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(57) Resumo: SPRAY NANOESTRUTURADO DE NPsAg-ALGINATO@(EDC/NHS) CONJUGADO,
POSSUINDO ATIVIDADE FRENTE A Staphylococcus aureus E Klebsiella pneumoniae. É divulgado
nesta patente de invenção um Spray Nanoestruturado formado por hidrogel de alginato de sódio
conjugado com agentes de acoplamento (EDC/NHS), associados com nanopartículas de prata,
(NPsAgalginato@(EDC/NHS), a ser utilizado contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O
spray nanoestruturado apresentou atividade frente as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus) e Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae).
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SPRAY NANOESTRUTURADO DE NPsAg-ALGINATO@(EDC/NHS) CONJUGADO, 

POSSUINDO ATIVIDADE FRENTE A Staphylococcus aureus E Klebsiella 

pneumoniae.  

 

  01. A presente patente de invenção reporta a obtenção de um spray 

nanoestruturado conjugado a partir do hidrogel de alginato, EDC e NHS 

associado com nanopartículas de prata, NPsAg-alginato@(EDC/NHS), 

apresentou atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus E 

Klebsiella pneumoniae.   

02. O aumento da incidência de resistência de micro-organismos aos 

antibióticos convencionais é um problema significativo em escala global.  

03. Além dessa problemática, as doenças transmitidas pelo ar mais 

comuns, como resfriados ou influenza, são causadas por bactérias e vírus 

patogênicos no ar, incluindo também doenças mais graves como, a Síndrome 

Respiratória Aguda Grave (SARS) até a mais atual de COVID-19 causada pelo 

novo Coronavírus SARS-CoV-2.  

04. Apesar do grande avanço da tecnologia, recentemente diversos 

agentes infecciosos são encontrados em ambientes hospitalares. Essas 

infecções contribuem para a morbidade, mortalidade, além de aumentarem o 

tempo de hospitalização do paciente, elevando os custos hospitalares e do 

próprio paciente.  

05. Sedo assim, faz-se necessário uma exploração em plataformas e 

materiais nanoestruturados à base de nanopartículas metálicas associadas a 

redes tridimensionais poliméricas, devido às propriedades potências 

terapêuticas inerentes, tais como a de agentes antimicrobianos e antivirais, 

assim como, à grande propagação do vírus SARS-CoV-2.       

06. A nanotecnologia é considerada uma importante tecnologia que 

pode ser utilizada na obtenção de promissores nanomateriais, incluindo as 

nanopartículas de prata para variados fins.  
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07. Dentre eles o potencial antimicrobiano e antiviral tem sido objetivo 

de muitos trabalhos. Neles tem sido mostrada a obtenção de formulações 

eficazes para prevenir e tratar infecções causadas por micro-organismo, tais 

como bactérias, fungos e vírus em estágios iniciais, incluindo dentre estes o 

SARS-CoV-2. 

08. As Nanopartículas de Prata (NPsAg) é considerada um grande agente 

antimicrobiano e antiviral, têm atraído cada vez mais atenção na área 

biológica e  aplicações médicas. O processo de síntese é fácil, sendo 

considerados bons agentes terapêuticos, biomédicos e curativos para feridas. 

Além disso, com intuito de serem comercialmente acessíveis, servem como 

dispositivos médicos, desodorantes sprays, para loções antibacterianas e para 

produtos para antiqueimaduras de longo prazo. 

09. Há um grande interesse de estudos das nanopartículas de prata 

incorporadas aos hidrogéis com intuito de obter melhores propriedades, uma 

vez que, consistem em redes reticuladas de polímeros 3-D hidrofílicos, 

cercada por uma grande quantidade de água.  

10. Hidrogéis a base de alginato de sódio, é uma classe de materiais 

que consistem em cadeias poliméricas hidrofílicas interpenetrantes, capazes 

de acumular grandes quantidades de água ou fluidos biológicos, considerados 

como um bom transportador para agentes antibacterianos.  

