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@ Resumen:

Procedimiento para la recuperacién de sustancias antio-
xidantes a partir del liquido de desecho procedente del
lavado de la polivinilpolipirrolidona utilizada para el trata-
miento de cerveza.

El procedimiento consiste en la recuperacién de sustan-
cias antioxidantes a partir del liquido de desecho proce-
dente del lavado de la polivinilpolipirrolidona utilizada para
el tratamiento de cerveza para su aplicacién en otros am-
bitos industriales, tales como la fabricacion de films plas-
ticos para embalaje de alimentos. Para ello, se lleva a ca-
bo el lavado de la polivinilpolipirrolidona con sosa (NaOH)
concentrada a alta temperatura, tras lo que se procede a
la extraccién de las sustancias antioxidantes, las cuales
son lavadas, congeladas vy liofilizadas hasta garantizar la
eliminacién total del agua del extracto restante y su es-
tabilizacion, que permita su conservacion y posterior uso
en otros ambitos.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid
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DESCRIPCION

Procedimiento para la recuperacién de sustancias antioxidantes a partir del liquido de desecho procedente del
lavado de la polivinilpolipirolidona utilizada para el tratamiento de cerveza.

Objeto de la invencion

La presente memoria descriptiva se refiere a una solicitud de una patente de invencion, correspondiente al proceso
de extraccion y secado de los principios antioxidantes del liquido de lavado de la polivinilpolipirrolidona (en adelante
PVPP por motivos de simplificacién), utilizada en la industria cervecera para, una vez obtenido, posibilitar su uso y
valorizacién en otros dmbitos.

Asfi pues, la invencion tiene su aplicacion dentro de la industria dedicada a la fabricacién de cerveza al valorizar lo
que actualmente seria un producto de desecho y también el posible aprovechamiento de la capacidad antioxidante del
extracto obtenido, en otro tipo de industrias (industria alimentaria por ejemplo como aditivo o en industrias auxiliares
a la industria alimentaria, por ejemplo como materiales para envases, etc...)

Antecedentes de la invencion

Dentro del 4mbito de aplicacidén préctica de la invencion, el de la elaboracién de cerveza, en la misma se encuen-
tran presentes varios tipos de polifenoles (taninos, flavonoides,...) y proteinas de alto peso molecular que tienden a
combinarse lentamente y formar un turbio coloidal insoluble.

Proteina + Polifenol (Soluble) <=> Complejo Proteina-Polifenol (Turbio coloidal insoluble)

Estos complejos se forman fundamentalmente durante la guarda fria y se eliminan en la filtracién de la cerveza.
Sin embargo si quedan suficientes cantidades de proteinas y polifenoles después de la filtraciéon pueden continuar
produciéndose complejos en la cerveza filtrada.

El complejo proteina-polifenol presente en la cerveza filtrada se va oxidando a lo largo de la vida de la cerveza y
es extremadamente sensible a la accion de la temperatura, de manera que a temperatura ambiente o superiores, puede
estar en forma soluble y a medida que descienda la temperatura, inicia su aparicion, por pasar a forma insoluble, asf,
el turbio coloidal es mas o menos soluble a temperatura ambiente pero se vuelve insoluble a las temperaturas frias a
las que se sirve la cerveza.

Desde la introduccién de la filtracién y la percepcién de que una cerveza debe ser brillante, los cerveceros han
adoptado una serie de técnicas para prevenir o reducir la formacién de estos turbios en el envase. Estas técnicas
son las denominadas de estabilizacién coloidal. Unas atacan y reducen la fraccién de proteinas (ej. uso de enzimas
proteoliticas en la guarda,..), otras la fraccién de polifenoles ( ej. uso de absorbentes,...) y otras consisten en que no se
puedan formar los complejos insolubles.

Entre ellas cabe destacar por ser una de las técnicas de mds reciente introduccién en la industria cervecera y dentro
de la categoria de los absorbentes, la polivinilpolipirrolidona (PVPP) que es una materia sintética que es capaz de
eliminar por absorcidn una gran parte de los polifenoles de la cerveza.

