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(57) Resumo: FORMULACAO HERBICIDA, PROCESSO DE OBTENCAO DA FORMULACAO
HERBICIDA E USO DA FORMULACAO HERBICIDA. A presente inovacgéo contempla o campo de
invencgdo da Agricultura, mais especificamente no desenvolvimento de novos compostos quimicos, tais
como herbicidas. O presente documento prop6s o desenvolvimento de uma nova formulacao de
herbicida, pertencente preferencialmente a classe dos herbicidas triazinicos, a partir do uso de
nanoparticulas baseadas em proteinas vegetais. Elas sdo capazes de liberar gradualmente os
compostos envolvidos e de promover um aumento de absor¢cédo do herbicida, permitindo uma melhoria
na efetividade do herbicida, além de reduzir as dosagens aplicadas. A inovacdo proposta permitiu a
reducdo da toxicidade e da degradacdo deste novo herbicida. O herbicida proposto pode ser usado
tanto em pré quanto em pés-emergéncia e 0s ensaios de atividade herbicida foram realizados, nas
duas condic8es (pré e pos) com a utilizagdo de modelos biolégicos de plantas alvo e ndo-alvo. Nos
ensaios foram avaliados a mortalidade das plantas, as atividades maxima e efetiva do fotossistema I, e
parametros fitométricos. Os resultados alcancados demonstraram que o sistema carreador,
desenvolvido com nanoparticulas de zeina, proporcionou maior efetividade herbicida, mesmo em
dosagens reduzidas, sem aumentar a toxicidade para as plantas n&o-alvo avaliadas. O
desenvolvimento objetivou (...).
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FORMULACAO HERBICIDA, PROCESSO DE OBTENCAO DA
FORMULACAO HERBICIDA E USO DA FORMULACAO HERBICIDA.

Campo dainvencgao

[001] A presente inovagcdo pertence a area da Agricultura em sua
vertente tecnolégica de compostos quimicos, mais especificamente a
subarea dos herbicidas, tais como os herbicidas triazinicos incluindo o
processo de obtencéo das formulacdes deste composto quimico, mas néo
limitando a invencdo a este Unico campo, uma vez que o0 produto final
desenvolvido pode ser aplicado em distintas areas tecnoldgicas.
Fundamentos da invencao

[002] O uso de herbicidas tem uma participacdo importante na
agricultura mundial, mantendo a viabilidade econémica e melhoria da
produtividade agricola. Sabe-se que mais de 90% da quantidade aplicada
dos pesticidas nao atingem o seu alvo devido a perdas que ocorrem por
deriva, volatilizacao, lixiviagdo, escoamento ou degradagao. Assim, em
consequéncia das perdas esperadas, quantidades superiores a
necessidade efetiva sdo empregadas para combater as pragas, incluindo as
plantas daninhas.

[003] A classe dos herbicidas triazinicos é bastante utilizada na
agricultura, e atua inibindo o processo fotossintético, ocasionando a morte
da planta. Entre os herbicidas triazinicos, destacam-se a atrazina, ametrina,
simazina e propazina. Além de possuirem um amplo espectro de acéo,
esses herbicidas podem ser utilizados em diferentes culturas para o controle
pré e pés-emergente de plantas daninhas.

[004] A atrazina pertence ao grupo quimico das triazinas, cujo

mecanismo de acdo se baseia na inibicdo do transporte de elétrons no
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fotossistema Il durante a fase fotoquimica da fotossintese. Dessa forma, o
bloqueio no transporte de elétrons leva a formacgao de espécies reativas de
oxigénio na planta, causando inicialmente os sintomas de clorose e necrose
e, por fim, levando a mortalidade das plantas.

[005] A atrazina € um herbicida seletivo utilizado no controle de
plantas daninhas de folhas largas principalmente, mas também algumas
poaceas, em uma variedade de culturas como o milho, cana-de-acucar,
sorgo, soja, trigo, abacaxi, seringueira e sisal, por exemplo. No Brasil,
existem 40 diferentes produtos formulados com esse ingrediente ativo.
Dentro da classe de herbicidas, a atrazina € um dos ingredientes ativos mais
usados no Brasil. No ano de 2017, foram utilizadas aproximadamente 29
toneladas em todo o pais.

[006] Em virtude do seu grande uso, ha preocupacfes ambientais e
sanitarias por causa do residuo que pode ser deixado no solo e nas aguas,
podendo ser consumido pelos seres vivos e causar efeitos toxicos. Estudos
ja mostraram que a atrazina tem baixo poder de sor¢ao no solo, aumentando
a chance de ser escoada e lixiviada, ou seja, ela pode ser facilmente
carregada e contaminar os solos e as aguas. Além de eventuais danos
ambientais, a microbiota do solo e a fauna, o consumo frequente de agua
contaminada com esse herbicida pode ocasionar danos no sistema
reprodutor, cardiovascular e disfungdes enddécrinas.

[007] Dessa forma, novas tecnologias buscam diminuir a quantidade
de atrazina aplicada, sem reduzir o efeito herbicida contra as plantas
invasoras, e uma opcao é a utilizacdo de nanoparticulas como sistemas
carreadores para herbicidas. As nanoparticulas podem ser produzidas com
varios materiais e sdo capazes de liberar gradualmente os compostos

envolvidos por elas e/ou proporcionar modificagdes no modo de acao do
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herbicida (absorcédo, translocacdo e estabilidade metabdlica), além de
reduzirem a toxicidade e a degradacéo dessas moléculas.

[008] A atrazina possui carater basico devido seus grupos amino e
baixa solubilidade em agua (33 mg/l). Apresenta moderado log kow 2,7, o
que indica carater lipofilico do ingrediente ativo, boa interacdo com a
cuticula foliar e translocacdo preferencial pelo xilema. Os carreadores
nanomeétricos séo capazes de melhorar propriedades fisico-quimicas dos
compostos herbicidas, o que melhora sua efetividade e, assim, reduzir as
doses aplicadas, minimizando os impactos ambientais e custos com
processos de remediacao de areas contaminadas.

[009] A nanotecnologia aplicada a agricultura na formulacdo de
pesticidas € uma tecnologia emergente, bastante estudada devido aos seus
potenciais beneficios. Majoritariamente, é voltada ao desenvolvimento de
produtos e processos que oferecam vantagens em relacdo aos sistemas
convencionais. Além das vantagens elencadas anteriormente, a utilizacao
de formulagdes produzidas em escala nano pode impactar na reducéo do
namero de intervencdes a serem feitas na cultura e, consequentemente,
impactar na reducdo nos custos com o0 manejo. Comumente, s&o
necessarias quantidades maiores de ativo para que ele alcance o0s
organismos-alvo, em quantidade minima efetiva. Além disso, muitos
compostos apresentam um periodo de eficacia limitado, durante o cultivo a
cultura, e sdo necessarias inumeras aplicacoes desses defensivos agricolas.
Caso contrario, as culturas terdo o rendimento afetado devido a competicao
por agua, luz, nutrientes, CO:2 e espaco fisico.

[0010] Os nanopesticidas, em sua maioria, apresentam maior eficacia,
além de se degradarem mais lentamente quando aplicados no ambiente,

permitindo que menores doses sejam utilizadas, mantendo-se a efetividade.
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Desta forma, ha uma diminuicdo no uso geral destes compostos, garantindo
a produtividade das culturas e a seguranca alimentar. Além disso, vale
ressaltar que o uso de nanopesticidas pode gerar beneficios secundarios,
como por exemplo, diminuir os investimentos na producao de pesticidas,
bem como diminuir a poluicdo ambiental. As caracteristicas resultantes
dessas formulacbes podem proporcionar maior distribuicdo dos ativos na
area foliar, por exemplo, aumentando sua eficacia. Alem disso, muitos
estudos vém demonstrando que, além de promover maior controle de
pragas, as nanoformulacdes possibilitam a reducdo de intoxicagdo de
organismos nao-alvo pelos pesticidas.

[0011] O desenvolvimento de nanoparticulas tem aplicacdo nas mais
distintas areas. O processo proposto na presente invencdo contempla o
desenvolvimento de nanoparticulas, através do uso de proteina vegetal,
para a utilizacdo em um sistema de liberacédo sustentada de herbicidas. A
inovagao tem como escopo os herbicidas, preferencialmente os herbicidas
triazinicos, que atuam de modo a inibir 0 processo fotossintético e entédo
ocasionar a morte da planta daninha. Estes herbicidas s&o utilizados no
controle pré e pos emergente de plantas daninhas, principalmente nas
culturas de gramineas, como o milho, o sorgo e a cana-de acucar. O uso da
atrazina, componente mais comum nos herbicidas triazinicos, causa
diversos danos quando usado em excesso, como contaminac&do dos solos
e aguas, aléem de eventuais danos ambientais, a microbiota do solo e a fauna.
A tecnologia desenvolvida visa diminuir a dose de atrazina aplicada, sem
reduzir o efeito herbicida, através do uso de nanoparticulas, sendo
preferencialmente as nanoparticulas de zeina (proteina vegetal) usadas
como sistemas carreadores que liberam gradualmente o composto

envolvido por elas.
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[0012] Em 2007, o pedido de patente PI1 0714177-7 — “ PROCESSO DE
PREPARO DE COMPOSIQAO BIOCIDA, COMPOSIQAO BIOCIDA LIVRE
DE SOLVENTES, DISPERSAO AQUOSA, PROCESSO PARA O
TRATAMENTO DE UM SUBSTRATO, PROCESSO PARA A
DISTRIBUICAO DE UM BIOCIDA E USO DA COMPOSICAQ” detalhou um
sistema carreador para biocidas em geral e também reivindicou um
processo de tratamento de um substrato com sistema carreador
nanoestruturado. Porém, este documento ndo fez referéncia sobre a
nanoencapsulacdo de herbicidas da familia das triazinas e nem o uso de
proteinas, como por exemplo a zeina.