11. Sabe-se que também que o Alginato de sódio é amplamente 

utilizado nas indústrias farmacêuticas, alimentos, bebidas e bioengenharia 

devido à sua biocompatibilidade, baixa citotoxicidade e baixo custo.  

12. Além das pesquisas envolvendo alginato de sódio, a reticulação 

covalente de alginatos produz matrizes com boas propriedades mecânicas, 

alguns agentes químicos de acoplamento como o EDC/NHS podem ser 

utilizados em síntese de alginatos. Isso é possível através da ativação do grupo 

ácido carboxílico presente no biopolímero criando redes poliméricas mais 

estáveis. 
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13. Sendo assim, uma estratégia para potencializar a atividade 

antimicrobiana do spray nanoestruturado foi a partir da síntese do hidrogel de 

alginato de sódio conjugado com os agentes de acoplamento (EDC/NHS) e 

associados com as nanopartículas metálicas de prata (NPsAg), utilizadas no 

nosso protótipo.  

14. Dessa forma, sendo promissores e eficazes para ser aplicado em 

superfície de contato e em equipamentos de proteção individual (EPIs) e 

ampliar suas aplicações em hospitais de rede pública.  

15. Desta forma, a presente patente de invenção propõe utilizar o 

spray nanoestruturado de NPsAg-Alginato conjugado, como potencial 

antimicrobiano possuindo atividade frente a Staphylococcus aureus e 

Klebsiella pneumoniae, previamente apresentadas. 

16. A obtenção do spray nanoestruturado ocorreu em três etapas. 

17. Na primeira etapa, foi realizada a obtenção das nanopartículas de 

prata. As nanopartículas de prata foram obtidas via método de Lee e Meisel e 

modificações. Inicialmente, a solução de AgNO3 (Sigma Aldrich), com 

concentração de 1mM e 5mM, foi aquecida até a ebulição, sendo adicionado à 

mesma 300 μL de uma solução a 1% de polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma 

Aldrich), em seguida  5mL de Na3C6H5O7 (Sigma Aldrich), solução a 1%, na 

proporção de uma gota por segundo; a solução foi mantida em ebulição até a 

formação de uma coloração amarelo pálido, a qual é indicativa da formação 

das nanopartículas. A suspensão obtida foi mantida sobre a chapa de 

aquecimento após seu desligamento, por cerca de um minuto, até que a 

solução atingisse a cor amarelo pálido; em seguida, a mesma foi arrefecida 

lentamente, sob agitação, em um banho à temperatura de 20-25°C, até a 

temperatura ambiente.  
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18. Na segunda etapa, foi obtido o hidrogel conjugado de alginato, o 

qual foi baseado na metodologia descrita por Rassu et al e Fan et al, com as 

seguintes modificações. O hidrogel conjugado foi obtido inicialmente, a partir 

de massas dos reagentes de alginato de sódio (Sigma Aldrich), EDC (Sigma 

Aldrich) e NHS (Sigma Aldrich), em um béquer, uma relação (m/v), foi feita a 

partir de uma proporção de (100:5:1,5), em seguida a  esta mistura foi 

adicionada à água milli-Q, sob agitação vigorosa, com o auxílio de um agitador 

magnético, com aquecimento a 40°C, conforme apresenta o mecanismo da 

reação em duas etapas no esquema da Figura 1.  

19. A terceira etapa foi feita para obter hidrogel conjugado associados 

às NPsAg e  obtiveram-se diferentes razões entre a relação (massa/volume) do 

alginato@(EDC/NHS) e as nanopartículas de prata de 1mM, a  estequiometria 

das sínteses foram ajustadas para determinar a estequiometria ideal entre 

nanopartículas de prata, o alginato de sódio e os reagentes orgânicos de 

acoplamento (EDC/NHS), através de volumes diferentes das soluções coloidal 

de NPsAg-1mM, concentração diferentes de massa do Alginato, EDC e NHS 

(Tabela 1). As NPsAg decoraram a superfície da rede polimérica do alginato 

conjugado. A síntese ficou sob agitação vigorosa por 3 horas, com o auxílio de 

um agitador magnético com aquecimento a temperatura a 40°C.  

