior de los
datos.

En las Figuras 4.12 y 4.13 se muestran los colores inicial y final de la
valorizacion.
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Figura 4.12: Valorizacion color inicial: Verde Figura 4.13: Valorizacion color final: Morado

Determinacion del rendimiento de extraccion: Tras la realizacion del proceso,
se va a calcular la concentracion de nitrégeno Kjelhdal expresada en
miligramos, para ello se utiliza la formula:

(N+V)14000
Vm

[Ecuacion 4.1] mgN/L =
N: normalidad de sulfurico utilizado en la valoracion.

V: volumen en ml de sulfdrico consumido en la valoracion.
V,,: volumen en ml de muestra que se ha digerido.

El resultado se puede expresar en miligramos de nitrogeno por gramos de
muestra y %N.

[Ecuacion 4.2] mgN/Kg = (N*V)14000
[Ecuacion 4.3] N = L1
10g
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Se determinara el contenido de proteina del residuo original y del sélido
agotado tras el proceso de extraccion. De esta forma el rendimiento de
extraccion se podra calcular como:

% proteina materia prima—%proteina experimento

[Ecuacion 4.4] Rendimiento = * 100

% proteina materia prima

4.2 Resultados y discusion

4.2.1 Resultados preliminares

Inicialmente, antes de realizar el diseno de experimentos, y con el fin de
establecer el intervalo de las variables de operacion a incluir en el DOE, se han
realizado unas pruebas preliminares (8 concretamente) de extraccion de la
proteina del kale utilizando como solvente el hidréxido de sodio.

Estas experiencias se realizaron Unicamente para el residuo de kale, ya que
para el residuo de café el equipo de investigacion ya contaba con esta
informacion preliminar. Se realizaron un total de 8 experiencias trabajando con
dos temperaturas (70 y 110°C), tiempos de 5 y 15 min, y concentraciones de
NaOH de 0,5y 1,5 M. En la siguiente tabla, se pueden observar las condiciones
de operacion seleccionadas junto con el porcentaje de recuperacion
gravimétrica y el pH obtenidos.

Tabla 4.5: Pruebas de kale con NaOH donde se conoce el RTG y el pH

Condiciones de pretratamiento
Pruebas T2 (°C) T (min) NaOH (M) RTG (%) pH
1 70 5 0,5 40,2 13,1
2 70 15 0,5 52,1 13,5
3 70 5 15 49,0 14,1
4 70 15 1,5 49,5 14,2
5 110 5 0,5 314 13,1
6 110 15 0,5 22,0 13,0
7 110 5 1,5 29,4 14,2
8 110 15 1,5 19,5 14,1
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De estas pruebas previas se puede concluir que la recuperacion total
gravimétrica es mayor cuando se emplean condiciones de pretratamiento mas
suaves de temperatura y concentracion, siendo el maximo de RTG el
correspondiente a la experiencia 2 (70°C, 15 miny 0,5 M).

En lo que respecta al pH, todas las experiencias presentas valores
comprendidos entre 13 y 14, lo que corresponde a extractos de caracter muy
basico debido al intervalo de concentraciones de solvente seleccionadas.

Tabla 4.6: Pruebas de kale con NaOH donde se conoce el rendimiento de extraccion

. Rendimiento
pruea | MeN/Keg | meN/Kg %N Proteina | - o traccion
pret mat prim (%) %)
1 13,6 5,5 0,55 341 80.4
2 13,2 6,9 0,69 4,30 75.3
3 6,8 3,3 0,33 2,09 88,0
4 8,0 4,0 0,40 2,49 85,7
5 7,4 2,3 0,23 1,45 91,7
6 6,6 1,5 0,15 0,91 94,8
7 5,0 1,5 0,15 0,92 94,7
8 49 0,9 0,09 0,59 96,6
Khale
Lotel
(materia - 27871,22 2,79 17,42
prima sin B
pretratar)

En la Tabla 4.6 se presentan los valores de concentracion de proteina (medida
con nitrégeno) en la materia prima original y en los diferentes extractos, asi
como el valor del rendimiento de extraccion. A la vista de estos resultados se
comprueba que los mayores rendimientos de extraccion de proteina se dan a
mayores temperaturas. Por otro lado, tiempos mas largos y una mayor
concentracion de NaOH también hace que el rendimiento de extraccion sea
mayor, pero en menor medida. La temperatura es el factor mas influyente,
seguido de la concentracion de NaOH, mientras que el tiempo perece tener
poco efecto en el rendimiento de extraccion.
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La prueba con mayor rendimiento es la prueba 8, correspondiente a los valores
mas altos en todas las variables (110°C, 15 min, 1,5 M de NaOH), con un
rendimiento del 96,6%. Estos resultados son légicos ya que cuanto mas
drasticas son las condiciones de extraccion mas se favorece la solubilidad de
la proteina en el solvente debido a la modificacion de la estructura del sélido a
extraer (acceso mas sencillo del solvente al soluto al extraer) a la mejora de la
transferencia de materia al aumentar la temperatura.
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4.2.2 Resultados DOE

En este trabajo se han realizado en el laboratorio dos disenos de experimentos
de extraccion de proteina, uno del grano de café agotado y otro del kale
utilizando como solvente, en ambos casos, el hidroxido de sodio.

Escenario 1: Extraccion de proteina del gano de café agotado

En primer lugar, se realizd el DOE del grano de café agotado con 18
experiencias. En la siguiente tabla se pueden observar las condiciones a las
que se realizd cada experiencia, y el RTG (recuperacion total gravimétrica) y el
pH obtenidos.

Tabla 4.7: DOE del grano de café agotado con NaOH donde se conoce el RTG y el pH

RUN T2 (°C) t (min) NaOH (M) RTG (%) pH preH
1 90 10 1,31 80,3 13,5
2 70 15 1 89,3 13,4
3 90 18.41 0,55 74,5 13,4
4 110 15 0,1 77,7 10,4
5 124 10 0,55 58,2 13,0
6 90 10 0 92,9 4,7
7 110 15 1 64,4 13,5
8 70 15 0,1 85,3 12,5
9 90 10 0,55 75,0 13,4
10 70 5 0,1 80,4 12,8
11 110 5 0,1 79,0 10,9
12 70 5 1 83,6 13,5
13 110 5 1 66,4 13,5
14 56 10 0,55 85,4 13,5
15 90 10 0,55 78,1 13,5
16 90 1.59 0,55 83,0 13,5
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Podemos ver que el mayor porcentaje de RTG corresponde a la experiencia 6
donde la temperatura es de 90°C, el tiempo de mantenimiento es de 10
minutos y la concentracion de NaOH es de cero. De estos experimentos se
puede observar que cuando la temperatura es menor el valor de RTG es mayor,
generalmente a menor concentracion de NaOH el valor de RTG es mayor. Esta
tendencia corrobora el hecho de que se consiguen RTG mayores (80-90%)
cuando las condiciones de pretratamiento son mas suaves (con solvente agua
y temperaturas 70-90°C, siendo las RTG mas bajass cuando se emplean los
valores mas altos de concentracion y temperatura.

El pH de los experimentos suele estar entre 12 y 13 (caracter basico), salvo en
los casos en los que la concentracion de NaOH es muy baja, a 0,1M el pH es
alrededor de 10 y cuando se trabaja con agua el pH es de 4 (caracter acido).

Tabla 4.8: DOE del grano del café agotado con NaOH donde se conoce el RTG y el pH

RUN | gN/Kgpret | & N/p ’;*‘fn mat | %N P"ZE/‘:; na R::t(rj%?cl:?:r:o
(%)
1 12,3 9,9 0,99 6,17 48,86
2 15,3 13,7 1,37 8,53 29,30
3 16,4 12,2 1,02 7,63 36,83
4 17,7 13,8 1,38 8,60 28,77
5 16,1 9.4 0,94 5,86 51,45
6 188 17,5 1,75 10,91 9,63
7 11,9 7.7 0,77 4,79 60,28
8 18,8 16,0 1,60 10,02 16,96
9 16,5 12,3 1,03 7,72 36,08
10 19,2 15.4 1,54 9,65 20,09
11 181 143 1,43 8,92 26,14
12 16,2 13,6 1,36 8,49 29,67
13 13,8 9.1 0,91 5,72 52,65
14 171 14.6 1,46 9,14 24,28
15 17,7 138 1,38 8,62 28,59
16 16,7 13,8 1,38 8,65 28,32
Res café
é’r‘:‘;gegi i 15,5 1,93 12,07 i
tratar)
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De la Tabla 4.8 podemos ver que el mayor rendimiento (60,28%) ocurre en la
experiencia 7 con una temperatura de 110°C, tiempo de mantenimiento de 15
minutos y una concentracion de NaOH de 1My el menor rendimiento (9,63%)
ocurre en la experiencia 6 donde la temperatura es de 90°C, el tiempo de
mantenimiento es de 10 minutos y se emplea agua como solvente.

De forma general, se puede ver que el rendimiento de extraccion mejora de
forma significativa con el aumento de la temperatura y la concentracion de
NaOH empleada, si bien el tiempo no parece ser un factor muy influyente.

En la figura 4.14 se puede ver la grafica de superficie de respuesta
(temperatura vs tiempo).

Figura 4.14: Superficie de respuesta Temperatura vs tiempo del escenario 1.
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En la Tabla 4.14 se observa que la superficie de respuesta se ajusta a una
ecuacion polindmica de segundo orden y se observa que la respuesta mejora
seglin va aumentando la temperatura y el tiempo, siendo la temperatura el
factor mas influyente.

