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“METODO PARA CONTROLAR O CRESCIMENTO DE PELO MENOS UM
MICROORGANISMO” .

Campo da invengdo

A presente invencgdo refere-se a composigdes e métodos
para controlar o crescimento de microorganismos em
sistemas aguosos. Mais especificamente, a presente
invencdo refere-se ao tratamento de sistemas aquosos com
lisozima isoladamente ou em combinagdo com compostos de
aménio quaternério.

Histb6rico da invencgado

Uma variedade de materiais vem sendo usada para controlar
algas em diferentes ambientes, tais como, porém ndo
restritos a: compostos a base de cloro/bromo, biguanidas,
sais de cobre, compostos & base de prata, triazinas,
compostos de ambnio quaterndrio e compostos poliméricos.
Cada um deles apresenta deficiéncias relacionadas com
sensibilidade ao pH e/ou & temperatura, estabilidade e/ou
compatibilidade quimica, eficédcia 1limitada, bem como
toxicidade ambiental e/ou humana.

Por exemplo, o  cloro é o
sanitizante/desinfetante/oxidante mais amplamente
utilizado por proprietdrios de piscinas. E muito eficaz
para exterminar bactérias, algas e outros organismos
vivos. O cloro é tipicamente adicionado a uma piscina na
forma liquida ou de tablete ou é provido por um gerador
de cloro, que & um dispositivo contendo células elétricas
que geram cloro de um banco de sal adicionado a égﬁa da
piscina.

Porém, o cloro apresenta muitas desvantagens o que o
torna pouco desejédvel para uso como desinfetante
exclusivo em piscinas e em outros sistemas aquéticos
recreativos. Por exemplo, o cloro pode se combinar com
ambnia para formar cloraminas, que s3o ineficazes como
agentes sanitizantes, desinfetantes ou oxidantes. A
ambnia estd geralmente presente eim &gua de piscinas e
procede de fatores ambientais, formacdo de fertilizantes

que sao transportados pelo vento e depositados nas
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piscinas, dejetos do nadador (perspiragdo, urina, saliva
e 6leos corporais) ou até mesmo logdes
bronzeadoras/protetores solares. Conseqglientemente, os
supervisores de piscinas geralmente supercloram a piscina
(> 3ppm) para compensar a transformagdo de cloro em
cloraminas. A supercloragdo pode levar a absorgao
excessiva de cloro e cloraminas pela pele ou a inalagédo
de ar ou vapor aquoso contendo cloro e cloraminas.
Atletas que treinam por muitas horas numa picina,
especialmente em ambientes fechados, podem ficar
particularmente suscetiveis & superexposigdo ao cloro e
as cloraminas, e podem apresentam sintomas de
hipersensibilidade e condig¢des respiratdérias semelhantes
a asma.

Além disso, o cloro é inadequado para ambientes de
agquacultura contendo plantas e animais - desejéveis que
podem ser prejudicados pelo cloro ou por seus
subprodutos. Exemplos de tais ambientes incluem aquéarios,
incubadoras de peixes, cativeiros de camardes, criadouros
de camardes de agua doce e similares.

A lisozima é conhecida como uma proteina- antibacteriana
potente, distribuida em diversos fluidos e tecidos
biolégicos, incluindo ovos de aves, plantas, bactérias e

secre¢des animais. Estd também presente em lagrimas,

saliva, leite, secregdes respiratdérias e cervicais
humanas, sendo secretada por leucédcitos
polimorfonucleares. Por suas propriedades

antibacterianas, a ;isozima vem sendo utilizada tanto nas
inddstrias farmacéuticas como nas alimenticias, sendo
considerada muito éegura para uso humano. De fato, a
lisozima é um dos:Fatores antimicrobianos presentes no
leite humano. \

A patente american!1 No. 5.069.717 de Sherba et al.

descreve composicio! microbicida para controlar mistura
sinérgica de um difeniléter contendo algas e lisozima.

Consequentemente, 3  desejavel ter um método para

prevenir, exterminar e/ou inibir o crescimento de
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microorganismos que seja barato e que utilize um
ingrediente eficaz a baixa concentragdo e facilmente
encontrado.

E também desejavel ter um método para prevenir,
exterminar, e/ou inibir o crescimento de microorganismos
que n3o utilize cloro ou outros ingredientes indesejaveis
do ponto de vista ambiental.

Sumdrio da invengao

Recentemente, descobriu-se que uma composigao
antimicrobiana potente para controlar o crescimento de
microorganismos, especialmente de algas, em sistemas
aquosos pode ser obtida provendo-se 1lisozima, seja
isoladamente ou em combinagdo com pelo menos um composto
quaterndrio, ao sistema aquoso. A presente invengdo pode
ser aplicada numa variedade de sistemas e processos de
fluidos industriais (ex: sistemas aquosos), inclusive,
porém ndo restritos a, sistemas aquosos para fabricagdo
de papel, pastas de polpa, agua branca em processos de
fabricag¢do de papel, sistemas de &agua de refrigeracgdo
(torres de resfriamento, agua de refrigeragdo de admissdo
e agua de refrigeragdo de efluentes), sistemas de &guas
servidas, sistemas de 4&gua recirculante, banheiras de
hidromassagem, piscinas, sistemas aquaticos recreativos,
sistemas de processamento de alimentos, sistemas de &agua
potavel, sistemas aquosos para processamento de couro,
fluidos de usinagem e outros sistemas aquosos
industriais.

Em uma concretizag¢do da presente invencdo, a lisozima
pode ser adicionada a um sistema de &gua salina, tal
como, porém ndo exclusivamente, a sistema aquoso
utilizando um sistema de clorag¢do salino. A lisozima pode
opcionalmente atuar sinergicamente com cloreto de sbédio
para prover uma éomposicéo para controlar o crescimento
de microorganismos, especialmente, por exemplo, algas.

As caracteristices e vantagens adicionais da presente
invengdo serdo estabelecidas em parte na descrigdo a

seguir, e, em parte, serdo evidentes com base na
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descrig3o, ou podem ser aprendidas pela pratica da
presente invengdo. Os objetivos e outras vantagens da
presente invengdo serdo concretizados e atingidos por
meio dos elementos e combina¢des especialmente indicados
na descrigdo e nas reivindicag¢des em anexo.