 

Tabela 1- Quantidade dos reagentes em (mg) e volumes (mL) para obtenção 

do Spray  Nanoestruturado. 

Spray 
Nanoestruturado 

Alginato de 
sódio 
(mg) 

EDC 
(mg) 

NHS 
(mg) 

NPsAg-
1mM 
(mL) 

Água 
Milli-Q 
(mL) 

S-1 200 10 3 5 5 
S-2 200 10 3 1 9 
S-3 100 5 1,5 3 7 

S-4 100 5 1,5 2 8 

S-5 200 10 3 7 3 
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20. Posteriormente à obtenção da síntese inicial do Spray 

Nanoestruturado de NPsAg-Alginato@(EDC/NHS) conjugado, foi feita uma 

analise  de 7 dias de síntese, selecionamos as amostras S-3 e S-4, devido  uma 

boa estabilidade.  

21. Após obtenção do Spray Nanoestruturados, foram realizados os 

testes de atividade antimicrobiana contra os micro-organismos selecionados e 

utilizando as amostras de S-3-5 mM e S-3-5mM-ETOH.  

22. A ação antimicrobiana do spray nanoestruturado foi determinada 

pela técnica da inibição da multiplicação microbiana, por difusão em ágar e 

microdiluição, de acordo com a metodologia descrita pelo Clinical and 

Laboratory Standards Institute. Os experimentos foram realizados em placas 

de 96 poços, partindo da concentração de 1000 µg/mL no primeiro poço e 

realizando diluições sucessivas nos demais (1000 µg/mL; 500 µg/mL; 250 

µg/mL; 125 µg/mL; 62,5 µg/mL; 31,25 µg/mL; 15,625 µg/mL; 7,81 µg/mL; 3,9 

µg/mL). Os ensaios foram realizados utilizando suspensões dos micro-

organismos na concentração de 105 UFC/mL. O spray obtido foi testado frente 

aos microrganismos presentes na microbiata humana, os quais foram: 

Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396) e Staphylococcus aureus (UFPEDA 02). 

23. Os experimentos para avaliar a atividade antimicrobiana foram 

realizados no Laboratório Coleção de Microrganismos (UFPEDA), da 

Universidade Federal de Pernambuco. Sendo determinada a concentração 

inibitória (CMI), ou concentração mínima, capaz de inibir o crescimento, ou 

desenvolvimento, do microrganismo, quando exposto ao mesmo, assim como a 

concentração mínima bactericida (CMB). 
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24. Os espectros na região do UV-Vis-NIR foram obtidos com o 

espectrofotômetro UV-Vis-NIR de alto desempenho com excelente 

desempenho fotométrico, modelo Cary 5000 e operando na faixa de (175–3300 

nm). As medidas de Potencial Zeta (ζ) e o tamanho diâmetro hidrodinâmico 

médio (DLS) das nanopartículas e do spray nanoestruturado foram realizadas 

utilizando o equipamento NanoBrook Omni particle Analyzer da Brookhaven 

Instruments. O espectro de absorção na região do infravermelho foi obtido 

usando o espectrofotômetro com transformada de Fourier da Perkin Elmer 

(modelo: Spectrum 400, Nº de série: 82287) na região entre 4000 e 400 cm-1.  

