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A INVENCAO REFERE-SE A UM METODO E A UTILIZACAO DE MISTURAS DE ACAO
SINERGETICA PARA A ESTERILIZACAO E SUBSEQUENTE CONSERVACAO DE BEBIDAS, QUE
ESTAO CONTAMINADAS POR BACTERIAS DE ACIDO ACETICO. A MISTURA CONTEM A) ACIDO
SORBICO OU ACIDO BENZOICO E/OU SEUS SAIS DE METAL ALCALINO OU METAL
ALCALINOTERROSO E B) DICARBONATO DE DIMETIL E C) DIOXIDO DE ENXOFRE E/OU
SUBSTANCIAS QUE LIBERTAM DIOXIDO DE ENXOFRE.
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RESUMO

METODO DE ESTERILIZACAQ DE BEBIDAS CONTAMINADAS COM
BACTERIAS DE ACIDO ACETICO

A invencado refere-se a um método e a utilizac&o de
migturas de ag¢8oc ginergética para a egterilizacdo e
subsequente conservacdo de bebidasg, que estdo contaminadas
por bactériag de Acido acético. A mistura contém a) &cido
s6rbico ou acido benzoico e/ou seus sais de metal alcalino
ou metal alcalinoterrosc e b) dicarbonato de dimetil e c)
didxido de enxofre e/ou substlncias que libertam didxido de

enxofre.
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DESCRICAQ

METODO DE ESTERILIZACAQ DE BEBIDAS CONTAMINADAS COM
BACTERIAS DE ACIDO ACETICO

A invencado refere-se a um método e a utilizac&o de
migturas de ag¢8oc ginergética para a egterilizacdo e
conservagao subseguente de bebidas, gque estejam
contaminadas por bactérias de acido acético.

Bebidas podem ger contaminadas por microrganismog, o
gue em Gltima andlise provoca a deterioracdo e inutilizacdo
do produto. Além disgso, uma contaminag¢do wmicrobiana de
bebidag representa um risco & salde do sgeu utilizador.
Através da utilizacdo de conservantes guimicos, evita-se
uma gobrevivéncia ou um cregcimento de microrganismos nas
bebidag. Cada vez maig, nasg bebidasg, podemos obgervar
germes que foram identificados desde hd& mais de dez anos,
da primeira vez, come bactériag deteriorantes de bebidas e
cada vez mais frequentemente ocorrem. Negse caso, trata-se
de bactérias gue pertencem a familia das bactérias de &cido
acético e, especialmente, ao género Asaia, Neoasaila,
Acetcbacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter ou similares
(Yamada, Y. and Yukphan, P., Genera and specieg in acetic
acid bacteria. International Journal of Food Microbiclogy,
125, 15 a 24, 2008). Cada vez maig se verifica que agentes
conservantes ndc sdo suficientemente fortes e, portanto,
sdo empregueg concentracdeg muito elevadag a fim de evitar
que as vreferidas bactériag pudesgem wmultiplicar-se e,
portanto, gque contaminassem a bebida correspondentemente
(Horgakova, I., et al., Asaia sgp. as a bacterium decaying
the packaged still fruit beverages., Czech. Journal of Food
Science, 27, 362 a 365, 2009). A utilizacdoc de elevadas
concentracdes de agentes consgervadores &, porém, do ponto
de vista econdmico indesejada e limitada por normas leis.

E conhecido a partir do documento de patente WO
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96/09774 um agente conservador feito de sorbato de potéassio
e/ou benzoato de gbédio e dicarbonato de dimetil e &cido
ascorbico, que é adeguado para a egterilizacdo e
conservagao de bebidas. Desvantajoso nesse agente
conservante € além disso o facto de o mesmo agir de forma
ineficaz contra bactérias de acido acético.

E conhecido a partir de Watanabe e Ino, 1984
(Watanabe, M.L. and Ino S.; Studies on bacteria isolated
from Japanese wine. Part 2. Growth of the Acetobacter sp.
A-1 during the fermentation and storage of grape must and
red wine. Yamanashiken Shcokuhin Kogyo Shidosho Kenkyu

Hokoku 16:13, 1984) assim como de Juven, B.J. and Shomen,

I., {Juven, B.J. and Shomen, I., Spoilage of goft drinks
caused by Dbacterial flocculation. Journal of Food
Protection, 48, 52, 1985), a utilizacdc de didéxido de

enxofre em concentragdes elevadas para o controlo do
crescimento de bactérias de acido acético.

