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NANOPARTICULAS METALICAS. A presente invengéo refere-se a um
método para a produgdo de uma composi¢do compreendendo
nanoparticulas colidais de metais incluindo prata, ouro, zinco,
mercurio, cobre, paladio, platina, ou bismuto, produzidas pelo contato
de um metal ou composto metalico com bactérias. Uma modalidade do
método compreende uma etapa de incubacéo de bactérias probiéticas
com uma solugédo aquosa compreendendo pelo menos 4 mM de um
sal de prata ou de ouro. Uma composi¢éo resultante de nanoprata é
util como um agente antimirobiano altamente eficiente, por exemplo
quando impregnado sobre um veiculo, ou como um agente algicida ou
como um agente herbicida.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODO
PARA A PRODUGAO DE NANOPARTICULAS METALICAS".
CAMPO DA INVENCAO.

A presente invengéao refere-se a produgdo de compostos metali-

cos coloidais em uma membrana bacteriana. A presente invengdo também
refere-se a métodos para a producgdo de particulas de prata ou de ouro de
nanodimensao por meio de um processo biolégico. Em particular, a presente
invencao se refere ao uso de bactérias probidticas tal como existem, mas
nao se limitando a, Lactobacillus sob condi¢bes especificas para a produgéo
de nanoprecipitados metalicos, em particular nanoparticulas de prata ou de
ouro com um objetivo de melhorar a sua eficiéncia antimicrobiana. A presen-
te invengao também se refere a desinfe¢ao de produtos incluindo um veiculo
impregnado por uma composigdo compreendendo nanoprata ou nano-ouro
coloidais produzidos pelo dito método.

ANTECEDENTES DA INVENCAO.

) | Processos eficazes de desinfe¢do sdo necessérios para o trata-

mento de grandes quantidades de materiais poluidos, tais como dgua, espe-
cialmente aguas domiciliares e aguas de circulagdo industrial e efluentes
aquosos (tais como aqueles que estdo presentes na industria de processa-
mento de géneros alimenticios) contendo microorganismos que ndo podem
ser descarregados ou reutilizados sem tratamento por razdes higiénicas,
operacionais ou ambientais. Os processos eficazes de desinfecdo sdo tam-
bém necessarios para o tratamento de superficies, tais como em ambientes,
equipamentos, reservatorios, sistemas de condicionamento de ar e similares.
Os processos de desinfegdo ambientalmente compativeis estdo principal-
mente baseados no uso de compostos com oxigénio ativo, tais como perdxi-
do de hidrogénio, ou compostos monoméricos de amdnio quaternario.

O perdxido de hidrogénio é um desinfetante moderadamente
ativo, brando com propriedades bactericidas. Conhece-se que concentra-
¢Oes de peroxido de hidrogénio de 25 mg/L inibem o crescimento de algu-
mas bactérias, entretanto uma redugado eficaz da contagem de germes,

mesmo em uma concentragao de perdxido de hidrogénio muito mais eleva-
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da, ou leva muitas horas ou necessita de radiagéo ultravioleta adicional. As
ultimas geragdes, entretanto, necessitam tanto de um equipamento oneroso
como de gastos substanciais de eletricidade. Por isso, a desinfec¢do de
grandes quantidades de materiais poluidos, tais como agua, por exemplo,
para o tratamento de dgua em instalagdes de esgotos e as suas produgdes,
tais medidas s&o praticamente inadequadas e/ou antiecondmicas. Por isso,
varios modos de superar estas desvantagens ja foram tentados na técnica.
Conhece-se bem na técnica que os ions de prata e os compos-
tos a base de prata sdo altamente téxicos aos microorganismos, mostrando
por isso fortes efeitos bactericidas contra muitas espécies comuns de bacté-
rias incluindo a Escherichia coli. Também foi mostrado que os hibridos de
nanoparticulas de prata com macromoléculas anfifilicas hiper-ramificadas
exibem revestimentos de superficie antimicrobianos eficazes. Encontrou-se
que dispersbes aquosas estaveis de nanoparticulas de prata na forma de
hidrossdis nao-téxicos de prata elementar mostraram-se fortemente bacteri-
cidas contra a E. coli, uma concentracdo de 50 ug/cm® causaram uma inibi-
¢éo de 100 % do crescimento bacteriano. Encontrou-se que as nanoparticu-
las de prata se acumulam nas membranas bacterianas e de algum modo
interagem com certos elementos de construgdo da membrana bacteriana,
causando assim modificagdes estruturais, degradacgio e, finalmente, a morte
da célula. Tem sido relatado em geral que a superficie das bactérias seja
negativamente carregada, em valores biolégicos de pH, devido a dissocia-
¢ao de um numero excessivo de grupos carboxilicos e outros grupos na
membrana. Foi sugerido que as nanoparticulas de prata introduzidas na ma-
triz de carbono da membrana gere uma carga supefficial devido ao seu mo-
vimento e friccdo dentro da matriz e as forgas eletrostaticas deste modo po-
deriam ser uma causa da interagdo das nanoparticulas com as bactérias.
Alem disso, a prata tendera a ter uma afinidade mais elevada para reagir
com compostos de fésforo e enxofre contidos na membrana bacteriana mas
também no DNA. Um terceiro modo possivel da agao é a liberagdo de ions
de prata que podem também contribuir para o efeito bactericida das nano-

particulas de prata.
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Varias espécies de microorganismos, por exemplo, Lactobacillus
sp. e o fungo Fusarium oxysporum, foram mostrados como biosorvendo a
Ag(l) para a sua superficie celular e desintoxicando esse ion pela redugédo a
Ag(0), ou pela agéo da redutase ou por quinonas liberadoras de elétrons, ou
por ambas.

Uma formulagdo antimicrobiana nao citotdxica compreendendo
nanoparticulas de prata biologicamente estabilizadas com um tamanho vari-
ando de 1 nm a 100 nm e um veiculo no qual a concentragdo de nanoparti-
culas de prata biologicamente estabilizadas, acima citadas, varia de 1 ppm a
6 ppm ja é conhecida na técnica.

Também é conhecido um método para preparagao de um com-
plexo de biomolécula de prata coloidal compreendendo:

- o fornecimento de uma mistura de uma biomolécula, um sal de
prata e uma fonte de ions haleto em uma solugao unica; e

- irradiar a mistura com uma luz possuindo um comprimento de
onda na regido do visivel, em que o sal de prata e a fonte de ions haleto sdo
soluveis em agua; as quantidades da biomolécula, do sal de prata e da fonte
de ions haleto sdo tais que, a etapa de irradiagao resulta na formagao de
complexos de biomolécula e prata coloidal.

Também foi descrito um processo para a preparagao de particu-
las metalicas coloidais com nanodimenséao, o dito processo compreendendo
o tratamento do fungo molhado ou do extrato de fungo com uma solugdo de
ions metalicos em uma faixa de temperatura variando de 15°C a 40°C du-
rante um periodo de tempo variando entre 2 horas e 120 horas e separando
a biomassa para obter as particulas metalicas coloidais com nanodimensao.

Os métodos convencionais de produgao para produgdo das na-
noparticulas de prata possuem diversas desvantagens, tais como altos pre-
¢os de produgéo, a produgdo de uma propor¢ao significante de subprodutos,
ou a existéncia de um limite superior para a concentracao das nanoparticu-
las obtidas. Por exemplo o método de produgdo mais recente necessita de
um tempo de produgéao significativamente mais elevado e estad baseado na

utilizagao de um fungo que pode ser patogénico. Por isso, existe uma ne-
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cessidade na técnica por um método para produzir nanoparticulas de prata
que seja confiavel, barato e reduza ou evite a formagdo de subprodutos.

Um processo para biosorgao da Ag(l) por meio de Lactobacillus,
a sua dependéncia do pH em uma faixa de variagdo de pHde 2 a 6 e a sua
dependéncia de uma faixa de temperatura variando de 10°C a 60°C, bem
como o mecanismo de redugdo da Ag* a Ag® pelo Lactobacillus, também ja
foi estudado.

Também é conhecido na técnica um processo para o preparo de
nanoparticulas de prata por biorredugdo utilizando Aeromonas sp., em uma
mistura com ions de prata, aménia e hidréoxido de sédio, a 60°C durante u-
mas duas horas.

Os processos acima mencionados sofrem de desvantagens tais
como temperatura elevada, pH acido e/ou alto tempo de incubagao necessa-
ro, ou uma atividade bactericida insuficiente das nanoparticulas de prata
resultantes dos mesmos.

Existe, assim, uma necessidade na técnica para a produgao de
nanoparticulas de prata ou de ouro por um método que esteja livre dessas
desvantagens.

Existe também na técnica uma necessidade por um método
simples, favoravel ao ambiente e reprodutivel para a produgao de nanoparti-
culas de prata ou de ouro com elevadas propriedades antimicrobianas.

Existe também uma necessidade na técnica de um método cor-
respondente para a produgao nanoparticulas de prata ou de ouro que sejam
conhecidos por serem uteis em determinadas aplicagcdes médicas.

As formas coloidais de metais diferentes de ouro ou prata e os
compostos dos ditos metais, também sdo conhecidas na técnica por possui-
rem propriedades e aplicagdes valiosas. Por exemplo, o subcitrato de bismu-
to coloidal é soluvel em agua especialmente em um pH variando de aproxi-
madamente 3 a 8 e foi utilizado por décadas para o tratamento de ulceras
gastricas e duodenais e a infecgdo por Helicobacter pylori em conjunto com
antibidticos. As formas coloidais de mercurio, compostos de mercurio inor-

ganicos e pomadas de mercurio metalico foram usados topicamente para
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varios usos terapéuticos incluindo o tratamento de eczema infeccionado ou
impetigo (sais de mercurio), o tratamento da sifilis (calomel), o tratamento da
psoriase (6xido mercurico ou mercurio amoniado). As formas coloidais de
paladio e platina foram usadas como catalisadores de varias reagdes quimi-
cas incluindo reagdes organicas de reducao e hidrogendlise e similares. As
nanoparticulas de platina na forma de coloidal também sdo conhecidas co-
mo agentes anticancer. O cobre coloidal, opcionalmente quelado com o &ci-
do salicilico, € um forte agente anti-inflamatério e as formas sublinguais de
cobre coloidal ou zinco coloidal sdo conhecidas como sendo ativas na luta
contra o resfriado e a influenza. Também, o zinco coloidal pode ser especi-
almente eficaz contra virus. Em todos estes varios campos ha uma necessi-
dade permanente de se fornecer formas fisicas alternativas dos metais co-
loidais ou dos compostos metdlicos coloidais de modo a melhorar a sua efi-
ciéncia nos seus campos relevantes de aplicagéo.
SUMARIO DA INVENCAO

Na sua expressao mais ampla, a presente invengao se refere ao

uso de bactérias para a produgdo de compostos metalicos coloidais na
membrana bacteriana e o uso subsequente das bactérias revestidas como
um agente antimicrobiano. Em particular a presente invencgao se refere ao:

* Uso de bactérias para a produgcao de compostos de metal co-
loidal contactando as ditas bactérias com uma mistura de sais metalicos e
outros sais, sob um pH controlado fazendo com que as bactérias produzam
compostos metalicos coloidais sobre sua membrana, e

* Uso das bactérias acima citadas revestidas com compostos
metéalicos nas suas membranas como um agente antimicrobiano.