Fica entendido que tanto a descrigdo geral anteriormente
citada como a descrigdo detalhada a seguir sdo apenas
para fins de exemplo e ndo restritivas da presente
invencao, conforme reivindicado. Todas as patentes,
pedidos de patente, e publicagdes mencionados acima e em
todo o relatério da presente invengdo sdo aqui
incorporados, em sua totalidade, por referéncia.

Descrigdo detalhada da presente invengdo

A presente inveng¢do prové métodos e composigdes para
controlar o crescimento de microorganismos em sistemas
aquosos usando lizosima, isoladamente ou em combinagao
com pelo menos um composto de amdénio quaternario.

De acordo com os métodos da presente inveng¢do, controlar
ou inibir o crescimento de pelo menos um microorganismo
inclui a redugdo e/ou a prevencgdo de tal crescimento.
Conforme agqui utilizado, o termo ¥sistema aquoso" inclui
sistemas aquaticos recreativos, especialmente sistemas
aquaticos recirculantes tais como banheiras de
hidromassagem, balnearios e piscinas, bem como sistemas
de fluidos industriais, inclusive, porém ndo restritos a
sistemas aquosos para fabricagdo de papel, pastas de
polpa, aguad branca em processos de fabricagdo de papel,
sistemas de agua de refrigeragdo (torres de resfriamento,
dgua de refrigeragdo de admissdo e &agua de refrigeragdo
de efluentes), sistemas de &guas servidas, sistemas de
processamento de alimentos, sistemas de &gua potéavel,
sistemas aquosos para processamento de couro, fluidos de
usinagem e outros sistemas aquosos industriais.

A presente invengdo é especialmente apropriada para
sistemas aquosos dgque entram em contato com organismos
superiores, que ndo sdo danificados pela lisozima devido

a4 sua baixa toxicidade. Portanto, a presente invengao
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pode ser usada, por exemplo, para controlar
microorganismos, como por exemplo, algas, em piscinas,
balnedrios e banheiras de hidromassagem e para controlar
algas em sistemas aquosos utilizados em aquacultura,
inclusive incubadoras de peixes, fazendas criadoras de
peixes, cativeiros de camardes, criadouros de camardes de
agua doce, moluscos e similares.

Como exemplo, a lisozima pode ser adicionada a um sistema
de &gua salina, tal como um sistema aquoso utilizando um
sistema de cloragdo salino. Por exemplo, o sistema aquoso
pode conter de cerca de 2.000 ppm a cerca de 8.000 ppm,
tal como de 2.800 ppm a 6.000 ppm de cloreto de sdédio. A
lisozima pode opcionalmente atuar sinergicamente com
cloreto de sdédio para prover uma composigdo que controle
o crescimento de microorganismos, particularmente de
algas. Devido a atividade da 1lisozima no controle de
algas e/ou de outros microorganismos, pode haver uma
necessidade reduzida de acionar o gerador de cloro em tal
sistema aquoso, reduzindo assim os gastos com
eletricidade e a probabilidade de efeitos indesejéveis
decorrentes da supercloragao. '

A lisozima pode também ser adicionada para controlar
algas e outros microorganismos em sistemas aquosos que
foram tratados para redugdo ou remogdo de cloro. Por
exemplo, os aquarios podem conter espécies vegetais e
animais sensiveis ao cloro, mesmo nas quantidades
presentes nas fontes distribuidoras de &gua municipais,
de forma que a agua neles utilizada deve ser filtrada ou
tratada para a remogdo do cloro. A lisozima pode entdo
suprir pelo menos parte da atividade de controle de
microorganismos qué se perde devido a redugdo ou remogao
de cloro. '

Deve também ficar entendido que ao ‘"controlar" (ex:
prevenir) o crescimento de pelo menos um microorganismo,
o crescimento do microorganismo fica pelo menos
parcialmente inibido. Em outras palavras, ndo ha

crescimento ou essencialmente nenhum crescimento do
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microorganismo. "Controlar" o crescimento de pelo menos
um microorganismo mantém a populagdo de microorganismos
num nivel desejado, reduz a populagdo até um nivel
desejado (mesmo em limites indetectéveis) e/ou pelo menos
parcialmente inibe o crescimento do microorganismo.
Assim, em uma concretizag¢do da presente invengdo, o0s
produtos, material, ou meios suscetiveis a ataque de pelo
menos um microorganismo sdo pelo menos parcialmente
preservados desse ataque e do estrago resultante, bem
como de outros efeitos prejudiciais causados pelo
microorganismo. Além disso, deve também ficar entendido
que "controlar" o crescimento de pelo menos um
microorganismo também inclui reduzir bioestaticamente
e/ou manter um nivel baixo de pelo menos um
microorganismo, de forma que o ataque pelo microorganismo
e qualquer estrago resultante ou outros efeitos
prejudiciais sejam mitigados, ou seja, a taxa de
crescimento ou de ataque do microorganismos é reduzida
e/ou eliminada. As composig¢des da presente invengdo
possuem preferivelmente baixa toxicidade.

Exemplos desses microorganismos incluem fungos,
bactérias, algas e suas misturas, tais como, porém ndo
restritos a, por exemplo, Trichoderma viride, Aspergillus
niger e Chlorella sp.Um outro exemplo é um microorganismo
gram-positivo, como a espécie Bacillus.

A lisozima €& tipicamente designada na nomenclatura das
enzimas como "EC 3.2.1.17" ! sendo também comumente
denominada muramidase. A lisozima utilizada na presente
invengdo pode proceder de quaﬂquer fonte conhecida de
lisozima, tal como de qualquer%fonte vegetal ou animal,
podendo ser obtida através ide qualquer método de
produgdo, isolamento, ou purifi?acéo de enzima, incluindo
meios recombinantes. A lisozima estd disponivel no
mercado na forma purificadaﬁ em escala industrial.
Tipicamente, a enzima purificada é apresentada na forma
de um sélido branco.