E também desvantajoso nesse processo o facto de a
eficicia nado ser suficiente e, portanto, ser neceggldrio a
utilizacdo de concentracdeg elevadag de didxido de enxofre,
que podem interferir no sabor da bebida muitas vezes
negativamente e, portanto, podem suscitar reagdes
alérgicas.

Por esgssa razdo havia também a necessidade de um método
para a esterilizacdo de bebidas, através do gual bactérias
de é&cido acético sdo eficazmente removidas e sanadag as
desvantagens do estado da técnica.

Verificou-ge surpreendentemente que a mistura aplicada
de acordo com a invencgdo age de modo sinergético contra
bactérias de acido acético e bactériag de adcido acético gdo
assim eficazmente combatidas.

Por egga razdo é objetivo da invengdo a utilizagdo de
misturas de acdo sinergética que contém

a) acido gdé6rbico ou acido benzoico e/ou seus saig de

metal alcalino e/ou de metal alcalinoterroso e
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b) dicarbonato de dimetil e

c¢) didxido de enxofre e/ou gubstlncias que libertam

didxido de enxofre
para a esterilizacdo de bebidasg, que estdo contaminadas por
bactériasg de acido acético, preferencialmente em relacdo a
sua conservagdo subsgequente.

Como sais de metal alcalino do acido sdérbico sao
preferidosg sorbato de sddio, sorbatce de potéssic e sorbato
de litio ou misturas desses galg. Como sgals de mnetal
alcalinoterrosc do é&cido sdrbice sdo preferencialmente
utilizadosg sorbato de cédlcio ou sorbato de magnésio ou
misturas desses sais. E especialmente preferencialmente
utilizado sorbato de potéssio.

Como sais de metal alcalino do acido benzoico s&o
preferencialmente utilizadosg benzoato de sddic, benzoato de
potédssio e benzoato de litioc ou misturas desses sais. Como
sais de metal alcalinoterroso do Aacido benzoico séo
preferencialmente utilizados benzoato de cdlcio ou benzoato
de magnésio ou misturas desses gaig. E esgpecialmente
preferencialmente utilizado benzoato de sdédio.

Além disso é utilizado didxido de enxofre e/ou
gubsténcias que libertam didxido de enxofre como, por
exemplo, compostos de enxofre orgadnicos e inorgénicos. S&o
preferencialmente empregues compostos de enxofre
inorganicos. Especialmente sdo preferencialmente utilizados

COomo gubsténcias que libertam didxido de enxofre

hidrogenossulfito de gédio, gulfito de gédio,
hidrogencssulfite de  potéssio, gulfito de potéassio,
hidrogenossulfito de calcio, digsulfito de céalcio,

dissulfito de potéssio ou misturas desses sais. E utilizado
totalmente e mais preferencialmente dissulfito de potéssio
como substéncia que liberta didxido de enxofre.

Bactérias da familia dag bactériag de &acido acético
gdo em geral bastonetes aerdbiocs gram-negativos e

conhecidos pelo perito na especialidade. A estirpe-tipo
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dessas bactérias € acetobacter aceti e, entretanto,
gobretudo na area Agala gp. Novag bactériag gdo atribuidas
a familia das bactériag de acido acético.
Preferencialmente, g8o selecionadag a partir da mistura
bactériag de &acido acético do seguinte grupo Agaia sp.,
Acetobacter gp. Gluconobacter sp., Gluconacetobacter gp.,
Saccharibacter sp., Swaminanthia sp., Acidomonas sp.,
Kozakia gp., Necasaia sgp., Granulibacter sgp., 2Acidocella
sp., Acidiphilium sp., Roseococcus sp., Acidosphaera sp.,
Rhodopila gp. retiradas das Dbebidas. A wmistura age
especialmente preferencialmente contra Asaia bogorensis,
Asaia lannaensis, Gluconcbacter oxydans e Gluconacetobacter
liquefaciens.

Entende-se por bebidas preferencialmente Dbebidas
refrigerantes, como, por exemplo, e preferencialmente,
dguasg tdnicag, sumog de frutas e bebidas que contém sgumo de
fruta, bebidags refrigerantes aromatizadas, tais como
limonadas, chéd (as assim chamadas bebidas & base de cha
prontas para beber), como, por exemplo, e preferencialmente
chd gelado, bebidas mistas de uma bebida refrigerante gue
contem cha/sumo de fruta, mas também concentrados
correspondentes, assgsim como refresco de vinho e vinho sgem
dlcool. 8S&8o especialmente preferidas as bebidas de cha
gelado.