Em uma modalidade a presente invengao se refere a produgcao
de nanoprecipitados metalicos por probidticas e outras bactérias que podem
ser usados como um agente antimicrobiano na agua potavel, em revestimen-
tos de superficies e outros materiais.

Mais especificamente algumas bactérias podem reduzir os sais
de Ag(l) a Ag(0) coloidal que se precipita como nanoparticulas de Ag na su-

perficie da célula. A biomassa coberta da prata coloidal, ou de outros nano-
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precipitados metélicos, pode ser facilimente colhida de uma fase aquosa pela
filtragdo ou centrifugagdo, pode ser lavada e enxaguada e também proces-
sada e fornece um produto coloidal com fortes propriedades antimicrobianas,
tanto em suspensao (diluida) como quando processada em revestimentos.

De maneira interessante uma série de bactérias probiéticas, isto
é, bactérias que sado produzidas industrialmente devido aos seus efeitos be-
néficos para a saide humana quando elas estao presentes no trato digestivo
humano, demonstra esta capacidade de produzir Nanoprecipitados de Ag na
sua superficie celular. Estas bactérias incluem, mas nao sio limitadas a, ce-
pas de Lactobacillus probitticos de fermentacgao.

Pela adicdo de uma combinagdo especifica de sais (AgNOs,
NH4Cl, NaOH e outros) a uma cultura concentrada de células de bactérias e
controlando o pH, um produto de prata coloidal é formado com fortes propri-
edades antimicrobianas. Outros sais metéalicos combinados com certas ce-
pas bacterianas resulta em nanoprecipitados com propriedades similares e
isto € também parte da presente invengao.

Pelo ajuste da proporgao "massa de prata" para "massa de célu-
las bioldgicas" (Ag:CDW, com CDW = peso seco de células), a reatividade e
as propriedades do produto coloidal final de prata podem ser variadas, quan-
to a tamanho da particula coloidal, a distribuicdo de tamanhos da particula
coloidal e outras propriedades das mesmas.

Os compostos de prata coloidal produzidos na superficie das
bactérias possuem uma faixa de variagdo muito ampla de aplicagdes, con-
sistindo em mas nédo limitados a: desinfecgdo de agua, uso como agente
desinfetante em produtos de limpeza, como agente de limpeza, formulagao
em revestimentos antimicrobianos, aplicagdes médicas, consumo humano,
uso em tecido, aplicagdo em pomadas e lubrificantes, como um catalisador,
etc.

O processo de producao é direto, com eficiéncia de custos, tem
um alto rendimento e pode ser facilmente ampliado na escala, o tamanho e a
distribuicao das particulas podem ser controlados e a reatividade antimicro-

biana da nanoprata produzida supera outros produtos de prata coloidal em
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concentragbes muito baixas (ppb). Além disso, o produto pode ser proces-
sado sob formas diferentes: seco, na forma de suspensdo ou como pélete
"molhada”, ele pode ser formulado em diferentes aplicagdes. Nenhum resi-
duo de reagentes quimicos esta presente no produto final, ja que pode ser
enxaguado com agua pura sem a perda da atividade.

O uso de bactérias probidticas abre muitas aplica¢gdes em cuida-
do de saude e na industria alimenticia. O produto das bactérias revestidas
de Ag seria em particular adequado para as seguintes aplica¢des:

* Formulagao de produtos de limpeza e desinfecgcédo (hospitais,
laboratdrios, terrenos para criagdao de animais e outros);

* Aplicagao em filtros de ceramica ou outros filtros para desinfec-
¢ao de agua, o mesmo para a agua potavel, agua de piscinas, agua de cria-
¢éo de animais, agua de germinagéo de aquacultura e muitos outros;

* Aplicagao em desinfecgao de revestimentos: polimeros, fibras
téxteis, metais;

» Conveniente para formulagdo de pomadas para desinfec¢do da
pele, lubrificantes, etc.;

* Aplicagdes para desinfetar a agua potavel: nos paises em de-
senvolvimento, mochileiros, avides e muitos outros (método de baixa facil) e

» Combate a agentes patogénicos: Legionella, Cryptosporidium,
Hepatite, Herpes, Pseudomonas, Staphylococcus, tipos diferentes de bacté-
rias, fungos e virus.

Um objetivo da presente invengdo é fornecer as nanoparticulas
de prata ou de ouro da boa qualidade. E um primeiro aspecto da presente
invengdo a fornecer um método biolégico melhorado para a produgdo de
uma composi¢do compreendendo nanoparticulas coloidais de prata ou de
ouro, o dito método compreendendo o uso de bactérias probidticas, em par-
ticular uma espécie Lactobacillus, tais como Lactobacillus fermentum e con-
tactando a dita biomassa com uma solugdo aquosa de um sal de prata (I) ou
um sal de ouro (lll). A presente inveng¢ado esta baseada no achado inespera-
do de que certos parametros de processo especificos para a producdo de

nanoparticulas de prata ou de ouro por biorreducao afetam muito a eficiéncia
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de produgdo e as caracteristicas das nanoparticulas resultantes. Em particu-
lar os métodos especificos da presente invengdo afetam muito a atividade
antimicrobiana de uma composigao resultante compreendendo as nanoparti-
culas de prata.

E um outro aspecto da presente invencdo que a composigao de
nanoparticulas de prata e de ouro obtida por biorredugédo sob essas condi-
cbes especificas podem ser também processadas, por exemplo, separadas
da biomassa, enquanto mantém ou mesmo também melhora suas atividades
ou outras propriedades relevantes, tais como estabilidade durante o arma-
zenamento. Alternativamente um pés-tratamento quimico, por exemplo, por
meio de espécies oxidantes, tal como um perdxido ou um persal, de uma
composicdo de nanoparticulas de ouro ou de prata obtidas por biorredugéo
sob essas condigdes especificas pode mesmo melhorar as propriedades da
composic¢ao resultante de nanoparticulas.

E também uma vantagem do processo de acordo com a presen-
te invencéo que o tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas de prata ou
de ouro resultantes possam ser controlados de um modo reprodutivel.

E também uma vantagem da presente invengao que o dito mé-
todo atinge um resultado altamente confiavel dentro de significativamente
pouco tempo, com baixo custo e de um modo favoravel ao ambiente, redu-
zindo a necessidade de produtos quimicos potenciaimente téxicos e/ou one-
rosos. Nenhum residuo perigoso de reagentes quimicos € deixado na com-
posicéo resultante do método de acordo com a presente invengao, em ampla
escala ja que a biomassa usada se origina de um microorganismo inofensi-
vo, por exemplo, um probidtico. Desse modo, € uma vantagem da presente
invengdo que o método forneca uma composi¢cao que, durante a aplicagéao
com organismos eucariéticos, ndo afete substancialmente tais organismos.
Em uma modalidade especifica, a presente invengdo fornece uma composi-
cdo com elevada atividade antimicrobiana que também trabalha contra agen-
tes patogénicos marinhos, sem afetar substancialmente os organismos eu-
cariéticos. E uma vantagem adicional da presente invengao que a mesma

permita a produgdo de uma composi¢cdo compreendendo a nanoprata ou O
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nano-ouro em uma alta concentrag@o como tal e compreendendo a nanopra-
ta ou 0 nano-ouro compostos substancialmente por prata ou ouro nOs seus
estados metélicos respectivamente, por exemplo compreendendo mais do
que aproximadamente 95 % de AgP® no teor total de prata ou mais do que
aproximadamente 95 % de Au® no teor total de ouro respectivamente.

E uma outra vantagem da presente invengdo que o produto ou a
composigio resultantes possam ser processados facilmente e de modo se-
guro mantendo ou até melthorando a sua atividade. A composi¢cao pode ser
seca, ou mantida na forma de suspensdao ou como uma pélete molhada e
podem ser formuladas sob formas diferentes, tais como formulagdes de ae-
rossol ou impregnag¢ao sobre um veiculo, sem afetar a atividade antimicrobi-
olégica devido a estabilidade das particulas de nanoprata.

Em ainda outra modalidade, a presente invencao se refere ao
uso de uma composi¢ido de prata coloidal produzida de acordo com o méto-
do supracitado como um algicida ou agente herbicida.

DEFINICOES.

Os termos "nanoprata“ ou "nano-Ag" tal como aqui utilizados

para os objetivos da presente invengdo se referem as nanoparticulas de pra-
ta metalica (Ag®). Dentro do significado da presente invengao, as ditas nano-
particulas podem ou ndo ser depositadas sobre uma biomassa. Essas nano-
particulas podem variar de tamanho entre aproximadamente 0,1 nm e apro-
ximadamente 100 nm, por exemplo, dentro de uma faixa de variagao de a-
proximadamente 0,5 nm a aproximadamente 5 nm. Essas nanoparticulas
também podem variar sua distribuicdo de tamanhos em torno dos seus ta-
manhos médios.

Os termos "nano-ouro" ou "nano-Au" tal como aqui utilizados
com o objetivo da presente invengado se referem as nanoparticulas de ouro
metalicos (Au®). Dentro do significado da presente invengao, as ditas nano-
particulas podem ou nédo ser depositadas sobre uma biomassa. As nanopar-
ticulas podem variar no tamanho entre aproximadamente 0,1 nm e aproxi-
madamente 100 nm, por exemplo, dentro de uma faixa de variagdo de apro-

ximadamente 0,5 nm a aproximadamente 5 nm.
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O termo "biomassa" tal como aqui utilizado com o objetivo da
presente invencgéo se refere ao material organico consistindo em, ou deriva-
do de, espécies bacterianas usadas para a produgdo de "nanoprata” ou "na-
no-ouro”.

O termo "bactérias probidticas" tal como aqui utilizado com o
objetivo da presente invengdo se refere a bactérias que quando administrado
em quantidades adequadas a um hospedeiro, tal como um mamifero, uma
espécie marinha (por exemplo, um peixe) ou um ser humano, conferem um
efeito benéfico sobre a saude do dito hospedeiro.

O termo "prata ()" ou "Ag(l)" tal como aqui utilizado com o obje-
tivo da presente invencao se refere aos ions de prata monovalentes positi-
vamente carregados ou Ag®.

Os termos "ouro (I)" e "ouro (Ill)" tal como aqui utilizado com o
objetivo da presente invengao se refere aos ions de ouro monovalentes ou
trivalentes positivamente carregados respectivamente.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS.

A figura 1 mostra o efeito antimicrobiano do tratamento com par-

ticulas de nanoprata de acordo com uma modalidade da presente invengao
em concentragdes diferentes da contagem total de células e a sobrevivéncia
de E. coli.

