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CONCENTRADO DE COMPOSICAO ANTIMICROBIANA,
COMPOSICAO COMPREENDENDO UMA EMULSAO DE POLIMERO
E COMPOSICAO DE REVESTIMENTO. A presente invengéo refere-se
a uma composi¢do antimicrobiana compreendendo um isotiazolinona,
tal como 1,2-benzisot-iazolin-3-ona, e um composto de zinco
selecionado de sais de zinco, axidos de zinco, hidréxidos de zinco ou
combinagbes dos mesmos. Os sais de zinco Uteis incluem, por
exemplo, axidos, sulfatos, cloretos, e combinagées dos mesmos. Em
uso, o zinco a partir do composto de zinco aumenta a atividade
antimicrobiana para a composi¢ao contendo isotiazolina. Esta melhora
permite conseguir a atividade antimicrobiana desejada em uma taxa de
uso menor do que a que € conseguida usando o isotiazolinona na
auséncia do composto de zinco. A composi¢do antimicrobiana pode
também conter co-biocidas, tais como piritionas, incluindo piritiona de
zinco ou piritiona de cobre.

BIT mais cloreto de zinco
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“COMPOSIGCAO ANTIMICROBIANA, CONCENTRADO DE COMPOSIGAO
ANTIMICROBIANA, COMPOSICAO COMPREENDENDO UMA EMULSAO DE
POLIMERO E COMPOSICAO DE REVESTIMENTO” .

Antecedentes da invengao

Isotiazolinonas, tais como 1,2-benzisotiazolin-3-ona
(também referido como “BIT”), sdo conhecidos por serem
antimicrobianos eficazes. BIT, como descrito, por

exemplo, nas formulacBes apresentadas na patente Européia
EP 0 703 726, é amplamente utilizado como um bactericida
em uma variedade de aplicagdes. Ilustrativamente, o
pedido de patente Britdnico GB 2,230,190 A descreve uma
composigdo conservante contendo BIT e um aduto de cloreto
de zinco (“ZC”), Jjunto com 2,2’-ditiopiridina-1,1’-
didéxido (“DTP”). O exemplo 3 da publicagdo GB’190 A
compara as composi¢des contendo BIT mais ZC mais DTP
contra um exemplo controle contendo apenas BIT mais ZC.
Os resultados apresentados no exemplo 3 e na tabela 3 da
publicagdo indicam que a inclusdo de DTP permite uma
diminuigdo no uso de BIT na composig¢do. Entretanto, a
quantidade de BIT (2,5 ppm) empregada no exemplo controle
tem demonstrado pelos presentes inventores serem
insuficientes quanto a eficdcia antimicrobiana em
aplica¢des mundiais reais.

Embora o BIT tenha provado sua utilidade em uma ampla
variedade de aplica¢des, a quantidade util de BIT que
pode ser adicionada a um produto comercial é limitada
pela eficacia e consideragdes econdmicas e por uma
extensdo menor em relagdo ao meio e sua relagao
toxicoldgica. Consequentemente, composigdes
antimicrobianas alternativas sao necessarias para
aplicagdes em estados Umidos e que tenham um custo-
eficdcia melhor e minimizem‘as probabilidades dos efeitos
colaterais ao meio e os efeitos toxicoldgicos. A presente
invengdo prové uma das referidas alternativas.

Sumario da invencdo

Em um aspecto, a presente invencdo refere-se a uma

composigdo antimicrobiana compreendendo (a) pelo menos um
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isotizaolin-3-ona; e (b) pelo menos um composto de zinco
selecionado do grupo consistindo de sais de zinco, 6xidos
de zinco, hidrdéxidos de zinco e combinag¢gdes dos mesmos.
Os sais de zinco ilustrativos sdo cloreto de zinco,
sulfeto de zinco, carbonato de zinco, carbonato de zinco
bdsico, e combinag¢des dos mesmos. O composto de zinco
prové uma fonte de ions de metal na composigao
antimicrobiana. Na composigdo, o isotiazolin-3-ona estéa
presente em uma quantidade de 1 a 500 ppm
(preferivelmente de 5 a 500 ppm), o composto de =zinco
estqd presente em uma quantidade de 5 a 200,000
(preferivelmente de 5 a 500 ppm), e a proporgao em peso
do isotiazolin-3-ona para o composto de zinco é de 1:2000
para 100:1 (preferivelmente de 1:100 a 100:1) .
Opcionalmente, a composigdo antimicrobiana compreende,
adicionalmente, um sal de piritiona ou um A&cido de
piritiona. Os sais de piritiona Uteis incluem piritiona
de cobre, piritiona de =zinco, piritiona de sbédio,
bissulfeto de piritiona, e combinagdes dos mesmos.

Em um outro aspecto, a presente invencgdo refere-se a uma
composicdo antimicrobiana concentrada gque, em diluigédo
com agua, prové uma eficdcia antimicrobiana em um fluido
funcional. O concentrado compreende (a) pelo menos um
isotiazolin-3-ona e (b) pelo menos um composto de zinco
selecionado do grupo consistindo de sais de zinco, 6xidos
de zinco, hidrdéxidos de zinco, e combinagdes dos mesmos.
No concentrado, o componente (a) estd presente em uma
quantidade de 1 a 95% em peso/peso, e o componente (b)
estd presente em uma quantidade de 1 para 50% p/p baseado
no peso total do concentrado, com a provisdo de que a
porcentagem em peso de (a) mais (b) ndo excede 100% em
peso.