O &acido sdrbico e/ou o8 seus sals de metal alcalino
e/ou de metal alcalinoterroso, em geral, gdoc utilizados
numa quantidade de 50 ppm a 1000 ppm em relacdo a
quantidade da bebida a ser esterilizada, podem ser
utilizadcocs também em guantidades menores ou maiores.
Preferencialmente, a quantidade de acido sdrbico utilizada
e/ou dos geus sais de metal alcalinc ou metal
alcalinoterroso gsitua-se entre 100 ppm a 350 ppm em relacgdo
4 quantidade da bebida a ser esterilizada. Acido benzoico
e/ou seus sais de metal alcalino e/ou de metal

alcalinoterrosc, em geral, gdo utilizados numa quantidade
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de 50 ppm a 1000 ppm em relacgdo & quantidade da bebida a
ger esterilizada, mas podem, porém, ser utilizados também
em quantidades menores ou maiores. A quantidade de acido
benzoico utilizado e/ocu dos seus sais de metal alcalino ou
metal alcalino - terrosgso pode situar-se entre 100 ppm a 350
ppm em relagdo & quantidade da bebida a ser esterilizada.
DMDC, em geral, é utilizado numa gquantidade de 50 ppm a
1000 ppm em vrelagdo a quantidade da bebida a ger
esterilizada, mas também pode ser utilizado em guantidades
menoresg cou maiores. Preferencialmente, a quantidade de DMC
utilizado situa-se entre 75 ppm a 250 ppm em relacdoc a
quantidade da bebida a ser esterilizada.

0 didxido de enxofre e/ou as substéncias que libertam
didxido de enxofre, em geral, gdo utilizados numa
quantidade de até 500 ppm, mas também podem ser utilizados
em niveis mais elevados. Preferencialmente o didxido de
enxofre e/ou as substdncias que libertam didéxido de enxofre
gdo utilizadog numa guantidade de 5 ppm a 100 ppm enm
relacdo & quantidade de bebida a ser tratada. Ainda mais
preferencialmente, o didxido de enxofre e/ou as substincias
que 1libertam didxido de enxofre sdo utilizados numa
gquantidade de 5 ppm a 20 ppm em relagdo a gquantidade de
bebida a ser tratada.

E utilizada totalmente e mais preferencialmente uma
mistura feita de sorbato de potédssio e/ou benzoato de sdédio
e dicarbonato de dimetil e digsulfito de potassio. Essa
mistura atua de modo especialmente sinergético. E utilizado
totalmente e maig preferencialmente sgorbato de potéssio
e/ou benzoato de sbédio numa quantidade de 100 ppm a 350 ppm
e dicarbonato de dimetil numa guantidade de 100 ppm a 250
pem e digsulfito de potédgsio numa quantidade de 5 ppm a 100
ppm em relagdo a guantidade da bebida a ser esterilizada.

Entende-ge por impurezas através de bactérias de acido
acético de acorde com a invencdo o facto de os métodos de

comprovagdo conhecidos no estado da técnica pelo perito na
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especialidade fornecerem uma comprovacdc significativa de
bactériag de A&cido acético nas bebidas. A comprovagao
realizada de acordo com esgsse método de uma bactéria Jéa
representa uma impureza no sentido da invengdo.

Como a utilizacdo de acordo com a invencdo também se
refere a incorporacgdo dosg compostos nag bebidas a serem
esterilizadag, é também provido pela invencdo um método
para a esterilizacdo de bebidas que estejam contaminadas
por bactérias de &acido acético, no qual,

a) acido sérbico ou &cido benzoico e/ou seus sals de

metal alcalino ou metal alcalinoterroso e

b} dicarbonato de dimetil e

¢) didéxido de enxofre e/ou substincias que libertam

diéxido de enxofre
gdo incorporadeos nas bebidas.

A incorporacdo pode ser feita, por exemplo, através de
adig¢do separada dos compostos a), b) e c) em qualquer
gequéncia ou mediante adicdo desses compostos numa mistura.
Egsa mistura pode ser diluida através de outros solventes
ou também através de outrogs aditivos, como, por exenplo,
emulsificantes ou outros aditivos adeguados alimentares.
Como golventeg podem ser utilizados solventes hidrdfilos,
organicos e misciveis com &gua. Preferencialmente, ndo deve
gser adicionado solvente adicional. Preferencialmente, os
compestoes sao incorporados nas bebidag separadamente.