Como opgdo, a lisozima pode ser uma lisozima tratada
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termicamente ou uma lisozima modificada termicamente. A
lisozima pode ser um dimero de lisozima. A lisozima pode
ser termicamente modificada, por exemplo, aquecendo-se a
lisozima a uma temperatura elevada, tal como o
aquecimento em banho maria. A temperatura pode ser
qualquer temperatura suficiente para modificar a
lisozima, por exemplo, para formar um dimero de lisozima.
Por exemplo, pode-se utilizar uma temperatura de cerca de
50°C ou mais alta, tal como 70°C a 100°C, mais
particularmente, uma temperatura de 80°C por cerca de 20
minutos. Para fins da presente invencdo, mais de um tipo
de 1lisozima pode estar presente. Por exemplo, uma
lisozima ndo modificada pode estar presente com uma
lisozima termicamente modificada. Além disso, o dimero de
lisozima podé ter outras lisozimas presentes. Por
exemplo, a lisozima da presente invengd3o pode ter 5% de
dimero de 1lisozima presente a 50% dimero de lisozima
presente ou mais. Por exemplo, o dimero de lisozima pode
estar presente numa quantidade de 1% a 50% ou de 10% a
35%. A lisozima termicamente tratada ou termicamente
modificada pode atuar como desnaturacdo térmica parcial
ou completa da 1lisozima. Conforme citado, qualquer
combinagdo de lisozimas pode ser usada na presente
invencdo.

Conforme aqui descrito, a adigdo opcional ou a presencga
de pelo menos um composto de éménio quaternadrio também
aumenta a atividade antimicrobiana quando utilizado com a
lisozima e particularmente intensifica a atividade
antialgal. Por exemplo, osi compostos de ambnio
quaternario, tal como o cloretoWde alquil dimetil benzil
ambnio estdo disponiveis no merq%do como algicidas. O uso
de um composto de ambnio qua%ernério pode prover um
espectro mais - amplo de ativi@ade antialgal ou pode
proporcionar ;aumento na éiicécia contra algas
problematicas. Em particular, a@redita—se gque a lisozima
e um composto de amdnio quaternério atuam sinergicamente

para prover um sistema antim%crobiano especificamente

1|
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util e econdmico.

O composto de amdnio quaterndrio que pode ser usado para
prover efeitos antimicrobianos sinérgicos adicionais de
acordo com a presente invengdo pode ser obtido de
qualquer fonte de amdnio. Por exemplo, o composto de
ambnio quaterndrio pode ser um composto com um uUnico
grupo amdnio quaterndrio ou um composto de aménio
poliquaternério. Exemplos de compostos de amdénio
quaternadrio apropriados incluem, por exemplo, cloreto de
N,N-dietil-N-dodecil-N-benzilambénio, cloreto de N, N-
dimetil-N-octadecil-N- (dimetilbenzil)ambdnio, cloreto de
N,N-dimetil-N,N-dodecilambnio, cloreto de N,N-dimetil-
N,N-didodecilaménio, cloreto de N,N,N-trimetil-N-
tetradecilambénio, cloreto de N-benzil-N,N-dimetil-N-
(alquil C;,-Ci8) ambnio, cloreto de N- (diclorobenzil) -N, -
N-dimetil-N-dodecilambnio, cloreto de N-
hexadecilpiridinio, brometo de N-hexadecilpiridinio,

brometo de N-hexadecil-N,N,N-trimetilaménio, cloreto de

N-dodecilpiridinio, |bissulfato de N-dodecilpiridinio,
cloreto de N-benzil-N-dodecil-N,N-bis(beta-hidroxi-
etil)amdnio, cloreto de N-dodecil-N-benzil-N,N-

dimetilambénio, cloreto de N-benzil-N,N-dimetil-N- (alquil
C12-Ci5) amdnio, etilssulfato de N-dodecil-N,N-dimetil-N-
etilambnio, cloreto de N-dodecil-N,N-dimetil-N- (1-
naftilmetil)aménio, cloreto de N-hexadecil-N,N-dimetil-N-
benzilambnio ou cloreto de N-dodecil-N,N-dimetil-N-
benzilaménio. O composto de amdnio quaterndrio pode
também ser um composto de amdnio poliquaternario. Os
compostos de ambnio quaterndrio antimicrobianos que podem
ser usados incluem os descritos nas patentes americanas
NoOs. 3.874.870, 3.931.319, 4.027.020, 4.089.977,
4.111.679, 4.506.081, 4.581.058, 4.778.813, 4.970.211,
5.051.124, 5.093.078, 5.142.002 e 5.128.100, que sao aqui
incorporadas por referéncia. Um exemplo de um composto de
aménio poliquaterndrio é o dicloreto de poli(oxietileno-
(dimetiliminio)etileno (dimetiliminio)etileno) que é

comercializado sob a marca WSCP da Buckman Laboratories
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International, Inc.

Como método para exterminar, prevenir ou inibir o
crescimento de microorganismos, a lisozima e,
opcionalmente, o composto de amdénio quaterndrio, podem
ser providos ao sistema aquoso sob condigdes em que a
lisozima e o composto de amdnio gquaterndrio atuem para
prover um agente antimicrobiano que extermine, previna ou
iniba o crescimento de microorganismos no sistema aquoso.
Um habilitado na técnica poderd imediatamente determinar
a quantidade eficaz de lisozima e de composto de amdnio
quaterndrio opcional Gtil para uma aplicagdo especifica,
simplesmente testando diversas concentrag¢des antes do
tratamento de um sistema afetado completo. Por exemplo,
num sistema aquoso a ser tratado, a concentrag¢do de
lisozima pode ser gqualquer gquantidade eficaz, tali de
cerca de 0,01 ppm a 5.000 ppm, e no tratamento de algas,
uma faixa preferida &€ de cerca de 0,01 ppm a cerca de
2.000 ppm, sendo preferivelmente numa faixa de cerca de
0,1 a cerca de 500 ppm.

O composto de ambnio quaternédrio pode estar presente no
sistema aquoso em qualquer quantidade eficaz, tal como
numa faixa de 0,01 ppm a <cerca de 1.000 ppm e
preferivelmente na faixa de cerca de 0,1 ppm a cerca de
100 ppm.

As concentragdes de lisozima e de composto de amdnio
quaternadrio, conforme acima descrito ou conforme descrito
em outro lugar do presente pedido, podem ser as
concentragdes iniciais dos componentes no momento em que
os componentes s3o combinados ou adicionados a um sistema
aquoso e/ou podem ser as concentragdes dos componentes a
qualquer momento apds os componentes terem interagido com
o sistema aquoso.

Se tanto a lisozima como pelo menos um composto de aménio
quaterndrio “‘forem wutilizados no método da presente
invencao, oS ingredientes podem ser adicionados
separadamente a um sistema aqubso ou podem ser combinados

. ~ \ - : . .
para formar uma composigdo que é adicionada ao sistema
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aquoso. Se forem adicionados separadamente, a ordem de
adicdo de componente nd3o é critica, podendo ser usada
qualgquer ordem.