[0013] Em 2013, o pedido de patente WO02013120856 -
“NANOPARTICLES COMPRISING A VEGETABLE HYDROPHOBIC
PROTEIN AND A WATER MISCIBLE NON-VOLATILE ORGANIC
SOLVENT AND USES THEREOF” descreveu o uso de proteinas
hidrofobicas vegetais, incluindo a zeina, para producéo de formulacbes de
nanoparticulas para o carregamento de produtos variados, incluindo
produtos de interesse agricola (como herbicidas), mas o pedido
W02013120856 ndo fez nenhuma mencédo a herbicidas especificos. Os
ensaios que foram descritos sdo de testes de encapsulacdo de uma
molécula lipofilica pequena como modelo. Os métodos de preparo de
formulagbes fizeram uso de solventes néo-volateis e misciveis em agua. O
presente pedido apresenta uma tecnologia diferente, na qual os resultados
dos ensaios apresentados sdo com uma molécula herbicida. Em relacdo ao
solvente, foi utilizado um solvente volatil. Além disso, a presente tecnologia
é voltada para a melhora de eficacia herbicida associada a reducéo de dose.
[0014] Também em 2013, a patente US 2015 0141249 - “HERBICIDE
FORMULATIONS” prop0s o preparo de nanoparticulas de polimeros com

Peticéo 870220048163, de 01/06/2022, pag. 10/39



6/34

herbicidas. No relatério descritivo sdo citados os seguintes grupos de
herbicidas: aryloxyphenoxypropioates, cyclohexanedione, triazolinone,
sulfonamides e sulfonylureas. O método de preparo visou a associacéo e
dissolucéo do ativo juntamente com o polimero em um solvente e combinou
com outro solvente e depois no final removeu um ou parcialmente o outro
ou totalmente os dois solventes. Juntamente com o herbicida, foram usados
também safeners, solucdo esta que impacta no aumento de custo do
produto final e do processo produtivo.

[0015] Na tecnologia desenvolvida na presente inovagdo, foram
desenvolvidas nanoparticulas a base de proteina vegetal (zeina) contendo
o herbicida triazinico atrazina, que nao foi contemplado na patente US 2015
0141249.

[0016] Uma proteina pode ser entendida como um polimero de
aminoacidos, mas pode também ser tratada por proteina vegetal. Na
tecnologia desenvolvida, temos o uso de proteinas vegetais, como a zeina.
A zeina € uma proteina obtida do milho, portanto, ambientalmente mais
segura por ser mais facilmente biodegradavel. Além disso, faz parte da
alimentacdo humana e animal, o que torna mais segura sua aplicagcao. Na
patente US 2015 0141249, a zeina nao foi considerada como um potencial
polimero para a solucéo.

[0017] Ainda em 2013, o pedido de patente BR 10 2013 022912-1
- “PROCESSO DE PRODUCAO DE SISTEMA DE LIBERACAO
SUSTENTADA DE HERBICIDAS BIOATIVOS; NANOPARTICULAS
POLIMERICAS E USO DO SISTEMA DE LIBERA(;AO SUSTENTADA DE
HERBICIDAS BIOATIVOS” propés 1) desenvolvimento de um processo de
liberacdo sustentada de herbicidas, 2) producdo de um sistema para

liberacdo sustentada de herbicidas e 3) desenvolvimento de método de
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combate a pragas agricolas. De maneira mais detalhada, a invencéo tratou
do desenvolvimento de processo de producao do sistema de liberacao
sustentada de herbicidas bioativos compreendido das etapas de a)
formacdo de uma fase organica, b) formacdo de uma fase aquosa, C)
emulsificacao e d) remocéo de solventes. Preferencialmente, a invencao
consistiu em um sistema de liberacdo sustentada de herbicidas triazinicos,
gue consiste de um polimero de caprolactona dissolvida em um solvente
polar aproético (como acetona e diclorometano) e, mais preferencialmente
ainda, de uma solucéo polimérica em diclorometano e solucdo herbicida de
atrazina em acetona. No processo descrito, a solucdo polimérica organica e
a solucéo herbicida foram sonicadas em poténcia elevada, entre 30 a 90
segundos, seguida da adicdo de solucdo aquosa de alcool polivinilico sob
sonicagcao por mais 5 a 10 minutos para obtencdo de uma emulséo
agua/oleo contendo nanoparticulas poliméricas do herbicida encapsulado.
A etapa final de obtencao consistiu na remoc¢éo dos solventes organicos,
preferencialmente com o uso de evaporador rotativo. O sistema possuia
nanoparticulas com diametro entre 400 a 520 nm e pH entre 6,3 € 6,6. A
tecnologia proposta neste documento também pertence ao campo das
composicdes agricolas, e prevé a producdo de um sistema de liberacao
sustentada de herbicidas baseado em solucdes poliméricas oriundas de
proteina vegetal. De maneira mais detalhada, é compreendido pelas etapas
de a) formacéo de uma fase organica, b) formacéo de uma fase aquosa, c)
precipitacdo antissolvente e d) remocdo dos solventes. O sistema de
liberacdo sustentada de herbicida, aqui relatado, possui nanoparticulas com
dimensdes inferiores a invencdo BR 10 2013 022912-1. O didmetro medio
das nanoparticulas €, majoritariamente, entre 50 a 380 nm; mais

especificamente, no caso das nanoparticulas de zeina é de 138 + 32 nm.
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Vale destacar também que, em comparacdo ao sistema anterior, a
tecnologia da presente invencao apresenta menor custo de produgao, maior
facilidade no processo de sintese (menos etapas, ndo demanda sonicacao)
e uso de solventes mais seguros, etanol ao invés de acetona e
diclorometano.

[0018] Em 2014, o pedido de patente WO02014164418 -
“FUNCTIONALIZED ENVIRONMENTALLY BENIGN NANOPARTICLES”
alvitrou a preparacao de nanoparticulas através de trés estagios: 1) preparo
da nanoparticula nativa; 2) funcionalizagdo com agente ativo e 3)
customizacdo adicional da superficie com 0 uso de um ou mais
modificadores. Para a parte nativa, € citada uma enorme gama de particulas,
dentre elas a zeina. Na tecnologia proposta, foi previsto o preparo das
nanoparticulas em uma Unica etapa, na qual a organizacédo da particula ja
contempla: 1) a presenca do material para formacdo da estrutura da
particula; 2) a presenca do ativo e 3) a presenca de surfactantes para
estabilizacado superficial. Dessa forma, comprovamos que, mesmo que
alternativamente o sistema da patente W0O2014164418 contemple a zeina,
a forma de construcdo da arquitetura da tecnologia é totalmente diferente
da invencgao proposta.

[0019] Em 2020, o pedido de patente WO02020049433 -
“CRYSTALLIZATION INHIBITORS IN AGRICULTURAL FORMULATIONS”
abordou a producdo de formulacbes e métodos para inibicdo da
cristalizacdo de ingredientes ativos de interesse agricola, incluindo
herbicidas. Polimeros polieletrélitos foram utilizados na composicdo das
formulacdes, sem mencao as proteinas, como a zeina. Mesmo que, seja
indicado que os polimeros podem estar na forma nanoparticulada, o foco do

pedido foi a inibicao de cristalizac&o e nao o carregamento. A tecnologia no
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presente pedido visa resolver outro problema técnico que tem por solucao o
aumento da eficacia do herbicida associada a reducéo de dose, solucéo que
nao foi proposta na patente W0O2020049433.

[0020] Em suma, nenhum dos documentos disponiveis no estado da
técnica propds o desenvolvimento de um herbicida com nanoparticulas de
zeina de modo a potencializar o uso dos herbicidas triazinicos e entao
permitir a reducdo do seu consumo nas aplicacées em campo.

Objetivos da Invencéao

[0021] A presente inovacdo tem por objetivo a sintese e o0
desenvolvimento de um novo herbicida com uso de nanoparticulas
baseadas em proteinas vegetais, tais como a zeina.

[0022] A utilizacéo de proteinas vegetais tem como objetivo reduzir os
custos do produto final, além de também reduzir o impacto ambiental no
desenvolvimento das nanoparticulas (que no caso especifico da zeina, pode
ser obtida do milho), deste modo, garantindo uma solucdo mais
ambientalmente segura.

[0023] E ainda objetivo da soluc&o proposta obter um produto final que
seja mais facilmente biodegradavel devido ao uso de uma proteina vegetal,
ou mais especificamente da proteina zeina, no novo composto quimico
desenvolvido.

Breve descricdo dos desenhos

[0024] De modo a facilitar o entendimento da presente invencéo, esta
patente traz as figuras, algumas em forma de graficos, descritas na
sequéncia:

[0025] A figura 1 apresenta os graficos da distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas em relacdo ao tempo (a, b), tamanho médio e indice de

polidispersdo das nanoparticulas em relacdo ao tempo (c), potencial zeta
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das nanoparticulas em relacdo ao tempo (d), estabilidade em relacdo as
variacdes de pH (e) e eficiéncia de encapsulacdo da atrazina em funcéo do
tempo (f).

