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diluarea cu sirop de zahar sau sirop de glucoza-
fructoza din porumb, intr-un raport de 1:1, pentru stro-
pirea stupului, sau intr-un raport de 1:9, pentru hrana
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toamna inaintea iernarii, sau in perioadele de Tnceput al
culesului.
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SUPLIMENT NUTRACEUTIC PENTRU FAMILIILE DE ALBINE S| PROCEDEU DE
ADMINISTRARE

Prezenta inventie se refera la un supliment nutraceutic pentru albine, destinat
cresterii tolerantei acestora la stresurile biotice si abiotice, prin activarea sistemelor
de aparare, imune / impotriva stresurilor biotice, produse de patogeni si paraziti, si de
detoxifiere / impotriva stresurilor abiotice, produse de poluantii chimici.

Sunt cunoscute o serie de compozitii destinate stimularii sistemelor de aparare
din albine, folosite si pentru suplimentarea hranei de substitutie. Hrana de substitutie,
larg utilizatd pentru furajarea albinelor, pe baza de zahar invertit si/sau sirop de
fructoza-glucoza, nu contine o serie de compusi cu rol in sustinerea albinelor in lupta
impotriva parazitilor, patogenilor si poluantilor xenobiotici. Mai mult, siropurile pe
baza de zahar invertit sau dextroza izomerizata / amestec de glucoza si fructoza,
contin hidroximetilfurfural, compus care, peste anumite limite, are efecte negative
asupra albinelor (Zirbes et al., 2013, J. Agric. Food Chem., 61, 11865-11870).

Albinele melifere sunt cei mai importanti polenizatori utilizati in sistemele de
management antropic al culturilor agricole. Importanta lor economica majora nu este
data de produsele stupului (miere, polen, propolis, extracte de larve de trantor, etc.),
ci de rolul lor in polenizare. Circa 75% din culturile agricole depind de polenizarea de
catre insecte, valoarea economica a insectelor polenizatoare fiind estimata la 153
miliarde euro (Gallai et al., 2009, Ecol Econ 68: 810-821). Politicile agricole aplicate
in diferitele zone ale lumii, cum este de exemplu cea de sustinere a culturilor pentru
biocombustibili in Uniunea Europeana, cresc semnificativ necesarul de albine
melifere polenizatoare (Breeze et al., 2014, PloS One, 9, €82996). Sindromul de
colaps al coloniilor, in care interactia dintre factorii de stres biotici si abiotici are un
rol major (Staveley et al. 2014, Hum. Ecol. Risk Asses. Inter. J., 20, 566-591)
determina pierderi economice semnificative si genereaza ingrijorare in ceea ce
priveste viitorul productiilor culturilor agricole polenizate de albine. Sustinerea
mecanismelor naturale de aparare a albinelor impotriva factorilor de stres biotici,
inclusiv a parazitului devastator Varroa destructor si a virusurilor pe care acesta le
transmite, si abiotici, si in special a insecticidelor sistemice, reprezintd una din
principalele modalitati de interventie in vederea limitarii factorilor care afecteaza

populatiile de albine melifere.
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O serie din compozitiile brevetate cu rol in stimularea sistemelor de imune din
albine contin compusi naturali din categoria polifenolilor. Brevetul SUA 7597912 B
descrie utilizarea extractelor de hamei, care includ acizi (fenolici) alfa, humulone,
adhumulone, cohumulone si/sau derivati, si/sau acizi (fenolici) beta, lupulone,
adlupulone, colupulone, si/sau derivati, pentru tratarea si prevenirea atacului
acarienilor paraziti. Cererea de brevet KR20140045726 A se refera la o compozitie
de hranire a albinelor care include polifenoli din tarate de orez. Cererea de brevet EP
2193722 A1 revendica un procedeu de obtinere a hranei de albine din pari ale
plantelor bogate in compusi polifenolici.