Ainda em um outro aspecto, a presente invengdo refere-se
ao fluido funcional que compreende um meio basico mais
(a) pelo menos um isotiazolin-3-ona e (b) pelo menos um
composto de =zinco selecionado do grupo consistindo de

salis de zinco, ©6xidos de zinco, hidrdéxidos de zinco e
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combina¢des dos mesmos. Os sais de zinco ilustrativos sao
cloreto de zinco, sulfeto de zinco, carbonato de =zinco,
carbonato de zinco bésico, e combinagdes dos mesmos. Na
composicdo, o isotiazolin-3-ona estd presente em uma
quantidade de 1 a 500 ppm (preferivelmente de 5 a 500
ppm) , o composto metdlico estd presente em uma quantidade
de 5 a 200,000 ppm (preferivelmente de 5 a 500 ppm), e a
proporcdo em peso do isotiazolin-3-ona para o ion de
zinco é de 1:2000 para 100:1 (preferivelmente de 100:1 a
1:100). Opcionalmente, a composig¢do antimicrobiana
compreende, adicionalmente, um sal de piritiona ou um
dcido de piritiona. Os sais de piritiona UGteis incluem
piritiona de cobre, piritiona de =zinco, piritiona de
sédio, e bissulfeto de piritiona. O meio bésico para o
fluido funcional pode ser, por exemplo, um polimero Gtil
em emulsdes de polimero. Exemplos de sistemas de polimero
sdo arranjos regulares, tais como (met)acrilato acrilico
e substituido, estireno/butadieno, vinil acetato de
etileno, polivinil acetato, estireno/butadieno/N-metilol
acrilamida, nitrila e copolimeros dos acima mencionados.
Os fluidos funcionais tipicos incluem composi¢gdes de
revestimento, tais como tinturas, adesivos, selantes, de
calafetar, mosto mineral e de pigmentagdo, corantes de
impressao, formulagdes pesticidas para agricultura,
produtos de revestimento de arranjos domésticos, produtos
de cuidado pesscal, fluidos de trabalho em metais, e
outros sistemas com base aquosa.

Estes e outros aspectos se tornardo aparentes na leitura
da descrigd@o detalhada a seguir no presente relatdrio.

Breve descrigado dos desenhos

A figura 1 ilustra uma representagdo gréafica de um
Isobolograma mostrando a atividade antimicrobiana das
misturas de 1,2-benzisotiazolin-3-ona (“BIT”) e cloreto
de zinco contra Ps. aeruginosa com base nos valores de
concentrac¢do inibitdéria fracionaria;

A figura 2 ilustra uma representagdo grafica de um

Isobolograma mostrando a atividade antimicrobiana das
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misturas de Kathon® (uma mistura de 5-cloro-2-metil-4-
isotiazolin-3-ona (“CIMIT”)) e 2-metil-4-isotiazolin-3-
ona (“MIT”) e cloreto de zinco contra Ps. aeruginosa com
base nos valores de concentracdo- inibitdéria fracionaria;
A figura 3 ilustra uma representagdo grafica de um
Isobolograma mostrando a atividade antimicrobiana das
misturas de MIT e do cloreto de =zinco contra Ps.
aeruginosa com base nos valores de concentragao
inibitdéria fracionaria;

A figura 4 ilustra uma representagdo grafica de um
Isobolograma mostrando a atividade antimicrobiana das
misturas de N- (n-butil)-1,2-benzisotiazolin-3-ona
(*“BBIT”) e cloreto de =zinco contra Ps. aeruginosa com
base nos valores de concentragdo inibitdéria fracionéria;
e

A figura 5 ilustra uma representagdo grafica de um
Isobolograma mostrando a atividade antimicrobiana das
misturas de BIT e cloreto de sédio contra Ps. aeruginosa
com base nos valores de concentracao inibitéria
fracionaria.

Descrigdo detalhada da invengdo

Foi surpreendentemente descoberto que de acordo com a
presente inveng¢do, uma composig¢do antimicrobiana contendo
um isotiazolin-3-ona, mais um  composto de zinco
selecionado do grupo consistindo de sais de zinco, &xidos
de zinco, hidréxidos de zinco, e combinag¢des dos mesmos,
exibem wuma eficacia antimicrobiana aumentada, quando
comparada com composic¢des contendo isotiazolin que néao
contém o composto metdlico. A eficédcia aumentada &
provida apropriadamente em composig¢des antimicrobianas
durante uma ampla variac¢do de pHs de 3 a 12.

A composigdo antimicrobiana da presente invengdo é
incorporada apropriadamente dentro de um fluido
funcional. o] fluido funcional compreende,
apropriadamente, um meio bésico mais (a) pelo menos um
isotiazolin-3-ona e (b) pelo menos um composto de zinco

selecionado do grupo consistindo de sais de zinco de
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dcidos orglnicos, sais de =zinco de A&acido inorgénicos,
6xidos de zinco, hidréxidos de zinco, e combinag¢des dos
mesmos. Os sais de zinco ilustrativos incluem, cloreto de
zinco, sulfeto de zinco, carbonato de zinco, carbonato de

zinco basico (também conhecido como “carbonato de zinco

contendo hidréxi”, também conhecido como carbonato
hidréxi de zinco”, o qual é identificado ainda pela
férmula empirica Zns(OH)g(CO3)2), e combinagdes dos
mesmos .

) isotiazolinona atil na presente invengao é,

preferivelmente, um isotiazolin-3-ona que é selecionado

de: 1,2-benzisotiazolin-3-ona (“BIT”), N-(n-butil)-1,2-
benzisotiazolin-3-ona (“BBIT”), 4,5-dicloro-2-n-octil-4-
isotiazolin-3-ona (“DCOIT”), 2-metil-4-isotiazolin-3-ona

(“MIT”), misturas de 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona
(“CIMIT”) mais MIT (disponivel na Rohm e Hass Company,
Filadélfia, PA - sob a denominac3o comercial Kathon@®),
ditio-2,2'-bis(benzimetilamida), e combinacgdes dos
mesmos. Isotiazolinonas particularmente preferidos sao
BIT, MIT e BBIT, e combinag¢des dos mesmos.

Na composigdo, a isotiazolin-3-ona estad presente em uma
quantidade de 1 a 500 ppm (preferivelmente de 5 a 500
ppm), o composto de zinco estéd presente em uma quantidade
de 5 a 200,000 pm (preferivelmente de 5 a 500 ppm) e a
proporgdo em peso de isotiazolin-3-ona para o composto de
zinco é de 1:2000 para 100:1 (preferivelmente de 100:1
para 1:100).

Opcionalmente, a composigdo antimicrobiana compreende,
adicionalmente, um sal de piritiona ou um &cido de
piritiona. Os sais de piritiona Gteis incluem, piritiona
de cobre, piritiona de =zinco, piritiona de sédio. Se
utilizado, o sal de piritiona ou acido de piritiona estéa
presente apropriadamente na composic¢do em uma quantidade
de cerca de 0,001% p/p a cerca de 1,0% p/p.