O método da presente invengdao pode ser praticado em
qualquer pH, tal como uma faixa de pH de cerca de 2 a
cerca de 11, com uma faixa de pH preferida de cerca de 5
a cerca de 9. Para um sistema agquoso que entrarad em
contato com organismos superiores, tais como humanos ou
peixes, o pH deve ser neutro (em torno de 7). O pH do
sistema aquoso pode ser ajustado adicionando-se um
dcido(s) ou uma base(s) conforme é conhecido no estado da
técnica. O acido ou base adicionado deve ser selecionado
para ndo reagir com nenhum dos componentes do sistema.
Porém, é preferivel adicionar a lisozima e o composto de
aménio quaternario opcional & &gua sem ajuste de pH.

O método da presente invengdo pode ser usado em quaisquer
sistemas aquosos industriais ou recreativos que demandem
controle de microorganismos. Tais sistemas agquosos
incluem, porém ndo se restringem a fluidos de usinagem,
sistemas de agua de refrigerag¢do (torres de resfriamento,
dgua de refrigeracdo de admissdo e agua de refrigeracdo
de efluentes), sistemas de 4&aguas servidas, inclusive
dguas residudrias ou sistemas de saneamento submetidos ao
tratamento de residuos presentes na &gua, como por
exemplo, tratamento de esgotos, sistemas de é&gua
recirculante, piscinas, banheiras de hidromassagem,
sistemas de processamento de alimentos, sistemas de &agua
potavel, sistemas aquosos para processamento de couro,
sistemas de &agua branca, pastas de polpa, e outros
sistemas aquosos para processamento e fabricacdo de
papel. Em geral, qualquer sistema aquoso industrial ou
recreativo pode-se beneficiar da presente invengdo. O
método da presente invengdo pode também ser usado no
tratamento de &gua de admissdo para diversos processos
industriais ou instala¢des recreativas. A &gua de
admissdo pode ser primeiramente tratada através do método

da presente invengdo, para gque o crescimento microbiano
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seja inibido antes que a &gua de admissdo ingresse no
processo industrial ou na instalag¢do recreativa.

A presente invengdo serd também esclarecida pelos
exemplos a seguir, que pretendem ilustrar a presente
invengado.

EXEMPLOS

Procedimentos Gerais

A. Avaliagdo de Atividade Algicida

Esse método de teste prové uma técnica para testar
compostos quanto a sua eficadcia para inibir (reprimir) o
crescimento de algas. Os valores MIC representam a

Concentragdo Inibitdéria Minima, definida como o nivel

mais baixo de composto necessario para inibir
completamente (reprimir) o crescimento de um dado
organismo.
Aparelho:
Tubos de ensaio, 18 - 150 mm. S3o necessarios tubos de

ensaio esterilizados.

Incubadora, capaz de uma temperatura constante (£ 2°C) e
regulagem de luz.

Reagentes e Materiais:

KNO3

K,HPO,

MgS0, . 7H,0

Citrato de ferro amoniacal (solugdo a 1%).

Solugdes concentradas:

Componente de solugéo g/200g de &agua
concentrada 1 deionizada
A. K,HPO, ‘[ 1,50
B. MgSO,.7H,0 | 1,50
C. Na,COs; " 0,80
D. CaCl,.2H,0 I 0,50
E. Na,SiO;.9H,0 " 1,16

F. Acido citrico i 1,20
G. Metais PIV '
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Na,EDTA 0,750 g
FeCl,. 6H,0 0,097 g
MnCl,.4H,0 0,041 g
ZnCl, 0,005 g
CoC1l,6H,0 0,002 g
Na,MoO, . 2H,0 0,004 g
Agua deionizada 1.000.000 ml

Indculo.

Suspensdo de células de uma cultura crescida em meio
Allen modificado por 14 dias ou conforme necessdrio para
obter um massa celular desejada de Chlorella sp.(ATCC
7516) ou Phormidium faveolarum (UTEX 427). O inbculo é
calibrado a uma transmitdncia de 82% medida a um
comprimento de onda de 590 nandmetros antes da
inoculacéao.

Procedimento:

Prepara¢dao do Meio:

Meio de Allen Modificado (Allen, A.A., 1968)

NaNO; 1,59

K,HPO, 5,0 ml sol.conc.A.
MgS0,.7H,0 5,0 ml sol.conc.B.
Na,CO; 5,0 ml sol.conc.C.
CaCl,.2H,0 10,0 ml sol.conc.D.
Na,Si0;.9H,0 10,0 ml sol.conc.E.
Acido citrico 1,0 ml sol.conc.F.
Metal PIV 1,0 ml sol.conc.G.
Agua deionizada 1000.0 ml

Esterilizar o meio na autoclave durante 20 minutos a uma
pressdo de 15 libras (121°C). Apds autoclavagem, resfriar
o meio até 45-50°C e dispensar 5 ml de meio por tubo de
ensaio, e entdo adicionar o composto e o indculo.
Incorporagao de Composto:

Preparar uma solugdo concentrada em agua do composto a
ser testado. A concentragdo da solugdoc concentrada é
dependente da maior dosagem desejada a ser testada.
Diluir a solugdo concentrada para obter dosagens menores
do que as selecionadas para a solugdo concentrada. Uma
quantidade maxima de 100 microlitros de solucgao

concentrada ou a diluigdo correspondente deve ser
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adicionada por tubo de ensaio.

Inoculagao:

Adicionar 100 microlitros de indculo por tubo de ensaio,
por tipo de meio e por tipo de inoculagdo.

Incubacgdo:

Colocar os tubos de ensaio contendo os tratamentos numa
incubadora ajustada para 24°C. A luz é fornecida através
de lampadas fluorescentes para o cultivo de plantas
ajustadas para fornecer 16 horas de luz e 8 horas de
penumbra.

Classificacdo dos Tubos:

Os tubos de ensaio contendo os tratamentos sdo
classificados como positivos ou negativos:

Positivos (contaminados) quando o© meio presente nos
tubos mostrar crescimento de algas (depdsito verde no -
fundo) .

Negativos (ndo contaminados) quando o meio presente nos
tubos permanecer incolor.