Alte compozitii cu rol in activarea sistemelor imunitare din albine sunt cele
care includ pre- si probiotice. Bacterii probiotice sunt benefice pentru sanatatea
albinelor (Vasque et al, 2012, PLoS One, 7:e33188), prevenind infectia cu
Paenibacillus larvae, bacteria care produce loca americana (Mudronova et al., 2011,
J. Api. Res., 50:323-324), si stimuland raspunsul imun al albinelor (Evans si Lopez,
2004, J. Econ. Entomol., 97:752-756). Cererea de brevet SUA 20130064796 A
prezintd utilizarea unei compoziti care include bacterii acetice din genul
Sacharibacter, impreuna cu una sau doua bacterii antagoniste care formeaza spori
(Bacillus thuringiensis si Bacillus laterosporus), pentru protectia impotriva patogenilor
bacterieni, cum este de exemplu Paenibacillus larvae care produce loca americana.
Cererea de brevet KR20130101370 protejeaza o compozitie de hrana pentru albine
care include 0,05 - 5 parti de bacterii probiotice din grupul reprezentat de
Lactobacillus plantarum YMLOO1, Lactobacillus plantarum YMLOO04, si Leuconostoc
citreum KM20.

Pre-bioticele, compusii care favorizeaza dezvoltarea bacteriilor probiotice, au
fost de asemenea incluse in diferitele compozitii destinate activarii sistemelor de
aparare din albine. Fructo-oligozaharidele sunt prezentate in cererea de brevet
KR20100125738 A ca prebiotic in combinatie sinbiotica cu bacteriile prebiotice din
grupul lactobacililor Streptococcus faecium, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
lactis, si al bacililor gram pozitivi sporulanti, inclusiv Bacillus subtilis. Cererea de
brevet RO128464 A se referd la o compozifie pentru protectia albinelor impotriva
bolilor si daunatorilor, prin activarea sistemelor de aparare ale albinelor si prin
limitarea dezvoltarii populatiilor de agenii patogeni si daunatori, care include fructo-

oligozaharide probiotice si uleiuri esentiale.
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Un dezavantaj comun al compozitiilor prezentate mai sus este determinat de
faptul ca nu prezintd componente care sa activeze specific si genele de detoxifiere
din albine. La albine activarea genelor de detoxifiere este insotitd si de o exprimare
superioara a genelor implicate in imunitatea albinelor (Mao et al, 2013, PNAS,
110:8842-8846), speciile reactive de oxigen fiind efectori si semnale comune in
desfagurarea cdilor metabolice specifice celor doua raspunsuri fiziologice (Nathan si
Cunningham-Bussel, 2013, Nat. Rev. Immunol. 13: 349-361). Albinele au un deficit
al genelor implicate in detoxifiere, comparativ cu alte insecte (Claudianos et al., 2006
Ins. Mol. Biol., 15, 615-636). Sistemele de detoxifiere sunt induse semnificativ numai
de o serie de compusi naturali din polen si propolis, fiind mult mai putin induse de
compusi xenobiotici, cum ar fi insecticidele sistemice neo-nicotinice utilizate pentru
tratamentul semintei sau acaricidele folosite pentru lirnitarea dezvoltarii acarienilor
paraziti (Mao et al.,, 2013, PNAS, 110:8842-8846). Datoritd acestei particularitati, de
inducere comuna a sistemelor de aparare majore, imune si de detoxifiere, albinele
sunt mai afectate de diferitele xenobiotice de origine antropica, comparativ cu alte
insecte. Dozele sub-letale de insecticide fac albinele mult mai sensibile la atacul
agentilor patogeni (Doublet et al, 2014, Environ. Microbiol. doi:10.1111/1462-
2920.12426, Pettis et al. 2012, Naturwiss., 99, 153-158). O activare concomitenta a
enzimelor implicate in imunitate si in detoxifiere ar determina o crestere sinergica a
tolerantei albinelor la stresurile abiotice din mediu, in special xenobiotice, si la cele
biotice, reprezentate de atacul parazitilor si al agentilor patogeni.