[0026] A figura 2 apresenta a micrografia e distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas de zeina contendo atrazina.

[0027] A figura 3 apresenta as curvas de liberacdo da atrazina em
funcéo do tempo.

[0028] A figura 4 ilustra a mortalidade de Brassica juncea em ensaio de
pré-emergéncia.

[0029] A figura 5 traz os sintomas visuais de Brassica juncea em
tratamento pré-emergéncia.

[0030] A figura 6 contém a atividade maxima do fotossistema Il de
Brassica juncea em ensaio de pés-emergéncia.

[0031] A figura 7 contém a atividade efetiva do fotossistema Il de
Brassica juncea em ensaio de pés-emergéncia.

[0032] A figura 8 ilustra os sintomas visuais de Brassica juncea em
tratamento pds-emergéncia.

[0033] Na figura 9 séo ilustradas as atividades maxima e efetiva do
fotossistema Il de Zea mays em ensaio de pré-emergéncia.

[0034] A figura 10 apresenta os sintomas visuais de Zea mays em
tratamento pré-emergéncia.

[0035] A figura 11 contém a atividade maxima do fotossistema Il de Zea
mays em ensaio de pds-emergéncia.

[0036] A figura 12 contém a atividade efetiva do fotossistema Il de Zea
mays em ensaio de pdés-emergéncia.

[0037] A figura 13 ilustra os sintomas visuais de Zea mays em

tratamento pos-emergéncia.
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Descricao dainvencao
[0038] A presente invencao trata do processo de producdo do sistema
de liberacdo sustentada de herbicidas baseados em proteina vegetal
compreendido das etapas de:

(a) formacédo de uma fase organica;

(b) formacdo de uma fase aquosa;

(c) precipitacao antissolvente; e,

(d) remocao dos solventes.

[0039] A fase organica da etapa (a) é formada pela mistura de uma
solucéao contendo uma proteina vegetal, com a solugao herbicida. A solucéo
proteica é constituida 1:1 a 60:1 mg/ml de uma proteina dissolvida em uma
primeira solucdo aquosa contendo solvente polar da classe dos alcoois (1:3
a 1:9,5, v/v); e a solucéao herbicida € constituida de entre 0,1:1 a 1200:1
mg/ml de uma triazina dispersa em um tensoativo.

[0040] Preferencialmente, a solucao proteica € constituida de entre 1:1
a 60:1 mg/ml de zeina dissolvida em solu¢do aguosa contendo um primeiro
solvente polar do tipo alcool, como etanol, metanol; propanol e metilpropanol,
a solucéao herbicida € constituida de entre 0,1:1 a 1200:1 mg/ml de um
herbicida pertencente ao grupo consistido de atrazina, ametrina, simazina
ou uma mistura destes dispersas em um tensoativo.

[0041] Preferencialmente, é utilizado Polisorbato 80 como tensoativo
para o herbicida atrazina.

[0042] Preferencialmente, é realizado um tratamento de centrifugacao
e filtragem da solucdo de zeina para sua utilizacdo. A solucdo de zeina é
centrifugada e realizado um tratamento térmico durante 3 a 60 min e
temperatura de 40 a 90°C. A solucdo de zeina é filtrada em filtros de

membrana com poros de 0,150 a 0,800 pm
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[0043] A fase aquosa da etapa (b) é formada pela diluicdo em agua de
um surfactante ou polimero, preferencialmente sintético, hidrossollivel em
proporcdes de 1:1 a 60:1 mg/ml.

[0044] Preferencialmente, a fase aquosa € constituida de entre 1:10 a
40:1 mg/ml de um surfactante nao-ionico, tal como o Poloxamer 188.
[0045] A precipitacdo com antissolvente da etapa (c) ocorre pela adicao
da fase organica na fase aquosa em proporcoes de 1.0,5 a 1:20, v/v.
[0046] Preferencialmente, a fase orgéanica é adicionada rapidamente na
fase aquosa sob agitacédo, que € mantida por 5 a 30 minutos.

[0047] A etapa (d) € a etapa final para a obtencdo do sistema de
liberacé@o e corresponde a remocao de solvente da mistura da fase organica
com a aquosa.

[0048] Preferencialmente, a remocao de solvente é feita em condicdes
de vacuo por um periodo de 5 a 60 min. Preferencialmente é utilizado um
evaporador rotativo para eliminar o solvente organico.

[0049] O sistema de liberagdao sustentada de herbicidas possui
nanoparticulas com diametro entre 50 e 380 nm e contém uma quantidade
de nanoparticulas contendo herbicida (0,1 a 500 mg de ingrediente ativo/ml)
suficientes para efetuar o controle de plantas daninhas, e preferencialmente,
a quantidade agronomicamente ativa para aplicacdo do herbicida em
culturas é compreendida entre 0,01 a 4 kg/ha, em relacdo a quantidade de
ingrediente ativo.

[0050] As vantagens desse sistema de liberagcdo sustentada de
herbicidas em relacao ao estado da arte, tal como descrito no pedido BR 10
2013 022912-1, estédo na utilizacdo de matéria prima mais biocompativel,
biodegradavel e a utilizacdo de alcool como solvente. Preferencialmente é

utilizada a zeina, uma proteina obtida do milho, e utilizado etanol como
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solvente, que possui baixo custo e € menos nocivo ao meio ambiente. As
particulas também sdo de dimensdes menores que as particulas
apresentadas no estado da técnica, o que resulta em uma forma
diferenciada na captacao pelas plantas.

[0051] Ainda como caracteristica positiva para essa formulacao, é que
na dissolugcdo do herbicida na fase organica ndo € utilizado nenhum
triglicerideo. A utilizacdo de um tensoativo comumente oferecera menos
riscos de fitotoxicidade para os organismos nao alvo.

[0052] No Brasil, a atrazina € um herbicida bastante conhecido e é
indicada para o controle de ervas daninhas em uma série de culturas,
[0053] Dessa forma, constitui ainda objeto da presente invengao o uso
do sistema de liberacdo sustentada de herbicidas bioativos baseados em
nanoparticulas proteicas no controle de plantas daninhas na agricultura.
[0054] Esse sistema é para o tratamento de areas agricolas contendo
por exemplo: culturas de milho, cana-de-acucar, sorgo, soja, trigo, abacaxi,
seringueira e sisal. O sistema objeto dessa invencao é usado para controlar
o crescimento de plantas daninhas de folhas largas e folhas estreitas,
pertencentes aos géneros Acanthospermum, Ageratum, Alternanthera,
Amaranthus, Bidens, Brachiaria, Cenchrus, Conyza, Cyperus, Commelina,
Digitaria, Desmodium, Eleusine, Emilia, Euphorbia, Galinsoga, Hyptis,
Indigofera, Ipomoea, Lepidium, Melampodium, Nicandra, Portulaca,
Raphanus, Richardia, Sida, Spermacoce e Urochloa, mas né&o limitando a
solucéo a estas espécies.

Exemplos de concretizagcbes da invencao

[0055] Os objetos desta invencdo, acima descritos, tém suas
concretizacoes ilustradas pelos exemplos abaixo. Sdo exemplos ilustrativos

gue possibilitam a compreensao desses objetos.
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[0056] Exemplo 1 — Preparo das nanoparticulas proteicas. As
nanoparticulas foram preparadas, inicialmente, pela solubilizacdo de 200
mg de zeina em 10 ml de solucéo hidroetanolica 85% (v/v). A solucéo foi
submetida a centrifugacdo a 2500 x g durante 30 min para separacdo de
eventuais impurezas ou proteina ndo solivel. A solucdo de zeina foi
submetida a um tratamento térmico a 75 °C por 15 min e filtrada em filtros
de membrana com porosidade de 0,45 um. 30 mg do herbicida atrazina
foram dispersos em 300 mg do tensoativo Polisorbato 80 e a essa disperséao
foram adicionados os 10 ml de zeina e entdo mantida sob agitacao para
garantir a completa dissolucdo. Separadamente, foi preparada a fase
aquosa que consistiu de uma solugcao aquosa de Poloxamer 188 (2% m/v)
com pH ajustado para 4. Posteriormente, a atrazina dissolvida no tensoativo
e zeina foi injetada em 30 ml de solugcéo do surfactante Poloxamer 188 sob
constante agitacao. A disperséao coloidal resultante foi mantida em agitacao
durante 20 minutos e o etanol foi evaporado em um evaporador rotativo
obtendo um volume final de 30 ml da formulag&o.

[0057] Exemplo 2 — Avaliacdo das nanoparticulas. Exemplo 2.1 —
Medidas de polidispersédo e raio hidrodinamico. Na determinac&o do raio
hidrodinamico e indice de polidispersdo (PDI) das nanoparticulas, foi
empregada a espectroscopia de correlacdo de fotons. Essa técnica permite
avaliar a estabilidade de suspensdes coloidais em fungéo do tempo a partir
das medidas de tamanho e homogeneidade das nanoparticulas em
suspensao.