La ecuacion de ajuste es: Rendimiento = 32,36 + 17,21 -T+ 3,09 -t +
21,37-¢+3,77-T2+ 3,44 T-t+9,03-T-c+0,03-t2+ 1,94 -t-c-2,33-c2

Escenario 2: Extraccion de proteina del residuo de kale

Por ultimo, se realizd un DOE del kale con NaOH como disolvente con 18
experiencias. En la siguiente tabla se pueden observar las condiciones a las
que se realizd cada experiencia, y el RTG (recuperacion total gravimétrica) y el
pH obtenidos.
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RUN T2 (°C) t (min) NaOH (M) RTG (%) pH preH
1 90 10 1 40,7 13,9
2 90 10 1 48,4 13,8
3 124 10 1 29,6 13,7
4 56 10 1 54,3 14,1
5 110 0.5 42,2 13,4
6 70 1.5 54,0 14,1
7 90 10 1.84 45,0 14,1
8 90 18.41 1 41,9 13,8
9 110 15 1.5 31,77 14,1
10 70 5 0.5 51,96 13,7
11 90 1.59 1 42,75 13,8
12 70 15 0.5 56,54 13,6
13 110 15 0.5 36,74 13,3
14 70 15 1.5 45,90 14,1
15 110 5 1.5 26,00 14,0
16 90 10 0.16 53,86 11,3

El mayor porcentaje de RTG (56,54%) ocurre en el experimento 12 donde la
temperatura es de 70°C, el tiempo de mantenimiento es de 15 minutos y la
concentracion de NaOH es de 0,5 M. De estos experimentos se puede observar
gue cuando la temperatura es menor el valor de RTG es mayor, generalmente
a menor concentracion de NaOH el valor de RTG es mayor. Esta tendencia
corrobora el hecho de que se consiguen unos valores de RTG mayores (50-55%)
cuando las condiciones de pretratamiento son mas suaves (concentracion de
0,16 M de NaOH y temperaturas (70-90°C), siendo las RTG mas bajas cuando

se emplean los valores mas altos de concentracion y temperatura.

El pH se encuentra entre 11 y 14 (caracter basico) salvo en los casos en los
que la concentracion de NaOH es muy baja, a 0,26 M el pH es alrededor de 11.
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Tabla 4.10: DOE del kale con NaOH donde se conoce el RTGy el pH

. Rendimiento
RUN g N/Kg pret eN/ K.g mat % N Pr°§e'”a extraccion
prim (%) N
(%)
1 4.7 1,9 0,19 1,19 92,40
2 6,0 2,9 0,29 1,80 88,51
3 5,0 1,5 0,15 0,93 94,07
4 10,3 5,6 0,56 3,49 77,76
5 9,6 4,1 0,41 2,53 83,87
6 7,9 4,3 0,43 2,68 82,95
7 4,6 2,1 0,21 1,29 91,78
8 4,5 1,9 0,19 1,18 92,46
9 4.7 1,5 0,15 0,94 94,02
10 12,8 6,6 0,66 4,14 73,62
11 6,9 2,9 0,29 1,83 88,34
12 13,1 7,4 0,74 4,62 70,61
13 8,2 3,0 0,30 1,89 87,94
14 6,3 2,9 0,29 1,80 88,52
15 4,4 1,1 0,11 0,72 95,44
16 14,3 7,7 0,77 4,80 69,44
Khale

(materia

prima sin - 25130,84 2,51 15,71

pretratar, -

lote 2)

En la Tabla 8 se puede observar que el mayor rendimiento (95,44%) se da en
la experiencia 15 donde la temperatura es de 110°C, el tiempo de
mantenimiento es de 5 minutos y la concentracion de NaOH es de 1,5M. El
menor rendimiento (70,61%) se da en la experiencia 12 donde la temperatura
es de 70°C, el tiempo de mantenimiento es de 15 minutos y la concentracion
de NaOH es de 0,5 M.

Cuando la temperatura es mayor el rendimiento es mas alto, y por otro lado,
cuando la concentracion de NaOH es mayor el rendimiento es mayor, con lo
cual se corrobora la tendencia obtenida en las experiencias preliminares, en
condiciones de operacion mas severas de temperatura y concentracion de
solvente, el rendimiento de extraccion de proteina del kale es mayor.
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En la figura 4.15 se muestra la grafica de superficie de respuesta (temperatura
vs tiempo).

Figura 4.15: Superficie de respuesta Temperatura vs tiempo del escenario 2.
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En la Tabla 4.15 se observa que la superficie de respuesta se ajusta a una
ecuacion polindmica de segundo orden y se observa que la respuesta mejora
seglin va aumentando la temperatura y el tiempo, siendo la temperatura el
factor mas influyente. En este caso se observa que la deseabilidad de
respuesta es mayor que en el caso del kale, con lo que el estudio se encuentra
mejor realizado. (el rendimiento de proteina es mayor).

La ecuacion de ajuste es: Rendimiento = 90,53 + 10,70-T+ 1,78 -t +
12,08 -¢c - 3,65-T2+ 0,023 T-t-2,40-T-¢c - 0,38-t2+ 0,77 -t-c- 7,30 - c2.

Comparando los resultados obtenidos del grano de café agotado y del kale, se
puede observar que el rendimiento de proteina en el kale (el mayor es del 98%),
es siempre mayor que el rendimiento del grano de café agotado (el mayor es
del 69%), y esto tiene sentido, ya que como se ha explicado anteriormente hay
mucho mayor contenido de proteina en el kale que en el grano de café agotado.
Los pH son mas o menos los mismo en los dos casos.

En ambos casos, también ocurre que a mayor temperatura y concentracion de
NaOH el rendimiento es mayor.

4.2.3 Optimo y confirmacién del 6ptimo

En este apartado, se muestra el experimento 6ptimo de extraccion de proteina,
primero del grano de café agotado (escenario 1) y luego del kale (escenario 2),
viendo el rendimiento, también se repitid el 6ptimo en el laboratorio
(experimento confirmado) y se calcul6 su rendimiento.
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En la Tabla 4.11 se pueden ver las condiciones del optimo y del 6ptimo
confirmado del grano de café agotado junto con su rendimiento de extraccion.

Tabla 4.11: Escenario 1: Condiciones de operacion éptimas para el grano de café agotado

. Rendimiento
RUN T2 (°C) t (min) NaOH (M) Extraccion (%)
17 OPT 113 3.33 1.30 61,2
17 OPT
CONFIRMADO 113 3,33 1,30 61,0

Como hemos visto en la Tabla 4.11, el 6ptimo se realiza a 113°C, 3,33 minutos
de tiempo de mantenimiento y concentracion de NaOH de 1,30M, el porcentaje
de RTG (recuperacion total gravimétrica) es de un 58,4% y el pH es de 13,4,
con lo cual tiene un caracter basico.

El rendimiento del 6ptimo seglin el programa con el que se ha realizado el DOE
es de 61,2%, al realizar el 6ptimo en el laboratorio, el rendimiento calculado es
de 61%, con lo cual el error es de un 0,33% por lo que se puede determinar
que el 6ptimo esta bien realizado ya que el error es muy bajo.

Tras la realizacion del 6ptimo se realizaron las experiencias 18 y 19 que se
muestran en la Tabla 4.12, con la finalidad de analizar el efecto de un aumento
de la concentracion de NaOH en las condiciones 6ptimas.

Tabla 4.12: Condiciones de operacion y rendimiento de las experiencias 17, 18 y 19 del
escenario 1 (grano de café agotado).

RUN T2 (°C) t (min) NaOH (M) eif;‘li;‘gﬁ”(ﬁz)
17 113 3,33 1,30 61,2
18 113 3,33 1,60 55,5
19 113 3,33 2 69,8

En la Tabla 4.12 se muestra que tanto la temperatura (113°C) y el tiempo de
extraccion (3,33 min) utilizados son los del 6ptimo y se ha aumentado la
concentracion de NaOH. Se observa que el rendimiento de extraccion de la
proteina aumenta cuando la concentracion es mayor, y las experiencias 18 y
19 son las que mayor rendimiento tienen, debido, tanto a las altas
concentraciones como a las altas temperaturas de ambas experiencias. La
experiencia 19 tiene un rendimiento mayor que la del 6ptimo ya que su
concentracion de NaOH es bastante mas alto (2 M).
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Escenario 2: Optimo del residuo de kale

En la Tabla 4.13 se pueden ver las condiciones del optimo y del 6ptimo
confirmado del kale junto con su rendimiento de extraccion.

Tabla 4.13: Escenario 2: Condiciones de operacion 6ptimas para el kale.

a /o . Rendimiento
RUN T2 (°C) t (min) NaOH (M) extraccion (%)
17 OPT 109 14,93 1.29 96,55
17 OPT
CONFIRMADO 109 14,93 1,29 95,97

Como hemos visto en la Tabla 4.13, el 6ptimo se realiza a 109°C, 14,93
minutos de tiempo de mantenimiento y concentracion de NaOH de 1,29M, el
porcentaje de RTG (recuperacion total gravimétrica) es de un 22,81% y el pH
es de 13,48, con lo cual tiene un caracter basico.

El rendimiento del 6ptimo seglin el programa con el que se ha realizado el DOE
es de 96,6%, al realizar el 6ptimo en el laboratorio, el rendimiento calculado es
de 96,0%, con lo cual el error es de un 0,62%, por lo que se puede determinar
que el 6ptimo esta bien realizado ya que el error es muy bajo.

Tras la realizacion del 6ptimo se realizaron las experiencias 18 y 19 que se
muestran en la Tabla 4.14.

Tabla 4.14: Escenario 2: Condiciones de operacion y rendimientos de las experiencias 17, 18
y 19 del escenario 2 (kale).