Os padrões de difração foram medidos em difratômetro de raios-X Smartlab, 

X-Ray Difractometer, com passo de 0,02°, tempo de aquisição de 1 segundo e 

janela angular de 0°-60°. A morfologia de NPsAg, foi analisadas por 

microscopia eletrônica de transmissão (TEM). As amostras de NPsAg foram 

obtidas usando um microscópio eletrônico da marca termo-científico Jeol, 

JEM-2100, com voltagem de 200 kV.  As medidas reológicas foram realizadas 

em um Reômetro de tensão controlada (model DHR da TA Instruments, T = 25 

ºC, software - MCR 301 da Anton Paar Physica), com geometria placa-placa, 

(50 mm diâmetro) e gap de 0,7 mm. As medidas reológicas dinâmicas 

oscilatórias foram realizado no modo de varredura de frequência, em que a 

tensão (τ) aplicada foi constante a (4 Pa)  e  frequência de oscilação (ω) 

variou de 6 a 200 Hz, na escala logarítmica de base10 e temperatura 

constante de 25°C.   

25. A seguir, será apresentado o detalhamento das evidências para a 

presente patente de invenção. 

26. A absorção na região do UV-Vis-NIR, indicou para as amostras S-3 e 

S-4 uma única banda de absorção máxima, característica das nanopartículas 

de prata esféricas por volta de 400-420 nm (Figura 2), um destaque para spray 

nanoestruturado S-3 que apresentou uma maior intensidade da banda de 

absorção plasmônica em relação ao S-4.  
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27. O mesmo perfil foi observado em estudos sobre síntese de NPsAg, 

pois o espectro de UV-Vis exibiu uma banda característica do íon Ag+, na 

presença do pico agudo observado na região de (400-440 nm), resultante da 

vibração das NPsAg na solução e apresentando um formato esférico.  

28. A partir dessa análise, o spray nanoestruturado a base de alginato 

conjugado associados com as nanopartícula de prata, mostraram a 

absorbância máxima típica de nanopatículas de prata e confirmou a presença 

no spray nanoestruturado, preservando assim e mantendo a estrutura do 

produto obtido. 

29. Para confirmar a estabilidade das NPsAg e do spray 

nanoestruturado, foi feita a determinação da análise do potencial zeta (ζ)  

apresentada na Tabela 2. O resultado observado do potencial zeta da NPsAg 

revelou o valor da carga superficial negativa de (ζ = -9,3±0,8 mV) e indicou 

uma estabilidade na dispersão coloidal durante a obtenção das NPsAg.  

30. Potencial Zeta com carga negativa é característico de nanopartícula 

de prata, devido à carga na superfície da partícula. O resultado da amostra S-

3 apresentou o valor de (ζ = -52 ±1 mV), esse resultado confirmou uma boa 

estabilidade para o spray nanoestruturado, devido a possuir carga negativa na 

superfície, características das NPsAg em suspensão na estrutura do material 

revestido com a camada de adsorção do alginato, EDC e NHS o que manteve  

estável ao longo do tempo.   

 

Tabela 2 - Potencial Zeta das NPsAg e spray nanoestruturado (S-3). 

Amostras Potencial Zeta (mV) 

NPsAg -9,3±0,8 mV 

S-3 -52±1 mV 

 

31.  A análise de dados a partir do histograma de espalhamento de Luz 

Dinâmica (DLS) foi feita para obter o raio hidrodinâmico médio das NPsAg e do 

spray nanoestruturado S-3 (Figura 3a-b).  
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32. Para as NPsAg a distribuição do raio hidrodinâmico médio das 

partículas obteve tamanho na faixa de 60,2 nm e o valor médio do índice de 

polidispersidade (PDI) de 0,30. Partículas com valor de PDI inferior a 0,5 são 

geralmente consideradas como de “boa” qualidade analisadas no DLS e 

indicou boa dispersão e estabilidade no tamanho.  

33. O resultado referente ao valor médio do índice de polidispersidade 

(PDI) para o spray nanoestruturado S-3, também revelou boa qualidade 

apresentando um valor de 0,36. Em relação ao raio hidrodinâmico médio, o 

valor foi em torno de 1838 nm, esse valor sugere ser devido à formação de 

rede polimérica e interação dos componentes presentes no sistema de síntese 

do spray nanoestruturado S-3.  