Un alt dezavantaj al compozitiilor descrise mai sus se refera la faptul ca nu
actioneaza si la nivelul mecanismelor implicate in imunitatea socialad a albinelor, fiind
destinate activarii sistemelor de aparare la nivelul albinelor individuale. Albinele, ca si
celelalte insecte sociale, au evoluat pentru dezvoltarea unei imunitati sociale, cu rol
in combaterea riscului crescut de transmitere a bolilor si a parazitilor, rezultat din
aglomerarea specificd modului social de viata (Cremer et al., 2007, Curr. Biol., 17,
R693-R702). Mesagerii chimici / feromonii sunt esentiali pentru buna functionare a
acestei imunitatii sociale (Richard si Hunt, 2013, Ins. Soc., 60, 275-291).

Aditivii alimentari care actioneaza ca potentatori de aroma sunt compusi care
stimuleaza imunitatea socialda, pentru cad reduc pragul de perceptie a mesagerilor
chimici volatili implicati in acest tip de imunitate. Maltolul, larg utilizat pentru a potenta
aroma alimentelor (Leblanc si Akers, 1989, Food Techn., 43, 18-84), a fost inclus in

cadrul unor compozitii pentru atragerea insectelor (brevet JPS5345368 B2) si este
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unul din ingredientele unor compozitii destinate tratarii familiilor de albine. Brevetul
RO 115411 se refera la utilizarea maltolului, formulat ca tabletad efervescenta, pentru
tratarea bolilor fungice ale albinelor. Cererea de brevet RO 129059 descrie utilizarea
unei compozitii care include si maltol, aldturi de clorura de dimetil-alchil -C12-C16-
benzil amoniu si propolis, pentru tratarea albinelor. Cererea de brevet RO 128464 A
asociaza maltolul fructo-oligozaharidelor si uleiurilor esentiale, pentru a obtine un
produs cu rol in combaterea patogenilor si parazitilor albinelor.

Desi maltolul are o actiune anti-oxidanta (Murakami et al. 2001, Biomed.
Res., 22, 183-186), in prezenta metalelor tranzitionale, si in special a fierului, maltolul
poate avea o actiune pro-oxidantd (Murakami et al. 2006,. Biomet., 19, 253-257). O
supra-producere de specii reactive de oxigen datorita complexelor de maltol si fier
intervine in delicatul echilibru al cailor metabolice de detoxifiere si de aparare,
determinand aparitia unor nivele de specii reactive de oxigen cu efecte patologice.
Stresul oxidativ, rezultat din astfel de nivelele supra-fiziologice / patologice ale
speciilor reactive de oxigen, este implicat si in deteriorarea memoriei olfactive a
albinelor lucratoare (Farooqui, 2014, Front. Gen., 5, 60). Sunt necesare deci
compozitii care sa includd compusi care sa prevind acfiunea pro-oxidantd a
maltolului, prin care acesta ar actiona antagonic asupra sistemelor de apérare si de
detoxifiere la nivelul albinelor, si asupra memoriei olfactive implicate in imunitatea
sociala, inclusiv in recunoasterea surorilor din acelasi stup.

Maltolul inhiba dezvoltarea lactobacteriilor (Banerjee et al., 1980, Experientia,
36, 313-315) si permeabilizeaza membrana celulara bacteriand (Schved et al., 1996.
Lett. Appl. Microb., 22, 189-191). Aceste caracteristici nu sunt favorabile bacteriilor
probiotice specifice famililor de albine, lactobacteriilor fructofilice. Aceste bacterii,
puse in evidenta recent (Endo et al., 2009. System. Appl. Microb., 32, 593-600), sunt
adaptate unor nise bogate in fructoza, cu o activitate redusa a apei / presiune
osmotica mare. Actiunea inhibitorie a maltolului asupra lactobacteriilor, ca si actiunea
de modificare a permeabilitafii membranei celulare, afecteazd capacitatea
lactobacteriilor fructofilice de a se supraviefui intr-un mediu cu presiune osmotica
mare. Pentru a mentine actiunea de favorizare a comunicarii feromonale implicate
in imunitatea socialda a famililor de albine exercitate de maltol, fara afectarea
dezvoltarii lactobacteriilor fructofilice benefice albinele, sunt necesare compozitii care
sa includa componente care sd anuleze efectele negative ale maltolului asupra