[0058] As determinacOes foram feitas a partir de suspensdes coloidais
das nanoparticulas de zeina contendo ou nédo atrazina. Para as medidas, as
suspensdes foram diluidas em agua deionizada (5:1000, v/v), seguida de

analise em equipamento Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern) operando em um
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angulo de deteccéo de 90°. As medidas foram realizadas em triplicata em
funcéo do tempo (0, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias) e temperatura de 25°C.
[0059] Exemplo 2.2 - Determinacdo do potencial zeta das
nanoparticulas. O potencial zeta € comumente utilizado como um indicador
de estabilidade de uma dispersao, em que valores distantes de O preveem
uma dispersao mais estavel. O que se mede € a carga superficial de uma
particula, que pode ser influenciada por mudancas na interface com o meio
dispersante. A técnica de microeletroforese foi utilizada para as medidas de
potencial zeta das nanoparticulas diluidas com agua deionizada (5:1000,
v/v). Os resultados foram expressos como médias de trés determinacgdes,
realizadas utilizando um equipamento Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern).
Todas as medidas foram realizadas em funcédo do tempo (0, 15, 30, 45, 60,
90 e 120 dias).

[0060] Exemplo 2.3 — Morfologia das nanoparticulas. A analise
morfologica das nanoparticulas foi feita utilizando-se da microscopia de
forca atomica (AFM) (Nanosurf Easy Scan 2 Basic AFM — Pattern BT02217,
Suica). A técnica possibilitou a identificacdo da forma e tamanho das
nanoparticulas. A preparacdo da amostra para obtencdo das micrografias
deu-se pelo gotejamento da suspensédo de nanoparticulas diluidas em placa
de silicio e sua secagem em um dessecador. As micrografias foram obtidas
operando-se em modo ndo-contato, com cantiléver TapAl-G (BudgetSensor,
Bulgaria) com uma taxa de varredura de 90 Hz. As imagens foram tratadas
pelo software Gwyddion.

[0061] Exemplo 2.4 — Medida de eficiéncia de encapsulacdo. A
eficiéncia de encapsulacdo da atrazina nas nanoparticulas de zeina foi
determinada de forma indireta pelo método de ultrafiltracdo/centrifugacao.

Para as medidas, 400 pl de suspensdo de nanoparticulas, a qual é
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conhecida a concentracdo de atrazina, foram pipetados em dispositivo de
ultrafiltracao de celulose regenerada com poro de exclusdao de 10 kDa
(Microcon-Millipore®) e submetido a centrifugacdo a 10000 x g por 10 min.
Esse dispositivo permite a passagem da atrazina livre através da membrana.
A atrazina foi quantificada por cromatografia liqguida de alta eficiéncia
(CLAE).

[0062] Assim, a partir do valor da quantidade de atrazina total e nao
encapsulada, determinou-se a eficiéncia de encapsulagdo nas
nanoparticulas. A eficiéncia de encapsulacao foi medida em triplicata em
funcéo do tempo (0, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias).

[0063] Exemplo 2.5 — Quantificagcdo de atrazina por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Para a quantificacdo da atrazina, foi adotada a
metodologia analitica como descrita na tabela 1, em que sdo apresentadas

as condicdes cromatograficas utilizadas nesse estudo.

Tabela 1: Condi¢des cromatogréaficas para andlise da atrazina por CLAE.

Amostra Atrazina

Fase movel Acetonitrila:dgua (50:50, v:v)

Coluna Phenomenex, Germini 5 um C18, 110
A, 250 x 4,60 mm

Temperatura da coluna (°C) 30

Volume de injecao (pl) 100

Fluxo (ml/min) 1,5

Detector Ultravioleta, A=223 nm

Curva analitica Y =12,0268X + 0,00312

Limite de deteccéo (LD) 1,187 pg/ml

Limite de quantificacéo (LQ) 3,958 ug/ml

Peticéo 870220048163, de 01/06/2022, pag. 21/39



17134

[0064] Exemplo 2.6 — Estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas. A
estabilidade fisico-quimica da formulacéo foi realizada aferindo-se o pH das
formulacdes em funcao do tempo de armazenamento (0, 15, 30, 45, 60, 90
e 120 dias). Também foram feitas medidas de tamanho e potencial zeta para
a formulacédo de nanoparticulas de zeina diluidas em diferentes pH (2 a 11).
As medidas foram feitas em um potenciémetro acoplado a um eletrodo de
pH previamente calibrado. As alteracdes nos valores de pH das suspensdes
coloidais € um indicativo de mudancas na estabilidade das formulacdes,
seja pela degradacédo da proteina e/ou alteragcdes no balanco de carga na
interface das nanoparticulas com o0 meio em que se encontra.

[0065] Exemplo 2.7 — Ensaio de cinética de liberacdo. O perfil de
liberac&o da atrazina das nanoparticulas de zeina foi tracado a partir dos
ensaios de cinética de liberacdo. Esse ensaio se baseia em um sistema com
dois compartimentos, doador e aceptor, separados por uma membrana de
celulose semipermeéavel com poro de exclusdo molecular de 12 kDa.
[0066] O compartimento aceptor foi preparado respeitando a condi¢cao
sink, para diluicdo do ativo em até 10% do volume total deste meio. O meio
aceptor consistiu de uma solucéo aquosa de Poloxamer 188 0,5% e o0 meio
doador da formulacdo de nanoparticulas e também de uma suspenséo de
atrazina em agua deionizada. O ensaio consistiu em adicionar 495 pl de
suspensao ou formulacdo (1 mg/ml) em bags de dialise e coloca-los em
béqueres contendo 150 ml de meio aceptor sob agitacdo moderada. Em
intervalos de tempo pré-determinados, foram coletadas aliquotas de 1 ml
para quantificacdo por CLAE da atrazina liberada. O volume subtraido dos
béqueres era sempre completado com solu¢cdo de Poloxamer 188 0,5%

apos cada coleta. Os ensaios de liberacdo foram realizados em triplicata e
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os dados de concentracdo convertidos em porcentagem em funcéo do
tempo.

[0067] Exemplo 2.8 — Medidas de angulo de contato. As medidas de
angulo de contato de formulacdes em superficies foliares € uma forma de
inferir a respeito da molhabilidade e adesao dos componentes da
formulacédo a essas superficies. O método mais comum € o da gota séssil,
em que a medicao é realizada por um gonibmetro de angulo de contato
usando um subsistema éptico para capturar o perfil de um liquido sobre uma
superficie soélida.

[0068] As medidas de angulo de contato foram realizadas em um
modelo de planta alvo do herbicida atrazina, Brassica juncea (mostarda),
utilizando um gonidmetro Rameé-Hart 100-00 (Succasuanna, NJ, USA),
equipado com uma microponteira para produzir gotas de 0,2 ul. As medidas
foram realizadas para a suspensdo de nanoparticulas contendo atrazina e
a formulac&o comercial (Gesaprim) em concentracdes de 1 e 0,1 mg/ml, e
agua deionizada como tratamento controle. As imagens das gotas foram
obtidas através de uma camera CCD conectada a um microcomputador. A
imagem digitalizada foi analisada por um programa de processamento de
imagens RHI 2001, que traca o perfil da gota e determina o angulo de
contato.

[0069] Os resultados dos testes realizados nos exemplos séo listados
a seguir. As figuras 1 e 2 apresentam os resultados da caracterizagao fisico-
guimica das nanoparticulas de zeina contendo atrazina e de nanoparticulas
de zeina ndo carregadas com o ativo. As nanoparticulas de zeina foram
caracterizadas pelas medidas de polidisperséo, diametro médio de tamanho
(DLS, AFM), potencial zeta, eficiencia de encapsulacédo, estabilidade

guimica frente a variacbes de pH e perfil de liberagcdo. Os resultados
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demonstraram que as nanoparticulas de zeina apresentaram boa disperséo
e permaneceram estaveis por 120 dias com alta eficiéncia de encapsulacéo
para o herbicida atrazina (> 90%). As nanoparticulas apresentaram forma
esférica e tamanho médio na faixa de 130-170 nm. Embora o potencial zeta
das nanoformulacbes tenha apresentado valores de aproximadamente 12
mV (figura 1d), a estabilidade ndo foi comprometida durante o periodo
analisado, neste caso o tensoativo atuou como um estabilizante para a
formulacdo. As formulagcdes a uma concentracdo de ativos de 1 mg/ml
possuem pH em torno de 4 e mantiveram-se estaveis durante os 120 dias
em que foram monitoradas. Frente a possiveis variacdes de pH da agua de
diluicdo, as nanoparticulas mantiveram-se estaveis em pH neutro e 4cido.
Em pH alcalino, ocorre um aumento no tamanho médio das nanoparticulas
devido a formacéao de agregados. A formulacédo apresenta molhabilidade da
superficie foliar compativel com um produto comercial. Em comparacéo com
o produto comercial, as medidas de angulo de contato em folhas de
mostarda (tabela 2) indicaram uma molhabilidade em torno de 10% menor
para formulacdo de nanoparticulas de zeina contendo atrazina com
concentracdo de 1 mg/ml de ativo, e 25% maior quando diluidas em 10
vezes (0,1 mg/ml). Os ensaios de liberacdo, realizados in Vvitro,
demonstraram perfil de liberacdo semelhante ao produto técnico, embora as
nanoparticulas de zeina tenham promovido uma reducéo na velocidade de
liberacdo, alcancando em 45 h um valor total 13% menor quando

comparado a atrazina técnica.