A figura 2 mostra o espectro de andlise por difragao de RAIO X
de particulas de nanoprata de acordo com uma modalidade da presente in-
vengao.

A figura 3 mostra o efeito da proporgdo de prata para o peso se-
co de célula durante a producéo de particulas de nanoprata de acordo com
uma modalidade da presente invencao para a atividade antimicrobiana das
ditas particulas contra a Salmonella typhimurium.

A figura 4 mostra o espectro de andlise por difragdo de raios-X
de particulas de nanoprata de acordo com outra modalidade da presente
invengao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO.

E um primeiro aspecto da presente invengao fornecer um méto-
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do simples para a produgdo de uma composi¢cdo compreendendo nanoprata
ou nano-ouro coloidais compreendendo uma etapa de incubagédo de bacte-
rias probidticas com uma solugdo aquosa compreendendo pelo menos 4 mM
de um sal de prata ou de ouro.

De acordo com a presente invengdo, as bactérias probidticas
convenientes incluem géneros tais como, mas nao limitados a, Lactobacillus,
Bifidobacterium, Escherichia, Enterococcus, Saccharomyces e Bacillus. Sem
restricdo, as bactérias probidticas podem pertencer a uma ou varias das se-
guintes espécies: Lactobacillus sakei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacil-
lus casei, Lactobacillus cripatus, Lactobacillus delbrueckii subspecies bulga-
ricus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lac-
tobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifido-
bacterium infantis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis, Bifidobac-
terium adolescentis, Escherichia coli Nissle, Saccharomyces boulardii, Strep-
tococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Bacillus licheniformis, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus acidophilus, Bacillus
pumilus, Bacillus polyfermenticus, Bacillus clausii, Bacillus laterosporus, Ba-
cillus sporogenes, Bacillus coagulas e Bacillus polymyxa.

Para os objetivos de varias modalidades do método de acordo

'~ com a presente invengdo, qualquer sal de prata solivel em agua pode ser

usado. Tal como aqui utilizado, o termo "sal de prata" também abrange hi-
dratos e outro solvatos de tais sais de prata. Tipicamente, um sal de prata
soluvel em agua pode ser aqui definido como um sal de prata com uma so-
lubilidade em agua de pelo menos 0,1 g/L na temperatura da realizagdo do
método de acordo com a presente invengado, por exemplo, na temperatura
ambiente. Sem restri¢gdo, o sal de prata pode ser um sal de prata inorganico
ou um sal de prata organico tal como, mas néao limitado a, acetato de prata,
cloreto de prata, perclorato de prata, clorato de prata, brometo de prata, fluo-
reto de prata, lactato de prata, nitrato de prata, sulfato de prata ou tartarato
de prata.

Para os objetivos de varias modalidades do método de acordo
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com a presente invengao, qualquer sal de ouro solivel em dgua pode ser
usado. Tal como aqui utilizado, o termo "sal de ouro" também abrange hidra-
tos e outro solvatos de tais sais de ouro. Tipicamente, um sal de ouro soluvel
em agua pode ser aqui definido como um sal de ouro com uma solubilidade
em agua de pelo menos 0,1 g/L. na temperatura da realizagdo do método de
acordo com a presente invengdo, por exemplo, na temperatura ambiente.
Sem restricdo, o sal de ouro pode ser monovalente ou trivalente. Sem restri-
¢ao, o sal de ouro pode ser um sal de ouro inorganico ou um sal de ouro or-
ganico ou um sal de ouro variado tal como, mas nédo limitado a, cloreto de
ouro(lll), tiomalato de sédio e ouro monoidratado, brometo de ouro(ill), iode-
to de ouro(ill) e nitrato de ouro(lil).

De acordo com uma modalidade da presente invengao, a con-
centracio inicial de sal de prata ou de ouro na solugdo aquosa a ser incuba-
da deve estar em pelo menos 4 mM, por exemplo pelo menos 10 mM, ou
como um determinado exemplo, em pelo menos 50 mM.

De acordo com outra modalidade da presente invencgéo, a dita
solugdo aquosa pode compreender também componentes adicionais que
sejam suscetiveis a influir no comportamento, em particular melhorar, as
propriedades da composicao resultante. Neste aspecto, em uma modalidade
da presente invengd@o em que a nanoprata é desejada, o meétodo pode com-
preender uma etapa de incubacdo de bactérias probidticas (tal como aqui
anteriormente definido) com uma solugdo aquosa compreendendo pelo me-
nos 4 mM de um sal de prata e também compreendendo amonia e/ou um sal
de aménio. Os sais de amobnio convenientes para esta modalidade séo tais
como, mas néo limitados a, cloreto de amdnio, nitrato de aménio, fosfato de
amdnio, sulfato de amdnio, carbonato de amaénio, formiato de aménio e bro-
meto de amoénio. A quantidade de sal de amdnio e/ou amdnia usado nesta
modalidade da presente invengido deve ser preferivelmente suficiente para
permitir a formacdo de uma quantidade substancial de um complexo de a-
moénio e prata ou de amonia e prata tal como, mas nao limitado a, um com-
plexo de prata (I) e aménia sob a forma de Ag(NH)* e/ou {Ag(NHz)2}". De

acordo com outra variante desta modalidade da presente invengdo, a solu-
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¢cdo aquosa a ser incubada pode compreender também uma quantidade a-
dequada de um hidroxido de metal alcalino tal como, mas nao limitada a,
hidréxido de sédio ou hidroxido de potassio. Uma quantidade adequada po-
de ser definida quanto a uma faixa adequada de pH a ser atingida, como
explicado aqui abaixo.

De acordo com outra modalidade da presente invengdo, o méto-
do compreende uma etapa de incubagido de bactérias probidticas (tal como
aqui anteriormente definido) com uma solugdo aquosa compreendendo pelo
menos 4 mM de um sal de ouro e também compreendendo uma quantidade
adequada de um hidréxido de metal alcalino tal como, mas n&o limitado a,
hidréxido de sédio ou hidroxido de potassio na auséncia de amédnia e/ou de
um sal de amédnio.

O hidréxido de metal alcalino adequado tal como, mas nao limi-
tado a, hidroxido de sédio e/ou hidréxido de potassio podem ser acrescenta-
dos a solugdo aquosa de incubagdo em concentragdes até aproximadamen-
te 1 M. Preferivelmente, a incubacgéo é realizada sob condigOes tais que o
pH seja pelo menos 8, por exemplo, dentro de uma faixa de variagdo de a-
proximadamente 8 a aproximadamente 12, ou como uma modalidade mais
especifica dentro de uma faixa de variagdo de aproximadamente 8,5 a apro-
ximadamente 11.

De acordo com uma modalidade da presente invengao, a pro-
porcdo ponderal de prata ou peso de ouro para o peso seco de células (da-
qui por diante abreviado como CDW) das bactérias probidticas é pelo menos
aproximadamente 0,01, por exemplo, pelo menos aproximadamente 0,05 ou
pelo menos aproximadamente 0,1. De acordo com outra modalidade da pre-
sente invengdo o Ag:CDW ou a proporgao em peso Au/CDW néao estao aci-
ma de aproximadamente 20, preferiveimente abaixo de aproximadamente
10, por exemplo, abaixo de 5.

De acordo com uma modalidade da presente invengéo, a etapa
de incubacao do método é realizado em uma temperatura de aproximada-
mente 5 °C a aproximadamente 45 °C, preferivelmente em uma temperatura

de aproximadamente 15 °C a aproximadamente 35 °C, por exemplo na tem-
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peratura ambiente.

Conforme outra modalidade da presente invenc¢do, a etapa de
incubagao do método pode ser realizada durante um periodo de tempo de
aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 30 minutos, por exemplo
de aproximadamente 5 segundos a aproximadamente 20 minutos. A pessoa
versada é capaz de determinar com uma experimentagao limitada o periodo
de tempo mais apropriado para a incubagao, dependendo de outros pardme-
tros de processo tais como, mas ndo limitados a, a concentragdao de sal de
prata ou de ouro, a temperatura de incubagdo, o Ag:CDW ou a proporgao
em peso Au/CDW, a presenga ou a auséncia de amdnia ou de um sal de
amonio e similares. Tal como ja é convencional na técnica, a incubagido po-
de ser realizada sob agitagdo durante pelo menos uma parte do tempo de
incubacao.

O método de acordo com a presente invengdo também pode
compreender uma etapa de processamento adicional da composigado resul-
tante compreendendo nanoparticulas coloidais de prata ou de ouro. O dito
processamento adicional pode compreender uma ou varias etapas tal como,
mas nao limitado a, a remog¢ao de pelo menos a parte da biomassa das na-
noparticulas de prata ou de ouro ou fracionamento da biomassa por meio de
tratamento mecéanico, enzimatico e/ou fisicoquimico, por exemplo, por ultras-
som. Cada uma das tais remogdes de biomassa ou métodos de fraciona-
mento sdo bem conhecidos aos versados na técnica. Alternativamente, ou
adicionalmente, o dito processamento pode incluir uma etapa de tratamento
quimico de estabilizagao ou até de melhoria de certas propriedades deseja-
veis da composi¢do resultante compreendendo nanoparticulas coloidais de
prata ou de ouro. Como uma particular modalidade de tal processamento
quimico, uma composi¢cao de nanoparticulas de ouro ou de prata de acordo
com a presente invengdo pode ser tratada depois da incubagao e opcional-
mente com a remog¢ao da biomassa, com um agente de oxidagao, tal como
um peroxido ou um persal de modo a produzir um precipitado de nanoparti-
culas de prata ou de ouro com uma estabilidade melhorada e/ou (em relagao

a nanoprata) com uma atividade antimicrobiana mais elevada. Dentro desta
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modalidade da presente invengao, o perdxido organico e inorganico adequa-
do inclui, mas néo é limitado a, perdxido de hidrogénio, acido peracético e
similares. Persais adequados para o uso nesta modalidade da presente in-
vengao incluem, mas ndo sao limitados a, sais alcalinos solliveis em agua
que sdo capazes de formar o peréoxido de hidrogénio pela dissociagéo, por
exemplo, quando tais sais sdo dissolvidos em dgua, um ion de peréxido é
liberado. Exemplos adequados disso incluem percarbonatos, perboratos,
persilicatos e perfosfatos associado com um cation, tal como um metal alca-
lino. Especialmente preferido é o percarbonato de sédio possuindo a férmula
empirica 2Na>COj3;, 3 H20.. Em suporte a esta modalidade da presente in-
veNgao, a pessoa versada sabe que:

- Tais persais podem ser superiores ao peréxido de hidrogénio
quanto a capacidade de desinfegao,

- O peréxido de hidrogénio é um desinfetante fraco e tem uma
pobre permeabilidade em bactérias e

- Quando um persal € dissolvido em agua e libera o peréxido de
hidrogénio, o sal alcalino extrai um préton do peréxido de hidrogénio liberado
formando o ion de hidroperéxido que, em contraste com o perdxido de hi-
drogénio, é um desinfetante forte e é prontamente permedvel as bactérias.