Em uma configuragcdo, a combinagdo dos componentes
antimicrobianos para a composi¢do antimicrobiana pode ser

provida na forma de wuma composi¢do antimicrobiana
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concentrada que, na diluigdo com Aagua, prové a eficacia
antimicrobiana em um fluido funcional. O concentrado
compreende (a) pelo menos um isotiazolin-3-ona e (b) em
pelo menos um composto de =zinco selecionado do grupo
consistindo de sais de zinco, 6xidos de zinco, hidrdéxidos
de =zinco, e combinac¢des dos mesmos. No concentrado, o
componente (a) estd presente em uma quantidade de 1 a 95%
peso/peso e, o componente (b) estd presente em uma
quantidade de 1 a 50% p/p.
As composi¢des antimicrobianas da presente invengdo sao
apropriadamente wutilizadas em fluidos funcionais tais
como emulsdes poliméricas, ou outras composigdes de
revestimento, para transmitir ambos, o estado Umido e o
filme seco para conservagdo. O meio basico pode ser, por
exemplo, um polimero Gtil na emulsdo polimérica onde o
polimero é selecionado do  grupo consistindo de
(met)acrilato acrilico e substituido, estireno/butadieno,
vinil acetato de etileno, polivinil acetato,
estireno/butadieno/N-metil acrilamida, nitrila e
copolimeros dos acima mencionados. -Os fluidos funcionais
tipicos incluem composigdes de revestimento, tais como,
tinturas, adesivos, selantes, de calafetar, mosto mineral
e de pigmentagdo, corantes de impressdo, formulag¢des
pesticidas para agricultura, produtos para revestimento
de arranjos domésticos, de cuidados pessoais, fluidos de
trabalho com metal e outros sistemas de base aquosa.
A invengdo € descrita ainda pelos Exemplos dados abaixo.
Todas as porcentagens dadas aquili sdo porcentagens em peso
com base no peso total da composigdo, a menos que de
outro modo indicado.

EXEMPLO 1
Neste exemplo, as amostras de um latex acrilico de base
aquosa comercial, denominacg¢do comercial REVACRYL 1A,
fornecido pela “Harlow Chemical Company”, pH 8,1,
contendo aditivos antimicrobianos em gquantidades como
indicadas abaixo, na Tabela 1, foram induzidos com uma

suspensao bacteriana consistindo de:
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Pseudomonas aeruginosa, NCIMB 8295

Providencia rettgeri, NCIMB 10842

Serratia marcescens, NCIMB 9523

Aeromonas hydrophila, NCIMB 9233

Alcaligenes spp., (isolado e conservado em estado dmido)
Burkholderia cepacia, ATCC 25416

Pseudomonas putida, NCIMB 9494

Todas as espécies de teste foram cultivadas em um meio
dgar-nutriente e incubadas durante 24 horas a 30°C. Apds
este periodo, suspensdes individuais de cada um dos
organismos de teste foram preparadas em uma concentragao
de 10° colbénias formadoras de unidade por ml em solugdo
salina por meio de wuma cadmara de contagem Thoma,
conseguida por mistura de volumes iguais das suspensdes
individuais. A concentrac¢do de bactéria em cada aliquota
apés cada uma das indug¢des foi de 2x 10° por ml.

As amostras de tintas contendo os aditivos
antimicrobianos foram armazenadas a 40°C durante 7 dias
antes de comecar o teste. As amostras de tintas foram
induzidas com 1% v/v de suspensdes bacterianas como
descrito acima. Todas as amostras de teste foram
incubadas a 30°C pela duragdo do teste e examinadas
quanto a viabilidade da bactéria apbés 1, 3 e 7 dias apds
cada indug¢do. As bactérias viaveis foram detectadas por
aliquotas marcadas em Agar nutriente seguido por
incubagdo a 30°C por 2 dias.

TABELA 1:

S3o apresentados os resultados obtidos apds a terceira

inoculag¢do nos dias 1, 3, e 7.



10

15

TABELA 1
Amostra 3* inoculagdo
BIT/ppm Dia 1 Dia 3 Dia 7

BIT/ZnO 50 C C C
100 1+(92) 1+(27) -

150 1+(95) S(7) -

200 S (10 T (4) -

250 1+(89) 1+(22) -

300 1+(77) 1+(12) -

BIT/ZnCl2 50 C C C
100 ++ 1+(30) -

150 1+(34) 1+(21) -

200 1+(51) 1+(14) -

250 ++(185) 1+(25) -

300 1+(58) 1+(17) -

PROXEL BD20 50 C C C
100 C C C

150 C C C

200 C C C

250 1+(75) . -

300 1+ (54) - -

400 1+(47) - -

A Avaliagdo é classificada como:

(-) nenhum crescimento detectado
(T) 0-5 coldbnias presentes

(S) 5-10 coldnias

(1+) 20-100 coldnias

(+) crescimento leve - nenhum nimero especificado de

coldnias
(++) crescimento moderado - coldnias visiveis, alguma
Coalescéncias
(+++) crescimento pesado - colénias coalescentes visiveis

através do crescimento pesado
confluente.
(C) crescimento pesado confluente.
Os resultados demonstram um efeito potencial de BIT em
combinagao com um sal contendo zinco quando comparado
contra um produto comercial, denominado PROXEL BD20, um
produto da Arch Chemicals, Inc., contendo apenas BIT para

a conservacgao de um latex comercial em que apenas 100 ppm
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de BIT sdo requeridos em presenga de um sal contendo
zinco comparado com 250 ppm de BIT para a amostra
contendo apenas BIT.

EXEMPLO 2
Investigagao da potencializagéao entre 1,2-
benzisotiazolin-3-ona (BIT) e o cloreto de zinco (ZnCl,)
contra Pseudomonas aeruginosa.
Bactéria:
Pseudomonas aeruginosa(NCIB 10241) mantida em Agar
nutriente, foram utilizadas para estudar a sinergia entre
BIT e ZnCl,.

Cadlculo das concentrac¢des inibitdérias minimas contra

Mono-culturas:

As bactérias foram crescidas em uma fase estacionaria
(aproximadamente 24 horas) em caldo nutriente
(aproximadamente 10° organismos por ml). Um indéculo de
0,1% (v/v) foi utilizado para cultivar o meio fresco e
100 pl do indéculo foi entd@o adicionada a cada pogo de uma
placa de microtitulacdao, exceto para o primeiro pogo, que
continha 200 pl.