Apbs a esterilizacgdo das bebidas realiza-se
preferencialmente uma conservagdo através dos agentes
conservantes adicionados.

A nistura utilizada de acordo com a invengdo age de
modo sinergético contra bactérias de &acido acético. Neste
caso, as bebidas podem ser esterilizadas e congervadag de
modo eficiente e favorédvel em termos de custos.

Exemplos
Uma bebida foi contaminada com uma guantidade

determinada de mistura de microrganismos e uma wmistura
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feita de agenteg conservantes foi analisada em comparacdo
com as substéncias individuais quanto a eficacia. Dag duas
migsturas de germeg trata-gse de Asgala bogorengis, Asaia
lannaensgis, Gluconcbacter oxydans assim Como
Gluccnacetobacter liguefaciens. Transcorrida uma semana,

uma porcdo da bebida foli analisada quanto a presenca de

microrganismos.

Substéncias de teste individuais: sorbato de potassio,
dicarbonato de dimetil,
benzocato de sédio,
digsulfito de potéssio

Germe de teste: mistura feita de
diferentes bactériag de
acido acético isocladas
de linhas de envase de
bebidas.

Substrato: ché& gelado

Populacdo de germes por mL de substrato: 200 cfu/mL por
germe na misgtura

Tabela 1:

Substéncia ativa -|{MHK ppm apds uma

individual semana

Sor?at? de 750 mg/L

potéssgio

Dicarbonato de

. . /1,

dimetil 300 mgy
Digsulfito de A

- . g/ L
potéssio 60 mg/
Mistura de | MHK m 5 uma |- .., . s

A , pp apos Indice sinergético

substédncia ativa semana

Sorbato de|{150 mg/L SI=0,87

potéassio 150 mg/L

dicarbonato de{l0 mg/L

dimetil dissulfitc

de potéassio
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de potéassio

Substéncia ativa -|{MHK ppm apds
individual semana
Benzoato de gbddio |550 mg/L
Dicarbonato de
/
dimetil 300 mg/L
Dls?ulflto de 60 mg/L
potéssio
Mi MHEK m 5 = . . 2 a2
1stufa . , de PP apos Indice sinexrgético
gsubstédncia ativa semana
Benzoato de ¢6dio|l25 mg/L SI=0,92
dicarbonato de{175 mg/L
dimetil disgulfito|7,5 wmg/L

De acordo com o método degcrito por Kull et al.

Kull,

Micrcbiology 9, 538 bis

sinergismo. Nesse caso,

P.C. Eigmann, H.D. Sylvestrowicz,
541,

1961) foi
aplicam-se as seguintes relag¢des:

(F.C.
R.L. Mayer, Applied

apurado O

A + QB/QL + QUQe = §

Qa =
MHK

concentracdo de substidncia A, gue representa a

Qb= concentrag¢do de substincia B, gue representa a MHK

Qc= concentragdo de substéncia C, que representa a MHK

QA= concentracao de subgtidncia A

na concentracdo de

A/B/C, gue impede o crescimento de micrdbios

QB =

concentracao de

substdncia B na concentracdo de

A/B/C, gue evita o cresgcimento de micrdébios

QC= concentracdo de sgubsgstincia ¢ na concentragdo de

A/B/C, que evita o crescimento de micrdbios

ST

Indice sinergético

SI = 1 gignifica aditividade

SI »1 significa antagonismo

SI<1l significa sinergismo
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Esta lista de documentos referidog pelo autor do
presente pedido de patente foil elaborada apenags para
informacdco do leitor. Ndo & parte integrante do documento
de patente eurcopeia. Ndo obstante o cuidado na sua
elaboracdo, o IEP ndo assgume qualgquer regpongabilidade por

eventualis erros ou omissdes.

Documentos de patente referidos na descricgédo
® WO 9609774 A [0003]
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e HORSAKOVA, I. et al. Asaia sp. as a bacterium decaying

the packaged still fruit beverages. Czech. Journal of
Food Science, 2009, vol. 27, 362-365 [0002]

e WATANABE, M.L. ; INO S. Studies on bacteria isolated
from Japanese wine. Part 2. Growth of the Acetobacter

sp. A-1 during the fermentation and storage of grape

must and vred wine. Yamanashi-ken Shokuhin Kogyo
Shidosho Kenkyu Hokoku, 1984, vol. 16, 13 [0004]
® JUVEN, B.J. ; SHOMEN, I. Spoilage of soft drinks

caused by bacterial flocculation. Journal of Food
Protection, 1985, vol. 48, 52 [0004]

