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Inventia se referd la o compozitie utilizatd pentru
tratamentul famililor de albine. Compozitia conform
inventiei este realizatd prin gelifierea a 20 g de amidon
de porumb, reticulat cu 1,6 g acid citric dizolvat Tn 5 ml
de apé sardcitd in deuteriu, Intr-un sistem dispers care
contine, in 75 g apd sarécita in deuteriu, 4 g tuf vulcanic
zeolitic, 10 g eugenol, 2 g ulei esential din flori de

Tagetes minuta, 2 g ulei esential de frunze de Thuja
occidentalis, 0,4 g de lecitind, §i omogenizarea
ulterioard a gelului initial rezultat, cu 60 g solutie acid
formic 85%.
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COMPOZITIE PENTRU TRATAMENTUL FAMILIILOR DE ALBINE

Prezenta inventie se referd la o compozitie pe baza de compusi naturali /
natural identici, acid formic si uleiuri esentiale, inclusi intr-un gel, care se aplica ca
tratament al familiilor de albine, si din care, dupa plasare in stup, se evapora in
timp ingredientele active, actiondnd pentru limitarea populatiei unor agenti
patogeni si a acarienilor paraziti.

Sunt cunoscute compozitii pe baza de compusi naturali / naturali identici,
acid formic si/sau uleiuri esentiale, incluse in structuri gelifiate, destinate
tratamentului familiilor de albine impotriva unor agenti patogeni si a acarienilor
paraziti, in special Varroa destructor. Aceste compozitii simplifica manipularea
unor compusi iritanti, si corozivi in cazul acidului formic, si asigura dozarea optima
pentru o eficacitate ridicata, fara impurificarea mierii cu reziduuri peste pragul de
perceptie organoleptic.

Cererea de brevet CA 2237484 A1 revendica o compozitie care contine
60..80% acid formic si 20..40% compusi gelifianti, amidon, pectina sau guma
xantan. Compozitia mai poate contine eventual si 10...30% mentol si timol,
compusi natural identici cu cei regasiti in uleiurile esentiale de menta, respectiv
cimbru, si este destinata tratamentului famililor de albine impotriva acarienilor
paraziti. Brevetul SUA 6037374 se refera la o compozifie care contine cel putin
60% acid formic, care este inclus intr-un gel de silice coloidala sau acid poliacrilic.
Din aceste compozitii insa acidul formic se poate elibera, la temperaturi ridicate, in
concentratii care pot fi toxice pentru albine si mai ales pentru matci.

Brevetul EP0869714 (B1) descrie o compozitie cu eliberare controlata in
care uleiurile esentiale (si/sau acizii organici) sunt incluse intr-un hidrogel obtinut
prin reticularea unor agenti de ingrosare care formeaza geluri, ca acidul poliacrilic,
carboximetilceluloza, alcoolul  polivininilic, polizaharide  hidrofile, etc.
Exemplificarile brevetului sunt realizate cu acid poliacrilic (Carbopol), care este
reticulat cu trietanolamina. In hidrogelul rezultat in exemplele incluse in descrierea
detaliata a brevetului sunt incluse diferite componente active, uleiuri esentiale,
componente majore ale uleiurilor esentiale, precum timolul, natural identic obtinut
prin sinteza, acid formic si acid acetic. Din acest hidrogel ingredientele active se
evapora treptat, mentindnd o concentratie constanta de vapori in stup, sigura

pentru albine chiar si atunci cand creste temperatura.
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Aceastd compozitie cu eliberare controlatd din hidrogel reticulat prezinta
insa o serie de dezavantaje, legate de separarea pariala in timp a fazei apoase,
mai ales in cazul in care nu este mentinuta la temperaturd constanta si este
supusa unor diferente semnificative de temperatura. In plus, desi hidrogelul este
exemplificat si pentru acizi organici, acetic si formic, revendicarile brevetului se
refera numai la timol. Acizii organici inclusi intr-un astfel de hidrogel ar inter-
actiona cu trietanolamina si ar bloca in timp actiunea acesteia de reticulare a
acidului poliacrilic si de formare a hidrogelului, favorizadnd efectul de separare in
timp a componentei apoase.