RUN T2 (°C) t (min) NaOH (M) eif;‘li;‘gﬁ”(ﬁz)
17 109 14,93 1,29 96,55
18 109 14,93 1.6 98,1
19 109 14,93 2 96,9

En la Tabla 4.14 se muestra que tanto la temperatura (109°C) y el tiempo de
mantenimiento (14,93 min) utilizados son los del 6ptimo y se ha aumentado la
concentracion de NaOH. Se observa que el rendimiento de extraccion de la
proteina aumenta cuando la concentracion es menor, y estas dos experiencias
son las que mayor rendimiento tienen, debido, tanto a las altas
concentraciones como a las altas temperaturas de ambas experiencias. Los
rendimiento en ambas son mayores que en el Optimo al tener mayor
concentracion y en este caso el mayor rendimiento mayor lo tiene la experiencia
18 con lo que la concentracion de NaOH mas adecuada es la de 1,6 M.
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Comparacién escenarios 1y 2

Por dltimo, comparando los 6ptimos del grano de café agotado (113°C, 3,3
minutos, 1,3 M) y del kale (109°C, 15 minutos, 1,3 M) podemos observar que
las temperaturas son muy cercanas y las concentraciones practicamente
iguales mientras que el tiempo de mantenimiento es mayor en el caso del kale.
Los valores de pH son similares y el porcentaje de RTG es algo mayor en el caso
del grano del café agotado.

El rendimiento es mucho mas alto en el caso del kale, lo que es l6gico al ser el
kale un residuo con mayor contenido proteico que el grano de café agotado
(mayor gradiente de concentracion o fuerza impulsora en el proceso de
extraccion).

Por otro lado, el kale tiene un contenido mas bajo de lignina, lo que facilita el
acceso de solvente al soluto de interés (en este caso la proteina).

Comparacién con algunos trabajos bibliograficos

En el caso del grano de café agotado, al tener cierta informacion previa de él
se han comparado los resultados realizados con algunos trabajos
bibliograficos.

Un ejemplo es una extraccion acida para extraer la proteina del grano de café
agotado, como solventes se utilizan el HCl a 0,1 M y el NaCl a 0,1 M, la
temperatura de operacion es a 4°Cy el proceso se realiza en 12 horas, en este
caso el rendimiento de proteina fue de entre el 51% y el 63,8%, con lo que los
resultados concuerdan con los de este trabajo, ya que el rendimiento de
proteina del 6ptimo en el caso del grano de café agotado es del 60%. [48]

Por ultimo, se ha encontrado un ejemplo de extraccion por microondas de la
proteina contenida en el salvado de arroz en el que el contenido de proteina es
del 44% aproximadamente, se puede observar que es un buen método de
extraccion, pero que el contenido proteico del salvado de arroz es menor que
el del grano de café agotado y, por supuesto, que el del kale. [42]
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5. ESTUDIO DE PREVIABILIDAD TECNICA Y ECONOMICA

En este capitulo se va a determinar la viabilidad técnica y econémica de el
proceso experimental de extraccion de proteina del grano de café agotado
(escenario 1) y del kale (escenario 2) realizado en el laboratorio.

Primero se estudiara el diagrama del proceso y el dimensionado de los equipos
y por ultimo, se realizara un estudio econdmico basico junto con un analisis de
sensibilidad para conocer la viabilidad econémica del proceso a escala de
laboratorio.

5.1 Balance de masa y diagrama de flujo
5.1.1 Base de calculo

Escenario 1: Grano de café agotado

Como base de calculo para el balance de materia se ha tomado la capacidad
de tratamiento del microondas en la operacién en discontinuo (5 g decafé seco
por tubo y carga). Sabiendo que en cada carga se emplean 16 tubos y
estableciendo un tiempo de operacion diario de la planta de 16 h/d se puede
estimar el nimero de cargas diarias (10 cargas/d). De este modo es posible
determinar la capacidad de tratamiento de la planta laboratorio, estableciendo
en 50 g de grano de café seco/h. La humedad del grano de café determinada
experimentalmente es 0,51% y el contenido en proteina (base seca) 12,1%.

Escenario 2: Kale

De igual forma, para el residuo de kale, la capacidad de tratamiento de la planta
laboratorio es de 50 g kale seco/h. La humedad de residuo de kale es del 4,6%
y el contenido en proteina (base seca) 15,5%.

5.1.2 Condiciones de operacion: Extraccion y separacion

Escenario 1: Grano de café agotado

Las condiciones de operacion Optimas para la extraccion de proteina a partir
del grano de café agotado obtenidas a partir del diseno de experimentos
fueron:

Las condiciones de operacion de la extraccion, en este caso, son:
Temperatura: 113°C

Tiempo de extraccion: 3,33 minutos

Concentracion de NaOH: 1,30 M

Relacion S/L=10% masa/volumen

Rendimiento de extraccion de proteina: 61%
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Para la separacion de la mezcla S/L se emplea una centrifuga con un
rendimiento de separacion del sélido del 80% y del liquido recuperado del 70%
(datos bibliograficos).

Escenario 2: Kale

Las condiciones de operacion optimas para la extraccion, obtenidas de igual
forma a partir del diseno de experimentos fueron:

Temperatura: 109°C

Tiempo de extraccion: 14,93 minutos

Concentracion de NaOH: 1,29 M

Relacion S/L= 10% masa/volumen

Rendimiento de extraccion proteina 96%

Las condiciones establecidas para la etapa de separacion por centrifugacion
fueron las mismas que para el residuo de grano de café agotado.

5.1.3 Diagrama de flujo y tablas de corriente

En la Figura 5.1 podemos ver el diagrama de flujo del proceso que es idéntico
tanto en el caso del grano de café agotado (escenario 1) como en el caso del
kale (escenario 2).

Figura 5.1 Diagrama de flujo del proceso de extraccion de la proteina tanto del escenario 1
como del escenario 2.
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Como podemos ver en la Figura 5.1, el diagrama de flujo esta compuesto por
un tanque de preparacion de NaOH en el que entran las corrientes de agua y
NaOH (corrientes 2 y 3), en la proporcion adecuada para garantizar la
extraccion de solvente necesaria, un reactor de microondas para la extraccion
de la proteina presente en la materia prima (grano de café o residuo de kale
(corriente 1) y una centrifuga para la separacion del extracto liquido
enriquecido en proteina (corriente &) del residuo sélido agotado (corriente 7)
procedentes de la etapa de extraccion.

Escenario 1: Grano de café agotado
La Tabla 5.1 muestra la tabla de corrientes del Escenario 1 (grano de café
agotado).

Tabla 5.1: Tabla de corrientes del Escenario 1: grano de café agotado

N° 1 2 3 4 5 6 7
Corriente
Grano 50,26 0 0 0 0 0 0
himedo
(g/h)
Grano 50 0 0 0 0 0 0
seco (g/h)
Sélido 0 0 0 0 50 10 40
agotado
(g/h)
NaOH sol 0 26 0 0 0 0 0
(g/h)
Agua (g/h) 0,26 0 499,7 0
NaOH 1,3 0 0 0 499,7
M (g/h)
Liquido 0 0 0 0 500 350 150
rico en
proteina
(g/h)
Proteina 6,04 0 0 0 3,68 3,68 2,35
(g/h)
Total (g/h) | 50,26 26 499,7 499,7 550 360 190
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Escenario 2: Kale
La Tabla 5.2 muestra la tabla de corrientes del Escenario 2 (kale)

Tabla 5.2: Tabla de corrientes del Escenario 2: kale

N° 1 2 3 4 5 6 7
Corriente
Grano 52,42 0 0 0 0 0 0
himedo
(g/h)
Grano 50 0 0 0 0 0 0
seco (g/h)
Sélido 0 0 0 0 50 10 40
agotado
(g/h)
NaOH sol 0 26 0 0 0 0 0
(g/h)
Agua (g/h) 2,42 0 497,6 497,6 497,6
NaOH 1,3 0 0 0 497,6 0
M (g/h)
Liquido 0 0 0 0 500 350 150
rico en
proteia
Proteina 7,85 0 0 0 7,54 7,54 0,31
(g/h)
Total (g/h) | 52,42 26 497,6 497,6 550 360 190

5.2 Dimensionado de los equipos y seleccion

Este apartado de dimensionado y seleccion de equipos es similar para ambos
escenarios, tanto para el grano de café agotado (escenario 1) como para el kale
(escenario 2). En la Tabla 5.3 podemos ver el dimensionado del tanque de
preparacion de NaOH.

Tabla 5.3: Dimensionado tanque de preparacion de NaOH
Tanque preparaciéon NaOH

Tipo de equipo Dimensionado
Tiempo de residencia (min) 15

Volumen (cm3) 150

D (cm) 4,7

H (cm) 8,5

Potencia agitacion (W) 180
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Se ha seleccionado el tiempo de residencia (15 minutos) y con ello se ha
calculado el volumen. Se ha supuesto un sobredimensionado del 20%, se ha
establecido una relacion H/D=1,8. Para conocer la potencia de agitacion,
primero se elige el tipo de agitador con la grafica viscosidad vs volumen. (ver
anexos)

Se establece la densidad y la viscosidad y junto con el diametro interno se
calcula el Reynolds, con este y utilizando la grafica nimero de potencia vs
Reynolds, (ver anexos) se calcula la potencia total.

Se divide la potencia total entre el nUmero de agitadores y se obtiene la
potencia individual, esta se divide entre el volumen del reactor y se obtiene la
Pe, al conocer que este nimero tiene g ser de mas o menos 0,2, debido a tener
una viscosidad cercana al agua y tener sélidos suspendidos, se calcula la
potencia total necesaria (180 W).

En la Tabla 5.4 se puede ver el dimensionado del reactor de microondas para
la extraccion. Se ha necesitado la ayuda de fuentes bibliograficas. (ver anexos)

Tabla 5.4: Dimensionado reactor de microondas

Reactor Microondas

Tipo de equipo Comercial (labotron XEN)
Tiempo de residencia (min) 7

Volumen reactor (cms3) 68

Volumen equipo (cm3) 110

Potencia (W) 2000

Por ultimo, en la Tabla 5.5 se puede ver el dimensionado de la centrifuga para
la separacion.