lactobacteriilor fructofilice.
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Un exemplu de ingrediente active care stimuleazd lactobacteriilor fructofilice
sunt fructo-oligozaharidele (Dominguez et al., 2014, Food Bioproc. Technol. 7, 324-
337.). Concentratia in care fructo-oligozaharidele se regdsesc in miere, si care
sustine dezvoltarea unor bacterii probiotice benefice este de max. 58 mg/kg (0,058
mga/g, Mei et al., 2010, Int. Food Res. J., 17:557-561). O cantitate mai ridicata de
fructo-oligozaharide, in special din cele cu 3 si mai mult resturi de fructoza, reprezinta
un indicator de falsificare a mierii cu sirop de fructoza obtinut din inulina (Ruiz-Matute
et al., 2010, J. Food Compos. Anal. 23: 273-276), astfel incat fructo-oligozaharidele
trebuie dozate cu precizie pe stup, pentru a asigura dezvoltarea unor microbiocenoze
benefice albinelor, cu antagonism fata de microorganismele patogene pentru albine
si cu actiune de stimulare a imunitatii albinelor, fara a genera posibile probleme,
legate de suspiciuni privind falsificarea mierii.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a descrie o compozitie
care sa includa compusi care nu interactioneazd antagonic, ci sinergic /
complementar, cu actiuni de: (i) stimulare concomitenta a sistemele de detoxifiere i
de aparare la nivelul fiecarei albine; (i) favorizare a comunicarii feromonale implicate
in imunitatea sociala a famililor de albine, si (i) facilitare a dezvoltarii
lactobacteriilor fructofilice benefice famililor de albine. Este un obiectiv derivat al
acestei inventii de a descrie un procedeu prin care aceastd compozifie sa fie
administrata in cantitati precis dozate, in functie de actiunea dorita, prin pulverizare,
pe corpul stupului, pentru a se vaporiza ulterior in stup, si/sau pe ramele de albine si
pe albine, pentru a stimula preponderent imunitatea sociala in familile de albine,
si/sau prin includere ca supliment nutritiv in hrana administrata albinelor, pentru a
stimula preponderent sistemele moleculare de detoxifiere si aparare de la nivelul
fiecarei albine.

Autorii au descoperit ca o combinatie echimolara de acizi hidroxicinamici, acid
p-cumaric si acid cafeic, aplicata in raport de masa de 1:5 fata de maltol, anuleaza
actiunea inhibitorie a acestuia faid de lactobacteriilor fructofilice. De asemenea
autorii au gasit cd acest amestec de acizi hidroxicinamici blocheaza efectul pro-
oxidant al maltolului in tesuturile albinelor, determindnd concomitent si o stimulare
semnificativa a unei componente cheie din sistemelor de apérare din albine.

Compozitia conform inventiei este alcatuita din 0,395 - 0,41 parti acid p-
cumaric, 0,395 - 0,45 parti acid cafeic, 4,15 - 4,3 parti maltol, 4,25 - 4,4 parti fructo-

oligozaharide cu mai putin de 10 resturi de hexoze in molecula, 0,97 - 1 parii stearat
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de magneziu, 33,9 - 35 parti bicarbonat de sodiu, 15,5 - 16 parti acid citric, 11,6 - 12
parti acid tartric, 23,3 - 24 parti amestec dextroza — maltoza cristalizat prin
pulverizare, apa pana la 100 parii.