Asi, se favorece el contacto entre cerveza y este material para que se produzca la absorcién de los polifenoles por
parte de la PVPP hasta lo que técnicamente se considere eficiente a efectos de la estabilizacién coloidal de la cerveza.
Una vez se ha considerado suficiente se envia a filtracién la cerveza y se recupera este material o se tira a fondo
perdido.

Para la recuperacion de la capacidad de absorcién de forma que recupere su funcidn en los siguientes lotes, se rea-
liza un lavado de este material (PVPP) con el fin de liberarlo de las sustancias que ha absorbido y quede a disposicién
para un nuevo lote.

El liquido de lavado se considera un desecho y como tal es enviado a la estacién depuradora de aguas residuales
con la total perdida de valor como subproducto y ademas ocasionando costes de depuracién considerables.

Descripcion de la invencion

El procedimiento que la invencién propone resuelve de forma plenamente satisfactoria la problemadtica anterior-
mente expuesta, permitiendo valorizar dicho liquido de lavado.

Para ello, se realiza el lavado de la polivinilpirrolidona con NaOH concentrada a alta temperatura.
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Posteriormente, para recuperar los compuestos polifendlicos presentes en estos licores de lavado, se lleva a cabo
un proceso de extraccidn con solvente orgdnico con posterior evaporacion con los siguientes pasos:

e Adicién de acido clorhidrico hasta conseguir un pH adecuado de entre 1y 2,5.
e Realizacién de una mezcla con acetato de etilo u otro disolvente orgénico.

e Extraccién con un agitador de palas.

e Reposo para conseguir la separacion de fases.

e Separacion de la fase orgénica.

e Evaporacion de la fase organica a la sequedad en un sistema rotatorio a vacio.

e Eliminacién del agua (Liofilizacién, atomizacidn,...) del residuo obtenido para garantizar la eliminacién total
del agua con el fin de eliminar el agua y asi estabilizar el extracto y permitir su conservacién y posterior uso en
otros dmbitos.

e Recogida del residuo final.

Se obtiene asi un extracto caracterizado por el alto contenido en sustancias polifendlicas antioxidantes desglosadas
en 15-20 compuestos fendlicos sencillos que llegan a constituir aproximadamente el 60% del extracto como el 4cido
protocatéquico, el dcido cafeico, el 4cido ferilico, la catequina y el dcido p-cumadrico. El 40% restante serian com-
puestos fendlicos complejos, probablemente oligémeros de polifenoles de dificil identificaciéon. También caracteriza
el extracto obtenido por el procedimiento descrito el bajo grado de contenido en agua que es inferior al 1% , siendo su
higroscopicidad muy alta.

Aunque la presente descripcion se estd realizando en base a una aplicacién especifica en el dmbito cervecero,
obviamente el procedimiento es aplicable igualmente en cualquier otro 4mbito industrial en el que se den unas cir-
cunstancias similares.

Descripcion de los dibujos

Para complementar la descripcidén que se esta realizando y con objeto de ayudar a una mejor comprension de las
caracteristicas del invento, de acuerdo con un ejemplo preferente de realizacion practica del mismo, se acompaiia
como parte integrante de dicha descripcion, un juego de dibujos en donde con caricter ilustrativo y no limitativo, se
ha representado lo siguiente:

La figura 1.- Muestra una grafica en la que se ha representado la concentracién de extracto obtenido en el proceso
de extraccion con acetato de etilo del licor de lavado en el que se encuentran los compuestos polifendlicos a recuperar.

La figura 2.- Muestra una grafica similar a la de la figura anterior, en la que se han representado tres condiciones
de extraccién diferentes.

La figura 3.- Muestra una gréifica correspondiente al dcido protocatético obtenido en la primera extraccién en
funcién de la relacién licor/acetato de etilo empleada en la primera extraccion.

La figura 4.- Muestra una grafica correspondiente al cido cafeico obtenido en la primera extraccién en funcion de
la relacion licor/acetato de etilo empleada en la primera extraccion.