Usando diluig¢des duplas, a concentragdao dos compostos sob
investigacdo foi variada em cada um dos pog¢os ao longo do
eixo geométrico ordenado. A presenga ou a auséncia de
crescimento foi registrada por inspegdo visual apds 24
horas de incubag¢do a 37°C.

Calculo da atividade antimicrobiana contra mono-culturas:

As placas de microtitulacdo foram usadas para este
ensaio. Uma matriz simples foi construida com
concentragdes variadas de dois compostos de 2 x MIC
(concentrag¢do inibitdéria minima) abaixo da concentracdo
zero em um arranjo 10 x 10.

Como as placas de microtitulag¢do tém apenas 96 pogos, as
combinagdes dos dois compostos que tiveram as
concentragdes extremas (maior e menor) foram omitidas. As
solugdes foram feitas em caldo em dois tempos nas
concentragdes finais apds a pré-dissolugdo do composto em

adgua destilada.
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A mistura (100 pl) foi adicionada a placa de modo que o
volume total em cada um dos pogos foi de 200 pl. O caldo
nutriente foi usado para a Ps. aeruginosa. As placas
foram incubadas durante 16-24 horas a 37°C. A presenga ou
auséncia de crescimento foi determinada por inspegao
visual.

Resultados para o Exemplo 2:

TABELA 2
Composto MIC (ppm) contra Ps. Aeruginosa
1 2 3 4
BIT 30 42 42 30
ZnCl2 300 450 375 450

BIT ¢é 1,2-benzisotiazolin-3-ona disponivel na Arch
Limited PROXEL® GXL.

Célculo da atividade contra mono-culturas:

A concentragdo inibitdéria minima (MIC) & a menor
concentragdo do biocida que demonstrou inibig¢do do
crescimento gquando usada sozinha. Para o propdsito do
cdlculo da concentragdo inibitéria fracionaria (FIC), se
um biocida UGnico ndo controlar o crescimento, o MIC foi
tomado quando a maior concentragdo for wutilizada. Uma
concentrag¢do inibitéria fracionadria é a concentrag¢do do
biocida que controlou o crescimento na mistura dividido
pelo MIC daquele biocida. Os valores FIC para ambos o0s
compostos na mistura foram calculados e os resultados
estdo mostrados na Tabela 3. A soma destas duas figuras
resultou em uma indica¢do da agdo dos dois biocidas. Um
valor menor do que um indica um efeito melhorado, se o
total é unitdrio ou maior a ag¢do é aditivo e se o valor é
maior do que dois os biocidas sdo antagonistas.

Tabela 3: Concentra¢des inibitdérias fraciondrias para

1,2-benzisotiazolin-3-ona (BIT) e cloreto de zinco

(ZnCl2) contra Ps. aeruginosa.

TABELA 3
Valores FIC
Composto 1 2 3 4
BIT 110,20(0,20{0,40/0,14/0,14|0,29]|0,29[0,43[0,14/0,20{0,40] O
ZnC1, 2|0,25|0,50[0,25/0,33}0,50/0,17/0,33|0,17/0,60/0,33[0,17
Total 1{0,451|0,70i0,65|0,47|0,64|0,46[0,62/0,60[0,74[0,53/0,57] 1
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Se for construido um grafico com os eixos representantes
das concentracdes inibitdérias fraciondrias para os dois
biocidas em escala linear, quando a combinagdo for um
aditivo ao isobole (ou seja, a linha de 1ligagao dos
pontos que representam todas as combinagdes com O mesmo
efeito incluindo as concentragdes eficazes iguais dos
biocidas usados sozinhos) é correta, combinac¢des
melhoradas resultam em isoboles cdncavos e combinagdes
antagonistas resultam em isoboles convexos. Como mostrado
na figura 1, a combinag¢do BIT e ZnCl, tém um efeito
melhorado contra Ps. aeruginosa como confirmado pelo
isobole cbéncavo no grafico da figura 1.

EXEMPL.O 3
Investigagdo da potencializacdo entre Kathon® (CIMIT/MIT)
e cloreto de zinco (ZnCl,) contra Pseudomonas aeruginosa.
Bactéria:
Pseudomonas aeruginosa(NCIB 10241) mantida em Agar
nutriente, foram utilizadas para estudar a sinergia entre
Kathon® e 2ZnCl,.

Cadlculo das concentragdes inibitdérias minimas contra

Mono-culturas:

As bactérias foram crescidas em uma fase estacionéaria
(aproximadamente 24 horas) em caldo nutriente
(aproximadamente 10° organismos por ml). Um inéculo de
0,1% (v/v) foi utilizado para cultivar o meio fresco e
100 pl do inéculo foi entdo adicionado a cada pogo de uma
placa de microtitulagdo, exceto para o primeiro pogo, que
continha 200 pl.

Usando diluig¢des duplas, a concentracdo dos compostos sob
investigagdo foi variada em cada um dos pogos ao longo do
eixo geométrico ordenado. A presenga ou a auséncia de
crescimento foi registrada por inspegdo visual apds 24
horas de incubagdo a 37°C.

Calculo da atividade antimicrobiana contra mono-culturas:

As placas de microtitulagdo foram usadas para este
ensaio. Uma matriz simples foi construida com

concentragdes variadas de dois compostos de 2 x MIC
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(concentragdo inibitéria minima) abaixo da concentragao
zero em um arranjo 10 x 10. Como as placas de
microtitulacdo tém apenas 96 pogos, as combinag¢des dos
dois compostos que tiveram as concentragdes extremas
(maior e menor) foram omitidas. As solugdes foram feitas
em caldo em dois periodos de concentra¢des finais apds a
pré-dissoluc¢do do composto em agua destilada.

A mistura (100 pl) foi adicionada a placa de modo que o
volume total em cada um dos pogos foi de 200 pl. O caldo
nutriente foi wusado para a Ps. aeruginosa. As placas
foram incubadas durante 16-24 horas a 37°C. A presenga ou
auséncia de crescimento foi determinada por inspegdo
visual.

Resultados do Exemplo 3:

TABELA 4
Composto MIC (ppm) contra Ps. Aeruginosa
1 2 3 4
Kathon 0,9 0.9 0,9 0,53
ZnCl, 294 294 210 600

A mistura CIMIT e MIT estd& disponivel na Rohm e Haas
Company, Philadelphia, PA sob a denominagdo comercial
Kathon®.