Tabela 2. Medidas de angulo de contato em folhas de mostarda.

_ Angulo de Goticula na folha de
Material
contato (°) mostarda

Peticéo 870220048163, de 01/06/2022, pag. 24/39



20/ 34

Agua 95,29 + 4,89 .-
ATZ" (1 mg/ml) 56,66 + 0,07 -
ATZ (0,1 mg/ml) 93,42 + 0,05 . -
NPZ ATZ# (1 mg/ml) 62,88 + 0,93 -
NPZ ATZ (0,1 mg/ml) 70,53 + 0,07 -

efore.se & formulacio de nanoparticulas de zeina com atrazina.

[0070] As figuras la e 1b apresentam os graficos da distribuicdo do
diametro hidrodinamico das nanoparticulas de zeina com e sem atrazina em
funcéo do tempo (0, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias). Os valores representam
a média de trés analises (n=3) realizadas a 25 °C.

[0071] A figura 1c apresenta o tamanho hidrodinamico médio e o indice
de polidispersao das nanoparticulas de zeina com e sem atrazina em funcao
do tempo (0, 15, 30 45, 60, 90 e 120 dias). Os valores representam a meédia
de trés analises (n=3) realizadas a 25 °C.

[0072] A figura 1d apresenta o potencial zeta das nanoparticulas de
zeina com e sem atrazina em funcéo do tempo (0, 15, 30 45, 60, 90 e 120
dias). Os valores representam a média de trés andlises (n=3) realizadas a
25 °C.

[0073] A figura le apresenta as medidas de tamanho hidrodinamico
meédio e potencial zeta das nanoparticulas de zeina com e sem atrazina em
funcéo da variacédo de pH do meio (pH 2 — 11). Os valores representam a
média de trés analises (n=3) realizadas a 25 °C.

[0074] A figura 1f apresenta a eficiéncia de encapsulacdo das

nanoparticulas de zeina contendo atrazina em funcéo do tempo (0, 15, 30
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45, 60, 90 e 120 dias). Os valores representam a média de trés analises
(n=3) realizadas a 25 °C.

[0075] A figura 2 apresenta a micrografia obtida por microscopia de
forca atbmica (AFM) das nanoparticulas de zeina contendo atrazina e sua
distribuicao de tamanho (n = 52).

[0076] A figura 3 apresenta as curvas de liberacdo da atrazina a partir
da suspensdo de nanoparticulas e do produto técnico. As curvas
apresentam as quantidades de atrazina liberada em funcdo do tempo,
acompanhada durante 4080 min (68 h). As medidas foram obtidas dos
ensaios de liberacéo realizados em triplicata (n = 3) a uma temperatura de
25 °C.

[0077] Exemplo 3 — Avaliacdo da atividade herbicida em um
bioindicador vegetal alvo. Para o ensaio de atividade herbicida, foi
selecionado um bioindicador vegetal alvo do herbicida atrazina, sendo este
a mostarda lisa (Brassica juncea) da marca ISLA. As plantas foram
cultivadas em vasos de 1 dm?® contendo solo argiloso. A aplicacdo dos
tratamentos foi feita utilizando borrifadores completando o volume com agua
destilada até 5 ml.

[0078] Exemplo 3.1 Ensaio de atividade herbicida em tratamento pré-
emergente. Nos ensaios de pré-emergéncia, foram semeadas trinta
sementes de mostarda lisa por vaso e n&o foi utilizada solug&o nutritiva. A
rega de agua foi feita conforme a demanda das plantas. Durante todo o
estudo, os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo. As aplicacoes
foram realizadas diretamente sobre o solo logo apds a semeadura.

[0079] Para o estudo da atividade herbicida em pré-emergéncia foram
avaliados sete tratamentos com cinco repeticOes cada (n=5). Foi adotada a

dose recomendada comercialmente, que é de 2000 g/ha (equivalente a 3,08
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ml de formulagcéo contendo atrazina 1 mg/ml em cada vaso) e também doses
menores obtidas pela diluicdo em 4gua destilada. Os tratamentos foram:

Controle - Agua;

NC - Nanoparticulas de zeina sem atrazina;

NC 1/80 - Nanoparticulas de zeina sem atrazina a uma diluicdo de 80

vezes;

NA - Nanoparticulas de zeina com atrazina;

NA 1/80 - Nanoparticulas de zeina com atrazina a uma diluicdo de 80

vezes;

ATZ - Formulagédo comercial de atrazina;

ATZ 1/80 - Formulacao comercial de atrazina a uma diluigéo de 80 vezes.
[0080] Nos tratamentos de pré-emergéncia, foi feito um levantamento
diario de quantas plantas de mostarda lisa emergiam e quantas morriam,
para calcular a porcentagem de emergéncia e de mortalidade das plantas
de cada vaso. Os dados evidenciam que a formulacdo de nanoparticulas de
zeina contendo atrazina promoveu 100% de mortalidade mesmo a uma
dose 80 vezes menor que a recomendada comercialmente (25 g/ha). Na
dose recomendada pelo fabricante, a formulacdo comercial mantém sua
atividade herbicida em 100%, mas quando diluida em 80 vezes, ja ndo é
significativamente diferente ao tratamento controle (dgua) e as
nanoparticulas sem o herbicida.

[0081] A figura 4 apresenta as médias + EP (n=5) das porcentagens de
mortalidade no experimento de pré-emergéncia testando a formulacdo com
nanoparticulas de zeina em mostarda submetida aos seguintes tratamentos:
controle, nanoparticulas sem atrazina (NC), atrazina comercial (ATZ) e
nanoparticulas com atrazina (NA) nas doses de 2000 g/ha e 25 g/ha

(indicacdo de 1/80). Letras diferentes sobre as barras indicam que os
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valores foram significativamente diferentes de acordo com a ANOVA de um
fator, seguida do Teste de Tukey (p<0,05).

[0082] A figura 5 apresenta os sintomas visuais nas plantas de
mostarda do experimento de pré-emergéncia, as quais foram submetidas
aos seguintes tratamentos: controle, nanocapsula sem atrazina diluida em
80x (NC 1/80), nanocapsula sem atrazina concentrada (NC), atrazina
comercial diluida em 80x (ATZ 1/80), atrazina comercial (ATZ), nanocapsula
com atrazina diluida em 80x (NA 1/80) e nanocpsula com atrazina (NA). A
formulacdo concentrada é referente a 2000 g/ha.

[0083] Exemplo 3.2 Ensaio de atividade herbicida em tratamento pds-
emergente. Em pds-emergéncia, foram semeadas quinze sementes de
mostarda lisa por vaso, os quais eram regados com 50 ml de solucao
nutritiva (tabela 3) uma vez por semana apos as plantas apresentarem as
primeiras folhas. Conforme as plantas foram crescendo, foi realizado o
desbaste, deixando entdo quatro plantas em cada vaso para fazer a
aplicacdo. A rega de agua foi feita conforme a demanda das plantas. As
aplicacbes dos tratamentos foram foliares, quando as quatro plantas de

mostarda de cada vaso desenvolveram quatro folhas.

Tabela 3. Concentracdo de cada sal presente na solucéo nutritiva utilizada

nos tratamentos de pos-emergéncia.

Sal Concentragéo
KH2PO4 1 mM
Ca(NOs3)2.4H20 4 mM
K2SO4 2 mM
(NH4)2S04 4 mM
MgS0O4.7H20 2 mM
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HsBO3 92,5 uM
MnCl2.4H,0 18 uM
ZnCl 1,5 uM
Na:M004.2H.0 0,56 pM
CuCl2.2H20 0,66 UM
FeSO, 100 pM
[0084] Para o estudo da atividade herbicida em pds-emergéncia foram

realizados sete tratamentos com cinco repeticdes cada (n=5). Foi adotada
a dose recomendada comercialmente, que é de 2000 g/ha (equivalente a
3,08 ml de formulacéo contendo atrazina 1 mg/ml em cada vaso) e também
doses menores obtidas pela diluicdo em agua destilada. Os tratamentos
foram:

Controle - Agua;

NC - Nanoparticulas de zeina sem atrazina;

NC 1/10 - Nanoparticulas de zeina sem atrazina a uma diluicdo de 10

vezes;

NA - Nanoparticulas de zeina com atrazina;

NA 1/10 - Nanoparticulas de zeina com atrazina a uma diluicdo de 10

vezes;

ATZ - Formulagc&do comercial de atrazina;

ATZ 1/10 - Formulacao comercial de atrazina a uma diluicéo de 10 vezes.
[0085] Nestes ensaios, foram realizadas analises fisiolégicas com ajuda
de aparelho 24, 48 e 96 h ap0s os tratamentos. O fluorometro da OS1p (Opti
Sciences) foi utilizado apds as aplicacdes para avaliar a atividade maxima
do fotossistema Il (Fv/Fm) em torno de sete horas da manha, apds submeter

as plantas a quinze minutos de escuro. Também foi determinada a atividade

Peticao 870220048163, de 01/06/2022, pag. 29/39



25/ 34

efetiva do fotossistema Il (YIl), avaliada entre dez horas da manha e meio
dia com a luminosidade natural.

[0086] AplOs desmontar os experimentos, foram feitas avaliacfes
fitométricas como area foliar, a qual foi medida pelo integrador de area foliar
LI-3000C (LI-COR). Depois, as plantas foram mantidas em estufa a 60°C
por pelo menos trés dias para a determinacdo da massa seca.