® F.C. KULL ; P.C. EISMANN ; H.D. SYLVESTROWICZ ; R.L.
MAYER. Applied Microbiology, 1961, wvol. 9, 538-541
[0023]
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REIVINDICACOES

1. Utilizagdo de misturas de acg8o eginergética que
compreendem
a) acido sgbdrbico ou Acido benzoico e/ou o8 seus sais
de metal alcalino ou metal alcalinoterroso e
b) dicarbonato de dimetil e
¢) didxido de enxofre e/ou substancias que libertam
didxido de enxofre
para esterilizacdo de bebidas gue egtiverem
contaminadas por bactérias de dcido acético,
preferencialmente em relagdo & sua conservacgao

gsubgegquente.

2. Utilizacdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada por como sais de metal alcalino ou de metal
alcalinoterroso do acido sdérbico serem utilizados sorbato
de sédio, sorbato de potédssio e sorbato de litio ou sorbato

de cédlcio ou misturas degses sails.

3. Utilizacdo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada por como sais de metal alcalino ou de metal
alcalinoterroso do acido benzoico serem utilizados benzoato
de s6dio, benzoato de potédssio e benzoato de litio ou

benzoato de calcio ou misturas degseg sais.

4. Utilizacgao, de acorde com a reivindicac&o 1,
caracterizada por como substincias gque libertam didxido de
enxofre gerem utilizados hidrogenossulfito de gdédio,
digsulfito de gddio, hidrogenossulfito de  potéssio,
dissulfito de ©potéssio, hidrogenossulfito de célcio,

digsgsulfito de calcio ou misturas degses sais.

5. Utilizagao, de acorde com a reivindicacado 1,

caracterizada por na reilvindicacdo 1 ger utilizada uma
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mistura que contém sorbato de potassio e/ou benzocato de
gédio, dicarbonato de dimetil e dissulfito de potassioc para
a esterilizac8o de bebidas, gue esgteja contaminada por
bactérias de acido acético, e para a sua Cconservacao

subseguente.

6. Utilizacdo, de acordo com qualguer uma ou variasgs das
reivindicagdes 1 a 5, caracterizada por gerem utilizadog o
dcido sdrbico e/ou seus sailis de metal alcalino ou metal
alcalinoterroso numa guantidade de 100 ppm a 350 ppm ou ©
dcido benzoico e/ou seus sals de metal alcalino ou metal
alcalinoterroso numa quantidade de 100 ppm a 350 ppm e ©
DMDC ser utilizado numa quantidade de 75 ppm e 250 ppm e O
didéxido de enxofre e/ou as substincias que libertam didxido
de enxofre serem utilizadog numa quantidade de 5 ppm a 100

ppm em relagdo & quantidade de bebida a ser tratada.

7. Utilizacdo, de acordo com gualguer uma ou varias das
reivindicac¢des 1 a 6, caracterizada por como bebidas serem
tratadas bebidas refrigerantes, como, egpecialmente, chés
gelados, bebidas energéticas, sumos de fruta e bebidas com

teor de gsumo de fruta.

8. Utilizagdo, de acordo com qualquer uma ou varias das
reivindicagdegs 1 a 7, caracterizada por a acdc da mistura

gser feita contra bactérias de acido acético selecionadas a

partir do seguinte grupo Agalia sp., Acetobacter gp.
Gluccnobacter sp., Glucconacetobacter sp., Saccharibacter
sp., Swaminanthia sp., Acidomonas sp., Kozakia sp.,
Neocasaia sp., Granulibacter sp., Acidocella sp.,
Acidiphilium sp., Roseccoccus gp., Acidosphaera sp.,

Rhodopila sp.

9. Método de esterilizacgdoc de bebidas que estejam
contaminadas por bactériags de acido acético, caracterizado
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por

10.

por,

a) Aacido gdrbico ou acido benzoico e/ou seus gais de
metal alcalino ou metal alcalinoterroso e

b} dicarbonato de dimetil e

c) didéxido de enxofre e/ou substancias que libertam

didxido de enxofre serem incorporados nas bebidas.

Método, de acordo com a reivindicagdc 9, caracterizado

apdbs a esterilizacdo dasg bebidas, ger feita uma

congervacgdo das bebidas através da conservagdo dasgs bebidas

por meio dos agenteg conservantes adicionados.
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