Calculo da sinergia contra mono-culturas:

A concentragdo inibitdéria minima (MIC) € a menor
concentragdao do biocida que demonstrou inibigao do
crescimento quando usada sozinha. Para o propdsito do
cadlculo da concentracdo inibitdria fraciondria (FIC), se
um biocida UGnico nd3o controlar o crescimento, o MIC foi
tomado quando a maior concentragdo foi utilizada. Uma
concentragdo inibitdéria fraciondria é a concentrag¢do do
biocida que controlou o crescimento na mistura dividida
pelo MIC daquele biocida. Os valores FIC para ambos os
compostos na mistura foram calculados e os resultados
estdo mostrados na Tabela 5. A soma destas duas figuras
resultou em uma indicagdo da ac¢do dos dois biocidas. Um
valor menor do que um indica um efeito melhorado, se o
total é unitério ou maior a agdo é aditiva e se o valor é

maior do que dois os biocidas sdo antagonistas.
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Tabela 5: Concentrac¢des inibitérias fraciondrias para

Kathon (CIMIT/MIT) e cloreto de zinco (ZnCl,) contra Ps.

aeruginosa.

TABELA 5
Composto Valores FIC
1 2 3 4
Kathon {1/0,17|0,17|0,33}0,33|0,17|0,33|0,33(0,14(0,28{0,28(0
ZznCl, (04{0,14|0,290,14|0,29|0,29|0,14(0,29(0,50|0,38|0,50(1
Total |1/|0,31|0,46(0,47|0,62|0,46|0,47|0,62|0,64|0,66(0,78]|1

Se for construido um grafico com os eixos representantes
das concentracdes inibitdérias fracionidrias para os dois
biocidas, em escala 1linear, quando a combinagdo for
aditiva ao isobole (ou seja, a linha de 1ligag¢do dos
pontos que representam todas as combinagdes com O mesmo
efeito incluindo as concentragdes eficazes iguais dos
biocidas usados sozinhos) é correta, combinagdes
melhoradas resultam em isoboles cbncavos e combinagdes
antagonistas resultam em isoboles convexos. Como mostrado
na figura 2, a combinacdo de Kathon® e 2ZnCl, tem um
efeito melhorado contra Ps. aeruginosa como confirmado
pelo isobole cdncavo no grafico da figura 2.

EXEMPLO 4
Investigagdo da potencializagdo entre MIT e cloreto de
zinco (ZnCl,) contra Pseudomonas aeruginosa.
Bactéria:
Pseudomonas aeruginosa(NCIB 10241) mantida em Agar
nutriente, foram utilizadas para estudar a sinergia entre
MIT e ZnCl,.

Cédlculo das concentracgdes inibitérias minimas contra

Mono-culturas:

As bactérias foram crescidas em uma fase estacionéaria
(aproximadamente 24 horas) em caldo nutriente
(aproximadamente 10° organismos por ml). Um inéculo de
0,1% (v/v) foi utilizado para cultivar o meio fresco e
100 pl do indéculo foi entdo adicionado a cada pogo de uma
placa de microtitulagdo, exceto para o primeiro pogo, que
continha 200 pl.

Usando diluig¢des duplas, a concentragao dos compostos sob
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investigacgdo foi variada em cada um dos pogos ao longo do
eixo geométrico ordenado. A presenga ou a auséncia de
crescimento foi registrada por inspegdo visual apds 24
horas de incubag¢do a 37°C.

Cdlculo da atividade antimicrobiana contra mono-culturas:

As placas de microtitulagdo foram usadas para este
ensaio. Uma matriz simples foi construida com
concentra¢des variadas de dois compostos de 2 x MIC
(concentracdo inibitéria minima) abaixo da concentragao
zero em um arranjo 10 x 10. Como as placas de
microtitulagdo tém apenas 96 pogos, as combinagdes dos
dois compostos que tiveram as concentra¢des extremas
(maior e menor) foram omitidas. As solu¢des foram feitas
em caldo em dois periodos de concentragdes finais apds a
pré-dissolug¢do do composto em agua destilada.

A mistura (100 pl) foi adicionada a placa de modo que o
volume total em cada um dos pogos foi de 200 pl. O caldo
nutriente foi usado para a Ps. aeruginosa. As placas
foram incubadas durante 16-24 horas a 37°C. A pfesenca ou
auséncia de crescimento foi determinada por inspegao
visual.

Resultados do Exemplo 4:

Tabela 6: atividade antimicrobiana dos compostos sob

investigacgao.
TABELA 6
Composto MIC (ppm) contra Ps. Aeruginosa
1 2 3 4
MIT S 6 10,5 8
ZnCl, 210 210 450 450

Calculo da sinergia contra mono-culturas:

A concentragdo inibitéria minima (MIC) é a menor
concentracdo do biocida que demonstrou inibigdo do
crescimento quando usada sozinha. Para o propdsito do
cdlculo da concentragdo inibitéria fraciondria (FIC), se
um biocida tGnico n3o controlar o crescimento, o MIC foi
tomado quando a maior concentragdo foi wutilizada. Uma
concentragdo inibitéria fraciondria é a concentragdo do

biocida que controlou o crescimento na mistura dividida
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pelo MIC daquele biocida. Os valores FIC para ambos o0s
compostos na mistura foram calculados e os resultados
estdo mostrados na Tabela 7. A soma destas duas figuras
resultou em uma indicacd3o da agdo dos dois biocidas. Um
valor menor do que um indica um efeito melhorado, se o
total é unitdrio ou maior a agdo é aditiva e se o valor é
maior do que dois os biocidas sdo antagonistas.