[0087] Os tratamentos NC 1/10 e NC néo afetaram a atividade do
fotossistema Il (figura 6), indicando nao haver problemas de fitotoxicidade
por parte dos excipientes da formulacdo. Além disso, com as analises
fisiologicas, pode-se observar que a atividade maxima do fotossistema |l
(Fv/Fm) foi mais inibida pelas solu¢bes com nanoatrazina do que pelos
tratamentos com atrazina comercial desde o primeiro dia. Aléem disso,
diferente da nanoatrazina 1/10, a atrazina comercial na dose dez vezes
menor nao alterou o Fv/Fm, se igualando aos tratamentos Controle, NC 1/10
e NC.

[0088] Observando a atividade efetiva do fotossistema I (YIl), o
tratamento ATZ 1/10 se mostrou menos efetivo em relacdo a ATZ, NA 1/10
e NA. Dessa forma, a formulacdo com as nanoparticulas de zeina com
atrazina diluidas em dez vezes se destacam, pois, mesmo com menor
guantidade de ingrediente ativo, ele se igualou ao comportamento das
doses recomendadas da atrazina comercial (figura 7).

[0089] Outros resultados marcantes foram encontrados na avaliagao
fitométrica, j& que somente o tratamento NA reduziu significativamente a
area foliar das mostardas. Além disso, apenas os tratamentos NA 1/10 e NA
provocaram uma reducéo da massa seca do caule e da raiz em relacao ao

tratamento controle (tabela 4).

Peticéo 870220048163, de 01/06/2022, pag. 30/39



26 / 34

Tabela 4. Médias + EP (n=9) da éarea foliar (cm?) e das massas secas da
folha, caule e raiz das plantas de mostarda do experimento com aplicagdes
da formulacdo de nanoparticulas de zeina em pos-emergéncia, as quais
foram submetidas aos seguintes tratamentos: controle, nanoparticulas sem
atrazina (NC), atrazina comercial (ATZ) e nanoparticulas com atrazina (NA)
nas doses de 2000 g/ha e 200 g/ha(indicacao de 1/10). Letras diferentes na
mesma coluna indicam que os valores foram significativamente diferentes

de acordo com a ANOVA de um fator, seguida do Teste de Tukey (p<0,05).

Tratamento Area foliar Massa seca — folhas Massa seca — Massa seca —
(cm?) (9) caule (9) raiz (9)
Controle 76,53 +12,94 a 0,297 £ 0,06 a 0,031 £0,004 a 0,081+£0,01a
NC 1/10 69,46 £ 10,33 a 0,24 £ 0,03 ab 0,03 £ 0,004 a 0,055 + 0,007 ab
NC 82,7+10,42 a 0,279 £0,04 a 0,038 £ 0,006 a 0,062 + 0,004 ab
ATZ 1/10 70,56 £ 15,71 a 0,19 £+ 0,05 abc 0,019 + 0,003 ab 0,059 + 0,011 ab
ATZ 56,33+ 12,16 a 0,139 £ 0,03 bc 0,02 + 0,004 ab 0,048 + 0,008 ab
NA 1/10 57,53+7,28a 0,181 + 0,02 abc 0,015+ 0,002 b 0,036 + 0,005 b
NA 23,35+3,28b 0,11 +0,02 ¢ 0,012 +£0,001 b 0,036 + 0,008 b
[0090] Os resultados demonstraram que a nanoencapsulacdo de

atrazina em nanoparticulas de zeina aumenta a efetividade herbicida. Além
disso, a nanoatrazina produzida a partir de uma matriz de zeina apresenta
vantagens por tratar-se de um composto de origem natural e que é
altamente biodegradavel e biocompativel. Ainda ndo estdo comprovados
guais os mecanismos pelos quais as nanoparticulas melhoram a eficacia da
resposta do produto. Entendeu-se que a sua caracteristica de liberar de
forma gradual e controlada as moléculas carregadas reduz a degradacéo
dessas e proporcione uma absorcdo mais efetiva pela planta. Também ha o
aumento da adeséo de atrazina na folha ocasionado por um menor angulo
de contato da calda com a superficie foliar em baixas concentragdes (tabela
1), reduzindo a perda do produto para o meio ambiente. Além disso, a

absorcao do ingrediente ativo pode ser favorecida pela nanoencapsulacéo,
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pois as nanoparticulas podem ser absorvidas por aberturas naturais da folha,
como estdbmatos e hidatodios. E importante reforcar que o sistema
produzido melhora consideravelmente a atividade herbicida em relacéo ao
produto comercial.

[0091] A figura 6 apresenta as médias + EP (n=6) da atividade maxima
do fotossistema Il (Fv/Fm) medida 24, 48 e 96 horas apoés as aplicacdes da
formulacdo de nanoparticulas de zeina em pos-emergéncia nas plantas de
mostarda, as quais foram submetidas aos seguintes tratamentos: controle,
nanoparticulas sem atrazina (NC), atrazina comercial (ATZ) e
nanoparticulas com atrazina (NA) nas doses de 2000 g/ha e 200 g/ha
(indicacdo de 1/10). Letras diferentes sobre as barras indicam que os
valores foram significativamente diferentes de acordo com a ANOVA de um
fator, seguida do Teste de Tukey (p<0,05).

[0092] A figura 7 apresenta as médias £ EP (n = 6) da atividade efetiva
do fotossistema Il (YII) medida 24, 48 e 96 horas ap0s as aplicacdes da
formulacéo de nanoparticulas de zeina em pds-emergéncia nas plantas de
mostarda, as quais foram submetidas aos seguintes tratamentos: controle,
nanoparticulas sem atrazina (NC), atrazina comercial (ATZ) e
nanoparticulas com atrazina (NA) nas doses de 2000 g/ha e 200 g/ha
(indicacdo de 1/10). Letras diferentes sobre as barras indicam que o0s
valores foram significativamente diferentes de acordo com a ANOVA de um
fator, seguida do Teste de Tukey (p<0,05).

[0093] A figura 8 apresenta o0s sintomas visuais nas plantas de
mostarda do experimento de pos-emergéncia, as quais foram submetidas
aos seguintes tratamentos: controle, nanocapsula sem atrazina diluida em
10x (NC 1/10), nanocépsula sem atrazina concentrada (NC), atrazina

comercial diluida em 10x (ATZ 1/10), atrazina comercial (ATZ), nanocapsula
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com atrazina diluida em 10x (NA 1/10) e nanocépsula com atrazina (NA). A
formulag&o concentrada é referente a 2000 g/ha.

[0094] Exemplo 4 - Avaliacdo da atividade herbicida em um
bioindicador vegetal ndo-alvo. Para avaliar a seletividade das formulacoes,
foi selecionado um bioindicador vegetal ndo-alvo do herbicida atrazina,
sendo este o milho (Zea mays) hibrido Balu 761 da marca Sementes Balu.
As plantas foram cultivadas em vasos de 1 dm? contendo solo argiloso. A
aplicacao das formulacgdes foi feita utilizando borrifadores completando o
volume com agua destilada até 5 ml.

[0095] Exemplo 4.1 Ensaio de atividade herbicida em tratamento pré-
emergente. Nos ensaios de pré-emergéncia, foram semeadas cinco
sementes por vaso, 0s quais eram regados com 50 ml de solugao nutritiva
(tabela 3) uma vez por semana. A rega de agua foi feita conforme a
demanda das plantas. Durante todo o estudo, os vasos foram mantidos em
casa de vegetacéao. As aplicacdes foram realizadas diretamente sobre o solo
logo apls a semeadura.

[0096] Para o estudo da atividade herbicida em pré-emergéncia, foram
realizados sete tratamentos com cinco repeticdes cada. Foi adotada a dose
recomendada comercialmente, que é de 2000 g/ha (equivalente a 3,08 ml
de formulacédo contendo atrazina 1 mg/ml em cada vaso) e também doses
menores obtidas pela diluicdo em agua destilada. Os tratamentos foram:
Controle - Agua;

NC - Nanoparticulas de zeina sem atrazina;

NC 1/10 - Nanoparticulas de zeina sem atrazina a uma diluicdo de 10 vezes;
NA - Nanoparticulas de zeina com atrazina;

NA 1/10 - Nanoparticulas de zeina com atrazina a uma diluicdo de 10 vezes;

ATZ - Formulagéo comercial de atrazina;
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ATZ 1/10 - Formulacdo comercial de atrazina a uma diluicdo de 10 vezes.
[0097] Nestes ensaios, foram realizadas analises fisiologicas com ajuda
de aparelhos 21 dias apds a semeadura e tratamento em pré-emergéncia.
O fluorébmetro da OS1p (Opti Sciences) foi utilizado para avaliar a atividade
maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) em torno de sete horas da manhéa, apos
submeter as plantas a quinze minutos de escuro. Também foi determinada
a atividade efetiva do fotossistema Il (YIl), avaliada entre dez horas da
manh& e meio dia com a luminosidade natural.

[0098] Apos desmontar os experimentos, foram feitas avaliacdes
fitométricas, como a éarea foliar, a qual foi medida pelo integrador de area
foliar LI-3000C (LI-COR). Depois, as plantas foram mantidas em estufa a
60°C por pelo menos trés dias e determinada a massa seca.