Em qualquer momento do processo da presente invengao, a
porcao solida compreendendo a nanoprata ou o nano-ouro coloidais pode
ser separada da porgao liquida por qualquer método bem conhecido pela
pessoa versada. Por exemplo, pode ser separado por centrifugagao e sub-
sequente decantag¢ao da fragao liquida, ou por filtragao.

No método de acordo com a presente invengao, pelo menos um
sal de prata ou de ouro pode ser em parte substituido com um sal de cobre
ajustando cuidadosamente uma ou varias das condigdes operacionais da
reagao tal como, mas nao limitado a, pH, temperatura de incubagéao, tipo de
sal e concentragao do sal. No método de acordo com a presente invengao,
espécies de bactérias probitdticas também podem ser pelo menos em parte
substituidas com microorganismos ou bactérias alternativos ajustando cui-

dadosamente uma ou varias condigcdes operacionais da reagao tais como,
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mas nao limitado a, pH, temperatura de incubagao, tipo de sal e concentra-
¢ao (ouro ou prata) do sal. Tais bactérias alternativas podem ser seleciona-
das do grupo consistindo em bactérias que sdo geralmente consideradas
como seguras ao ambiente, mais especificamente aquelas bactérias conhe-
cidas por possuirem uma capacidade biorredutora.

Embora o método de acordo com a presente invengao tenha si-
do principalmente descrito aqui em relagéo a prata e ouro, ele ndo esta limi-
tado aos mesmos, mas como mencionado na sua expressdao mais ampla é
também aplicavel a outros metais ou compostos metalicos, contanto que
uma ou mais condigdes operacionais da reagao tais como, mas nao limitado
a, pH, temperatura de incubagao, tipo de sal e concentragdao de sal, sejam
apropriadamente adaptadas. Tal adaptacao esta dentro dos limites da expe-
riéncia regular da pessoa versada, considerando os ensinamentos gerais
aqui incorporados. Os metais de interesse especial dentro do alcance da
presente invengado incluem o zinco, o mercurio, o cobre, o paladio, a platina
e o bismuto.

Um segundo aspecto da presente invengao é um uso antimicro-
biano de uma composi¢gao de nanoprata produzida pelo método acima des-
crito, baseado no achado inesperado de que uma concentracdo eficaz de tal
composi¢cdo de nanoprata em um tratamento antimicrobiano pode ser ex-
cepcionalmente baixa, dependendo das bactérias visadas, por exemplo, a-
proximadamente 0,5 ppm ou mesmo mais baixo, por exemplo aproximada-
mente 0,05 ppm ou mais baixo e tal como encontrado que uma redugao
substancial na quantidade de bactérias indesejaveis pode ser observada
dentro de um periodo de tempo limitado, por exemplo, dentro de ndao mais
do que aproximadamente 5 horas. Os alvos bacterianos adequados deste
aspecto da presente invengao incluem uma ampla faixa de variagao de ger-
mes Gram positivos e Gram negativos tais como, mas nao limitados a,
Pseudomonas aeruginosa (por exemplo, cepa CMCM-2-22), Pseudomonas
cepacia, Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans, Klebsiella pneu-
moniae (por exemplo, cepa ATCC-10031), Eschericia coli, Estreptococus

faecalis (por exemplo, cepa ATCC-10541), Staphylococcus cohnii, Staphylo-
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coccus aureus (por exemplo, IP 52154 ou cepa ATCC-6538), Bacillus subtilis
(cepa ATCC-19659) (todas sendo costumeiras cepas bacterianas hospitala-
res), Enterococcus facium, Enterococcus hirae, Thiobacillus ferrooxidans
(por exemplo, cepa ATCC 13661), Lactobacilli Thermophilic bacilli, Trycho-
phyton interdigitale (por exemplo, cepa ATCC-640), Clostridium sporogenes
(cepa ATCC-3584), Clostridium perfringens (cepa ATCC-13124), Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes e similares. A composi¢do de nanopra-
ta da presente invengao também pode ser ativa contra fungos, incluindo por
exemplo Candida albicans (por exemplo, cepa APCC-2091) Mycobacterium
smegmatis (por exemplo, cepa IP 7326), Aspergillus niger (por exemplo, ce-
pa IP 218), Penicillium verrucosum e similares e também pode ter atividade
antiparasitica contra, por exemplo, o Schistosoma haematobium, Schistoso-
ma mansoni e similares.

O uso antimicrobiano (ou antifingico ou antiparasitico ou antivi-
ral), de acordo com uma modalidade particular da presente invengao, pode
ser na forma de uma composi¢ao de desinfegdo liquida em que uma compo-
si¢ao de nanoprata produzida pelos métodos acima descritos pode ser com-
binada com um segundo agente antimicrobiano ou uma mistura de tais a-
gentes. Os exemplos adequados de um segundo agente antimicrobiano in-
cluem, mas nao sao limitados a, peroxido de hidrogénio, sais de aménio
quaternario, acido peracético, persais (o ultimo sendo tal como descrito aqui
acima em relagao ao primeiro aspecto da presente invengao) e misturas dos
mesmos em quaisquer proporg¢des conhecidas. Em particular, a dita combi-
nagao pode fornecer efeitos sinergisticos para a atividade antimicrobiana.
Em uma modalidade especifica, o dito segundo agente antimicrobiano pode
ser um agente antimicrobiano de oxidagao tal como, mas nao limitado a, dio-
xido de cloro, monocloramina, um hipoclorito, permanganato de potassio,
iodo ou cloro. As composi¢bes de desinfecao liquidas de acordo com essa
modalidade da presente invengdo podem incluir também um ou mais estabi-
lizadores, tal como, por exemplo, o acido fosférico, acido nitrico, acido sulfu-
rico, acido bromidrico ou acido bérico ou misturas dos mesmos, normalmen-

te com o objetivo de ajustar o pH da composigdo dentro de uma faixa de va-
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riacdo adequada para 0 manejo e o uso. Entre estabilizadores &cidos inor-
ganicos, o acido fosfdrico é especialmente preferido. Na pratica, o estabili-
zador acido acima citado pode ja estar comumente incorporado em uma
quantidade adequada no peréxido de hidrogénio em um grau comercialmen-
te disponivel. O estabilizador opcionalmente usado na presente invengéao
também pode ser um acido carboxilico orgénico, tal como acido tartarico,
acido citrico (ou um hidrato dos mesmos), acido benzdico, acido picolinico,
acido nicotinico e acido isonicotinico. As misturas de &cidos inorganicos e
orgénicos podem ser consideradas também com esta finalidade. Os estabili-
zadores acima citados, quando presentes, estao preferivelmente em uma
quantidade eficaz para o ajuste do pH e/ou a estabilidade de armazenamen-
to de longo prazo da composi¢do de desinfe¢do liquida. Estas composi¢cdes
liquidas de desinfeccdo da presente invengao também podem incluir pelo
menos um componente selecionado do grupo consistindo em tensoativos,
inibidores de corroséo e fragréncias (perfumes).

Tensoativos adequados do uso nas composi¢gdes de desinfe¢ao
da presente invengéo incluem por exemplo, mas nao sao limitados a, com-
postos ativadores de superficie catidnicos, nao-idnicos, anfotéricos e zwitte-
ribnicos, preferivelmente os adequados para o contato com géneros alimen-
ticios ou agua potavel na dosagem relevante e misturas de tais compostos.
Uma ampla faixa de tensoativos nao-iénicos é potencialmente util aqui. Os
exemplos nao-restritivos de tensoativos anidnicos incluem, por exemplo, os
selecionados do grupo consistindo em glicdis polietoxilados e/ou glicéis poli-
propoxilados, monoésteres de acidos graxos Cg-C,o, monopalmitato de sor-
bitano e similares. Os exemplos especificos de tensoativos anfotéricos ade-
quados incluem o 3-dodecilpropionato de sédio, 3-dodecilaminopropano sul-
fonato de sddio, N-alquiltaurinas e betainas.

A composi¢ao de desinfecdo compreendendo a nanoprata obtida
pelo método de acordo com a presente invengdo pode ser estabilizada na
biomatriz e pode ser aplicada diretamente, ou depois de processamento adi-
cional tal como descrito anteriormente, no ambiente a ser tratado, limpo ou
despoluido. Por exemplo, as particulas de nanoprata podem ser dispersas



10

15

20

25

30

19

na, ou em volta da, posicao onde as bactérias tenham de ser retiradas por
qualquer meio ou pela aplicacdo de métodos adequados. O componente
nanoprata da composi¢ao é capaz de interagir com os componentes da célu-
la das bactérias, efetivamente assim destruindo-os e reduzindo o nimero de
célula bacterianas totais a um nivel admissivel.

O uso de uma composigao liquida contendo nanoprata tal como
descrito acima pode ser para limpeza, descontaminag¢édo, desinfe¢gdo ou es-
terilizagdo de uma superficie sélida ou de um volume de um gas ou um liqui-
do. Quando a composigao dita liquida de acordo com a presente invengao é
usada como uma composi¢cao de desinfecao ou esterilizagao (por exemplo,
pela dispersdo em um liquido ou em um gas), ela é tipicamente aplicada em
condigdes apropriadas, incluindo concentragdes e tempo de aplicagao, que a
pessoa versada pode determinar prontamente pelo conhecimento padrao na
técnica de desinfegao e esterilizagao.

Quando a composicao liquida de desinfeccdo contendo nanopra-
ta da presente invengao é aplicada sobre uma superficie sélida, é preferivel,
pelas regulamentagbes de seguranga, empregar uma formulagdo diluida
pronta para uso obtida misturando uma quantidade adequada de uma com-
posigao concentrada com a agua e depois umidificando a citada superficie
solida com a formulagao diluida obtida durante um determinado tempo até
que a umidificacdo completa da superficie sélida seja realizada (que, como é
conhecido da pessoa versada, pode depender da porosidade de superficie).

Como sera entendido pelos versados na técnica, a quantidade
preferida do liquido de desinfegdao contendo a composi¢ao de nanoprata a
ser usada variara amplamente com o tipo e a quantidade presente de micro-
organismos na superficie sélida ou presente no liquido ou no gas a serem
tratados.

Em relagdo ao uso acima mencionado, das composi¢des liqui-
das contendo nanoprata de acordo com a presente invengao, como um de-
sinfetante, os seguintes métodos de aplicagdo sdo mais particularmente re-
comendados:

- Imersdo do produto a ser tratado na composi¢ao acima citada
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contendo nanoprata,

- Borrifo da composigdo de desinfe¢ao sobre uma superficie so-
lida a ser tratada e,

- Incorporagédo da composicdo desinfetante (diluida ou concen-
trada) na agua a ser tratada (particularmente agua de piscina, agua de pro-
cesso industrial, aguas residuais e similares).