Tabela 7: Concentrac¢des inibitdrias fracionérias para MIT

e cloreto de zinco (ZnCl,) contra Ps. aeruginosa.
TABELA 7

Composto Valores FIC
1 2 3 4

MIT 1(0,17(0,33|0,33}(0,50|0,25{0,50|0,75(0,14]0,29|0,17]|0

znCl2 |0(0,57{0,29|0,43}(0,14|0,43(0,29(0,14|0,33(0,17|0,50|1

Total |1|0,74|0,62|0,76|0,64|0,68|0,79/0,89|0,48|0,46(0,67]|1

Se for construido um grafico com os eixos representantes
das concentrag¢des inibitdérias fraciondrias para os dois
biocidas em escala linear, gquando a combinag¢do é aditiva
ao 1isobole (ou seja, a linha de ligagao dos pontos dque
representam todas as combinagdes com o mesmo efeito
incluindo as concentragdes eficazes iguais dos biocidas
usados sozinhos) é correta, combinagdes melhoradas
resultam em isoboles cdncavos e combinag¢des antagonistas
resultam em isoboles convexos. Como mostrado na figura 3,
a combinagcdo de MIT e 2ZnCl, tém um efeito melhorado
contra Ps. aeruginosa como confirmado pelo isobole
cbncavo no grafico da figura 3.

EXEMPLO 5
Investigagdo da potencializagdo entre BBIT e cloreto de
zinco (ZnCl,) contra Pseudomonas aeruginosa.
Bactéria:
Pseudomonas aeruginosa(NCIB 10241) mantida em Agar
nutriente, foram utilizadas para estudar a sinergia entre
BBIT e ZnCl,.

Cdlculo das concentragdes inibitdérias minimas contra

Mono-culturas:

As bactérias foram crescidas em uma fase estacionaria

(aproximadamente 24 horas) em caldo nutriente
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(aproximadamente 10° organismos por ml). Um indculo de
0,1% (v/v) foi utilizado para cultivar o meio fresco e
100 pul do indculo foi entd@o adicionado a cada pogo de uma
placa de microtitulagdo, exceto para o primeiro pogo, que
continha 200 pl.

Usando diluig¢des duplas, a concentragdo dos compostos sob
investigacd3o foi variada em cada um dos pogos ao longo do
eixo geométrico ordenado. A presenga ou a auséncia de
crescimento foi registrada por inspegdo visual apds 24
horas de incubacdao a 37°C.

Calculo da atividade antimicrobiana contra mono-culturas:

As placas de microtitulagdo foram usadas para este
ensaio. Uma matriz simples foi construida com
concentra¢des variadas de dois compostos de 2 Xx MIC
(concentracdo inibitdéria minima) abaixo da concentragao
zero em um arranjo 10 x 10. Como as placas de
microtitulacdo tém apenas 96 pogos, as combinagdes dos
dois compostos gque tiveram as concentragdes extremas
(maior e menor) foram omitidas. As solugdes foram feitas
em caldo em dois periodos de concentragdes finais apds a
pré-dissolug¢do do composto em &gua destilada.

A mistura (100 pl) foi adicionada a placa de modo que o
volume total em cada um dos pog¢os foi de 200 pl. O caldo
nutriente foi usado para a Ps. aeruginosa. As placas
foram incubadas durante 16-24 horas a 37°C. A presenga ou
auséncia de crescimento foi determinada por inspegdo
visual. .

Resultados do Exemple 5

Tabela 8: Atividade antimicrobiana dos compostos sob

investigacgado.
TABELA 8
Composto MIC (ppm) contra Ps. Aeruginosa
1 2 3 4
BBIT 315 360 42 180
ZnCl, 525 525 600 600

BBIT & N-(n-butil)-1,2-benzisotiazolin-3-ona.

Calculo da sinergia contra mono-culturas:

A concentracdo inibitéria minima (MIC) € a menor



10

15

20

25

30

17

concentragdo do biocida gque demonstrou inibigdo do
crescimento quando usada sozinha. Para o propdsito do
cédlculo da concentracdo inibitéria fracionédria (FIC), se
um biocida dnico nd3o controlar o crescimento, o MIC foi
tomadoe quando a maior concentragdo foi utilizada. Uma
concentracdo inibitéria fraciondria é a concentragdo do
biocida gue controlou o crescimento na mistura dividida
pelo MIC daquele biocida. Os valores FIC para ambos os
compostos na mistura foram calculados e os resultados
est3o mostrados na Tabela 9. A soma destas duas figuras
resultou em uma indicag¢3o da agdo dos dois biocidas. Um
valor menor do que um indica um efeito melhorado, se o
total é unitdrio ou maior a aci3o é aditiva e se o valor é
maior do que dois os biocidas sdo antagonistas.

Tabela 9: Concentrac¢des inibitérias fraciondrias para

BBIT e cloreto de zinco (ZnCl,) contra Ps. aeruginosa.

TABELA 9
Composto Valores FIC
1 2 3 4
BBIT 1 0,29 0,25 0,14 0,71 0,25 0
ZncCl, 0 0,43 0,43 0,50 0,38 0,38 1
Total 1 0,71 0,68 0,64 1,09 0,63 1

Se for construido um gréafico com os eixos representantes
das concentrac¢des inibitdérias fracioné&rias para os dois
biocidas em escala linear, quando a combinagdo é aditiva
ao isobole (ou seja, a linha de ligagao dos pontos que
representam todas as combinagdes com o© mesmo efeito
incluindo as concentrag¢des eficazes iguais dos biocidas
usados sozinhos) & correta, combinagdes melhoradas
resultam em isoboles cdncavos e combinagdes antagonistas
resultam em isoboles convexos. Como mostrado na figura 4,
a combinacd3o de BBIT e 2ZnCl, tem um efeito melhorado
contra Ps. aeruginosa como confirmado pelo isobole
cdbncavo no grafico da figura 4.
EXEMPLO COMPARATIVO A

Investigac3o da potencializagdo entre 1,2-benziotiazolin-
3-ona (BIT) e cloreto de sb6dioc (NaCl,) contra Pseudomonas

aeruginosa quando comparada com a sinergia entre 1,2-
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benzisotiazolin-3-ona (BIT) e cloreto de zinco (ZnCl,)
contra Pseudomonas aeruginosa (Exemplo 2).

Bactéria:

Pseudomonas aeruginosa(NCIB 10241) mantida em Agar
nutriente, foram utilizadas para estudar a eficécia da
combinac3o de BIT com cloreto de sdédio.

Calculo das concentra¢des inibitdérias minimas contra

Mono-culturas:

As bactérias foram crescidas em uma fase estacionéaria
(aproximadamente 24 horas) em caldo nutriente
(aproximadamente 10° organismos por ml). Um indculo de
0,1% (v/v) foi utilizado para cultivar o meio fresco e
100 pl do inéculo foi entdo adicionado a cada pogo de uma
placa de microtitulagdo, exceto para o primeiro pogo, que
continha 200 pl.