O controle é sempre positivo. A concentrag¢do inibitdria
minima (MIC) do composto é a menor dosagem mostrando o
crescimento negativo de algas. 3
Avaliagdao de Sinergia:

A sinergia foi medida através de diluig¢des segundo o
método "checkerboard" (hibridizagdo de DNA) (Yan e
Hancock, 2001) no gqual um éomposto € diluido ao longo das
carreiras de tubos de ensaio e o outro é diluido ao longo
das colunas. Esse método éifocado sobre a busca por uma
redug¢do no MIC de cada comﬁonente na presenga do outro. O
resultado é expressado :como Indice de Concentracio
Inibitéria Fracionada (FICX; calculado conforme segue:
FIC = [A]/MICa + [B]/MICs, onde

MICA e MICg = MICs dos compostos A e B isoladamente

[A] e [B} = MICS dos compos%os A e B em combinagdo

Um indice FIC < 1 indicaﬁ sinergia; um indice de 0,5
representa o equivalente dé%uma redugao quadrupla no MIC
de cada composto em combinagdo. Um indice FIC de 1,0

representa atividade aditiva (uma redugao dupla no MIC de
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cada composto em combinagdo) e um indice > 1 indica
antagonismo; um indice > 4 representa o antagonismo real.
B. Avaliagdo de Atividade Bactericida
Esse método é apropriado para uso na avaliagdo das
propriedades antibacterianas de agentes quimicos, através
da determinagdo de seu valor MIC. O valor MIC representa
a Concentrac¢cdo Inibitéria Minima definida como o nivel
mais baixo de composto necessario para se obter = 90%
exterminio de um dado organismo.
Equipamento:

Tubos de ensaio, tubos para cultura descartéveis
18x150mm - estéreis

Pipetas estéreis de 1 ml e de 10 ml

Incubadora capaz de manter uma temperatura de 37°C+1°C

Autoclave

2
3
4
5. Aparelho medidor de pH
6. Pontas para micropipeta 1-200 ul

7. Micropipeta Eppendorf

8. McFarland Padrio #1

9 Placas de Petri: placas de Petri pléasticas,
descartéveis, tamanho: 100 x 15 mm

3. Preparagao dos Meios

1. Placa com Agar Padr3o para Contagem Difco: reidratar o
dgar suspendendo 23,5 g em 1-L de a&agua deionizada e
aquecer até o ponto de fervura para dissolver. Dispensar
conforme desejado e esterilizar numa autoclave a vapor
por 15 minutos a 121°C. ;

2. Substrato de Sais Basais, pH 7:

Trizma® (Tris) HCl............ 3,9 g

Trizma® (Tris) Base......... L 0,05 g

(Nota: Obter o pH apropriado antes da adic3o do composto
seguinte. Ajustar com mais de qualquer um dos tampdes

Trizma® apropriado) .

GliCoSE. .. ittt it it et 0,02 grama
Peptona......... i iieunenn. 0,01 grama
Nitrato de aménio.............. 1,0 grama

Sulfato magnésio, heptahidrato. 0,25 grama
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Cloreto de calcio.............. 0,25 grama

Autoclave a 121°C por 15 min... 0,25 grama

C. Inbéculo

Suspensdo de células de uma cultura bacteriana de 18 a 24
h de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) ou de Bacillus
subtilis (ATCC 6633) ou de Enterobacter aerogenes (ATCC
13048) para se obter wuma concentragdo desejada de
células. Utilizando um padrdo de sulfato de bario em
nefeldmetro McFarland ou algum outro método apropriado,
ajustar a concentrag¢do da suspensao bacteriana de forma a
se obter uma concentracdo final de entre 1 x 10* e 1 x
10> células por ml, quando 100 ul do indéculo sdo
adicionados a 5 ml do substrato de sais basais.

D. Incorporagdo de Composto

Preparar uma solugdo concentrada em agua do composto a
ser testado. A concentragdo da solugdo concentrada  é
dependente da maior dosagem desejada a ser testada.
Diluir a solugdo concentrada para se obter dosagens
menores do gue as selecionadas para a solugao
concentrada. Uma quantidade méxima de 100 ul de solugédo
concentrada ou a diluigdo correspondente deve ser
adicionada por tubo de ensaio.

E. Inoculagdo e Incubagao

Adicionar 100 ul de indculo por tubo de ensaio por tipo
de meio e tipo de indculo, e incubar a 37°C por 18 horas.
F. Classificagdo dos tubos através do método de contagem
de placas.

O &gar para Contagem Padrdo em Placas/Plaqueamento para
incorporagdao em . agar ("Pour Plate") foi preparado
conforme descrito' em Standard Methods (American Public
Health Association; 1995). Um milimetro da amostra foi
colocado no centro de uma placa de Petri estéril
(didmetro de 100 mm) utilizandc uma pipeta estéril. O
dgar para contagem padrdo em placas derretido (44 a 46°C)
e estéril foi adicionado e misturado com a amostra
girando-se a placa. As amostras forem deixadas esfriar a

temperatura ambiente até se tornarem sdlidas e entdo
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foram invertidas e incubadas a 35 * 0,5°C durante 48 £
2h. As colbnias formadas no ou sobre o meio de contagem
de placa no prazo de 48 * 2h foram contadas conforme
descrito em Standard Methods, e os resultados foram
relatados como CFU/milimetro. Quando aplicédvel, esse
valor foi multiplicado pelo fator de diluigdo para se
obter o CFU/milimetro corrigido.

Nesse teste, o MIC do composto é a concentragdao que
produziu 90% de exterminio. Foi calculado utilizando a
seguinte equagao:

CFU médio/ml em controles - CFU médio/ml no tratamento x 100

CFU médio/ml em controles
G. Avaliagdo da Sinergia
A sinergia foi medida através de diluig¢des segundo o
método "checkerboard" (hibridiza¢do de DNA) .(Yan e
Hancock, 2001) no qual um composto &€ diluido ao longo das
carreiras de tubos de ensaio e o outro é diluido ao longo
das colunas. Esse método é focado sobre a busca por uma
redugdo no MIC de cada componente na presenca do outro. O
resultado ¢é expressado como Indice de Concentracido
Inibitéria Fracionada (FIC), calculado conforme segue:
FIC = [A]l/MIC, + [B]/MICg, onde
MIC, e MICg = MICs dos compostos A e B isoladamente
[A] e [B} = MICS dos compostos A e B quando em combinacio
Um indice FIC < 1 indica sinergia; um indice de 0,5
representa o equivalente de uma redug¢do quédrupla no MIC
de cada composto em combihacéo. Um indice FIC de 1,0
representa atividade aditivé (uma redugdo dupla no MIC de
cada composto em combinagdo) e um indice > 1 indica
antagonismo; um indice > 4 Fepresenta o antagonismo real.
Este € um sistema puramente enzimdtico para controlar
algas. Lisozima é preferivelmente usada por si sé como
ingrediente ativo nesta invéngéo.