Procedeul de aplicare a produsului conform inventiei este alcatuit din
urmatoarele etape: dizolvarea a 1 g din compozitia de mai sus predozata, formulata
ca tableta efervescenta, in 100 ml apa, urmata de diluarea cu sirop (invertit) de zahar
sau sirop de glucoza-fructoza din porumb, in raport de 1:1, in cazul solutiei destinate
utilizarii pentru stropirea corpului stupului sau a ramelor de albine si a albinelor, sau
in raport de 1:9 a celei utilizate ca supliment in hrana albinelor, aplicarea in acelasi
timp, 1in cadrul tratamentelor de toamna inaintea iernarii, prin stropire pe corpul
stupului si prin stropire pe ramele cu albine si pe albine, a solutiei formate prin diluare
in raport 1:1 cu hrana pentru albine, pentru stimularea preponderenta a imunitatii
sociale, sau aplicarea concomitenta, in perioadele de inceput de cules sau de lipsa
de nectar, prin stropire pe corpul stupului a solutiei formate prin diluare in raport 1:1,
si ca supliment nutraceutic stimulativ in hrana albinelor, a solutiei diluate in raport de
1:9 in hrana pentru albine.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- Actiune complementard si/sau sinergicd a ingredientelor compoziiei
conform inventiei asupra: sistemelor de aparare, imune si de detoxifiere,
de la nivelul albinelor individuale;  microbiocenozei lactobacteriilor
fructofilice de la nivelul tractului digestiv al albinelor si de la nivelul stupului;
imunitatii sociale mediate prin mesageri chimici volatili;

- Tabletare prin comprimare directa datoritda utilizarii amestecului de
dextroza — maltoza cristalizat prin pulverizare;

- Stabilitatea in timp crescutad ca urmare a utilizarii unui sisteme efervescent
in care acidul citric este partial inlocuit de acid tartric;

- Aplicarea usoara cu respectarea riguroasa a dozei chiar in conditii de
teren, datoritd pre-dozarii ca tabletd efervescenta, care asigura si o
omogenizare a solutiei de aplicat in timpul dezagregarii efervescente;

- Neafectarea valorii comerciale a mierii;

- Eficacitatea ridicata in combaterea patogenilor fungici si efect adjuvant cu
produsele naturale utilizate pentru combaterea acarienilor paraziti,

respectiv uleiurile esentiale si acidul formic;
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- Posibilitatea aplicarii dupa necesitati, prin stropirea corpului stupului si/sau
stropirea ramelor si a albinelor si/sau adaugare n hrana albinelor;

- Stimularea activitatii de hranire a albinelor, datoritd maltolului care este si
un potentator de aroma;

- Omogenizarea componentei volatilizabile aplicate pe partea inferioara a
podisorului, datorita actiunii de ventilare realizate de albinele care zboara
spre hranitorul de pe podisor.

In continuare inventia va fi descrisa prin prezentarea unor exemple de

realizare.

Exemplul 1. Intr-un vas de amestecare se amesteca in proporiie geometrica 1

g stearat de magneziu (Parteck® Lub MST, Merck, Darmstadt, Germania), 4,24 g de
acid p-cumaric, denumire IUPAC acid (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenoic (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo, SUA), 4,66 g de acid cafeic, denumire IUPAC acid 3-(3,4-
dihidroxifenil)-2-propenoic,  (Cayman Europe, Talin, Estonia), 44,5 g maltol,
denumire IUPAC 3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona (Otsuka Chemical, Naruto,
Japonia), 45,5 g fructo-oligozaride cu mai putin de 10 resturi de hexoze in molecula
(Orafti®P95, Orafti-Beneo, Tienen, Belgia), 362 g bicarbonat de sodiu (carbonat acid
de sodiu Emprove®, Merck), 165 g acid citric, denumire IUPAC acid 2 hidroxi-1,2,3-
propan tricarboxilic (Citric Acid Anhydrous Fine Granular 16/40, Citrigue Belge,
Tienen, Belgia), 124 g acid tartric, denumire IUPAC acid 2,3-dihidroxisuccinic (tartaric
acid, Emprove®, Merck), 248 g amestec dextrozi — maltoza cristalizat prin
pulverizare (Emdex®, Edward Mendell, Carmel, NY, SUA). Ingredientele se usuca in
etuva la 105°C, timp de 4 ore, si apoi se tableteaza direct pe o presa de tabletat EP-1
(Erweka, Heusenstamm, Germania), in matrite cu diametrul de 18 mm, la o presiune
de 1,8.. 2 tone forta. Se obtin tablete de 1+0,035 grame, care au o duritate de 9,2
pana la 10,5 kPa, si un timp de dezagregare cuprins intre 60 si 80 secunde. In
functie de umiditatea relativd a mediului compozitia tabletelor este de 0,395-0,41
parti acid p-cumaric, 0,395-0,45 parti acid cafeic, 4,15-4,3 parii maltol, 4,25-4,4 pari
fructo-oligozaharide cu mai putin de 10 resturi de hexoze in molecula, 0,97-1 pani
stearat de magneziu, 33,9-35 parii bicarbonat de sodiu, 15,5-16 parti acid citric, 11,6-
12 pari acid tartric, 23,3-24 parii amestec dextrozd — maltoza cristalizat prin