Tabla 5.5: Dimensionado centrifuga

Centrifuga

Tipo de equipo Sorvall cc40nx centrifuge
Volumen equipo (L) 3,2

Diametro interno (mm) 66

Longitud (mm) 761

w maxima (rpm) 40000

Como se observa en la Tabla 5.5 se ha fijado el flujo a tratar y la separacion,
que en este caso es solido/liquido y en base a ello se ha elegido una centrifuga
comercial (Sorvall cc40nx centrifuge) (ver anexos).
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5.3 Estudio de viabilidad econdmica

5.3.1 Coste de materia prima

Escenario 1: Grano de café agotado
En la tabla 5.6 se muestra el coste de la materia prima en el escenario 1.

Tabla 5.6: Coste de la materia prima en el escenario 1 (grano de café agotado)

Materia Prima Precio (€) Flujo Precio total
(€/ano)

Grano de café 0,10 €/kg 0,050 kg/h 40,2

NaOH puro 0,50 €/kg 0,026 kg/h 104,0

Agua 1,35€/m3 0,500 L/h 5,4

Coste total 149,6

Para el calculo del coste total se han supuesto 8000 h/ano (2 turnos de horas
con 2 trabajadores).

Escenario 2: Kale
En la tabla 5.7 se muestra el coste de la materia prima en el escenario 2.

Tabla 5.7: Coste de la materia prima en el escenario 2 (kale)

Materia Prima Precio (€) Flujo Precio total
(€/ano)

Grano de café 0,10 €/kg 0,052 kg/h 41,9

NaOH puro 0,50 €/kg 0,026 kg/h 104,0

Agua 1,35€/m3 0,498 L/h 5,4

Coste total 151,3

Para el calculo del coste total se han supuesto 8000 h/ano (2 turnos de horas
con 2 trabajadores).

5.3.2 Coste total de inversion

El Coste Total de Inversion se va a calcular a través del método de los factores
de Lang. Es un método factorial que permite calcular el coste total de inversion
en plantas quimicas a partir del coste de los equipos del proceso. Mediante el
software Capcost se estiman los precios de los equipos Ck.

El calculo del Coste Fijo (CF) es el producto del Ce multiplicado por un factor de
Lang f. cuyo valor es de 3,1.
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Para obtener los parametros de coste mas importantes como son el Capital Fijo
(CF), el Coste Fisico Total de la Planta (CFTP) y el Coste Total de Inversion (CTI)
se necesita conocer el Coste Total de Equipos. Este es el sumatorio de los

precios de los equipos.

Los valores de los CFTP, CFy CTl dependen de los factores de Lang f ya
mencionados y estos varian en funcion del tipo de materia prima y se calculan

de la siguiente manera:

[Ecuacion 5.1]

[Ecuacion 5.2]

[Ecuacion 5.3]

Los factores de Lang para materias sélidas se muestran en la Tabla 5.8

5.8: Valores de factores de Lang para CFTP, CF y CTI.

CFTP = CTE - (1+ X9 f) = CTE - 2,80
CF =CFTP-(1+ Y2 f)=CFTP-1,35

CTI = CF - (1 + f,3) = CF - 1,05

Coste total de los equipos CTE 1

Montaje de equipos f1 0,50
Tuberia fa 0,20
Instrumentacion fa 0,10
Electricidad fa 0,10
Edificio y procesos fs 0,05
Servicios auxiliares fe 0,25
Almacenamiento f7 0,25
Desarrollo del sitio fs 0,05
Edificios auxiliares fo 0,30
Coste fisico total de la planta CFTP 2,80
Disefio e ingenieria fio 0,20
Cuota de contratista f11 0,05
Contingencias fi2 0,10
Capital fijo CF 1,35
Capital de trabjo fi3 0,05
Coste total de inversion CTI 1,05
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En primer lugar, se necesita conocer el coste total de los equipos, lo cual se
puede ver en la Tabla 5.9.

Tabla 5.9: Coste de los equipos en los escenarios 1y 2.

Escenario 1 (grano de café | Escenario 2 (kale)
agotado)

Instalaciones Precio total (€) Precio total (€)

R-101 13,5 13,4

Agitador tanque R-101 1406,1 1401,0

MW 101 35000,0 35000,0

Tanque pulmén 93,5 93,7

Centrifuga 7190,9 7190,9

Total 43704,0 43699,0

En la Tabla 5.9 se observa que el coste total es muy parecido en ambos casos,
aunque con un precio algo mayor en el caso del grano de café agotado.

Es necesario conocer el coste total fisico de la planta que se muestran en la
Tabla 5.10.

Tabla 5.10: Costes fisicos de la planta del Escenario 1y 2.

Escenario 1 (grano de café | Escenario 2 (kale)

agotado)
Costes Precio total (€) Precio total (€)
Montaje de equipos 19666,8 19664,5
Tuberia 19666,8 19664,5
Instrumentacion 6555,6 6554,8
Electricidad 4370,4 4369,9
Edificios y procesos 4370,4 4369,9
Servicios auxiliares 19666,8 19664,5
Almacenamiento 8740,8 8739,8
Desarrollo del sitio 2185,2 21849
Edificios auxiliares 8740,8 8739,8

Tras esto se obtienen el coste fisico total de la planta, el capital fijo, el capital
de trabajo y el coste total de inversion mostrados en la Tabla 11.
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Tabla 5.11: Coste fisico total de la planta, el capital fijo, el capital de trabajo y el coste total de
inversion en ambos escenarios (grano de café agotado y kale).

Escenario 1 (grano | Escenario 2 (kale)
de café agotado)
Costes Precio total (€) Precio total (€)
Coste fisico total de la planta 137667,5 137651,8
Capital fijo 192734,5 192712,5
Capital de trabajo 9636,7 9635,6
Coste total de inversion 202371,2 202348,2

En la Tabla 5.11 se observa que el coste total de inversion de ambos
escenarios es similar, aunque algo mayor en el caso del grano de café
agotado.

5.3.3 Costes de produccion

Para conocer los costes de produccion, es necesario conocer el coste de
produccion anual ya que;

coste anual produccion €

[Ecuacion 5.4] coste produccion = —
Coste produccion (€/kg)

Los costes anuales de produccion de los escenarios 1y 2 se pueden ver en la
Tabla 5.12.
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Tabla 5.12: Costes anuales de produccion en el escenario 1y 2.

Escenario 1 (grano de café | Escenario 2 (kale)

agotado)
Tipo de coste € €
Materias primas 149,6 151,3
Materiales 1927,3 1927,1
Utensilios 19666,8 19664,5
Costes variables 21743,7 21743,0
Mantenimiento 19273,5 19271,3
Mano de obra operativa 20000,0 20000,0
Costes de laboratorio 4000,0 4000,0
Supervision 4000,0 4000,0
Planificacion gastos | 10000,0 10000,0
generales
Gastos de capital 19273,5 19271,3
Seguro 1927,3 1927,1
Impuestos locales 3854,7 3854,3
Royalties 1927,3 1927,1
Costes fijos 84256,3 84251,0
Gastos de ventas 21200,0 21198,8
Gastos generales 21200,0 21198,8
Investigacion y desarrollo 21200,0 21198,8
Costes indirectos 63600,0 63596,4

Escenario 1: Grano de café agotado

De la suma de los costes indirectos, los costes fijos y los costes variables se
obtiene el coste de producciéon anual que es de 169600,0€, con ello y
conociendo el coste de produccion en €/kg (2880,0 €/kg), se obtiene el coste
de produccion que tiene un valor de 58,9 €/L.

Escenario 2: Kale

De la suma de los costes indirectos, los costes fijos y los costes variables se
obtiene el coste de producciéon anual que es de 169590,4€, con ello y
conociendo el coste de produccion en €/kg (2880,0 €/kg), se obtiene el coste
de produccion que tiene un valor de 58,9 €/L.
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5.3.4 VAN/TIR (tiempo retorno)

Escenario 1: Grano de café agotado

Se ha realizado un balance econémico (Ver anexos) en el que se incluye un
balance de costes, ingresos y flujos de caja que se utilizara para el calculo del
Vany del TIR y para realizar un analisis de sensibilidad.

Tras realizar el calculo de flujos de caja, se calculan los indicadores de
viabilidad del producto, estos son el Valor Actual Neto (VAN) y la Tasa Interna
de Retorno (TIR). Con el VAN se analizan los flujos de caja y la rentabilidad que
da el proyecto se mide en euros (€), con el TIR se asegura que la inversion sea
rentable desde el punto de vista econémico. Estos valores son:

VAN: -457,54 €
TIR: No es posible calcularlo
Precio de venta: 5€/100 mL

Debido a que el VAN tiene un valor negativo, realizar el proceso no es una
buena inversion, ademas el valor del TIR no es posible calcularlo con lo que
se puede asegurar que el proyecto no es rentable.

El precio minimo de venta deberia ser de 9,95€/100 mL (VAN=0€; TIR=0%)
Se han representado los flujos de caja acumulados en la Figura 5.2:

Figura 5.2: Flujos de caja acumulados del escenario 1 (grano de café agotado)
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Como se observa en la Figura 5.2, la representacion de los flujos de caja
acumulados indica que la inversion inicial no se recupera, esto se debe a que
el precio del producto (5€/100 mL) es menor que el precio minimo al que se
deberia vender el producto (9,95€/100 mL). Desde el punto de vista
econdmico, el proceso de recuperacion de proteina a partir de grano de café
agotado no es viable desde el punto de vista econémico, no hay suficientes
beneficios como para que sea rentable.

Escenario 2: Kale

Se ha realizado un balance econémico (Tabla 5.15) en el que se incluye un
balance de costes, ingresos y flujos de caja que se utilizara para el calculo del
Van y del TIR y para realizar un analisis de sensibilidad.

Tras realizar el calculo de flujos de caja, se calculan los indicadores de
viabilidad del producto, estos son el Valor Actual Neto (VAN) y la Tasa Interna
de Retorno (TIR). Con el VAN se analizan los flujos de caja y la rentabilidad que
da el proyecto se mide en euros (€), con el TIR se asegura que la inversion sea
rentable desde el punto de vista econdmico. Estos valores son:

VAN:-275,21 €
TIR: No es posible calcularlo
Precio de venta: 7€/100 mL

Debido a que el VAN tiene un valor negativo, realizar el proceso no es una
buena inversion, ademas el valor del TIR no es posible calcularlo con lo que
se puede asegurar que el proyecto no es rentable.