Lisozima (Sigma), Cloretg de Lysozima (NutriScience),
Cloreto de Lisozima (MP ,Biomedicals) foram testados
contra Chlorella sp. (ATCC 2516). O periodo de incubagdo
foi de 14 dias a 24°C sob 16 horas de luz e 8 horas de
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penumbra
Enzima MIC (ppm roduto)
Lisozima (Sigma) 0,4 - 0,7
Cloreto de lisozima (NutriScience) 0,4 - 0,7
Cloreto de lisozima (MP Biomedicals) 0,1 - 0,4

A lisozima pode também ser aplicada em combinagdo com
compostos de aménio quaterndrio comumente utilizados no
sistemas de tratamento de &agua e sistemas aquéticos
recreativos (ex:produto BUSAN 77™) para controlar as
algas.

EXEMPLO 1

Combina¢des de cloreto de lisozima (MP Biomedicals) com
cloreto de benzalcdnio. O organismo testado foi Chlorella
sp. (ATCC 7516). O periodo de incubagdo foi de 18 dias a
24°C sob 16 horas de luz e 8 horas de penumbra.

Lisozima |. Cloreto [A] /MICa | [B] /MICg | [A]/MICa +
[A] benzalcdénio [B] [B] /MICg
0 2 MICg 0,000 1,000 1,000
0,1 1 0,050 0,500 0,550
0,4 1 0,200 0,500 0,700
0,7 0,4 0,350 0,200 0,550%*
1 ] 0,1 0,500 0,050 0,550
2 MIC,h 0 1,000 0,000 1,000
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 2,00 mg
produto/1
MIC; = MIC de cloreto de benzalcdnio isoladamente = 2,00

mg produto/1l

[A] = MIC de cloreto de lisozima em combinacdo com
cloreto de benzalcbdnio (mg produto/l)

[B] = MIC de cloreto de benzalcbdnio em combinacdo com
cloreto de lisozima (mg a.i./1)

* = Valor < 1 denota atividade sinérgica de ambos
componentes utilizados simultaneamente

EXEMPLO 2

Combinagdes de cloreto de lisozima (MP Biomedicals) com
cloreto de benz?lcénio. O organismo testado foi o
Phormidium faveolarum (UTEX 427). O periodo de incubacio
foi de 18 dias a 24°C sob 16 horas de luz e 8 horas de

penumbra.
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Lisozima | Cloreto [A] /MIC, | [B] /MICg | [A]/MICy +
[A] benzalcbénio B] [B] /MICg
0 2 MICg 0,0 1,0 1,00
0,1 1 | 0,1 0,50 1,50
0,4 1 0,4 0,50 0,90~
0,7 0,7 0,7 0,35 1,05
1 MIC, 0 1,0 0,00 1,00
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 1,00 mg
produto/1
MIC; = MIC de cloreto de benzalcbnio isoladamente = 2,00
mg produto/1l
[A] = MIC de cloreto de 1lisozima em combinagdo com

cloreto de benzalcbdnio (mg produto/l)

[B] = MIC de cloreto de benzalcénio em combinacdo com
cloreto de lisozima (mg a.i./1)

* = Valor < 1 denota atividade sinérgica de ambos
componentes utilizados simultaneamentel

EXEMPLO 3

Combinagdes de cloreto de lisozima (MP Biomedicals) com
produto BUSAN 77™. O organismo testado foi Chlorella sp.
(ATCC 7516). O periodo de incubacdo foi de 18 dias a 24°C

sob 16 horas de luz e 8 horas de penumbra.

Lisozima | Produto BUSAN | [A] /MICa| [B]/MICg| [A]/MICh +
[A] 77™ [B] [B] /MICg
0] 0,7 MICg 0,000 1,000 1,000
0,01 0,7 0,005 1,000 1,005
0,04 0,7 0,020 1,000 1,020
0,07 0,7 0,035 1,000 1,385
0,1 0,4 0,050 0,571 0,621*
0,4 0,04 0,200 0,057 0,257
0,7 - 0,04 0,350 0,057 0,407
1 0,01 0,500 0,014 0,514
2 MIC, 0 1,000 0,000 1,000
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 2,00 mg
produto/1
MIC; = MIC de produto BUSAN 77™ isoladamente = 0,7 mg
produto/1
[A] = MIC de cloreto de 1isozima em combinagdo com

produto BUSAN .77™ (mg produto/l)
[B] = MIC de produto BUSAN 77™ em combinacdo com cloreto
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de lisozima(mg a.i./1l)

* = Valor < 1 denota atividade sinérgica de ambos
componentes utilizados simultaneamente.

EXEMPLO 4

Combinac¢des de cloreto de lisozima (MP Biomedicals) com
produto BUSAN 77™. O organismo testado foi Phormidium
faveolarum (UTEX 427). O periodo de incubag¢do foi de 18

dias a 24°C sob 16 horas de luz e 8 horas de penumbra.

Lisozima Produto BUSAN [A] /MICa | [B]/MICg | [A]/MICy +
[A] 77™[B] [B] /MICs
0 2 MICy 0,00 1,000 1,000
0,01 2 0,01 1,000 1,010
0,04 2 0,04 1,000 1,040
0,07 2 0,07 1,000 1,070
0,1 0,7 0,10 0,350 0,450%*
0,4 0,4 0,40 0,200 0,600
0,7 0,01 0,70 0,005 0,705
1 MICa ' 0 1,00 0,000 1,000
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 1,00 mg
produto/1

MIC; = MIC de produto BUSAN 77™ isoladamente = 2,00 mg
produto/1

- [A] = MIC de cloreto de lisozima em combinagddé com

produto BUSAN 77™ (mg produto/1)

[B] = MIC de produto BUSAN 77™ em combinagd3o com cloreto
de lisozima(mg a.i./1)

* = Valor < 1 denota atividade sinérgica de ambos
componentes utilizados simultaneamente.

EXEMPLO 5 |

Combinagdes de cloreto de lisozima (MP Biomedicals) com
produto BUSAN 77™. O organismo testado foi Chlorella sp.
(ATCC 7516). O periodo de inéubagéo foi de 34 dias a 24°C

sob 16 horas de luz e 8 horas de penumbra.