Pentru a rezolva problema separarii partiale a fazei apoase in cazul
compozitiei descrise de brevetul EP0869714 (B1) propune utilizarea uleiurilor
esentiale microincapsulate sub formad de coacervate. Microincapsularea se
realizeaza in solutii apoase, cu folosirea unor emulgatori, exemplificati prin
polisorbat 20 (Tween 20), obtinut prin deshidratarea sorbitolului si tratarea
produsilor de deshidratare cu acid lauric si oxid de etilena, iar stratul polimeric al
coacervatelor prezentate in exemplele de realizare a inventiei este format prin
coagularea si reticularea proteinelor. Agarul este preferat in exemplele de
realizare a inventiei ca agent de ingrosare. Compozitia contine intre 10 si 30% ulei
esential, intre 1 si 10% polimer coacervat si intre 0,2 si 5% surfactant neionic.

Brevetul se refera insa numai la incapsularea uleiurilor esentiale si nu
revendica si acizi organici, acid formic gi/sau acetic. Acesti acizi ar interfera cu
proteinele care formeaza coacervatele, destabilizdndu-le si determinand in timp
separarea fazelor microemulsiei.

Compozitiile care includ acizi organici sunt compozitii solicitate de practica,
intrucat au un pref mai mic decat cele care contin numai uleiuri esentiale, iar
aplicarea combinata, acizi organici uleiuri esentiale reduce semnificativ gradul de
infestare si toxicitatea fata de matci (Amrine et al., 2007, Int. J. Acar., 33:99-109).
In plus acidul formic este activ si fata de alti daunatori ai albinelor, cum sunt
acarieni traheali, Acarapis woodi (Garza et al., 1990, Am. Bee J., 130:801) si
nosemoza (Underwood si Currie, 2009, J. Econ. Entomol. 102:1729-36).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a realiza o compozitie
destinata tratarii familiilor de albine, care sa contina ca ingrediente active atat
uleiuri esentiale / componente majore ale uleiurilor esentiale, cat si acizi organici /

acid formic, incluse Tn structuri gelifiate, care sa simplifice manipularea si din care
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aceste ingrediente active sa se elibereze treptat prin evaporare, la nivele sigure
pentru albine chiar si atunci cAnd creste temperatura, si care sa fie stabila in timp,
fara a separa vreuna din fazele componente.

Aceasta inventie are ca obiect furnizarea unei compozitii cu stabilitate
ridicata la pastrare, in care acidul formic este inclus intr-un gel de amidon reticulat
cu acid citric, care contine zeoliti in suspensie $i o emulsie de uleiuri esentiale,
eugenol, ulei esential din flori de Tagetes minuta, ulei esential din frunze de Thuja
occidentalis, si lecitina, in apa saracitd in deuteriu,. Autorii au constatat ca
folosirea apei saracite in deuteriu ca mediu de dispersie pentru compozitia
realizatd creste semnificativ stabilitatea acesteia la pastrare, fara separarea fazei
apoase.

Este un obiect derivat al acestei inventii de a furniza o compozitie de acid
formic si uleiuri esentiale care sa combata nu numai acarienii Varroa destructor, ci
si alli patogeni si daunatori. Autorii au constatat ca prin aplicarea compoziiei
propuse este redus semnificativ i atacul de Ascosphaera apis in familile de
albine tratate.

Ca atare intr-un prim aspect inventia implica realizarea unei compozitii
alcatuite din 160 g gel, realizatd prin gelifierea 20 g de amidon de porumb,
reticulat cu 1,6 g de acid citric dizolvat in 5 ml de apa saracita in deuteriu, intr-un
zeolitic, 10 g eugenol, 2 g ulei esential din flori de Tagetes minuta, 2 g ulei esential
de frunze de Thuja occidentalis, 0,4 g de lecitind, si omogenizarea ultericara a
gelului initial rezultat, cu 60 g solutie acid formic 85%.

Intr-un aspect preferat al inventiei apa saracita in deuteriu contine mai putin
20 ppm deuteriu, lecitina este o lecitina modificatd cu o balanta hidrofil — lipofila
mai mare de 8, iar tuful vulcanic zeolitic contine min. 71% clinoptilolit.