El precio minimo de venta deberia ser de 9,98€/100 mL (VAN=0€; TIR=0%)

Se han representado los flujos de caja acumulados en la Figura 5.3:
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Figura 5.3: Flujos de caja acumulados del escenario 2 (kale)
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Como se observa en la Figura 5.3, la representacion de los flujos de caja
acumulados indica que la inversion inicial no se recupera, esto se debe a que
el precio del producto (7€/100 mL) es menor que el precio minimo al que se
deberia vender el producto (10€/100 mL). Desde el punto de vista econémico,
la recuperacion de proteina a partir del residuo de kale no es viable, no hay
suficientes beneficios como para que sea rentable.

5.3.5 Analisis de sensibilidad

Escenario 1: Grano de café agotado

En la Figura 5.4 se muestra el analisis de sensibilidad realizado, en el que se
observa como afectaria una variacion del precio de venta del extracto rico en
proteina, y los precios de compra del grano de café agotado y del solvente
(NaOH). La variacion se estima desde un 80% menos del precio actual hasta
un 80% superior al precio actual.
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Figura 5.4: Analisis de sensibilidad escenario 1 (grano de café agotado)
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Analizando la grafica se determina que el precio del extracto de proteina es el
factor mas influyente, ya que hay grandes variaciones aumentando o
disminuyendo el precio, pese a ello en ningin caso el proyecto es
econdmicamente viable ya que el valor del VAN en todos los casos es negativo.
En cambio, la variacion del precio del NaOH, al igual que el precio del grano de
café agotado, no influyen de forma significativa en el VAN.

Escenario 2: Kale

En la Figura 5.5 se muestra el analisis de sensibilidad realizado, en el que se
observa como afectaria una variacion del precio de venta del extracto rico en
proteina y del precio de compra del residuo de kale y del solvente (NaOH). La
variacion se estima desde un 80% menos del precio actual hasta un 80%
superior al precio actual.
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Figura 5.5: Analisis de sensibilidad escenario 2 (kale)
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Analizando la grafica se determina que el precio del extracto de proteina es el
factor mas influyente, ya que hay grandes variaciones aumentando o
disminuyendo el precio, en el caso del aumento del precio del extracto de
proteina el VAN va a tener un valor positivo, por ejemplo, aumentando el precio
del extracto liquido de 60% o superior se incrementaria el VAN a 0,1-0,2 M€, lo
que garantizaria la viabilidad del proyecto, en el caso de la bajada de precio el
VAN va a tener un valor negativo.

En cambio, la variacion del precio del NaOH no influye de forma significativa en
el VAN.

Finalmente, tras este estudio de la viabilidad econdémica de los dos escenarios
de extraccion de proteina propuestos, se ha concluido que la extraccion de kale
podria llegar a ser rentable si el precio de venta del extracto liquido obtenido
se incrementase de forma significativa (60-80% sobre el precio de venta actual
establecido en 7 euros). Sin embargo, el proceso de extraccion de proteina del
grano de café agotado no es viable econémicamente. Para mejorar la
rentabilidad de la planta seria necesaria una valorizacion integral de ambos
residuos para obtener biocombustibles (butanol o etanol) u otros compuestos
de alto valor anadido.

En lo referido a la viabilidad técnica del proceso, ha quedado demostrado que
esta garantizada, ya que se basa en la aplicacion de procesos de extraccion
sencillos y conocidos, implementados a escala industrial, con buenos
rendimientos de extraccion y tiempos de operacion cortos. En este trabajo,
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empleando la tecnologia de extraccion asistida por microondas, empleando
NaOH como solvente, se han logrado rendimientos de extraccion de proteina s
elevados (61% para el grano de café agotado y 97% para el residuo de kale), con
concentraciones de proteina en los extractos liquidos de 10,5 g/L para el residuo de
café 21,5 g/L para el residuo de kale.
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6 CONCLUSIONES

En este trabajo se ha realizado un estudio experimental a escala de laboratorio
del proceso de extraccion de proteina del grano de café agotado y del residuo
de kale. El estudio se basa en la optimizacion de la etapa de extraccion de estas
dos materias primas empleando la tecnologia microondas y utilizando el NaOH
como solvente.

De acuerdo con los objetivos explicados anteriormente, se muestran a
continuacion las conclusiones del trabajo:

La selecciéon de alternativas ha permitido establecer como residuo
objeto de estudio un residuo alimentario (kale) y un residuo
agroindustrial (grano de café agotado), dos residuos con un contenido
en proteina importante (12% en el caso del GCAy 15,7% para el kale).
Como método de extraccion se ha seleccionado la tecnologia
microondas por los buenos rendimientos de extraccion y los tiempos
cortos de operacion. Como solvente se ha utilizado el NaOH, ya que la
bibliografia indica que las extracciones en medio basico proporcionan
mejores rendimientos de extraccion.

El trabajo experimental se ha centrado en la optimizacion del
rendimiento de extraccion de proteina utilizando una metodologia de
diseno de experimentos con el software Statgraphics Centurion XVIII. Se
han seleccionado 3 variables (T, tiempo y concentracion de NaOH) y 3
niveles (= 70/90/110°C; 5/10/15 minutos) y concentraciones de
0,1/0,55/1 M para el GCAy 0,5/1/1,5 M para el kale. Las condiciones
6ptimas de extraccion de proteina son similares para ambos residuos
(113°C, 3,3 minutos y 1,30 M para el GCAy 109°C, 15 minutosy 1,3 M
de NaOH para el kale). Sin embargo, el rendimiento de extraccion de
proteina 6ptimo es significativamente mayor para el kale (96,6 %) que
para el GCA (61,2%). El kale es un residuo con un mayor contenido inicial
de proteina y con un menor contenido en lignina lo que facilita la
extraccion de proteina.

La viabilidad técnica del proceso de extraccion de proteina propuesto,
basado en la tecnologia de extraccion asistida por microondas
empleando NaOH como solvente, esta garantizada. Se han conseguido
rendimientos de extraccion elevados operando con tiempos cortos y
condiciones suaves de operacion. Los extractos liquidos obtenidos en
condiciones 6ptimas presentan concentraciones de proteina adecuadas
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desde el punto de vista comercial (10,5 g/L para el residuo de café 21,5
g/L para el residuo de kale).

e El estudio de viabilidad econémica muestra que el proyecto a escala de
laboratorio no es viable econémicamente, sin embargo, una valorizacion
integral de ambos residuos, mediante la obtencion simultanea de
biocombustibles y otros bioproductos de interés, podria llegar a
rentabilizar la inversion.
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8 ANEXOS

ANEXO [: Hoja de especificaciones del equipo de microondas empleado
en el laboratorio:

Sistema de digestion de muestras por
microondas Anton Paar

Multiwave PRO

-\ MOIR) andifica, s.a.
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—

El Multiwave PRO, (digestor por microondas para digestiones dcidas), estd
disefiado para poder realizar diferentes aplicaciones en vaso cerrado, para
andlisis por FAAS, ICP-OES,CVGAAS, ETAAS etc..

El es el "master” de todos los Métodos de la Preparacion de Muestras y
puede soportar:

* Digestién dcida

* Lixiviado dcido

* Extraccién de solventes

* Combustién con Oxigeno asistido por microondas

* Digestién UV asistido por Microondas

* Hidrélisis de Proteinas

* Evaporacidn dcida

* Secado de muestras
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La sintesis, Extraccién y la preparacién de la muestra se pueden realizar con
el mismo dispositivo variando simplemente accesorios. Esto hace que
Multiwave PRO SOLV sea un reactor muy flexible, que puede usarse en
muchas Aplicaciones.

Para Sintesis y Extracciones se requiere de un sistema de agitacién para una
distribucién homogenea, incluso de mezclas bifdsicas. Esta agitacién produce
una reduccién de Tiempos del proceso

El equipo a suministrar es el Multiwave PRO SOLV 16HF100

Esta Formador por:

- Horno Bdsico con médulo SOLV y agitador magnético para disolventes
orgdnicos ,con sensor de IR de medida de temperatura y todos los
accesorios necesarios para la instalacién inicial y el funcionamiento del
sistema.

- Rotor 16 posiciones con 16 vasos HF100 SOLV de alta presion
(100ml,310°C, 115bares)

- Cabezal con sensor de control p/T-sensor

El Rotor de 16 posiciones tiene Control simultdneo de la temperatura
de IR en todos los vasos

Los vasos son de PTFE-TFM y tienen una camisa cerdmica.

- Puede trabajar a una temperatura maxima de 310°C y presién mdx
de hasta 115bares, puede trabajar simultaneamente a 20°Cy 40
bares simultaneamente hasta 9 horas

- MOS0 anaifica, s

-—yJ
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- Son del tipo herméticamente sellados con cierres autosellantes tipo
“labio" para su mdxima presién de operacion. Antes de la apertura de
los vasos, los vasos son despresurizados con una vdlvula de venteo y
se libera los gases residuales, a través de un puerto de escape de
una forma segura

* Sin evaporacién de dcidos, sin pérdida de analitos

* Cierre manual, sin llaves de cierre por torque u otras pesadas
herramientas para un cierre adecuado
Discos de ruptura metdlicos durables, no se necesita cambiarlos
después de cada test.

- Control de la energia de microondas con potencia regulable en
TODO el rango de_2000W

Sistema SIN PULSOS en todo el rango de energia, Unica forma de
controlar con precisién una reaccién. Una sofisticada electrénica hace
cualquier proceso quimico fdcil y seguro.

Con dos magnetrones para_un mejor control y distribucién de la
energia a lo largo de todo el rango de trabajo.