Desse modo, as composigdes liquidas para desinfecdo contendo
nanoprata, de acordo com a presente invengdo, sdo particularmente Uteis
para:

(a) Desinfegao e higiene de hospitais e areas de laboratério, a-
reas industriais (tais como laticinios a base de leite, laticinios a base de quei-
jo, casas de malte, cervejarias, instalagdes para a produgdao de agua mine-
ral, vinho, destilados, sucos de frutas e de vegetais; estufas; galinheiros e
estabulos; linhas de embalagem de géneros alimenticios, bebidas ou produ-
tos farmacéuticos; interiores de aeroplanos e barcos) e os conteudos das
ditas areas, especialmente os equipamentos ou instrumentos dentro das di-
tas areas;

(b) Esterilizagdao de ambientes fechados assépticos, tais como
incubadoras de animais prematuros ou crescimento de animais livres de
substéncias estranhas;

(c) Tratamento para Legionella em sistemas de condicionamento
de ar;

(d) Desinfegao e higiene de reservatérios de armazenamento
(particularmente silos) e dutos para condugdo de produtos liquidos ou sdli-
dos, tais como géneros alimenticios (agucar, cha, café, cereais, bebidas) e
alimentag¢ao de animal;

(e) Desinfegao e higiene de piscinas e outros equipamentos de
banhoterapia (em tal caso a composigdo sera preferivelmente livre de tenso-
ativos);

(f) Desinfecdo de sistemas de producgao, transporte e armaze-
namento de agua potavel (por exemplo, em cavidades ou reservatérios de

armazenamento), em tal caso a composicao sera preferivelmente livre de




10

15

20

25

30

21

tensoativos; e

(g) Protecao de colheitas existentes ao ar livre (tais como plan-
tacOes de cereais, tomates, banana, culturas hidropdnicas incluindo verdu-
ras, sementes, tuberculos e similares), em virtude de suas propriedades bac-
tericidas, fungicidas, antivirais e antiparasiticas.

A alta e seletiva atividade antimicrobiana da composi¢ao de na-
noprata obtida pelo método de acordo com a presente invengéo tem uma
ampla faixa de aplicagdes domiciliares bem como industriais tais como, mas
nao limitadas a, desinfecao de agua, tratamento do crescimento de algas na
agua, limpeza produto e a formulagao de revestimentos antimicrobianos, por
exemplo, para o0 uso em aplicagdes médicas ou no processamento de nutri-
entes ou outros materiais para consumo humano ou de animais (particular-
mente devido a auséncia ou por efeitos minimos sobre células eucaridticas
Ou organismos), para 0 uso na protegao antimicrobiana de produtos téxteis,
para o uso em preparagdes médicas tdpicas para prevenir contaminacdes
contagiosas ou microbianas de tecidos expostos tais como, mas néo limita-
dos a, cremes, pomadas ou logdes, ou para uso como catalisadores em pro-
cessos quimicos ou outros processos de transformagao. Cada um dos usos
supracitados pode ser realizado por meio de nanoprata em suspensao bem
como com nanoprata incorporada em polimeros e/ou outros tipos de reves-
timentos.

Um terceiro aspecto da presente invencgdo se refere a produgao
de nanoprecipitados metdlicos por bactérias probidticas e outras bactérias
que podem ser surpreendentemente usadas como um agente algicida (por
exemplo, contra Chlorella vulgaris, mas nao limitadas a isso) em agua pota-
vel, aquario ou tanque ou agua de piscina, ou em outros reservatorios com
agua fresca ou agua salgada, em polimeros e pinturas, em revestimentos de
superficies e outros materiais para proteger contra incrustagdes suaves (as-
pecto estético) ou incrustacdes pesadas (derioragdao de materiais). Um quar-
to aspecto da presente invengio se refere a produgdo de nanoprecipitados
metalicos por bactérias probidticas e outras bactérias que podem ter um efei-

to surpreendentemente de herbicida contra certas plantas dicotiledéneas ou
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monocitoledoneas ou um efeito contra tipos diferentes de plantas inferiores,
como 0 musgo, tanto na forma diluida em agua ou como também nas formas
processadas por meios mecanicos, enzimaticos ou fisicoquimicos. A escolha
da planta relevante para esta finalidade nao € um parametro critico da pre-
sente invengdo. As plantas adequadas para essa finalidade incluem, entre
outras, plantas dicotiledéneas, tais como fumo (Nicotiana tabacum), erva de
pato (Lamna sp.), soja (Glycine max), macga, beterraba, Arabidopsis thaliana,
alfafa, petunia, algodao, cenoura, aipo, repotho, pepino, pimentao, canola,
tomate, batata, lentilha, linho, brécolis, feijao, alface, mamona, couve-flor,
espinafre, couve de bruxelas, alcachofra, ervilha, quiabo, abobrinha, couve
galega, couves, cha, café e Selaginella lepidophylla. Eles também incluem
plantas monocotiledoneas, tais como arroz Oryza sativa, milho, cevada, gi-
rassol (Helianthus annuus), trigo, aveia, paingo, sorgo, amaranto, cebola,
aspargo e cana de agucar.

Os aspectos acima mencionados da presente invengao sao par-
ticularmente uteis nos seguintes campos:

- Inibicdo do crescimento alginico em agua de aquario, em sis-
temas de distribuicdo de agua potavel de animais e seres humanos, em sis-
temas de distribuicdo de agua para horticultura, em tanques, em piscinas,
em sistemas de filtragdo para tratamento de agua de tanques ou piscinas e
em tipos diferentes de sistemas de espargimento;

- Inibigdo de crescimento alginico em superficies, incluindo su-
perficies em contato com agua, tais como cascos de barco;

- Uso em pinturas, polimeros ou revestimentos para o tratamento
de superficies contra algas, e incluindo o crescimento de algas em superfi-
cies de organismos superiores como plantas;

- Inibicao de crescimento de musgo ou outras plantas ndo dese-
jadas, tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas, por exposi¢do de folha,
tronco, flor ou sistemas de raizes a prata coloidal, por exemplo, prata coloi-
dal produzida por bactérias probidticas e precipitado da mesma de acordo
com o método de produgao supracitado; e

- Inibicao de crescimento de certas plantas ou ervas daninhas
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sobre superficies de revestimento ou de outra maneira expondo estas super-
ficies a prata coloidal, por exemplo, prata coloidal produzida por bactérias e
precipitada sobre as mesmas de acordo com o método de produgao supraci-
tado.

Os seguintes exemplos sdo fornecidos como uma ilustragao,
sem qualquer intengao restritiva, de certas modalidades do método e das
composi¢des de desinfe¢cdo de acordo com a presente invengao.

Exemplo 1: Preparagdo de nanoprata

Uma cultura de Lactobacillus fermentum Beijerinck 1901 AL
(ATCC 11976, LMG8900, da flora intestinal de um bebé com oito dias de
idade com alimentagao exclusiva de leite de peito) foi propagada em caldo
MRS (comercialmente disponivel pela Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) sob
condigdes microaerofilicas a 37 °C durante 15 horas. As células foram colhi-
das do MRS por centrifugagdo em 3.000 g durante 10 minutos a 15 °C e la-
vadas 2 vezes com agua milliQ, depois novamente suspensas em agua mil-
liQ até uma densidade otica final de 1,5 at 600 nm (ODegoo). O hidréxido de
sodio de uma solugdo de estoque de NaOH a 1N foi acrescentado a suspen-
sao de célula, por exemplo, para conseguir concentragoes finais de 0,05N de
NaOH e 0,10N de NaOH, respectivamente.

Uma solugao de estoque de Ag(l) com 425 mg de AgNO3z e com
225 mg de NH4Cl em 50 mL foi preparada com agua milliQ. Um volume des-
ta solugao de estoque de Ag(l) foi acrescentado a dez volumes da suspen-
sao de célula com 0,05N NaOH e 0,10N NaOH, respectivamente. Permitiu-
se que estas misturas incubassem sob luz visivel a 25 °C, sob as condigdes
brandas de agitagdo (100 rotagbes por minuto na batedeira) durante 30 mi-
nutos. Foi obtida uma solugdo final de 5,0 mM de Ag(0) (535 mg Ag(0)/L)
depositada em biomassa de Lactobacillus fermentum, aqui referida como
"nanoprata” ou "nano-Ag". As células revestidas de Lactobacillus fermentum
foram centrifugadas e lavadas trés vezes com a agua milliQ para retirar resi-
duos do meio de crescimento e outros aditivos, centrifugada repetidamente,
decantanda e ressuspendendo a composi¢ao em agua milliQ fresca. A con-
centragao final de nano-Ag foi consequentemente ajustada. A composigao
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entao foi diluida com a agua milliQ ou concentrada por centrifugagao a 3.000
g e ressuspensa em agua milliQ de acordo com as necessidades do usuario
final.

Exemplo 2: Analise da nanoprata por XRD

A andlise por difragdo de raios-x (XRD) da nanoprata da bio-
massa com as particulas de prata obtidas no exemplo 1 e adicionalmente
secas a 30°C, foi realizada com um Difratdbmetro D5000 Siemens com partes
oticas da Bragg-Brentano (comercialmente disponivel pela Siemens, Muni-
que, Alemanha). Os raios-x foram gerados por um tubo de raios-x de cobre
com poténcia de 1,6 quilowatts (40 kV, 40 mA). As medigdes foram feitas
entre 25 e 90 graus 2-theta com um tempo "tep" de 1,6 s e um tamanho de
varredura de 0,02 grau. O espectro resultante (ndo mostrado) indica a pre-
senga do modelo de difragdo de raios-x de prata metalica e 6xido de sédio.
Esse ultimo sendo um residuo do hidréxido de sédio usado na preparagao
da nanoprata.

Exemplo 3: Andlise da nanoprata por EDX.

A andlise por Energia Dispersiva de Raios-x (EDX) da biomassa
seca com nanoprata, tal como obtida no exemplo 1 e também seca a 30°C
foi realizada com um Microscépio por Varedura de Elétrons Elétrons
JSM6100 com detector EDX (disponivel pela JEOL USA, Inc) com uma reso-
lugcdo correspondente a uma energia incidente de 20,0 keV. Os resultados
de analise sao listados na Tabela 1 (tanto como % em peso como em % a-
tdbmica) e claramente demonstram a presenca principalmente de matéria or-
ganica (devido ao alto teor de carbono e oxigénio) e prata, a combinagao
dos quais importa em aproximadamente 91 % em peso da matéria seca.