Compozitia conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- Stabilitate ridicatd in timp, fara separarea fazei apoase, datoritd actiunii
stabilizante a apei saracite in deuteriu, care formeaza legaturi de hidrogen mai
puternice ca o consecintad a ponderii mai reduse a moleculelor de apa cu un dipol
mai mic in zona atomului de deuteriu;

- Actiune de combatere a diferifilor patogeni (Nosema spp., Ascosphaera

apis) si daunatori (Varroa destructor, Acarapis woodi) ai albinelor;
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- Efecte secundare limitate asupra albinelor, matcii si puietului, datorita
tendintei de reducere a porilor gelului de amidon reticulat cu acid citric sub efectui
temperaturii si a amplificarii efectului de absorbtie a ingredientelor active in tuful
vulcanic zeolitic.

Se prezinta in continuare un exemplu de realizare a acestei inventii.

Exemplu 1. Se dizolva 1,6 g de acid citric (anhidru, >99%, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, SUA) in 2 ml apa saracita in deuteriu (apa superusoara SU1, >20
ppm deuteriu, Romag Prod SA, Drobeta Turnu-Severin, Romania), iar pH-ul
solutiei se ajusteaza la 3.5 cu solutie de hidroxid de sodiu 10M, obtinuta prin
dizolvarea in apd superusoara a hidroxidului de sodiu BioXtra (>98%, Sigma-
Aldrich). Solutia de acid citric se aduce la un volum final de 5 ml cu apa
superusoara SU1 si se incorporeaza in 20 g de amidon de porumb (Merizet™,
Tate and Lyle, Londra, Marea Britanie), care a fost adus in prealabil intr-un balon
cu fund plat gat rodat. Balonul se inchide cu un refrigerent si se mentine 24 ore la
temperatura camerei, sub agitare cu agitator magnetic, la 10 rpom. Dupa 24 ore
se scoate refrigerentul si peste amidonul reticulat partial cu acid citric din balonul
cu gat rodat se adauga 75 g de apa superusoara, 4 g tuf vulcanic zeolitic (min.
71% clinoptilolit, Clinolit Srl, Rupea, Romania) 10 g eugenol (4-alil-2-methoxifenol,
Merck Millipore, Darmstadt, Germania), 2 g ulei esential din flori de Tagetes
minuta, 2 g ulei esential de frunze de Thuja occidentalis, 0,4 g de lecitina
modificatd cu o balanta hidrofil - lipofilda HLB mai mare de 8 (Thermolec® WFC,
Archer Daniels Midland, Decatur, IL, SUA). Se inchide cu refrigerent si se gelifiaza
prin incalzire si agitare continua, la 10 rpm timp de 60 min. Se raceste la
temperatura camerei, obtinandu-se 100 g gel consistent. In acest gel consistent se
omogenizeaza 60 g solutie de acid formic 85% (Kemira, Helsinki, Finlanda),
obtindndu-se un gel consistent, care poate fi turnat in tavi din material plastic.

Uleiul esential din flori de Tagetes minuta si uleiul esential de frunze de
Thuja occidentalis s-au obtinut prin extragerea materialului vegetal uscat la Soxlet
cu n-hexan, uscare cu sulfat de sodiu anhidru si evaporarea solventului.

Produsul a fost experimentat in toamna anului 2012, la sfarsitul lunii
septembrie, intr-o perioada in care temperatura medie din timpul zilei a variat
intre 16,8 si 23,5°C. Experimentul a fost realizat in cadrul unei singure stupine,
apartinand unuia dintre autori, $i a inclus urmatoarele variante experimentale: V4

— marntor netratat; V, — tratament cu un produs etalon pe baza de timol aplicat prin
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vaporizare (Apiguard®, 2 tavite a 50 g gel, 12,5 g timol per taviti, deasupra
ramelor, sub podigor); V3 — tratament cu 102 g solutie acid formic 50%, absorbita
in fasii de tifon, care apoi au fost amplasate vertical intre ramele stupului; V4 -
produs conform exemplului de realizare a inventiei, aplicat prin vaporizare, dupa
divizarea egald a celor 160 g in 2 tavite, fiecare cu suprafata 80 cm? in care se
depun uniform cate 80 g gel, si amplasarea tavitelor deasupra ramelor, sub
podigsor. Fiecare varianta experimentald a inclus patru repetitii, fiecare repetitie
incluzand céate 3 stupi, fiecare stup avand 15.000 albine; randomizarea celor patru
variante in patru repetitii a fost facuta in patrat latin.