Rdpido y homogéneo calentamiento

* Condiciones extremas de reaccién fdcilmente alcanzables

* Reduce las reacciones espontdneas

* Incrementa la vida de servicio de los componentes de las
microondas

Real y exacto control de la Potencia segun la IEC 705 estdndar

-  Sistema de enfriamiento integrado
El sistema dirige el aire de refrigeracién a través del espacio entre los

vasos de reaccidn y su soporte, proporcionando el mejor y mds rdpido
sistema de enfriamiento. Sin gruesas paredes pldsticas que obstruyan

analtica, s.a
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la transferencia de calor. Sistema patentado que permite enfriar los

vasos dentro del horno sin necesidad de manejar vasos calientes o

moverlos a sistemas externos de enfriamiento.

- Bajo ruido

- Un rdpido enfriamiento mejora la eficiencia econémica de todos los
procesos.

- Manejo seguro, con vasos frios para sacarlos del horno.

- Reduccién de la fatiga de los materiales de las camisas de presién

- No se requieren bafios de a gua o refrigeradores enfriadores
externos

- Con Sistema “exhaust” para la evacuacion de humos y vapores con
flujo de 220 m* /h

-  Cavidad de espacio de horno en acero inoxidable,de acceso frontal.
Con un volumen de 66 litros. Cavidad iluminada, recubierta con
multicapas de fluoropolimeros para alta resistencia a la corrosién y fdcil
limpieza.

- Dimensiones (WxDxH): 600x720x760mm
- Dimensiones de la cavidad (WxDxH): 450x420x350mm
- Puerta de seguridad con cierre resellado automdtico magnético.

- Comprobacion e identificacion automdtica del tipo de Rotor- Tiene
un sensor “inteligente" que evita errores de programacién chequeando
el tipo de rotor que ha sido insertado dentro de la cavidad. El sistema
no puede arrancar sin los datos correctos del tipo de rotor

*Fija automdticamente los limites correspondientes de Presién y
Temperatura al tipo de vasos usados
*Sin riesgo de errores en el manejo

- Tiene una p/T-sensor para medir la Presién y temperatura interna en el
vaso de referencia para llevar el control durante el proceso y los datos
son transferidos por wireless. (sin cables)

MOS0 ondifica.sa
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- Para el correcto control de las operaciones de digestion el equipo
cuenta con un software:

- Que Controla digitalmente la temperatura y la presién, para el
enfriamiento de la cdmara de reaccién

- Contiene una Biblioteca de métodos probados incluyendo método
UNE, U.S, EPA,ISOy ASTM.

- Modifica en tiempo real los pardmetros de operacién durante
el test desde el PC o directamente desde el equipo.

- Facil chequeo y calibrado de potencia, temperatura IR
mediante protocolos incluidos en el software

- Calibracién guiada por el software.

Los métodos standard requieren sensores de temperatura precisos
y control de resultados. Multiwave PRO ofrece un automatizado,
controlado por el software, accesorio de calibracién para re
calibraciones de rutina de los sensores de temperatura del usuario.

*  Hasta 20 diferentes sensores (datos de calibracién) pueden
ser manejados automdticamente dentro de un instrumento
*  Los Datos de calibracién de un sensor pueden transferirse a

otros instrumentos
E]mossomm sa
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- No se requieren instalaciones de los sensores
Insertando los vasos dentro del rotor e introduciéndolo en el horno, la
presién y la temperatura estardn “conectados” con el sistemas.
Wireless( tienen un nimero de identificacién individual, que se
comprueba automdticamente)
- Ahorro de tiempo en el manejo

- Sin instalacién, limpieza o mantenimiento de los sensores
- Sin tendencia a la corrosion de los conectores eléctricos en la
cavidad del horno

- El Software genera informes de andlisis con los datos obtenidos y
transmite facilmente los datos como archives pdf, xls, txt, pgn a
cualquier dispositivo USB o directamente al PC

- Otras caracteristicas importantes del equipo:

ASPECTOS DE SEGURIDAD:

Para Anton Paar la seguridad del operador es una de las mds importantes
cuestiones.

Para evitar riesgos y hacer nuestro instrumento lo mds seguro posible el
Sistema Multiwave PRO estd equipado con un set de caracteristicas
especialmente disefiadas y muchas de ellas Unicas:

*  Instrumento individualmente comprobado y testado: todas las
funciones relevantes y prestaciones son rigurosamente comprobadas
antes de su despacho.

*  Procedimientos de manejo intrinsecamente seguros- La
construccion de los rotores y vasos no requieren manejo de los mismos
ni calientes, ni presurizados después del proceso.

*  Con 10 sistemas de seguridad de sobrepresion

m anaifica, .
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*  Médulo de seguridad-SOLV PRO. Obligatorio para aplicaciones

de sintesis y extraccién de microondas. Sélo puede utilizarse si se

presenta alguna posibilidad de acumulacién de mezclas de disolvente /

aire explosivas. (Disolventes orgdnicos)

*  Tapa de proteccion para todos los Rotores. Esto reduce la

posibilidad de que una rotura de la embarcacién pueda dafiar a los

usuarios. Incluso reducen el dafio a los otros vasos y la cavidad del

horno.

*  Lacavidad no sélo es resistente a la corrosidn, sino también

fortificada para soportar explosiones en el Interior con poca

deformacidn

*  Exacta Tecnologia de los sensores: Control real y fiable de

microondas basado en datos exactos de

los sensores de temperatura y presion.

* 4 conmutadores de enclavamiento a prueba de fallos, bloquea

la puerta de una forma activa: apaga la fuente de microondas

directamente sin ninguna intervencién del firmware o software.

La puerta se abrird en breve para reducir la presién interna acumulada,

pero inmediatamente se volverd a sellar por fuerza magnética. Durante

el funcionamiento de la puerta el mecanismo de apertura estd

activamente bloqueado hasta que se pueda esperar que la apertura sea

segura de nuevo

. Todos los recipientes a presién tienen una determinada presién de

trabajo permitida definida. Los Mdxima tolerancia de los vasos es

mucho mayor que la de Durante la operacién. De esta manera se asegura

que existe una Minimizar el riesgo de explosién del vaso.

Los suministros estdn protegidos doblemente. Pruebas de presién con

Presién de prueba de 140 bares

*  Protecciones miltiples contra sobrecalentamientos: no solo los

vasos estdn protegidos contra sobrecalentamientos por un sensor de

temperatura IR o un adicional sensor interno de temperatura, sino
anaifica, s.a

también los magnetrones ..
[ 00,50
1 | 1 |
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CE certificado de conformidad: muchos mds detalles

electrénicos y mecdnicos, que hacen seguro al Multiwave PRO y que
pueda ser manejado con minimo riesgo para el usuario.

Documentacién suministrada con el Equipo:

Manual del equipo y del software en castellano
Procedimientos de trabajo en castellano
Certificado de validacién del software
Listado de repuestos en castellano

Las pautas de mantenimiento de los componentes que puede realizar
el cliente vienen en el propio manual. El mantenimiento preventivo del
equipo, tiene que realizarlo el propio personal autorizado por Anton
Paar

La puesta en marcha del equipo, la realizardn personas autorizadas
y preparadas por Anton Paar, en la ubicacién indicada en el
Laboratorio de Bailin, situado carretera de N-330 Km 623,4.

Una vez instalado, se realizard la formacién al personal del
laboratorio que vaya a utilizar el equipo, durante el tiempo necesario,
llevdndose a cabo pruebas con muestras del cliente, verificando su
perfecto funcionamiento, asi como la consecucién de los objetivos
pretendidos por el proceso de digestién programado.

Se entregard Documentacién IQ-OQ bdsica de instalacién, puesta en
marcha, en la que se detallard el procedimiento y test realizados en
dicha puesta en marcha.

En la formacién se dardn los fundamentos necesarios para un
perfecto conocimiento de:
- Funcionamiento del equipo y sus

componentes ..
—

MOS0 ondifica.sa
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- Sistema de digestion

- Desarrollo de métodos especificos para el tratamiento de las
muestras del cliente

- Pardmetros de las condiciones de ensayo

- Puesta en marcha y parada

- Correcciones y ajustes

- Actividades de mantenimiento preventivo y correctivo

- Calibraciones y verificaciones

- Montaje e instalacién de componentes y accesorios

- Buen manejo del equipo en relacién a la prevencién de riesgos
laborales

- Curso de formacion del personal para el manejo del equipo, con sus
rotores y vasos y limpieza y mantenimiento de todos ellos para
mayor aprovechamiento del equipo y durabilidad de los materiales y
de los vasos.

- Se le suministra una lista de aplicaciones como guia orientativa para
desarrolo de Nuevos métodos

- El cliente puede contar con asesoramieno telefonico para solucién de
dudas surgidas en el uso posterior del equipo.

- Garantia- Massé Analitica, como distribuidora oficial en Espafia, da
una garantia para los equipos de Anton Paar de 2 afios , frente a
cualquier defecto de fabricacién.

-nmoomﬁm,so
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ANEXO II: Hoja de especificaciones de la centrifuga empleada en el
laboratorio:

thermo scientific

Sorvall CC40NX and CC40SNX
Ultracentrifuge Series

Large-scale, continuous-flow ultracentrifuge for
development to commercial purification or
concentration of viruses and nanosize particles

ThermoFisher
SCIENTIFIC
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Sorvall CC40NX Ultracentrifuge Series

While protecting the sample and maximizing the yield, the

Thermo Scientific” Sorvall” CC40NX Ultracentrifuge Series offers an

easy, cost-effective, reliable, and proven solution for large-scale isolation
and purification of viral particles or nanosize particles for the development
and manufacture of vaccines and other bioproducts with sample
protection and maximized yield.

Features Advantages

Maximum speed of 40,000 rpm and an RCF up to 118,000
x g to support a wide variety of separation and density
gradient centrifugation applications.