Lisozima | Produto BUSAN [A] /MIC, | [B]/MICs | [A]/MICs +

[A] 77™[B] , [B] /MICs
0 2 MICs 0,000 1,000 1,000
0,01 2 0,005 1,000 1,005
0,04 2 0,020 1,000 1,020
0,07 0,7 0,035 0,350 0,385%
0,1 0,7 0,050 0,350 0,400
0,4 0,1 0,080 0,050 0,130
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0,7 0,1 0,350 0,050 0,400
1 0,1 0,500 0,050 0,550
2 MIC, 0 1,000 0,000 1,000
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 2,00 mg
produto/1
MIC; = MIC de produto BUSAN 77™ isoladamente = 2,00 mg
produto/1
[A] = MIC de cloreto de 1lisozima em combinagdo com

produto BUSAN 77™ (mg produto/1)

[B] =

de lisozima(mg a.i./1)

* =

Valor

< 1

denota

atividade

componentes utilizados simultaneamente.

EXEMPLO 6

Combinag¢des de cloreto de lisozima

produto BUSAN 77™.

O organismo testado foi

sinérgica de

(MP Biomedicals)

MIC de produto BUSAN 77™ em combinag3o com cloreto

ambos

com

Phormidium

faveolarum (UTEX 427). O periodo de incubagdo foi de 34
dias a 24°C sob 16 horas de luz e 8 horas de penumbra.
Lisozima | Produto [A] /MICa | [B]/MICy [A] /MIC, +
[A] BUSAN 7™[B] [B] /MICs
0 2 MICg 0,000 1,000 1,000
0,01 2 0,005 1,000 1,005
0,04 1 0,020 0,500 0,520%*
0,07 1 0,035 0,500 0,535
0,1 0,7 0,050 0,350 0,400
0,4 0,4 0,200 0,200 0,400
0,7 0,4 0,350 0,200 0,550
1 0,1 0,500 0,050 0,550
2 MIC,p 0 1,000 0,000 1,000
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 2,00 mg
produto/1
MIC; = MIC de produto BUSAN 77™ isoladamente = 2,00 mg
produto/1 "
[A] = MIC de cloreto de lisozima em combinacd3o com

produto BUSAN 77™ (mg produto/1)

[B] =

de lisozima(mg a.i./1)

* =

= Valor

< 1

denota

atividade

componentes utilizados simultaneamente.

EXEMPLO 7

sinérgica de

MIC de produto BUSAN 77™ em combinagdo com cloreto

ambos
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Combina¢des de cloreto de lisozima (MP Biomedicals) com
com produto BUSAN 77™. 0O organismo testado foi
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). O periodo de incubagédo
foi de 18 horas a 37°C.

Lisozima | Produto BUSAN | [A]/MIC,| [B]/MICg| [A]/MIC, +
[A] 77™ [B] [B] /MICs
0 0,8 MICp 0,000 1,000 1,000
50 0,5 0,100 0,625 0,725«*
100 0,5 0,200 0,625 0,825*%
500 MICh 0 1,000 0,000 1,000
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 500,0 mg
produto/1
MIC; = MIC de produto BUSAN 77™ isoladamente = 0,8 mg
produto/1
[A] = MIC de cloreto de 1lisozima em combinagd3o com

produto BUSAN 77™ (mg produto/1)

[B] = MIC de produto BUSAN 77™ em combinacdo com cloreto
de lisozima(mg produto/l)

* = Valor < 1 denota atividade sinérgica de ambos
componentes utilizados simultaneamente.

EXEMPLO 8

Combinagdes de cloreto de lisozima (MP .Biomedicals) com
produto BUSAN 77™. O organismo testado foi Bacillus
subtilis (ATCC 6633). O periodo de incubacdo foi de 18
horas a 37°C.

Lisozima | Produto BUSAN | [A] /MICa, | [B] /MICg [A] /MICa +
[A] 77™[B] [B] /MICs
0 2 MICg 0,000 1,000 1,000
50 1 0,100 0,500 0,600%*
50 0,8 0,100 0,400 0,500%*
50 0,5 ' 0,100 0,250 0,350%*
100 1 , 0,200 0,500 0,700%*
100 ‘ 0,8 - 0,200 0,400 0,600%
100 0,5 ) 0,200 0,250 0,450%*
500 MIC, 0 1,009 0,000 1,000
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 500,0 mg
produto/1
MIC; = MIC de produto BUSAN 77" isoladamente = 2,0 mg
produto/1 '

[A] = MIC de cloreto de 1lisozima em combinacdo com
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produto BUSAN 77™ (mg produto/l)

[B] = MIC de produto BUSAN 77™ em combinagdo com cloreto
de lisozima(mg produto/1l)

* = Valor < 1 denota atividade sinérgica de ambos
componentes utilizados simultaneamente.

EXEMPLO 9

Combina¢des de cloreto de lisozima (MP Biomedicals) com
produto BUSAN 77™. O organismo testado foi Enterobacter
aerogenes (ATCC 13048). O periodo de incubagdo foi de 18
horas a 37°C.

Lisozima Produto [A] /MICA| [B]/MICg [A] /MICay +
[(a] BUSAN 77™[B] [B] /MICs
0 0,8 MICs 0,000 1,000 1,000
50 0,5 0,05 0,625 0,650%
100 0,5 0,1 0,625 0,725%
500 0,5 0,5 0,625 1,125
>1000 0 1 0 1,000
MICa

MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente ='1000,0
mg produto/1l

Nota: O MIC do cloreto de lisozima contra E.aerogenes ndo
foi determinado dentro da faixa de concentragdo mostrada,
porém, para demonstrar que o sinergia realmente existe, o
MIC foi mostrado maior que 1000 mg produto/l, que foi a

concentragdo testada mais alta.

MIC; = MIC de produto BUSAN 77™ isoladamente = 0,8 mg
produto/1
[A] = MIC de cloreto de lisozima em combinagdo com

produto BUSAN 77™ (mg produto/l)

[B] = MIC de produto BUSAN 77™ em combinacdo com cloreto
de lisozima (mg produto/1l) ‘

* = Valor < 1 denota atividade sinérgica de ambos
componentes utilizados simultaneamente.