34. O espectro de UV-Vis-NIR (Figura 4), foi obtido após 15 dias da 

síntese e indicou que as NPsAg se mantiveram estáveis também ao longo do 

tempo, com isso, foi possível analisar que a o perfil e a estabilidade coloidal 

do spray nanoestruturado S-3 foi mantida durante o seu armazenamento, 

devido a apresentar suspensões estáveis e de coloração amarela que são 

característica de NPsAg.  

35. A Figura 5 apresenta o resultado do difratograma para o spray 

nanoestruturado S-3, que observou a intensidade de duas bandas largas de 

difração em torno de 2= 13,2° e 21,9°, atribuída ao alginato com 

característica de um material amorfo.  

36. Também foram encontrados no difratograma (Figura 5), outros dois 

picos mais estreitos de difração em 2= 38,19°e 44,34º, referentes às NpsAg 

com planos cristalográficos de (111), (200) e estrutura cúbica de face 

centrada (CFC), característica da prata metálica e confirmou a distribuição 

das NPsAg no spray nanoestruturado S-3.  
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37. A morfologia das nanopartículas de prata foi analisada por 

microscopia eletrônica de transmissão (MET).A Figura 6a apresentou 

distribuição das NPsAg predominante esféricas  dispersas,  de forma esféricas 

com tamanho característico predominante entre 20-60 nm de diâmetro, de 

acordo com Solomon et al e Jovanovi´c et al.  De acordo com o histograma o 

cálculo de distribuição de tamanho médio de partículas apresentou diâmetro 

de 49±12nm, calculando em torno de 160 partículas selecionadas 

aleatoriamente (Figura 6b). 

38. Diante dos resultados entre as técnicas de TEM e DLS, observou que 

o tamanho das partículas do TEM foram menores que o raio hidrodinâmico 

obtido pelo DLS. 

39. O DLS apresenta informações do raio hidrodinâmico das partículas 

influenciadas entre a interação do dipolo elétrico do solvente com o material 

conjugado/adsorvido, enquanto o TEM fornece informações apenas sobre o 

núcleo inorgânico. 

40. Analisando os gráficos apresentados (Figura 7a-b), os módulos de 

armazenamento (G') e módulo viscoso (G'') para o Alg@(EDC/NHS) e para o 

spray nanoestruturado S-3, estiveram próximos em baixas frequências angular 

(<8,63Hz). 

41. À medida que a frequência angular aumentou o módulo viscoso (G'') 

também aumentou em relação ao módulo de armazenamento (G'), 

característica predominante de um líquido viscoelástico onde (G''>G'), possui 

fluxo livre, com uma estrutura polimérica mais desordenada e relaxada 

(Figura 7a-b). 

42. Na avaliação de atividade antimicrobiana do Spray 

Nanoestruturado, de S-3-5mM e S-3-5mM-ETOH, observou-se que o mesmo 

apresentou boa atividade contra os micro-organismos testados, 

Staphylococcus aureus (UFPEDA 02) e Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396), 

pois apresenta concentração reduzidas, indicando dos atividade 

antimicrobiana (Tabela 3).  
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43. Analisado os testes, é possível perceber que o menor CMI foi frente 

à Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396) (Gram negativa), com valor de 250 

µg/mL, indicando um efeito sinérgico entre as nanopartículas de prata e a 

matriz polimérica do hidrogel de Alg@(EDC+NHS). Esses valores são 

considerados promissores, uma vez que, a klebsiella pneumoniae é um dos 

patógenos mais frequentemente envolvidos em infecções hospitalares.  

44. De acordo com Kumar et al, a penetração de NPsAg em bactérias, 

podem levar a mudanças na estrutura da membrana celular, devido a 

interação com cátions de prata o que levam ao aumento da permeabilidade da 

membrana, potencial osmótico perturbador e, finalmente, ruptura das 

células.  