La figura 5.- Muestra una gréfica correspondiente al 4cido fertilico obtenido en la primera extraccién en funcién
de la relacién licor/acetato de etilo empleada en la primera extraccion.

La figura 6.- Muestra una gréifica correspondiente la catequina obtenida en la primera extraccién en funcién de la
relacion licor/acetato de etilo empleada en la primera extraccion.

La figura 7.- Muestra una grafica correspondiente al 4cido p-cumadrico obtenido en la primera extraccién en funcién
de la relacién licor/acetato de etilo empleada en la primera extraccion.

Realizacion preferente de la invencion

Tal y como se ha comentado con anterioridad, partiendo de la Polivinilpolipirrolidona , se procede a un lavado de
la misma con una disolucién de NaOH y a una temperatura alta, obteniendo liquido de desecho de la industria de la
cerveza. Posteriormente, para recuperar los compuestos polifendlicos presentes en estos licores de lavado, se lleva a
cabo un proceso de extraccion con acetato de etilo, previa acidificacion de los licores de lavado hasta pH adecuado
con 4cido clorhidrico concentrado.
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Seguidamente se procede a la optimizacién de las relaciones fase acuosa:fase orgdnica, asi como el nimero de
etapas del proceso extraccion.

Experimentalmente se probaron varias relaciones de extraccion y se comprobé el rendimiento y la actividad antio-
xidante obtenida en cada una de las condiciones de extraccion evaluadas. El proceso de extraccidon propuesto permite
obtener un rendimiento de extraccién entre 0.4 - 1.8 g de extracto/L de licor de lavado, y la actividad antioxidante
de los extractos obtenidos permite presenta una EC50 entre 0.23 - 0.45 g/L, siendo por tanto entre 5 y 10 veces mas
activo que el BHT.

También se detallaron la cantidad obtenida de los diferentes polifenoles para las diferentes condiciones de extrac-
cién estudiadas.

Con posterioridad se procedid a la realizacion de andlisis tanto de los extractos como de los licores para caracterizar
los polifenoles.

Los compuestos antioxidantes presentes en mayor cantidad en el extracto son el 4cido protocatéquico, la catequina,
el 4cido caféico, el dcido p-cumdrico y el 4cido ferulico.

El 4cido fertlico no presenta grandes variaciones con las diferentes relaciones de licor/acetato de etilo utilizadas
en la extraccion.

En la primera extraccion se obtienen todos estos compuestos fendlicos, pero en la segunda y tercera extraccion
muchos de ellos ya no estdn presentes.

A partir de estos estudios se comprueba que el potencial antioxidante es muy fuerte, se caracterizan los compuestos
responsables de este poder antioxidante, se decide realizar la extraccidn en una sola fase y establecer éptima la relacién
fase organica:fase acuosa 1:2.

En el procedimiento descrito se realiz6 asimismo un estudio preliminar para determinar la capacidad antimicro-
biana del principio activo del PVPP mediante el método de halo con el fin de ver la efectividad antimicrobiana a los
microorganismos de interés propuestos por los usuarios finales para la matriz carnica de vacuno y porcino: El méto-
do del halo es una modificacién del “Antibacterial Activity Assess ment of Textile materials: Parallel Streak Method
AATTCC 147-1998” Se trata de un método rapido y cualitativo que permite determinar la efectividad del compuesto
a distintos microorganismos de interés.

Se ha estudiado con concentracién alta y baja de bacterias (10* y 10°) y con distintas concentraciones de principio
activo (0,5; 1; 3 y 5%). Los microorganismos estudiados son: Escherichia coli (E. Coli); Listeria monocytogenes;
Salmonella spp; Escherichia coli 0157:H; Aerobios.

Se observa que para una concentracion mds baja de microorganismos 10* (concentracién mas habitual en este tipo
de situacién cuando empieza la contaminacién, por ejemplo, en un producto cdrnico) el principio activo desarrollado
es efectivo en una concentracién del 3% a todos los microorganismos de interés para los usuarios finales. En el caso
de Aerobios y Salmonella la efectividad antimicrobiana se hace patente a partir de una concentracién del 1%, dado
que se observa que no hay crecimiento de los microorganismos ensayados bajo la superficie de la muestra. Asi pues,
en este estudio preliminar queda demostrada la accién antimicrobiana.