Usando diluicdes duplas, a concentragdo dos compostos sob
investigacdo foi variada em cada um dos pogos ao longo do
eixo geométrico ordenado. A presenga ou a auséncia de
crescimento foi registrada por inspegdo visual apds 24
horas de incubacdo a 37°C.

Calculo da atividade antimicrobiana contra mono-culturas:

As placas de microtitulagcdo foram usadas para este
ensaio. Uma matriz simples foi construida com
concentrag¢des variadas de dois compostos de 2 x MIC
(concentracdo inibitdéria minima) abaixo da concentragédo
zero em um arranjo 10 x 10. Como as placas de
microtitulagdo tém apenas 96 pogos, as combinagdes dos
dois compostos gque tiveram as concentrag¢des extremas
(maior e menor) foram omitidas. As solugdes foram feitas
em caldo em dois periodos de concentragdes finais apds a
pré-dissolugdo do composto em agua destilada.

A mistura (100 pl) foi adicionada a placa de modo que o
volume total em cada um dos pogos foi de 200 pl. O caldo
nutriente foi wusado para a Ps. aeruginosa. As placas
foram incubadas durante 16-24 horas a 37°C. A presenga ou
auséncia de crescimento foi determinada por inspegdo

visual.
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Resultados do Exemplo comparativo A

Tabela 10:
Atividade antimicrobiana dos compostos sob investigacgdo
TABELA 10
Composto MIC (ppm) contra Ps. aeruginosa
BIT 30
NacCl, Nenhum detectado (maior do que 675)

BIT é 1,2-benzisothiazolin-3-ona disponivel na Arch
Limited como PROXEL®™ GXL.

Calculo da potencializagdo contra mono-culturas:

A concentracdo inibitéria minima (MIC) €é a menor
concentracdo do biocida que demonstrou inibigdo do
crescimento quando usada sozinha. Para o propdsito do
cdlculo da concentracdo inibitéria fracionaria (FIC), se
um biocida UGnico n3o controlar o crescimento, o MIC foi
tomado quando a maior concentragdo foi utilizada. Uma
concentrac¢do inibitéria fracionadria é a concentragdo do
biocida que controlou o crescimento na mistura dividida
pelo MIC daquele biocida. Os valores FIC para ambos oS
compostos na mistura foram calculados e os resultados
est3do mostrados na Tabela 11. A soma destas duas figuras
resultou em uma indicag¢d@o da agdo dos dois biocidas. Um

valor menor do que um indica um efeito melhorado, se o

total é unitdrio ou maior a acgdo é aditiva e se o valor é

maior do que dois os biocidas sdo antagonistas.

Tabela 11: Concentra¢des inibitdrias fraciondrias para

1l,2-benzisotiazolin-3-ona (BIT) e cloreto de sédio

(NaCl,) contra Ps. aeruginosa.

Composto Valores FIC
BIT 1 1,00 0
NaCl, 0 0,33 1
Total 1 1,33 1

Se for construido um gréfico com os eixos representantes
das concentrag¢des inibitdérias fracioné&rias para os dois
biocidas em escala linear, quando a combinac¢do é aditiva
ao isobole (ou seja, a linha de ligagdo dos pontos que
representam todas as combinagdes com o mesmo efeito

incluindo as concentragdes eficazes iguais dos biocidas
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usados sozinhos) é correta, combinacdes melhoradas
resultam em isoboles cdncavos e combina¢des antagonistas
resultam em isoboles convexos. Como mostrado na figura 5,
a combinagdo BIT e NaCl, é um aditivo contra Ps.
aeruginosa como confirmado pelo isobole cbéncavo no
grafico da figura 5. Adicionalmente, os resultados destes
exemplos ilustram ainda que a combinagdo de um
isotiazolin-3-ona tal como BIT e um composto de zinco tal
como ZnCl,, como mostrado no Exemplo 2, mostrando
resultados de potencializagao inesperada contra

Pseudomonas aeruginosa.
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REIVINDICAGOES

1. Composicgdo antimicrobiana, caracterizada pelo fato de

compreender, pelo menos (a) um isotiazolin-3-ona, e pelo
menos (b) um composto de =zinco selecionado do grupo
consistindo de sais de zinco, 6xidos de zinco, hidréxidos
de zinco, e combinacgdes dos mesmos, onde o referido
isotiazolin-3-ona estd presente em uma quantidade de 1 a
500 ppm, o composto de zinco estd presente em uma
quantidade de 5 a 200,000 ppm, e a proporgao em peso do
isotiazolin-3-ona para o composto de zinco é de 1:2000 a
100:1.

2. Composigao, de acordo <com a reivindicagao 1,

caracterizada pelo fato de o componente (a) estar

presente em uma quantidade a partir de 1 a 500 ppm, ©
componente (b) estar presente em uma quantidade de 5 a
200,000 ppm, e a proporgdo em peso € de 1:100 a 100:1.

3. Composigao, de acordo <com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de o componente (a) estar

presente em uma quantidade de 5 a 500 ppm, e o componente
(b) estar presente em uma quantidade de 5 a 500 ppm.
4, Composigédo, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizada pelo fato de o referido isotiazolin-3-ona

ser selecionado do grupo consistindo de 1,2-
benzisotiazolin-3-ona, N- (n-tubil)-1,2-benzisotiazolin-3-
ona, 4,5-dicloro-2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona, 2-metil-
4-isotiazolin-3-ona, misturas de 5-cloro-2-metil-4-
isotiazolin-3-ona (CIMIT) e 2-metil-4-isotiazolin-3-ona,
e também ditio-2,2’-bis(benzimetilamida), e combinacdes
dos mesmos.

5. Composigao, de acordo com a reivindicag¢do 1,

caracterizada pelo fato de o referido sal de zinco ser

selecionado do grupo consistindo de cloreto de =zinco,
sulfeto de zinco, carbonato de zinco, carbonato de zinco
basico, e combinag¢des dos mesmos.

6. Composigao, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizada pelo fato de o referido composto de zinco

ser cloreto de zinco.
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7. Composigao antimicrobiana, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de compreender

ainda um co-biocida selecionado do grupo consistindo de
sais de piritiona, &cidos de piritiona, e combinag¢des dos
mesmos, e onde o referido co-biocida est& presente na
referida composicdo em uma quantidade de cerca de 0,001 a
cerca de 1% p/p com base no peso total da referida
composicgao.