inainte de aplicarea tratamentelor s-au prelevat cate 300 de albine din cate
trei rame pe care s-a determinat gradul de infestare prin utilizare metodei propuse
de De Jong et al., 1982, Apidologie 13: 297-303. Pentru diagnosticarea prezentei
Varroa pe puiet au fost inspectate, prin deschidere, céate 100 celule de puiet de
lucratoare din fiecare stup. Pe baza rezultatelor coloniile au fost impartite in trei
categorii de infestare cu Varroa, scazut, mediu, ridicat, iar fiecare repetitie a inclus
cate o colonie din fiecare categorie de infestare. La sfarsitul perioadei de
experimentare de 4 saptamani s-a procedat din nou la o estimare a infestarii cu
acarieni din stupii folositi in experiment, prin prelevarea a cate 300 albine per
colonie si a cate 100 de larve. Eficacitatea fiecarui tratament a fost calculata prin
folosirea formulei Henderson - Tilton (Henderson si Tilton, 1955, J. Econ. Entomol.
48:157-161):

Acarieni netratat inainte trat. x acarieni varianta dupa trat.

Eficacitatea % = (1 - )* 100

Acarieni netratat dupa trat. x acarieni varianta inainte trat.

Monitorizarea evolutiei ascosferozei s-a realizat prin determinarea mediei
insumate saptamanal a numarului zilnic de larve moarte (puiet varos, simptom
infectie Ascosphaera apis) scoase la urdinis. Datele obtinute in cadrul
experimentului s-au prelucrat prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft, Tulsa,
OK, SUA).

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1 de mai jos. Aceste rezultate
demonstreaza o eficacitate buna a produsului realizat conform inventiei fata de
Varroa destructor, care este peste nivelul produsului comercial folosit ca referinta,
si care este statistic semnificativ superioara acidului formic, administrat in doza

similara, fara uleiuri esentiale.
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Tab. 1. Eficacitatea produsului conform inventiei, aplicat concomitent ca
stropire a emulsiei care actioneaza prin vaporizare si ca supliment in hrana

albinelor a emulsiei care stimuleaza albinele*.

Eficacitate anti- Puiet véros
Tratament Varroa (%) (nr. mediu larve pe
° saptdmana)
V; martor netratat - 412d J
. ® . .

\{2 _Aplguard , 2 tavite a 50 g gel, 12,5 g timol per 73.61ab 148e
tavita
V3 102 g solutie acid formic 50%, absorbita in fasii de
tifon, amplasate vertical intre ramele stupului 64,522 181de
V, - tratament conform ex. 3 de realizare a inventiei 78,42b 82f

*valorile urmate de aceeasi literd nu difera semnificativ pentru P>0,05
**media lunara per varianta a lunii de cules la floarea-soarelui, care a urmat la 28 zile de la
aplicarea tratamentului

Activitatea fatd de Ascosphaera apis este semnificativ mai mare in cazul
produsului realizat conform inventiei, numarul de larve mumifiate cu simptome de
infestare cu Ascosphaera apis (,puiet varos”), scoase la urdinisg, fiind semnificativ
mai mic la varianta tratatd cu produs conform inventiei, comparativ cu celelalte
tratamente, in conditile experimentale date. Nu s-au constatat efecte secundare

asupra familiilor de albine sau asupra matcilor.
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REVENDICARI

1. Compozitie destinata tratarii familiilor de albine caracterizata prin aceea
ca este alcatuita din 160 g gel si este realizata prin gelifierea 20 g de
amidon de porumb, reticulat cu 1,6 g de acid citric dizolvat in 5 ml de
apa saracita in deuteriu, intr-un sistem dispers care contine, in 75 g apa
esential din flori de Tagetes minuta, 2 g ulei esential de frunze de Thuja
occidentalis, 0,4 g de lecitind, si omogenizarea ulterioara a gelului initial
rezultat, cu 60 g solutie acid formic 85%.

2. Compozitie conform revendicarii 1 caracterizatd prin aceea ca apa
lecitind modificata cu o balanta hidrofil — lipofild mai mare de 8, iar tuful
vulcanic zeolitic contine min. 71% clinoptilolit.

3. Compozitie conform revendicarii 1 caracterizata prin aceea ca se aplica
aplicat prin vaporizare, dupa divizarea egala a celor 160 g in 2 tavite,
fiecare cu suprafata 80 cm? in care se depun uniform cate 80 g gel, si

amplasarea tavitelor deasupra ramelor, sub podisor.
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