O resto do produto seco consistiu em elementos trago Ca, Mg,

Si, P, S e Cl na maior parte devido a residuos minerais da matriz biolégica

seca.
Tabela 1.
Elemento % em peso % atébmica
C 55,90 + 0,28 69,18 + 0,16

0] 26,21 + 0,08 24,35 + 0,15
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Na 4,97 + 0,02 3,21 + 0,00

Mg 0,85 + 0,06 0,52 + 0,04
Si 0,19 + 0,06 0,10 + 0,03
P 1,64 + 0,04 0,79 + 0,02
S 0,22 + 0,01 0,11 + 0,01

Cl 0,31 + 0,03 0,13+ 0,014
Ag 8,51 + 0,20 1,17 + 0,03
Ca 1,22+ 0,18 0,45 + 0,07

Exemplo 4: Atividade antimicrobiana da nanoprata em um meio de cresci-

mento sélido de Escherichia coli.

100 mL de uma suspensao de prata com uma concentragao de
Ag de 5 mM, na forma de nanoprata depositada em biomassa de Lactobacil-
lus fermentum tal como obtido no exemplo 1, foram semeados em placa so-
bre um meio de crescimento sélido para cultivo de Escherichia coli (Agar
Luria Bertani). Como um controle, 100 mL de uma solu¢gdao de AgNO; a 5
mM em agua milliQ estéril com 0,1N de NaOH foram semeados em placa no
mesmo meio de crescimento. Esta colocagdo concordou com um teor total
de 0,05 mg Ag por placa de agar-agar, ou 11 mg Ag por m? de area superfi-
cial total. Este experimento foi repetido com o dobro das ultimas concentra-
¢oes, isto é com 0,11 mg de Ag por placa de agar-agar ou 22 mg de Ag por
m? da area superficial total.

Semeando em placa esta suspensdo de prata, uma camada
homogénea de Ag(l)NOs, ou nano-Ag respectivamente, foi aplicada sobre o
meio de crescimento solidificado.

Depois de pré-tratar 0 meio de crescimento solidificado desse
modo, 100 puL de uma suspensdo 2 x 10° CFU/mL de Escherichia coli em
solugéao fisiologica (8,5 g NaCl/L em agua estéril) foram semeados nas pla-
cas de agar-agar pré-tratadas. As placas entdo foram incubadas durante 24
horas a 30°C e as colbnias foram contadas. Os resultados da contagem s&o
ilustrados pela figura 1. Em concentragdes de nano-Ag de 11 mg e Ag/m? e
de 22 mg de Ag/m?, nenhuma célula viavel de E. coli pode ser descoberta no

meio de crescimento sélido tratado (<limite de detecgdo (D.L.) = 1 x 10’
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CFU/mL). Assim o tratamento de nano-Ag nestas concentragdes resultou em
uma redugédo de células de E. colide 2 x 10° CFU/mL para menos de 1 x 10°
CFU/mL (D.L.). Em concentragbes de Ag(I)NO3 de 11 mg de Ag/m? e 22 mg
de Ag/m? houve uma significante redugéo das células de E. coli de 2 x 10°
CFU/mL para 4 x 10° CFU/mL e 1 x 102 CFU/mL, respectivamente.

Como um controle, uma suspensio de E. coli com uma concen-
tragdo de 2 x 10° CFU/mL foi semeada em placa sobre 0 meio de crescimen-
to nao tratado, isto é sem Ag e para 0 mesmo crescimento meio tratado com
100 pL de agua mQ estéril somente com Lactobacillus fermentum ATCC
11976, na mesma concentragdo que o tratamento de nano-Ag, mas sem na-
no-Ag. Nenhum efeito inibidor foi observado sobre a contagem total destas
bactérias.

Consequentemente, o efeito inibidor observado para a nanoAg e
Ag(l) pode ser atribuido ao tratamento de Ag e ndo ao procedimento de tra-
tamento ou as cepas de Lactobacillus usadas neste experimento.

Exemplo 5: Atividade antimicrobiana em suspensio para diferentes bactérias
patogénicas

Foi testada a sobrevivéncia de culturas patogénicas de Escheri-
chia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e Listeria monocy-
togenes diluidas na solugéo fisiolégica contendo concentragdes diferentes (0
mg/L, 0,10 mg/L, 1,0 mg/L, 10 mg/L e 50 mg/L) da composi¢do de nano-Ag
obtida no exemplo 1. A NanoAg foi aplicada em uma solugao fisiolégica con-
tendo uma cuiltura viva de uma das bactérias patogénicas supracitadas. A
solugao fisioldgica incluiu 8,5 g NaCl por 1 L de agua e foi preparada para ter
um potencial osmédtico neutro através das células bacterianas, ndo as ma-
tando assim devido ao estresse osmético. Os tratamentos de controle foram
compostos de uma cultura bacteriana em solugao fisiolégica na auséncia de
nano-Ag.

Foi preparada uma solugdo de estoque de 100 mg nano-Ag/L
em agua mQ e acrescentada a culturas bacterianas diluidas em solugéo fisi-
olégica em quantidades adequadas para atingir as concentragdes finais de

nano-Ag mostradas na Tabela 2.
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O tratamento foi repetido independentemente para cada espécie
bacteriana patogénica acima mencionada, com a "cultura bacteriana" repre-
sentando um caldo liquido diluido com as espécies bacterianas na fase de
crescimento exponencial, diluida na solugao fisioldgica para uma concentra-
¢ao de célula final de 10* CFU/mL a 10° CFU/mL. Cada tratamento foi feito
em duplicata. Todas as incubag¢des foram realizadas em tubos de ensaio
estéreis, tapados que foram incubados sob agitagdo a 37 °C durante 72 ho-
ras. Depois da incubagao, 100 uL de cada tubo de ensaio foram semeados
em placa sobe um Agar-agar de Soja Trypticase (TSA) o meio de crescimen-
to solido e as colénias foram contados. Os resultados destas contagens sao
mostrados na Tabela 2 para diferentes agentes patogénicos testados.

Tabela 2.

Patbgeno (CFU/mL)

Concentragao E.coli S.aureus Salmonelia Listeria
de nano-Ag (mg
Ag/L) 1,1 x 10° 1,3 x 107 1,0x 10° 1,5 X 10'
0 4,6 x 10" 1 5 1,0 x 10
0,10

0 0 0 2
1,0
10 2 0 0 0
50 0 0 0 0

A Tabela 2 mostra que uma concentragdo de 1 mg/L de nanoAg
tal como obtida no exemplo 1 foi suficiente para reduzir o nimero de células
viaveis de E. coli, S. aureus e S. typhimurium dentro de 72 horas a uma con-
centragao de célula <10 CFU/mL (isto é abaixo do limite de detecgdo). A
morte significativa de células ja foi observada em uma concentragdo de 0,10
mg/L. Em relagdo a Listeria, uma redugcdo da concentragdo de células via-
veis abaixo do limite de detecgao foi obtida em 10 mg/L. nanoAg. Assim con-
cluimos que a nanoAg como obtida no exemplo 1, em concentragdes de 1,0
mg/L ou mais baixas na suspensao liquida de células, atuou como um agen-
te antimicrobiano forte que significativamente e efetivamente elimina as bac-

térias patogénicas vidveis do meio liquido.
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Exemplo 6: Atividade antimicrobiana de nano-Ag em suspensdao em combi-
nagao com Artemia franciscana.

Agua do mar artificial estéril (Instant Ocean", disponivel pela
Aquarium System, EUA) foi preparada em agua milliQ por autoclavagao. To-
dos os tratamentos foram ajustados em aliquotas de 20 mL de agua do mar
artificial estéril em tubos Falcon de 50 mL. Cada tratamento (realizado em
triplicata) foi comosto de 20 Artemia nauplii axénica em 20 mL de agua do
mar artificial, complementados com uma combinagdo de 10° CFU/mL (uni-
dades de formacgao de coldnia) de Vibrio campbellii LMG21363 e/ou nano-Ag
tal como obtido no exemplo 1 em uma concentragao final tal como mostrado
na Tabela 3. A bactéria patogénica V. campbellii foi assim incubada em con-
junto com o seu organismo hospedeiro Artemia franciscana. Os seguintes
testes foram ajustados:

- Artemia franciscana + 10° CFU/mL Vibrio campbellii

- Artemia franciscana + 10° CFU/mL Vibrio campbellii + 100 mg

nanoAg/L

- Artemia franciscana + 10° CFU/mL Vibrio campbellii + 10 mg
nanoAg/L

- Artemia franciscana + 10° CFU/mL Vibrio campbellii + 1,0 mg
nanoAg/L

- Artemia franciscana + 10° CFU/mL Vibrio campbellii + 0,1 mg
nanoAg/L

- Artemia franciscana + 0,10 mg nanoAg/L

- Artemia franciscana + 100 mg nanoAg/L

- Artemnia franciscana + 10 mg nanoAg/L

- Artemia franciscana + 1,0 mg nanoAg/L e

- Artemia franciscana + 0,10 mg nanoAg/L

Depois de incubagao de 48 horas, a concentragao de V. camp-
belliem agua do mar artificial estéril com Artemia franciscana foi determina-
da pela contagem em placa com um meio de crescimento especifico para
Vibrio. Os resultados médios do tratamento s&do mostrados na Tabela 3, a-

baixo (em que D.L. se refere ao limite de detecc¢ao).
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Tabela 3.
Concentragao de nano-Ag Sobrevivéncia da bactéria patogénica Vibrio
(mg Ag/L) campbelli
0 1,0 x 10° CFU/mL
0,10 3,0 x 10> CFU/mL
1,0 < 10" CFU/mL
10 < 10' CFU/mL
100 < 10" CFU/mL

Observou-se também que em concentragdes de 0,10 mg/L e 1,0
mg/L de nanoAg, ndo houve nenhum efeito significante sobre a taxa de so-
brevivéncia (80 %) de Artemia franciscana em comparagado com os controles
nao tratados. Isto indica que a nano-Ag produzida de acordo com o exemplo
1 ndo tem nenhum efeito téxico ou inibidor sobre organismos superiores nes-
tas concentragoes.

Exemplo 7: Determinagdo do tempo de contato eficaz para atividade antimi-
crobiana

O objetivo desse teste foi determinar um tempo de contato ade-
gquado da composicdo de nanoAg do exemplo 1 com culturas bacterianas
patogénicas de Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus ou Listeria monocytogenes diluidas em solugao fisioldgica, para obter
a atividade antimicrobiana eficaz em concentragdes de 0,1 mg/L e 1 mg/L de
Ag, respectivamente.

Estas concentracdes de nanoAg foram aplicadas a culturas bac-
terianas em uma solugao fisiolégica (8,5 g NaCl em 1 L agua) preparada pa-
ra ter um potencial osmético que neutro em relagdo as células bacterianas,
assim ndo as matando devido ao estresse osmético. O tratamento de contro-
le foi composto de uma cultura bacteriana em solugéo fisiolégica sem a
composi¢ao de nano-Ag.

Uma solugdo de estoque de 100 mg nanoAg/L em agua mQ foi
preparada e acrescentada as culturas bacterianas (como mesmo significado

do exemplo 5) em solugéo fisiolégica em quantidades adequadas para for-
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necer a concentragao final desejada de nano-Ag.