Separation of
nanoparticles

High-throughput

continuous and batch Up to 7.7 L maximum capacity with continuous-flow

operation, and 8.0 L maximum with batch operation.

processing

Scale-up and scale-down model. Change the core piece

" only for linear scalability down to 0.2 L of your large-scale

Scalability .

process. Develop process in small scale, and then scale up

using the same process parameters.

: _ i f i Figure 1. Highly reliable electrical

Sample integrity and Reduced risk of cross-overs with the product line being at drive system

the highest pressure and supports GMP application with set

GMP ready of FAT, SAT, 1Q, OQ and TurnOver Package document.
Control software supports U.S. FDA 21 CFR

Data integrity Part 11. With connectivity and Active Directory” user
management.
Complies with international standards and/or requirements,

Safety

such as EN60204-1, EM12100, E61000-6-4, EN6100-6-2.

The product line is designed with no dead zone and full

Santtizable in place drainability enabling the ability to clean and steam in place.

Utility limited to 1ph 30A power supply only.
Electrical power No need for a separate air turbine compressor and air
supply exhaust filtration system, or an external cooling water loop,
which provides location and workflow flexibility.

Electrical drive system of the Sorvall CC40NX Ultracentrifuge
Reliability Series is a highly reliable high-frequency induction motor. It
operates in a very dry and low-pressure condition.

68 dBA at 40,000 rpm.
No need for operator-specific protection.

Quiet operation

2 | thermofisher.com
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Models and key features

The Sorvall CC40NX Ultracentrifuge Series is designed
expressly to purify large-scale samples such as viral
particles and nanosize particles. Depending on the rotors-
cores selection, the Sorvall CC40NX Ultracentrifuge Series
can be used to purify the sample by density gradient
centrifugation, or by differential pelleting methods, either in
continuous-flow or batch centrifugation.

Figure 2. Sorvall CC40NX with
optional add-ons

Sorvall CC40NX

Pilot -> Production Scale

The performance of this model

is defined by its 8.0 L maximum
capacity with batch centrifugation,
and its 7.7 L maximum capacity
with continuous-flow centrifugation,
at speeds up to 40,000 rpm and a
maximum RCF of 118,000 x g with
titanium alloy and Noryl™ cores

Seal connector assembly
(upper side)

Drive unit
(upper seal assembly)

Rotor
Core
Chamber
Protector

Evaporator

Drain Pipe

Lower seal assembly
Seal connector assem

I owerside)

Cross-sectional view

of main unit

Figure 4. Model CC40NX cut view

3 | thermofisher.com
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In addition, the sample-contacting parts are made of
corrosion-resistant stainless steel and titanium alloy, and
USP Class VI compliant elastomers. The lift section of

the main unit is made of stainless steel that has superior
corrosion-resistance, to meet the needs of pharmaceutical
manufacturers.

Figure 3. Sorvall CC40SNX with
optional add-ons

Sorvall CC40SNX

R&D -> Pilot Scale

With approximately one-half the
capacity of the CC40NX, the
CC40SNX is ideal for research,
development, pilot production,
and small-volume production

of pharmaceuticals and nano-
sized materials. This model has
maximum capacity of 1.6 L, at
speeds up to 40,000 rpm and a
maximum RCF of 118,000 x g with
titanium alloy and Noryl cores

Seal connector assembly
{upper side)

Drive unit
(upper seal assembly)

Protector
Evaporator

Lower seal assembly

Drain Pipe

Seal connector assembly
{lower side)

Cross-sectional view
of main unit

Figure 5. Model CC40SNX cut view
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Touch-sensitive LCD panel

A Windows™ system-based PC controller offers simplified
operation with a touch-sensitive LCD panel. Our touch
screen design* with a graphical user interface (GUI) and
high contrast, against a black screen, enables users to
identify the operating status at a glance, and operate the
system easily. The control software supports US FDA 21
CFR Part 11, such that the operating data are handled with
high security and protected from corruption or falsification.

* Screen design is subject to change due to upgrades of software without advanced notice

Figure 6. GUI

Microcomputer control

CC40NX Ultracentrifuge Series has a self-diagnosis
function that generates an alarm and error code to indicate
the area of the abnormality in case of operational error,
allowing the operator to easily find and correct the error.

Connectivity
Log data can be output in CSV or PDF format via a USB
port or to a network share folder for data management

! Active . : ;
Automation | pirectory Share and analysis by commercially available data base or
System Server Folder spreadsheet software. Ethernet OPC-DA or Profibus-DP

communication is also available for monitoring real time
data and remote control operation.

User management can be local or remote via the Active
Anti-virus Directory server allowing four different access levels.
Fire-Wall Ethernet

. Designed with safety in mind

The Sorvall CC40NX Ultracentrifuge Series complies with
directions 2006/42/EC, 2014/30/EU, 2011/65/EU and
with international standards and requirements, such as
EN60204-1, EN12100, EN6100-6-4 and EN61000-6-2, as
well as carrying the CE mark.

Profibus-DP
OPC-DA

Usage counter

Lifetime management of consumable parts and rotor-

core. Elapsed time and replacement time of the parts are
managed and indicated on the display. Timers and warning
displays are selectable.

Figure 7. Sorvall CC40NX with connectivity

4 | thermofisher.com
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Wide selection of rotor and cores

Rotors

Two types of rotors are available for each Sorvall CC40NX
and CC40SNX Ultracentrifuges. One is a regular-flow type
and the other is a high-flow type. Both types of rotors are
made of titanium alloy for strong corrosion resistance and
high heat resistance.

O-rings and seals

O-rings and seals that contact the sample solution are
made of materials that comply with USP Class VI are
reusable multiple times.

Scale-up cores

In addition, scale-up cores are available to allow process
development to start with smaller volumes and move later
to manufacturing scale.

Linear scalability, with same particle separation, from 0.2 L
to 3.2 L volume by different core length.

Noryl resin cores

Noryl resin is a superior material in terms of strength and
chemical resistance. It shows satisfactory characteristics
in saline solution in the range of pH 4 to pH 10. It can be
damaged, however, by hydrocarbon fluids.

Titanium-alloy cores

There are several types of cores available made of either
titanium alloy or Noryl resin. Titanium-alloy cores provide
high temperature resistance and are suitable for steam-
in-place (SIP) operations. Patent-approved, super light
versions of the titanium cores* are similar in weight or
lighter than Noryl resin cores of the same size. These light
weight cores can achieve TCF of 118,000 x g at 40,000
rom versus other similar cores available in the market.
*Avallable in Core (D2), Core (H), Core (A) and Core (AH)

Same particle separation

d ~

Different core length

Figure 8. Scalable cores, with same particle separation and different core length for protocol linear transfer

5 | thermofisher.com
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Example of versatility on influenza vaccine

Inoculation of the working seed into
embryonated eggs

!

Harvest and pooling of the allantoic fluid from
the eggs to give a concentrated monovalent

Purification using a sucrose gradient to give a
purified suspension of the virus

!

Splitting of whole virus

Inactivation

Removal of cell debris

Followed by filtration and filling

Figure 11. The manufacturing process of an inactivated influenza
vaccine from spiit virus

6 | tharmofisher.com
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Sorvall CC40NX
Rotor C40CT31
Core (D2) 3.2L

Density gradient separation

A density gradent is lcaded into the rotor, the rotor

is accelerated to zonal speed forming the vertical
gradient. The buffer is continuously flown through
the ultracentrifuge during acceleration 1o high-
speed, then the product is loaded in continuous-flow.
Product of interest is setting into isoprapanic layer
displacing supematant to the waste. Onca all the
product is processed, the rotor is decelerated to stop,
During rotor unioading, the fractions are analyzed

by concentration and absorbance $o the portion
contaning the purified and concantrated whole virus
s harvested.

Sorvall CC40SNX
Rotor C40CTS6
Core (AH) 0.8 L

Pelleting separation

The product is processed in continuous-flow through
the ultracentrifuge spinning &t high speed. The debris
pellets ino the rotor and supematant containing the
antigen (Haemagglutinin (Ha) and Neuraminidase (Na)
viral proteins) being the product of interest is harvested.
The product is purified from debris in a large-volume
batch, Once all the product i processed, the rotor

is decelerated 10 stop, and the rotor with the pellet is
ramoved for clean out of place.

Universidad deValladolid
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Examples of other separations

Specifications

Applications

Continuous flow isopycnic separation-which

tion of the

enables pelleting and clarific

sample in the effiuent

Continuous flow and batch-mode isopycnic
oy

separation

Batch rate-zonal separation

Similar appication as Core(D), with added
pre-clarifier on the sample entrance

Large-volume continuous flow isopycnic
saparation

CC40NX
Core

Core (D2)

unear

scalable core

Core (E)

Core (F)

Core (G)

Max Speed/
Max RCF

18000xg

40,000 rpm
1"M8000xg

A OO0

40,000 rpm
18000xg

2

40,000 rpm

118,000 x g

40,000 rpm

118,000x g

RCF at Max
Core Radius

98,000 x g at
p

98,000 x g at

5.5 cm

27 RO0 ¥ & at
37,600 x g at
21¢m

98,000 x g at

5.5¢m

48,300 x g at

27cm

g

Universidad deValladolid

Capacity Material

0

4
4

2 .

0.2

08L

32L

80L

~
-~

Co

LW

rr

Noryf
Tranium

Noryf

Nory!

Noryf
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Clean in place, steam in place

Cleaning
To clean the rotor and the parts in contact with the sample,
in place or out of placa cleaning can be used.

The process for cleaning may be automatized with a
washing Cycle crcuating hot water, water/air mix, $pinning
the rotoe. The product contact path is free of any dead
20ne. It is 1ully drainable in placa. No need for daily
maintanance, limiting operator handling.

In case of sticky waste material inside the rotor, it is
possible to remove the rotor for clean out of place and
either install a bypass pipe, or upper shaft connecting
piace, to seal the product line and perform clean in place of
shafts, sealing unit and other product contact parts,

8 | thermofisher.com

Sanitizing
To steriize the rotor and the parts in contact with the
sample, steam® or chamical steriization can be used.