EXEMPLO 10

Combinagdes de cloreto de lisozima (NutriScience) com
cloreto de sédio. O organismp testado foi Chlorella sp.
(ATCC 7516) . O periodo de incubagdo foi de 14 dias a 24°C
sob 16 horas de luz e 8 horaside penumbra.
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Lisozima | Cloreto de sédio | [A]/MICa| [B]/MICg| [A]l/MICa
[A] (B] +
. [B] /MICy
0 30.000 MICg 0,000 1,000 1,000
0,1 30.000 0,050 1,000 1,050
0,4 30.000 0,200 1,000 1,200
0,7 6.000 0,350 0,200 0,550%*
1 6.000 0,500 0,200 0,700
2 MIC,p 0 1,000 0,000 1,000
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 2,00 mg
produto/1
MICy = MIC de cloreto de sbédio isoladamente = 30,000 mg
produto/1
[A] = MIC de cloreto de 1lisozima em combinacdo com

cloreto de sédio (mg produto/l)

[B] = MIC de cloreto de sédio em combinagdo com cloreto
de lisozima(mg a.i./1l)

* = Valor < 1 denota atividade sinérgica de ambos
componentes utilizados simultaneamente.

EXEMPLO 11

Combinagdes de cloreto de lisozima (NutriScience) com
cloreto de .sédio. O organismo testado foi Phormidium
faveolarum (UTEX 427). O periodo de incubacdo foi de 14

dias a 24°C sob 16 horas de luz e 8 horas de penumbra.

Lisozima Cloreto de [A] /MICy | [B]/MICg [A] /MICh +
[A] sédio [B] [B] /MICg
0 20.000 MICg 0,0 1,00 1,00
0,1 10.000 0,1 0,50 0,60%
0,4 8.000 0,4 0,40 0,80
0,7 6.000 0,7 0,30 1,00
1 MIC, 0 1,000 0,000 1,000
MIC, = MIC de cloreto de lisozima isoladamente = 2,00 mg
produto/1
MIC; = MIC de cloreto de sédio isoladamente = 20,000 mg
produto/1
[A] = MIC de cloreto de lisozima em combinacdo com

cloreto de sédio (mg produto/l)
[B] = MIC de cloreto de sbédic em combinag¢do com cloreto

de lisozima(mg a.i./l)
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* = Valor < 1 denota atividade sinérgica de ambos
componentes utilizados simultaneamente.

Os depositantes especificamente incorporam os conteddos
completos de todas as referéncias citadas neste
relatdrio. Além disso, guando uma quantidade,
concentragdao, ou outro valor ou parametro é dado como
faixa, faixa preferida, ou lista de valores superiores e
inferiores preferidos, isso deve ser entendido como
especificamente descrevendo todas as faixas formadas a
partir de qualquer par de qualgquer limite de faixa ou
valor preferido superior e gqualquer limite de faixa ou
valor preferido inferior, independentemente se as faixas
sdo ou nao descritas separadamente. Quando uma faixa de
valores numéricos é aqui citada, salvo se estabelecido de
outra forma, a faixa pretende incluir os pontos finais da
mesma, e todos os numeros inteiros e frag¢des dentro da
faixa. O escopo da invengdo ndo tem a pretensdo de ficar
restrito aos valores especificados, citados ao se definir
uma faixa.

Outras concretizagdes da presente invencao serao
evidentes aos habilitados na técnica, com base na
consideragdo do presente relatério e da préatica da
presente inven¢do aqui descrita. O presente relatdrio e
exemplos pretendem ser considerados como representativos
apenas, com o real escopo e espirito da invengdo sendo
indicado pelas reivindicagdes a seguir e seus

equivalentes.
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REIVINDICAGOES

1. Método para controlar o crescimento de pelo menos um

microorganismo, num sistema aquoso, caracterizado pelo

fato de compreender:
prover uma composi¢do consistindo essencialmente de
lisozima ao sistema aquoso.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de controlar o crescimento de algas no sistema
aquoso.

3. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado

pelo fato de dita lisozima ser uma lisozima tratada
termicamente ou modificada termicamente.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de dita lisozima ser um dimero de lisozima.

5. Método, de acordo com a reivindicacd3o 1, caracterizado

pelo fato de a lisozima ser adicionada ao sistema aquoso
para prover uma concentracido de lisozima de cerca de 0,01
a cerca de 100 ppm, preferivelmente, de cerca de 0,1 a
cerca de 10 ppm.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de o sistema aquoso ser uma piscina, banheiras
de hidromassagem ou balneério.

7. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado

pelo fato de o sistema aquoso ser um sistema de &gua
recirculada contendo um gerador de cloro e sendo que o
sistema de &agua recirculada contém de cerca de 2.000 a
cerca de 6.000 ppm de cloreto de sdbdio.

8. Método, de acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizado

pelo fato de o sistema aquoso ser um meio para
aquacultura.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de o sistema aquoso ser um sistema de &gua
recirculada do qual o cloro foi removido.
10. Método para controlar o crescimento de pelo menos um

microorganismo, num sistema aquoso, caracterizado pelo

fato de compreender:

prover uma composigdo compreendendo uma combinac¢do de
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pelo menos uma lisozima e de pelo menos um composto de
ambnio quaternario.
11. Método, de acordo com a reivindicacgao 10,

caracterizado pelo fato de a lisozima ser adicionada ao

sistema aquoso para prover uma concentrag¢do de lisozima
de cerca de 0,01 a cerca de 5.000 ppm, preferivelmente,
de cerca de 0,1 a cerca de 500 ppm.

12. Método, de acordo com a reivindicacgao 10,

caracterizado pelo fato de o composto de aménio

quaterndrio ser adicionado ao sistema aguoso para prover
uma concentragdao do composto de aménio quaterndrio de
cerca de 0,01 a cerca de 1.000 ppm, preferivelmente, de
cerca de 0,1 a cerca de 100 ppm. _

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizado pelo fato de a lisozima e o composto de

amdnio quaternédrio serem adicionados ao sistema aquoso
para prover uma concentra¢ao de lisozima de cerca de 0,1
a cerca de 500 ppm e uma concentragdo do composto de
aménio quaterndrio de cerca de 0,1 a cerca de 100 ppm.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizado pelo fato de controlar o crescimento, de

algas num sistema aquoso.

'
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RESUMO

“METODO PARA CONTROLAR O CRESCIMENTO DE PELO MENOS UM
MICROORGANISMO” .

E provido um método para exterminar, prevenir ou inibir o
crescimento de microorganismos num sistema aguoso ou num
substrato capaz de suportar um crescimento de
microorganismos, provendo-se lisozima, seja isoladamente
ou em combinacdo com um composto de aménio quaterndrio ao

sistema aquoso ou substrato.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	ABSTRACT