[0099] De uma forma geral, as formulacbes nao afetaram a atividade
do fotossistema Il de plantas de milho em pré-emergéncia (figura 9). O Unico
efeito significativo em relagao ao controle foi uma reducado de 19% na
atividade efetiva do fotossistema Il (YIl) pelo tratamento NC 1/10. As
formulagcdes né&o tiveram efeitos significativos sobre os parametros
fitométricos de plantas de milho em relacdo ao controle (tabela 5). Nos
tratamentos de pré-emergéncia, nenhuma das formulacbes levou a
mortalidade de plantas de milho. Dessa forma, ndo foram observados
efeitos fitotoxicos relevantes das formulagcées sobre as plantas de milho

guando aplicadas em pré-emergéncia.

Tabela 5. Médias + EP (n=15) da area foliar (cm?) e das massas secas da
folha, caule e raiz das plantas de milho do experimento com aplicacdes da
formulacdo de nanoparticulas de zeina em pré-emergéncia, as quais foram

submetidas aos seguintes tratamentos: controle, nanoparticulas sem
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atrazina (NC), atrazina comercial (ATZ) e nanoparticulas com atrazina (NA)
nas doses de 2000 g/ha e 200 g/ha (indicacao de 1/10). Letras diferentes na
mesma coluna indicam que os valores foram significativamente diferentes

de acordo com a ANOVA de um fator, seguida do Teste de Tukey (p<0,05).

Area foliar Massa seca — Massa seca — Massa seca —
(cm?) folhas (g) caule (g) raiz (g)

Controle 281,84 + 8,08 bc 0,585 +0,01a 0,505 £0,02 a 0,627 £0,05 a

NC 1/10 271,26 £10,03 ¢ 0,536 £ 0,02 a 0,668 £ 0,05 a 0,645 £ 0,07 a

NC 265,28 + 12,58 c 0,537 +0,02 a 0,686 + 0,05 a 0,630+ 0,06 a

ATZ 1/10 351,08 £ 15,76 a 0,656 + 0,04 a 0,559+ 0,04 a 0,523+0,04 a

ATZ 326,74 £ 14,96 ab 0,636 £ 0,02 a 0,531+0,04 a 0,575+0,05a

NA 1/10 299,75 + 14,16 abc 0,590 £ 0,03 a 0,590+ 0,05 a 0,640+ 0,07 a

NA 305,56 + 15,37 abc 0,558 £ 0,04 a 0,532 £ 0,06 a 0,612 £0,05 a

[00100] Afigura 9 apresenta as meédias = EP (n=10) da atividade maxima

do fotossistema Il (Fv/Fm) e atividade efetiva do fotossistema 1l (YlI)
medidas 22 dias ap0s as aplicacdes da formulacdo de nanoparticulas de
zeina em pré-emergéncia nas plantas de milho. Foram realizados os
seguintes tratamentos: controle, nanoparticulas sem atrazina (NC), atrazina
comercial (ATZ) e nanoparticulas com atrazina (NA) nas doses de 2000 g/ha
e 200 g/ha (indicacdo de 1/10). Letras diferentes sobre as barras indicam
gue os valores foram significativamente diferentes de acordo com a ANOVA
de um fator, seguida do Teste de Tukey (p<0,05).

[00101]

do experimento de pré-emergéncia, as quais foram submetidas aos

A figura 10 apresenta os sintomas visuais nas plantas de milho

seguintes tratamentos: controle, nanocapsula sem atrazina diluida em 10x
(NC 1/10), nanocapsula sem atrazina concentrada (NC), atrazina comercial
diluida em 10x (ATZ 1/10), atrazina comercial (ATZ), nanocapsula com
atrazina diluida em 10x (NA 1/10) e nanocapsula com atrazina (NA). A

formulacdo concentrada é referente a 2000 g/ha.
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[00102] Exemplo 4.2 Ensaio de atividade herbicida em tratamento pos-
emergente. Em pds-emergéncia, foram semeadas cinco sementes de milho
por vaso, 0s quais eram regados com 50 ml de solucéo nutritiva (tabela 3)
uma vez por semana, com a primeira rega feita a partir da terceira semana.
Apoés a emergéncia foi realizado o desbaste, deixando entéo trés plantas em
cada vaso para fazer a aplicacdo. A rega de agua foi feita conforme a
demanda das plantas. As aplicacdes dos tratamentos foram foliares, quando
as plantas de milho estavam com trés folhas.

[00103] Para o estudo da atividade herbicida em pos-emergéncia, foram
realizados sete tratamentos com cinco repeticdes cada. Foi adotada a dose
recomendada comercialmente, que € de 2000 g/ha (equivalente a 3,08 ml
de formulacédo contendo atrazina 1 mg/ml em cada vaso) e também doses
menores obtidas pela diluicdo em agua destilada. Os tratamentos foram:
Controle - Agua;

NC - Nanoparticulas de zeina sem atrazina;

NC 1/10 - Nanoparticulas de zeina sem atrazina a uma diluicdo de 10 vezes;
NA - Nanoparticulas de zeina com atrazina,

NA 1/10 - Nanoparticulas de zeina com atrazina a uma diluicdo de 10 vezes;
ATZ - Formulacéo comercial de atrazina;

ATZ 1/10 - Formulagéo comercial de atrazina a uma diluicdo de 10 vezes.
[00104] Nestes ensaios, foram realizadas analises fisiolégicas com ajuda
de aparelhos. O fluordmetro da OS1p (Opti Sciences) foi utilizado 1, 4, 9 e
20 dias apos as aplicagcOes para avaliar a atividade maxima do fotossistema
Il (Fv/Fm) em torno de sete horas da manha, apos submeter as plantas a
quinze minutos de escuro. Também foi determinada a atividade efetiva do
fotossistema Il (Y1), avaliada entre dez horas da manha e meio dia com a

luminosidade natural.
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[00105] Apds desmontar os experimentos, foram feitas avaliacdes
fitométricas como area foliar, a qual foi medida pelo integrador de area foliar
LI-3000C (LI-COR). Depois, as plantas foram mantidas em estufa a 60°C
por pelo menos trés dias e determinada a massa seca.

[00106] Apenas os tratamentos NA e NA 1/10 levaram a uma pequena
inibicdo (cerca de 3%) da atividade maxima do fotossistema Il (Fv/Fm), mas
gue ocorreu apenas 24 horas apods aplicacdo (figura 11). Nos demais
tempos avaliados, essa inibicdo foi revertida. No caso da atividade efetiva
do fotossistema Il (Yll), houve uma inibicdo de cerca de 11% induzida 24
horas apds aplicacdo dos tratamentos ATZ, NA e NA 1/10 (figura 12). A
inibicdo do YII induzida por NA 1/10 foi revertida no quarto dia apos a
aplicacao, enquanto a induzida por ATZ e NA foi revertida nove dias apos a
aplicacao.

[00107] Na avaliagdo morfolégica das plantas, realizada 23 dias apoés a
aplicacao, os tratamentos NC e NA reduziram significativamente a massa
seca das folhas das plantas de milho em relagcdo ao tratamento controle,
apesar de o efeito sobre a area foliar néo ter sido significativo (tabela 6). A
massa seca do caule n&o foi afetada pelas formulacfes, mas a massa seca
da raiz foi reduzida pelo tratamento NA. Embora tenha havido essas
reducdes de massas em relacdo ao controle, os dados indicam que, em
dosagens efetivas para o controle da espécie alvo mostarda lisa (NA 1/10),

a nanoformulacéo nédo se diferiu significativamente da atrazina comercial.

Tabela 6. Médias + EP (n=15) da area foliar (cm?) e das massas secas da
folha, caule e raiz das plantas de milho 23 dias ap6s a aplicacdo da
formulacdo de nanoparticulas de zeina em pds-emergéncia, as quais foram

submetidas aos seguintes tratamentos: controle, nanoparticulas sem
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atrazina (NC), atrazina comercial (ATZ) e nanoparticulas com atrazina (NA)
nas doses de 2000 g/ha e 200 g/ha (indicacdo de 1/10). Letras diferentes na
mesma coluna indicam que os valores foram significativamente diferentes

de acordo com a ANOVA de um fator, seguida do Teste de Tukey (p<0,05).

Area foliar Massa seca — Massa seca — Massa seca —
(cm?) folhas (g) caule (g) raiz (g)

Controle 190,19 £ 14,22 ab 0,398 £ 0,03 a 0,208 £0,01 a 0,262 £ 0,02 a
NC 1/10 178,78 £ 10,42 ab 0,377 £0,02 ab 0,170£0,01 a 0,233+0,01 ab
NC 149,46 £ 7,82 b 0,281 +£0,02c 0,193 +£0,02 a 0,214 £ 0,02 ab
ATZ 1/10 191,10+ 8,44 a 0,361 + 0,02 abc 0,206 £ 0,02 a 0,215 +0,02 ab
ATZ 213,02 £ 9,65 a 0,434 +£0,03 a 0,205+0,01 a 0,207 £ 0,02 ab
NA 1/10 177,11 + 8,11 ab 0,360 + 0,02 abc 0,180 +£ 0,02 a 0,221 £ 0,01 ab
NA 148,85+ 10,34 b 0,294 +0,02 bc 0,184 +£ 0,02 a 0,191+£0,01b

[00108] Esses dados indicam que as formulagdes com atrazina levaram
a uma inibicdo reversivel da atividade do fotossistema Il das plantas de
milho, o que é coerente com a inducdo de mecanismos de detoxificacdo da
atrazina por essa espécie tolerante. Todavia, a aplicacédo das nanoparticulas
de zeina em pods-emergéncia levou a efeitos fitotoxicos no milho,
independente da presenca de atrazina, com menor acumulo de biomassa.
Esses efeitos fitotoxicos nao foram induzidos por NA 1/10, o qual se mostrou
eficiente em controlar a espécie alvo (mostarda). Dessa forma, a utilizacao
das nanoparticulas com zeina em dose 10 vezes abaixo da recomendada
permitiia  um controle eficiente de plantas daninhas sensiveis sem
comprometer o desenvolvimento do milho, indicando a boa seletividade do
produto.