A incubagéao (realizada em duplicata) foi realizada em tubos de
ensaio estéreis, tapados agitados a 37 °C e as contagens de células foram
entdo determinadas em tempos de contato diferentes (evento de amostra-
gem). Em cada evento de amostragem, 100 pL de cada tratamento foram
semeados em placa para um Agar-agar de Soja Trypticase (TSA) o meio de
crescimento sdlido e as colbénias foram contadas. Os resultados obtidos de-
pois de 15 horas, 16 horas, 17 horas, 18 horas e 40 horas respectivamente

sao mostrados na Tabela 4 abaixo (em que ND significa ndo detectavel, isto

10

é, abaixo do limite de detecc¢ao).

Tabela 4.
Tempo de Conc. Agente patogénico
Contato (ppm) Salmonella | Staphylococcus E.coli Listeria
15 0 1,0E+05 2,2E+02 4,5E+03 4,9E+03
1,0E+04 1,1 E+02 6,1E+03 4,2E+03
1 ND ND ND 1,0E+01
ND ND ND 2,0E+01
0,1 ND 5,0E+01 ND 3,4E+03
ND 1,0E+02 1,0E+01 3,9E+03
16 0 2,0E+04 1,6E+02 2,7E+03 5,6E+03
7,3E+03 1,3E+02 4,0E+03 5,1E+03
1 ND ND ND ND
0,1 ND 6,0E+01 ND 2,0E+03
ND 4,0E+01 ND 2,1E+03
17 0 1,2E+04 1,5E+02 3,1E+03 5,6E+0,3
1,0E+04 1,7E+02 3,2E+03 4,7E+03
1 ND ND ND ND
0,1 ND 1,0E+01 ND 1,1 E+03
ND 5,0E+01 ND 8,8E+02




10

15

20

Tabela 4. -continuacgao-

31

Tempo de Conc. Agente patogénico
Contato (ppm) Salmonella | Staphylococcus E.coli Listeria
18 0 1,0E+04 1,6E+02 2,2E+03 3,5E+0,3
1,0E+04 7,0E+01 2,3E+03 2,4E+03
1 ND ND ND ND
0,1 ND 1,0E+01 ND 9,2E+02
ND ND ND 2,2E+03
40 0 1,0E+04 1,0E+01 1,5E+03 9,0E+01
1,9E+04 1,0E+01 1,9E+03 7,0E+01
1 ND ND ND
0,1 ND ND ND

Exemplo 8: Preparagao das composi¢des de nanoprata em proporgdes pon-
derais diferentes de prata para o peso de biomassa seca de células

Uma solugdo de estoque de prata (I) foi preparada em aménia
liguida (28 % em volume de NH; em agua) em uma concentracgdo final de
425 g AgNO3/L (= AgNO3 a 50 mM). Uma cultura de Lactobacillus fermentum
foi entdo preparada como no exemplo 1.

2,8 g (peso umido) da pélete de célula centrifugada foi ressus-
pensa em 3 quantidades diferentes de agua milliQ (50 mL, 100 mL e 1 L)
para obter misturas reacionais referidas como A, B e C, respectivamente.

O NaOH entéao foi acrescentado a cada tubo de ensaio de uma
solugao de estoque a 1N de NaOH em agua milliQ, para obter uma normali-
dade de 0,10N de NaOH na suspensao acima mencionada.

Consequentemente, a solugdo de estoque de prata (l) foi acres-
centada como se segue:

Mistura reacional A: 0,24 mL de solugcao de estoque de prata (I) foram acres-

centados para obter uma concentragao final de 1,30 g Ag/L (ou 12 mM) Ag.
Ocorreu uma reagdo de precipitagdo quase imediata (precipitado marrom-
avermelhado) sobre 56 g/L de biomassa (peso molhado). Assumindo uma
propor¢ao média de peso seco da biomassa centrifugada entre 10 % e 30 %,

foi obtida uma proporgao em peso de prata para célula seca entre 1:4 e 1:12.
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Mistura reacional B: 2,4 mL de solugdo de estoque de prata (I) foram acres-

centados para obter uma concentragédo final de 5,78 g Ag/L (55 mM) Ag. O-
correu uma reagédo de precipitagdo quase imediata (precipitado marrom-
avermelhado) sobre 28 g/L de biomassa (peso molhado). Como o peso seco
de biomassa centrifugada estd em uma média de 10 % a 30 %, foi obtida
uma proporgao em peso de prata para célula seca entre 2:1 e 0,7:1. O pH
durante esta reagéao foide 11,6.

Mistura reacional C: 24 mL de solugédo de estoque de prata (I) foram acres-

centados para obter uma concentragéo final de 5,78 g Ag/L (55 mM) Ag. O-
correu uma reagao de precipitagdo quase imediata sobre 2,8 g/L de biomas-
sa (peso molhado). Como o peso seco de biomassa centrifugada esta em
uma meédia de 10 % a 30 %, foi obtida uma proporgédo em peso de prata para
célula seca entre 20:1 e 7:1.

Permitiu-se que as misturas reacionais descansassem durante
30 minutos, depois dos quais a composigdo de nano-Ag formada foi colhida.

O precipitado resultante de nano-Ag foi centrifugado em conjunto
com a biomassa em 3.000 g durante 10 minutos a 15°C e depois lavado du-
as vezes com a agua milliQ para retirar qualquer amoénia residual e outros
componentes soltuveis em agua do processo de produgao. O pélete de nano-
Ag purificado produzido foi entdo analisado (exemplo 9), ou adicionalmente
diluido em agua milliQ para as concentragdes de nanoAg adequadas aos
novos testes.

Exemplo 9: Andlise de XRD da nanoAg produzida em uma proporgao ponde-
ral de prata para célula de biomassa seca de 0,7:1.

A andlise de XRD de uma biomassa com particulas de nanopra-
ta produzidas com uma propor¢ao ponderal de prata para célula de biomas-
sa a seca de 0,7:1, de acordo com o exemplo 8, e depois seca em um forno
a 100°C durante 24 horas, foi realizada como explicado no exemplo 2. Sé o
padrao de difracdo de raios-x da prata metalica pode ser detectada neste
espectro XRD. Ja que pode prever-se seguramente que os elementos trago
cristalinos abaixo de 5 % em peso no produto seco nao podem ser detecta-
das por XRD, pode prever-se rudemente que pelo menos 95 % da prata de-
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tectada por esta analise de XRD estava no estado de Ag(0).
Exemplo 10: Pés-tratamento da nanoprata com HzOo.

Os péletes de nano-Ag lavados obtidos de acordo com o exem-
plo 1 ou o exemplo 8, foram pés-tratadas com 30 % (em volume) HxO2 em
agua. Para este efeito, os péletes foram suspensos em H>O, em concentra-
¢coes de até 6 g Ag/L HO5 (30 %). Foram obtidos precipitados mais estaveis.
Uma suspensdo dos precipitados obtidos entdo foi adicionalmente diluida
em agua milliQ para as concentragdes de nanoAg adequadas aos novos
testes.

Exemplo 11: Propriedades antimicrobianas da nanoAg sem ou apds o0 pos-
tratamento com HxO»

As formulagbes de NanoAg foram preparadas tal como descrito
no exemplo 8 em diferentes propor¢des ponderais de prata para a célula de
biomassa seca de 7:1, 1:10 e 0,7:1 respectivamente (amostras aqui denomi-
nadas de A, B e C, respectivamente). Adicionalmente, as preparagdes de
nanoAg obtidas em uma proporgdao ponderal de prata para célula de bio-
massa seca igual a 0,7:1 foram também tratadas com H,O, tal como descrito
no exemplo 10, produzindo assim uma quarta amostra denominada de D.

Para avaliar o efeito das propor¢does ponderais de prata para a
célula de biomassa seca sobre a atividade antimicrobiana da nanoAg produ-
zida, uma suspensdo de célula de 1 x 10* CFU/mL da Salmonella typhimuri-
um foi feita em solugao fisiolégica estéril e dispensada em diferentes tubos
de ensaio. As amostras A, B, C e D foram acrescentadas a estes tubos de
ensaio até que uma concentragao final de 0,05 mg/L (ou 50 ppb) de nanoAg
em cada tubo de ensaio fosse obtida. Como controles, as culturas bacteria-
nas foram incubadas com AgNO; em 0,05 ppm e sem qualquer prata. Os
tubos de ensaio foram tapados e incubados com agitagéo a 37 °C, em dupli-
cata. Depois de uma incubagdo de 4,5 horas, as amostras foram tomadas,
feitas as diluicdes em série com solugao fisiolégica e semeadas em placa
em meio TSA seguido da incubagédo das placas a 37 °C durante uma noite
para permitir a determinacdo da contagem total de Salmonella. Os resulta-

dos destas contas sdo mostrados na figura 3 na forma de uma contagem
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média de células e o desvio padrao igual a dois, independente de duplicata.
Uma reducgdo substancial da contagem de bactérias foi observada depois de
uma incubacgao de 4,5 horas na presenca de 0,05 ppm nanoAg obtido pelo
meétodo do exemplo 8. A figura 3 mostra que quanto mais elevada a propor-
cao ponderal da prata para as células secas, menos reativa era a nanoAg
resultante em relagdo a atividade antimicrobiana. Adicionalmente, o trata-
mento do produto nanoAg com H>O, aumentou significativamente a sua ati-
vidade antimicrobiana.
Exemplo 12: determinagao do tamanho da particula de nanoprata por meio
de Microscopia de Transmissao de Elétron

Para preparar seg¢des finas para a andlise por TEM, as péletes
de bactérias foram fixadas em uma solucao tampao 0,1M de cacaodilato (pH
7,4) contendo 2,5 % de glutaraldeido e 2 % de formaldeido e mantidas em 3
% de agarose de baixo ponto de fusado (da Difco Laboratories, Detroit, Michi-
gan, EUA). Essas amostras foram pds-fixadas em tetroxido de ésmio a 1 %.
Entre e apds as etapas de fixagdo, as amostras foram lavadas com a agua
destilada. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em concentra-
¢Oes crescentes de etanol e, finalmente, em éxido propylene anidro. Depois
de implantadas no meio Epon-Spurr, os blocos do espécime foram cortados
com uma unidade de corte TM60 (Reichert-Jung A.G., Viena, Austria) para
obter uma face de corte de 0,5 mm2X 1 mm? a 1 mm?X 2 mm? e as secdes
ultrafinas no ouro até a faixa de variagao de cor de interferéncia da prata
foram cortadas usando o micrétomo de ultracorte (Reichert-Jung A.G., Vie-
na, Austria). As sec¢des foram trazidas em pioloférmio e grades de cobre re-
vestidas de carbono (malha 200). Uma vez que isto foi feito, as se¢des finas
foram coradas com acetato de uranila a 2 % e depois com citrato de chumbo
para determinar a ultraestrutura das células. Os produtos quimicos e as gra-
des foram obtidos do Agar Scientific (Stansted, Reino Unido). A visualizagao
foi realizada com um microscépio de transmissdo de elétrons EM208S (da
FEIl, Eindhoven, Paises Baixos) operando a 80 kV.