45. A concentração mínima bactericida das amostras S-3-5mM e S-3-

5mM-ETOH, é apresentada na Tabela 3, onde as melhores CMBs foram também 

frente à Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396) (Gram negativa). Além disso,  

foi encontrada uma redução frente a Staphylococcus aureus (UFPEDA 02) da 

amostra utilizando etanol diluído, potencializando ainda mais  o nosso 

protótipo.   

Tabela 3. Atividade antimicrobiana do Spray Nanoestruturado de S-3-

5mM e S-3-ETOH. 

 Staphylococcus aureus 
(UFPEDA 02) 

Klebsiella pneumoniae 
(UFPEDA 396) 

Amostra        CMI      CMB        CMI      CMB 

S-3- 5 mM  500 µg/mL 1000 µg/mL 250 µg/mL 250 µg/mL 

S-3- 5 mM- 
ETOH 

 500 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 250 µg/mL 

 

46. A seguir, será apresentada uma breve descrição das figuras 

utilizadas nesta patente de invenção. As características e vantagens da 

presente invenção se tornarão aparentes na descrição detalhada das 

características e resultados preferidos da invenção, com referências às figuras 

anexas. 
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47.  Figura 1.  Mecanismo da reação da conjugação do alginato e os 

agentes de acoplamento (EDC+NHS). 

48. Figura 2. Espectro de UV-Vis-NIR, da NPsAg e do spray  

nanoestruturado S-3 e S-4. 

49. Figura 3. Distribuição do tamanho através de medida de 

espalhamento dinâmico da luz (DLS): a) NPsAg;  b) Spray nanoestruturado S-3. 

50.  Figura 4. Espectro de UV-Vis-NIR, do spray nanoestruturado S-3 

após 15 dias de estocagem e armazenamento em ambiente fechado. Insert da 

Figura 5: Imagem da amostra S-3 após 15 dias. 

51.    Figura 5. Difratograma do Spray Nanoestruturado S-3. 

52.  Figura 6. Imagem do TEM para a) NPsAg e b) Histograma de 

distribuição de tamanho de partículas da NPsAg. 

53.  Figura 7. Análise reológica através do gráfico do módulo de 

armazenamento (G') e módulo viscoso (G'') versus frequência angular: a) 

Alg@(EDC/NHS); b) do spray nanoestruturado S-3. 

54. A seguir serão apresentadas as referências utilizadas para 
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REIVINDICAÇÕES 

 

01. Spray Nanoestruturado caracterizado por ser constituído por hidrogel de 

alginato de sódio conjugado com agentes de acoplamento (EDC/NHS), 

associados a soluções de nanopartículas de prata.  

02. Spray Nanoestruturado, de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

por  uma formulação preferencial a partir da hidratação  de 0,08-0,20g do pó 

de alginato de sódio, com 0,0014-0,006g dos agentes de acoplamento (EDC-

NHS) em 5-15mL de água Milli-Q, adicionando 1-8mL da solução de 

nanopartículas de prata com concentração de 1-5 mM de AgNO3. 

03. Uso do Spray Nanoestrutrado definido na reivindicação 1, caracterizado 

por ser utilizado contra as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e 

Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae).  
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DESENHOS 

Figura 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 5 
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Figura 6 
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Figura 7 
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RESUMO 

SPRAY NANOESTRUTURADO DE NPsAg-ALGINATO@(EDC/NHS) CONJUGADO, 

POSSUINDO ATIVIDADE FRENTE A Staphylococcus aureus E Klebsiella 

pneumoniae.  

 

É divulgado nesta patente de invenção um Spray Nanoestruturado formado por 

hidrogel de alginato de sódio conjugado com agentes de acoplamento 

(EDC/NHS), associados com nanopartículas de prata, (NPsAg-

alginato@(EDC/NHS), a ser utilizado contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. O spray nanoestruturado apresentou  atividade frente as bactérias 

Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Klebsiella 

pneumoniae). 
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