8. Concentrado de composigao antimicrobiana,
caracterizado pelo fato de a diluigdo com &agua prover as
quantidades dos componentes (a) e (b) como especificado

na reivindicagao 1, dito concentrado compreendendo

isotiazolin-3-ona em uma quantidade entre 1 e 95% p/p.
9. Concentrado de composi¢do antimicrobiana, de acordo

com a reivindicacdo 8, caracterizado pelo fato de

compreender ainda um co-biocida selecionado do grupo
consistindo de sais de piritiona, &cidos piritiona, e
combinac¢des dos mesmos, e onde o referido co-biocida esté
presente na referida composig¢do em uma quantidade de
cerca de 1 a cerca de 50% p/p com base no peso total da
referida composicgao.

10. Composigdo compreendendo uma emulsdo de polimero,

caracterizada pelo fato de a dita composigdo compreender

adicionalmente um conservante em estado Gmido
compreendendo uma combinac¢do de (a) pelo menos um
isotizaolin-3-ona e (b) pelo menos um composto de =zinco
selecionado do grupo consistindo de sais de zinco, o6xidos
de zinco, hidrdéxidos de zinco, e combinag¢des dos mesmos,
onde a referida combinagdo estd presente na referida
composigdo em uma quantidade total entre cerca de 10 ppm
e cerca de 400 ppm, e onde a proporgao molar do
componente (a) para o componente (b) estar entre cerca de
4:1 a cerca de 1:2.

11. Composig¢do, de acordo com a reivindicagao 10,

caracterizada pelo fato de a referida emulsdo de polimero

compreender um polimero selecionado a partir do grupo

consistindo de (met)acrilato acrilico e substituido,
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estireno/butadieno, vinil acetato de etileno, polivinil
acetato, estireno/butadieno/N-metilol acrilamida, nitrila
e copolimeros dos mesmos.

12. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizada pelo fato de o referido sal de zinco ser

selecionado do grupo consistindo de cloreto de zinco,
sulfeto de zinco, carbonato de zinco, carbonato de zinco
basico, e combinag¢des dos mesmos.

13. Composicdo, de acordo com a reivindicagado 12,

caracterizada pelo fato de o referido sal de zinco ser

cloreto de zinco.
14. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizada pelo fato de o referido isotiazolin-3-ona

ser selecionado do grupo consistindo de: 1,2-
benzisotiazolin-3-ona, N-(n-butil)-1,2-benzisotiazolin-3-
ona, 4,5-dicloro-2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona, 2-metil-
4-isotiazolin-3-ona, misturas de 5-cloro-2-metil-4-
isotiazolin-3-ona (CIMIT) e 2-metil-4-isotiazolin-3-ona,
e também ditio-2,2’'-bis(benzimetilamida) e combinagdes
dos mesmos.

15. Composigao, de acordo com a reivindicagao 10,

caracterizada pelo fato de compreender adicionalmente um

co-biocida selecionado do grupo consistindo de sais
piritiona, A&cidos piritiona, e combina¢des dos mesmos, e
onde o referido co-biocida estd presente na referida
composicdo em uma quantidade de cerca de 0,001 a cerca de
1,0% p/p com base no peso total da referida composigdo.

16. Composigdo, de acordo com a reivindicagao 15,

caracterizada pelo fato de os referidos sais de piritiona

serem selecionados do grupo consistindo de piritiona de
cobre, piritiona de =zinco, piritiona de sdédio, e
combinag¢des dos mesmos.

17. Composigdo de revestimento, caracterizada pelo fato

de ser selecionada do grupo consistindo de tintura,
adesivos, selantes, de calafetar, mosto mineral e de
pigmentacao, corantes de impressao, formulagdes

pesticidas para agricultura, produtos de revestimento de
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arranjos domésticos, produtos de cuidado pessoal, fluidos
de trabalho em metais, e combina¢des dos mesmos, onde a
referida composicdo de revestimento contém uma emulsido de
polimero como um meio liquido béasico, e um conservante em
estado Umido compreendendo uma combinag¢do de (a) pelo
menos um isotiazolin-3-ona e (b) pelo menos um composto
de =zinco selecionado do grupo consistindo de sais de
zinco, 6xidos de zinco, hidréxidos de zinco, e
combinac¢des dos mesmos, onde a referida combinagdo estéa
presente na referida composigdo em uma quantidade total
entre cerca de 10 ppm e cerca de 400 ppm, e onde a
proporcd3o molar do componente (a) para o componente (b)
estar entre cerca de 4:1 a cerca de 1:2.

18. Composigao de revestimento, de acordo com a

reivindicag¢do 17, caracterizada pelo fato de o referido

meio base liquido ser selecionado do grupo consistindo de
(met)acrilato acrilico e substituido, estireno/butadieno,
vinil acetato de etileno, polivinil acetato,
estireno/butadieno/N-metilol acrilamida, nitrila, e

copolimeros dos mesmos.
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RESUMO

“COMPOSICAO ANTIMICROBIANA, CONCENTRADO DE COMPOSIGAO
ANTIMICROBIANA, COMPOSICZ'K.O COMPREENDENDO UMA EMULSAO DE
POLIMERO E COMPOSIGCAO DE REVESTIMENTO” . '

A presente invengéao refere-se a uma composigdo
antimicrobiana compreendendo um isotiazolinona, tal como
1,2-benzisot-iazolin-3-ona, e um composto de zinco
selecionado de sais de zinco, 6xidos de zinco, hidrdxidos
de zinco ou combina¢des dos mesmos. Os sais de zinco
teis incluem, por exemplo, 6xidos, sulfatos, cloretos, e
combinagdes dos mesmos. Em uso, o =zinco a partir do
composto de zinco aumenta a atividade antimicrobiana para
a composigdo contendo isotiazolina. Esta melhora permite
conseguir a atividade antimicrobiana desejada em uma taxa
de uso menor do que a que €é conseguida usando o
isotiazolinona na auséncia do composto de =zinco. A
composigdo antimicrobiana pode também conter co-biocidas,
tais como piritionas, incluindo piritiona de zinco ou

piritiona de cobre.
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