As imagens da TEM (ndo mostradas) foram obtidas para as par-

ticulas de nanoprata resultantes das misturas reacionais A, B e C descritas
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no exemplo 8. Estas imagens confirmam que particulas de nanoprata esféri-
cas foram obtidas na composicdo na forma dos precipitados sobre a superfi-
cie da célula bacteriana e na suspensao entre a biomassa.

- Tamanho de particula para a nanoAg resultante da mistura re-
acional A (proporgao 1:10): para as 35 nanoparticulas medidas, o didmetro
variou de 3,3 nm a 72 nm com uma média de 14 nm, a area da superficie da
particula variou de 6,4 nm?a 2,996 nm? e desse modo a esfericidade variou
de 0,14 a 0,97;

- Tamanho departicula para a nanoAg resultante da mistura rea-
cional B (proporgdo 1:1): para as 202 nanoparticulas medidas, o diametro
variou de 3 nm a 116 nm com uma média de 15 nm, a area da superficie da
particula variou de 6 nm? a 4,805 nm? e desse modo a esfericidade variou de
0,12 a 0,96;

- Tamanho departicula para a nanoAg resultante da mistura rea-
cional C (proporgdo 10:1): para as 56 nanoparticulas medidas, o diametro
variou de 3,3 nm a 56 nm com uma média de 16 nm, a area da superficie da
particula variou de 6,4 nm?a 1, 841 nm? e desse modo a esfericidade variou
de 0,15 a 0,95.

Exemplo 13: Preparagao de nano-ouro coloidal

Uma solugao de estoque de ouro (lll) foi preparada em agua mil-
liQ, a uma concentragao final de 7,5 g AuCls/L. Uma cultura de Lactobacillus
fermentum foi obtida de acordo com o exempilo 1.

Um pélete de célula centrifugado com um peso molhado de 2,5 g
foi acrescentada a 100 mL de agua milliQ.

NaOH foi acrescentado de uma solugdo de estoque a 1N de
NaOH em agua milliQ, para obter uma normalidade de 0,10N NaOH na sus-
pensao acima mencionada.

A esta suspensao, consequentemente, 10 mL da solugéo de es-
toque de ouro (lll) foram acrescentados para obter uma concentragao final
de 75 mg Au(lll)/100 mL na forma de AuCls-Au (Au a 3,8 mM). A precipita-
¢ao do Au(0) para os 2,5 g/100 mL de biomassa (peso molhado) foi conclui-

da dentro de 4 horas. Como o peso seco da biomassa centrifugada estd em
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meédia entre 10 % e 30 %, foi obtida uma razao ponderal de ouro para célula
seca entre 1:3 e 1:10.

Permitiu-se que a reacao continuasse durante as 4 horas, depois
das quais as particulas o nano-ouro foram colhidas. Esse precipitado purpu-
reo foi centrifugado a 3.000 g durante 10 minutos a 15 °C e lavado 2 vezes
com agua milliQ para retirar os componentes do processo de producgao solu-
veis em agua.

Exemplo 14: Analise de XRD do nano-ouro

A andlise de XRD da biomassa com particulas de ouro do e-
xemplo 13, seca em um forno em 100°C durante 24 horas, foi realizada com
um Difratbmetro Siemens D5000 com um sitema 6tico Bragg-Brentano tal
como explicado no exemplo 2. O espectro resultante é mostrado na figura 4
e indica a presenga de picos de difracdo de raios-x somente de Au®.

Exemplo 15: Eficiéncia da bioprecipitagao e recuperagdo na biomassa em
diferentes razdes ponderais de prata para célula de biomassa seca

Para avaliar a influéncia de biomassa no biorredug¢dao das nano-
particulas de Ag(l) a Ag(0), foi determinada a recuperagédo na biomassa e na
solugao depois da biorredugao em diferentes proporgdes de Ag:CDW.

As formulagbes de nanoprata em diferentes proporcdes de
AQ:CDW estiveram preparadas como descrito no exemplo 8. As percenta-
gens de recuperacao de prata foram determinadas depois de 4 horas de in-
cubacédo da biomassa com Ag(l) e depois por fracionamento entre a fase
soluvel (na solugéo) e fase precipitada (na biomassa) por centrifugacdo a
7.000 g durante 10 minutos. Os resultados desta investigagdo sdo mostra-

dos na Tabela 8 abaixo.

Tabela 8.

Amostra (razao mg de Ag/L na mg de Ag/L na Total recuperado
| Ag:CDW) solugéo biomassa

A (1:10) 76 1.295 100 %

B (1:1) 819 5.308 100 %

C Ag:CDW = 10:1 1.612 4.844 100 %

Desses resultados, fica claro que a recuperagcdo da prata como
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as particulas associadas pela biomassa foi mais elevada quando as propor-
¢Oes Ag:CDW foram mais baixas. Por exemplo uma proporcao Ag:CDW de
1:10 fornece uma recuperacdo aceitavel de Ag® (aproximadamente 95 %) da
Ag(l) em solugao por meio da biorredugao.

Exemplo 16: Propriedades algicidas de uma formulagdo de nanoprata sem
pos-tratamento com perdxido de hidrogénio

Uma formulagdo nanoprata foi preparada tal como descrito no
exemplo 8 em uma razao ponderal de prata para célula de biomassa seca
de 1:4.

De modo a avaliar o efeito algicida dessa formulagao, tubos de
ensaio contendo 10 mL de meio BG11 (tal como descrito por Stanier et AL.,
em Bacteriol. Rev. (1971) 35: 171 a 205), foram inoculados com 0,5 mL de
uma cultura BG11 liquida de Chlorella vulgaris ativamente crescendo e incu-
bada a 20°C, com umidade relativa de 65 % e 1000 Lux (16 horas/dia). O
crescimento foi avaliado depois de 2 semanas pela medigao espectrofotomé-
trica. Concentragdes diferentes da formulagédo nanoprata, variando de 20 mg
de Ag/L a 0,01 mg de Ag/L, foram testadas pela dosagem nos tubos de en-
saio. O valor da MIC é a concentragao mais baixa do teste na qual foi obser-
vada a completa inibicdo do crescimento do organismo. Determinou-se que
o valor da MIC desta formulagdo de nanoprata contra Chlorella vulgaris foi
de 0,125 mg de Ag/L.
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REIVINDICACOES

1. Método para a producédo de uma composicdo compreendendo
nanoprata coloidal ou nano-ouro coloidal, compreendendo uma etapa de
incubacado de bactérias probiéticas com uma solugdo aquosa compreenden-
do pelo menos 4 mM de um sal de prata ou de ouro.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a dita solugao
aquosa compreende pelo menos 4 mM de um sal de prata e também compre-
ende a amoénia e/ou um sal de aménio, e um hidréxido de metal alcalino.

3. Método para a producdo de uma composi¢cdo compreendendo
nanoprata coloidal, compreendendo uma etapa de contactar bactérias probi-
Gticas em uma temperatura de 5°C a 45°C com uma solugdo aquosa com-
preendendo uma mistura de um sal de prata, aménia e/ou um sal de aménio,
e um hidroxido de metal alcalino.

4. Método de acordo com a reivindicagao 2 ou a reivindicagao 3, em
que a quantidade de aménia e/ou de um sal de aménio é suficiente para formar
uma quantidade substancial de Ag(NHs)* ou do complexo (Ag(NHz)2)*.

5. Método para a producéo de uma composigdo compreendendo
nano-ouro coloidal, compreendendo uma etapa de contactar bactérias probi-
dticas em uma temperatura de 5°C a 45°C com uma solugdo aquosa com-
preendendo uma mistura de um sal de ouro e um hidréxido de metal alcalino
na auséncia da amoénia ou de um sal de aménio.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 2
a 5, em que o dito hidroxido de metal alcalino é selecionado de hidréxido de
sodio e hidroxido de potassio.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de 1
a 6, em que a proporgdo ponderal de prata ou de ouro para 0 peso seco de
células de bactérias esta dentro de uma faixa de variagéo de 0,05 a 20.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1
a 7, em que o tempo de contato ou de incubagéo varia de 1 segundo a 30
minutos.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 8,

em que o dito sal é o nitrato de prata, o cloreto de prata ou o cloreto de ouro.
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10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a9, em que a incubacgao é realizada em um pH dentro de uma faixa de
variagao de 8 a 12.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de
1 a 10, em que as ditas bactérias probidticas sdo da espécie Lactobacillus.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢gdes de
1 a 11, também compreendendo a etapa de remogao de pelo menos uma
parte de ditas bactérias probidticas da mistura de incubagdo por meios me-
canicos, enzimaticos ou por tratamento fisicoquimico.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de
1 a 12, também compreendendo as etapas de: centrifugagdo da mistura de
incubagdo formando uma porgao sélida compreendendo a composi¢ao pos-
suindo nanoprata coloidal ou nano-ouro coloidal e uma porgao liquida, e se-
paragao da dita porg¢ao solida da porgéao liquida.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 13, também compreendendo a etapa de tratamento de dita composigao
compreendendo a nanoprata coloidal ou o nano-ouro coloidal com um pero-
xido ou persal.

15. Método de acordo com a reivindicagao 14, em que o dito pe-
réxido é o peroxido de hidrogénio.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 15, em que a dita nanoprata coloidal é introduzida como um componente
de um agente antimicrobiano.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 15, em que a dita nanoprata coloidal é introduzida como um componente
de um agente de algicida.

18. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de
1 a 15, em que a dita nanoprata coloidal é introduzida como um componente
de um agente de herbicida.

19. Uso de bactérias para a produgdao de metais coloidais ou
compostos metalicos na membrana bacteriana pelo contato da dita bactéria

com os ditos metais ou compostos metéalicos sob um pH controlado.



20. Uso de acordo com a reivindicagdo 19, em que o metal do
dito metal ou composto metdlico é a prata.

21. Uso de acordo com a reivindicagdo 19, em que o metal do
dito metal ou composto metalico é selecionado do grupo consistindo em ou-

5 ro, zinco, mercurio, cobre, paladio, platina, e bismuto.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO PARA A PRODUCAO DE NANOPARTI-
CULAS METALICAS".

A presente invencgio refere-se a um método para a produgdo de
uma composicdo compreendendo nanoparticulas coloidais de metais inclu-
indo prata, ouro, zinco, mercurio, cobre, paladio, platina, ou bismuto, produ-
zidas pelo contato de um metal ou composto metalico com bactérias. Uma
modalidade do método compreende uma etapa de incubagdo de bactérias
probidticas com uma solugdo aquosa compreendendo pelo menos 4 mM de
um sal de prata ou de ouro. Uma composicéo resultante de nanoprata & util
como um agente antimicrobiano altamente eficiente, por exemplo quando
impregnado sobre um veiculo, ou como um agente algicida ou como um a-

gente herbicida.
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