Diferent options are possible for rapidly cooling down the
rotor with the titanium alloy cores.,

“Shean everuty, theam reguisicr sndtr ofher GBet Kor 5P e nof inchudied and shoulkd be
DTS uar Eey

Active sample security

When the sample is active biohazard material, the Hepa™
fiter instaled on the main unit vacuum chamber vent
and the Hepa fiter instaled on the face saal coolant tank
ensure blocontanement.

The face seal coolant tank and line can be automatically
sanitized by hot water setting temperature and conact

time so the liquid can be safely handled. Level sensors

are monitoring tank leved for alerting operator in case of
abnormal condition,
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Description Cat. No.

Sorvall CC40SNX standard machine, v2020 type 901207S1
Sorvall CC40NX standard machine, v2020 type 90120651
Accessory
Tool kit with SST hand press S205021H
Template A in black painted steel S400417A
Template B in stainless steel S4004178
Rotor cart for Sorvall CC40SNX S102222A
Rotor cart for Sorvall CC40NX S2057108
FAT S308110
cGMP document 5308048
Modification (factory installed)
Control unit right hand side facing position $312068A
Control unit left hand front facing position S312068A
Control unit left hand side facing position S312082A
Analog outputs and alarm relay contact §312070A
Power cable for UPS S31207MA
Brake resistor remote S312072A
Vacuum pump exhaust remote S312073A
FSCL Phanol and hot water compatible S312074A
FSCL automatic sanitization system S312075A
LSOL Phenol compatible S312076A
Tag medal in stainless steed S312077A
Main unit in stainless steel S312078A
Hopa filter S312079A
Modification (feld instaled)
Connecting piece for upper shaft CIP S308475A
Connecting plece for upper and lower shafts CIP On request
HMI masked cover removable S312080A
Buffer tank for batch mode operation S312081A
Aluminium travel case, Sorvall CC4ONX Rotor S205714
Aluminium travel case, Sorvall CC4ONX Core S2057142
Aluminium travel case, Sorvall CC40SNX Rotor S206279
Aluminium travel case, Sorvall CC40SNX Core S2062792

Other modification On request

8 | tharmofisher.com
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Sorvall CC40NX Ultracentrifuge rotors and cores specifications

type
aluminkum trave
box) Cat. No

Non-painted
CIP-type (with
aluminium Yave

Cal No

Vax speod
Max RCF
Rmax

Core longth
Rotor weight
Rotor materia

O-ring materis

Process
Pressures

and rate

Amin

RCF at Bmin

"
Nory Sor
1M Nuoroeaitore

01703 90201703 90201813

D6

Core £ Core [F) Core G Ti-Come
S3018600 S2012190 sanz21C 520 S 91202110

pm

118000 x g

66 mm

31 kg

Titarsum alloy Tranium alloy

FEM* FKM*
1.5 bar max
Up 1« L/Hr whan
Batch P !
adng)
21mm 86 mer 27 mer 27 mar 55 mm
3700 x g 98.000xg Jr000 x g S8.000xg
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Sorvall CC40SNX Ultracentrifuge rotors and cores specifications

Rotor Model
No.

(X Core (A T-Coro (A) or e (A
fwith aluminium
traved bax S200332¢ 5 4 335/ 04335C
Cs
Max speed 40 pm 40,000 rpem
18000 xg NEDO x g

66mm 66 mm

82 mm A2 rer

15 kg g

T am alioy tanium alloy
FKM* FKM
- O Dar max
¢ ar macc. (Up 10 80 L/Mr when lbading
Up 10 90 L/Mr when loading
and
AmMn % meT 5% mm
RCF at Rmin 8000 xg
Capacity 161 160+ 16
Core mater Noryl Titanium Noryl Nory Titanium
. e foa v . w e
v / ‘ v
o "
tharmafiehy .
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thermo scientific

Specifications

Model

Cat. No.

Max speed

Max RCF

Speed control accuracy

Temperature control accuracy

Speed setting range
Temperature setting range
Timer setting range
Vacuum system

Drive system

Control system

Control panel specification
Noise level

Cooling system

Procass connactions
Sample contact material
Lubricams

Language

Dimensions (WxDxH)

CC40NX, v2020 type
90120681

CC40SNX, v2020 type
90120751
40,000 rpm
118,000 xg
+/- 100 rpm
+-2°C
from 1,000 rpm %0 40,000 rpm
from 0°C 10 40°C
from 1 min. to 99 hours 59 min, (with HOLD function)
Ol rotary vacuum pump
Induction motor {drect drive)
Microcomputer control
IPES with color touch-sensitive LCD panel HMI Windows 10 0S
68 g8
Integrated refrigerator (R513a)°"
% In. Sanitary Tr-Clamp

SUSE30, FKM O-rings, RULONG41 face seals, Titanium alloy, SUS316L, PTFE
General and H1 FDA ol

English, French, German, Spanish

1,750 x 1,150 x 2,950 mm
Haight to top of the controller

1,750 x 1,150 x 2,160 mm
Height to top of the controller:

1,400 mm 1,400 mm
Weight 900 kg 770 kg
Power AC 200, 208, 220, 230, 240 V +/- 10%, Single phase, 30A, 50/60Hz
* Thes product compies with £ Gas REGULATION (EU) Mo STI2004. T oontains Rutringind roeeiouse Sl I & Mrmetcaly sealed sysiom. So¢ Terhncyl Duta Shoet Rty Al Oetaly

Find out more at thermofisher.com/cc40

This praduct is itended for Geseral |

Product is seftable for

19 ensure Tt the parformance of e

W SPOciG wee or

© 2020 Thermo Fisher SOMOSC Inc. AR rghas reserved. Al radermarks o
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ANEXO lIl: Balances econémicos de los Escenarios 1y 2

Balance econémico del Escenario 1 Grano de café agotado:

CUENTA DE RESULTADOS Ano
Descripcion (€) 0 1 2 3 4
A1l. Capital Inmovilizado 21000| 80800 (120000
A2. Capital Circulante 10000
A. Fl - Fondos Invertidos 21000 -80800 1200000 O 0
B1. Ingresos por Ventas 144000({144000
B2. Costes +170000r-170000
B. Margen Bruto 31600 | 31600
C1. Amortizacion -20000 |-20000
C. BAI - Beneficio antes de Impuestos -46000 | -46000
D1. Impuestos -24400 (-24400
D. BDI - Beneficio después de Impuestos -70400 [-70400
E. FGO - Fondos Generados por las operacionest21000| -80000 120000 -70400 |-70400
F. FGO-R - Movimiento de Fondos 21000-101000-221000291400/361800
Cash Flow Acumulado
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Balance econémico en el escenario 1: grano de café agotado (continuacion)

Afo
5 6 7 8 9 10 11 12 13
0
0 0 0 0 0 0 0 0

144000 | 144000 | 144000 | 144000 | 144000 | 144000 | 144000 | 144000 | 144000

-170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000

-26000 26000 -26000 -26000 -26000 -26000 -26000 -26000 -26000

-20000 -20000 -20000 -20000 -20000 -20000 -20000 -20000 -20000

-46000 -46000 -46000 -46000 -46000 -46000 -46000 -46000 -46000

-24400 -24400 -24400 -24400 -24400 -24400 -24400 -24400 -24400

70400 70400 70400 70400 70400 70400 70400 70400 -70400

-70400 -70400 -70400 -70400 -70400 -70400 -70400 -70400 -70400

432200 | -502600 | -573000 | -643400 | -713800 | -784200 | -854600 | -925000 | -995400
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Balance econdmico del Escenario 2 Kale:
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CUENTA DE RESULTADOS Ano
Descripcion (€) 1 2 3 4
A1l. Capital Inmovilizado 21000| 80800 (121200
A2. Capital Circulante 10000
A. FI - Fondos Invertidos -21000/-80800+121200 O 0

B1. Ingresos por Ventas

201600|201600

Cash Flow Acumulado

B2. Costes +170000r-170000

B. Margen Bruto 31600 | 31600

C1. Amortizacion -20200 |-20200

C. BAI - Beneficio antes de Impuestos 11400 | 11400

D1. Impuestos -35920 [-35920

D. BDI - Beneficio después de Impuestos -24520 [ -24520

E. FGO - Fondos Generados por las operacionest21000|-80800 121200 -24520 | -24520
F. FGO-R - Movimiento de Fondos 121000-101800-223000/-247520/-272040
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Balance econémico del Escenario 2: Kale (continuacion)

Universidad deValladolid

Afo
5 6 7 8 9 10 11 12 13
0 0 0 0 0 0 0 0 0

201600 | 201600 | 201600 | 201600 | 201600 | 201600 | 201600 | 201600 | 201600
-170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000 | -170000
31600 | 31600 | 31600 | 31600 | 31600 | 31600 | 31600 | 31600 | 31600
-20200 | -20200 | -20200 | -20200 | -20200 | -20200 | -20200 | -20200 | -20200
11400 | 11400 | 11400 | 11400 | 11400 | 11400 | 11400 | 11400 | 11400
-35920 | -35920 | -35920 | -35920 | -35920 | -35920 | -35920 | -35920 | -35920
24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520
24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520 | -24520
296560 | -321080 | -345600 | -370120 | -394640 | -419160 | -443680 | -468200 | -492720
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ANEXO |V: Grafica Viscosidad vs Volumen

Liquid viscosity, Ns/m?
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Figure 10.57.

Tank volume, m3

Agitator selection guide
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ANEXO V: Grafica Niamero de potencia vs Reynolds

pN305

Power number Np

100 _ T N — T ]
150 mm diameter 6 flat blade turbine Curve 1 baffles each 4% tank diameter
50 / Tank diameter 450 mm o200 0 0%
Turbine 150 mm above bottom of tank neo 3o v 17%0 i
Liquid depth 450 mm 4 No baffles
20 //
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/ P e
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/I:l.
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Figure 7.7, Power number as a function of Reynolds number for a turbine mixer
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