[00109] A figura 11 apresenta as médias £+ EP (n=10) da atividade
maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) medida 1, 4, 9 e 20 dias apoOs as
aplicacoes (DAA) da formulacdo de nanoparticulas de zeina em pOs-
emergéncia nas plantas de milho, as quais foram submetidas aos seguintes

tratamentos: controle, nanoparticulas sem atrazina (NC), atrazina comercial
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(ATZ) e nanoparticulas com atrazina (NA) nas doses de 2000 g/ha e 200
g/ha (indicacéo de 1/10). Letras diferentes sobre as barras indicam que os
valores foram significativamente diferentes de acordo com a ANOVA de um
fator, seguida do Teste de Tukey (p<0,05).

[00110] A figura 12 apresenta as meédias + EP (n = 10) da atividade
efetiva do fotossistema Il (YII) medida 1, 4, 9 e 20 dias ap0s as aplicacbes
(DAA) da formulacdo de nanoparticulas de zeina em pdés-emergéncia nas
plantas de mostarda, as quais foram submetidas aos seguintes tratamentos:
controle, nanoparticulas sem atrazina (NC), atrazina comercial (ATZ) e
nanoparticulas com atrazina (NA) nas doses de 2000 g/ha e 200 g/ha
(indicacdo de 1/10). Letras diferentes sobre as barras indicam que os
valores foram significativamente diferentes de acordo com a ANOVA de um
fator, seguida do Teste de Tukey (p<0,05).

[00111] A figura 13 apresenta os sintomas visuais nas plantas de milho
do experimento de pés-emergéncia, as quais foram submetidas aos
seguintes tratamentos: controle, nanocapsula sem atrazina diluida em 10x
(NC 1/10), nanocapsula sem atrazina concentrada (NC), atrazina comercial
diluida em 10x (ATZ 1/10), atrazina comercial (ATZ), nanocapsula com
atrazina diluida em 10x (NA 1/10) e nanocapsula com atrazina (NA). A
formulacéo concentrada é referente a 2000 g/ha.

[00112] Em suma, as aplicagdes descritas acima detalham o herbicida
triazinico desenvolvido através do encapsulamento de nanoparticulas.
Também é apresentado todo o processo de fabricacdo dos herbicidas com

seus exemplos na sua forma preferencial e em outras formas alternativas.
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REIVINDICACOES

1. FORMULACAO HERBICIDA caracterizada por conter herbicida
encapsulado em nanoparticulas carreadoras, baseadas em proteina

vegetal e tensoativos, preferencialmente nanoparticulas de zeina.

2. FORMULACAO HERBICIDA, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada por as nanoparticulas possuirem o diametro entre 50 e 380
nm e conter uma quantidade de herbicida (0,1 a 500 mg de ingrediente
ativo/ml), e preferencialmente, a quantidade agronomicamente ativa para
aplicacao do herbicida em culturas € compreendida entre 0,01 a 4 kg/ha,

em relacédo a quantidade de ingrediente ativo.

3. FORMULACAO HERBICIDA, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada por a solucéo proteica ser constituida de entre 1:1 a 60:1
mg/ml de zeina dissolvida em solucdo aquosa contendo um primeiro
solvente polar do tipo alcool, como etanol, metanol;, propanol ou

metilpropanol.

4.  FORMULACAO HERBICIDA, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada por a solucdo herbicida ser constituida de entre 0,1:1 a
1200:1 mg/ml de um herbicida pertencente ao grupo das triazinas, sendo
preferencialmente atrazina, ametrina, simazina ou uma mistura destes,

dispersas em um tensoativo.

5. PROCESSO DE OBTENCAO DA FORMULACAO HERBICIDA,

definida na reivindicacdo 1, caracterizado por:

a. formacéo de uma fase organica;
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b. formacao de uma fase aquosa,
C. precipitacao antissolvente; e,
d. remocéo dos solventes.

6. PROCESSO DE OBTENCAO DA FORMULACAO HERBICIDA, de
acordo com a reivindicacdo 5 caracterizado por a etapa (a) ser
constituida por uma solucao proteica de entre 1:1 a 60:1 mg/ml dissolvida
em uma primeira solugcao aquosa contendo solvente polar da classe dos
alcoois (1:3 a 1:9,5, v/v); e a solucao herbicida é constituida de entre 0,1:1

a 1200:1 mg/ml de uma triazina dispersa em um tensoativo.

7. PROCESSO DE OBTENCAO DA FORMULACAO HERBICIDA, de
acordo com a reivindicacdo 5 caracterizado por a etapa (b) ser formada
pela diluicho em agua de um surfactante ou polimero hidrossolivel em
proporcoes de 1:1 a 60:1 mg/ml e preferencialmente, a fase aquosa é
constituida de entre 1:10 a 40:1 mg/ml de uma solucéo de surfactante nao-

idnico.

9. PROCESSO DE OBTENCAO DA FORMULACAO HERBICIDA, de
acordo com a reivindicagdo 5 caracterizado por na etapa (c) a
precipitacdo com antissolvente ocorrer pela adicdo da fase organica na
fase aquosa em proporcdes de 1:0,5 a 1:20 v/v, e preferencialmente, a
fase organica é adicionada rapidamente na fase aquosa sob agitacao, que

€ mantida, preferencialmente, por 5 a 30 minutos.

10. PROCESSO DE OBTEN(;AO DA FORMULAQAO HERBICIDA, de
acordo com a reivindicacéo 5 caracterizado por a etapa (d) corresponder

a remocao do solvente da mistura da fase organica com a aquosa, sendo
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gue a remocao de solvente é feita em condi¢cdes de vacuo por um periodo
de 5 a 60 min.

11. PROCESSO DE OBTENCAO DA FORMULACAO HERBICIDA, de
acordo com a reivindicacdo 5 caracterizado por alternativamente na
etapa (d) a remocédo de solvente ser feita em condicbes de pressao

reduzida.

12. USO DA FORMULACAO HERBICIDA, definida na reivindicacdol, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 11, caracterizado por ser
para o tratamento de um campo agricola contendo lavouras de milho,
sorgo, cana-de-acucar, soja, trigo, abacaxi, sisal, seringueira; e ser usado
para controlar ou impedir o crescimento de plantas daninhas pertencentes
aos géneros Acanthospermum, Ageratum, Alternanthera, Amaranthus,
Bidens, Brachiaria, Cenchrus, Cyperus, Commelina, Digitaria, Desmodium,
Eleusine, Emilia, Euphorbia, Galinsoga, Hyptis, Indigofera, Ipomoea,

Melampodium, Nicandra, Portulaca, Raphanus, Richardia e Sida.
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RESUMO

FORMULACAO HERBICIDA, PROCESSO DE OBTENCAO DA
FORMULACAO HERBICIDA E USO DA FORMULACAO HERBICIDA.

A presente inovagcdo contempla o campo de invencdo da
Agricultura, mais especificamente no desenvolvimento de novos
compostos quimicos, tais como herbicidas. O presente documento propos
o desenvolvimento de uma nova formulacdo de herbicida, pertencente
preferencialmente a classe dos herbicidas triazinicos, a partir do uso de
nanoparticulas baseadas em proteinas vegetais. Elas sdo capazes de
liberar gradualmente os compostos envolvidos e de promover um aumento
de absorcdo do herbicida, permitindo uma melhoria na efetividade do
herbicida, além de reduzir as dosagens aplicadas. A inovacdo proposta
permitiu a reducdo da toxicidade e da degradacao deste novo herbicida. O
herbicida proposto pode ser usado tanto em pré quanto em pos-
emergéncia e os ensaios de atividade herbicida foram realizados, nas duas
condicdes (pré e pos) com a utilizacdo de modelos biologicos de plantas
alvo e néo-alvo. Nos ensaios foram avaliados a mortalidade das plantas,
as atividades maxima e efetiva do fotossistema II, e parametros
fitométricos. Os resultados alcancados demonstraram que 0 sistema
carreador, desenvolvido com nanoparticulas de zeina, proporcionou maior
efetividade herbicida, mesmo em dosagens reduzidas, sem aumentar a
toxicidade para as plantas n&o-alvo avaliadas. O desenvolvimento
objetivou a resolver o problema técnico de uso excessivo de herbicidas e
toda sua cadeia de consequéncias, seja por contaminacdo do solo, dos
leitos de rios proximos a area de cultivo, dentre outros danos, promovendo
a producéo agricola de modo mais limpo e sustentavel, além de possibilitar

a reducao do custo no processo produtivo.
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