La utilizacion del proceso descrito llevaria a valorizar un subproducto que actualmente se desecha en las industrias
cerveceras con el consiguiente coste de tratamiento y depuracioén y dadas las condiciones de estabilidad, poder antio-
xidante y antimicrobiano del extracto obtenido, podria ser utilizado en otros dmbitos industriales, como por ejemplo
en la fabricacién de films plésticos para embalaje de alimentos u otros afines.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la recuperacién de sustancias antioxidantes a partir del liquido de desecho procedente del
lavado de la polivinilpolipirrolidona utilizada para el tratamiento de cerveza caracterizado por que en el mismo se
lleva a cabo el lavado de la polivinilpolipirrolidona con una disolucién de sosa del 0,5% al 4% y a una temperatura
entre 60 y 100°C, tras lo que se procede a la extraccién con solvente organico o por otra tecnologia de extraccion de
las sustancias antioxidantes.

2. Procedimiento segun la reivindicacion anterior caracterizado por que en el proceso de extraccion con solvente
orgdnico con posterior evaporacion, se llevan a cabo los siguientes pasos:

- Adicién de dcido clorhidrico hasta conseguir un pH de entre 1y 2,5,

- Realizacién de una mezcla con acetato de etilo con una relacién de fase acuosa:fase orgédnica del orden de
1:0,25 a 1:20,

- Extraccion con un agitador de palas a temperatura ambiente y con una remocién suave,
- Reposo para conseguir la separacion de fases,
- Recogida de la fase orgénica,
- Evaporacién de la fase orgdnica a la sequedad en un sistema rotatorio a vacio, sin aumentar la temperatura
por encima de los 60°C.
3. Procedimiento segtin la reivindicacién anterior caracterizado por que el solvente orgdnico utilizado en el pro-
ceso de extraccion es preferentemente acetato de etilo.
4. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por que el residuo obtenido es

lavado, congelado y liofilizado hasta garantizar la eliminacion total del agua del extracto restante y su estabilizacion,
que permita su conservacion y posterior uso en otros ambitos.
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INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA Ne de solicitud: 200930104

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C12F, C12H

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biusqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
blusqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, XPESP, NPL, TXTUS.
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OPINION ESCRITA

N de solicitud: 200930104

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 15.10.2010

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

1-2,4-6

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200930104

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 "Antioxidant activity of extracts from a ppvp sludge generated du- 19-06-2006
ring the brewering process" IUFoST, XllI World Congress of Food

Science & Technology

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencion es un procedimiento que consiste en la recuperacion de sustancias antioxidantes a partir del liquido
de desecho procedente del lavado de la polivinilpirrolidona utilizada para el tratamiento de la cerveza.

El documento DO1 divulga un procedimiento de recuperacién de sustancias antioxidantes a partir del liquido de desecho
procedente del lavado de la polivinilpirrolidona utilizada para el tratamiento de la cerveza. El procedimiento se caracteriza por
las siguientes etapas: lavado de la polivinilpirrolidona con sosa y extraccion con disolvente organico con posterior evaporacion.
Tras el lavado de la polivinilpirrolidona con sosa, se afiade acido clorhidrico hasta pH 1,5, se realiza una extraccién con acetato
de etilo y por ultimo se evapora la fase organica (apartados 2 y 3).

En consecuencia, el objeto técnico de las reivindicaciones 1-2, 4-6 carece de novedad a la luz de lo divulgado en DO1 (Art. 6
de la LP).

Las condiciones de operacion recogidas en la reivindicacion dependiente 3, corresponden a las habitualmente utilizadas en los
procedimientos de regeneracién de la polivinilpirrolidona tras su utilizacién en la estabilizacion coloidal de la cerveza recogidos
en el estado de la técnica (documentos D02 o D03 del IET, en concreto, las partes relevantes de los mismos). En consecuencia,
el objeto técnico de la reivindicacién 3 carece de actividad inventiva (Art. 8 de la LP).
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