pulverizare, apa pana la 100 parti.
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Tabletele se ambaleaza separat in folie laminata tri-strat, polipropilend —
aluminiu — polietilentereftalat, care reprezintd o barierd la urniditatea atmosferica,
asigurand o stabilitate la pastrare superioara.

Optimizarea raportului dintre acizii hidroxicinamici, p-cumaric si cafeic, si
maltol, s-a realizat cu ajutorul unor experimente programate prin tehnica suprafetelor
de raspuns, cu ajutorul soft-ului Design-Expert® v.9.0 (Stat-Ease, Minneapolis, MN,
USA). S-au folosit doua bioteste, prin care s-a urmarit efectul diferitelor combinatii de
maltol si acizi hidroxicinamici, p-cumaric s$i cafeic, asupra cresterii lactobacteriilor
fructofilice si asupra stresului oxidativ si inducerii CYP9Q, enzima din clasa citocrom
P450 monooxigenazelor cu rol cheie in sistemele de aparare din albine (Mao et al.,
2013, PNAS, 110:8842-8846).

Tulpina de Lactobacillus kunkeei DSM 12361, care este una din lactobacteriile
fructofilice benefice albinelor (Endo si Salminen, 2013, System. Appl. Microbiol., 36,
444-448), a fost cultivata in prezenta de maltol, acizi hidroxicinamici, p-cumaric si
cafeic, si amestec de maltol si acizi hidroxicinamici in diferite proportii, pe mediu
lichid fructoza — extract de drojdie — polipeptona (FYP) cu urméatoarea formula: 300
g/l fructoza, 10 g/l extract drojdie, 5 g/l polipeptona, 2 g/l acetat de sodiu trihidrat, 10
mi/l Tween 80, 0,02 g/l MgS04.7H,0, 0,02 g/L MnSO4. 4H,0, 2 g/L of FeSO4. 7H.0,
2 g/L NaCl. Raportul de 4,1 parti acid p-cumaric, 4,5 parti acid cafeic si 43 padi
maltol, determinat ca fiind optim in privinta stimularii dezvoltarii bacteriilor L. kunkeei,
a fost retestat in conditii de laborator, folosind 400 g/l sirop de fructoza — glucoza
(Isosugar 031™ Tate and Lyle, Londra, Marea Britanie, cu 74,8% substanta uscatd,
din care 50,2% este reprezentata de fructoza) in loc de 300 g/l fructoza. Rezuitatele,
prezentate in tabelul 1 de mai jos, aratda cé acizii hidroxicinamici compenseaza

efectele negative ale maltolului asupra lactobacililor fructofilici.

Tab. 1. Efectul maltolului, acizilor hidroxicinamici, p-cumaric si cafeic, si al

amestecului acestora asupra dezvoltarii lactobacteriilor fructofilice L. kunkeei.

Dezvoltare Producere
Varianta experimentala cultura acid lactic

(% martor) (% martor)
Mediu FYP cu sirop de fructoza - glucoza 100% 100%
:\nllgﬁgjl FYP cu sirop de fructoza — glucoza + 21,5 mg/I 76.8 67.9
Mgdlu FYP cu sirop de fructqza - glucoza + 2,05 mg/l 1235 1125
acid p-cumaric si 2,25 mg/l acid cafeic
Mediu FYP cu sirop de fructoza — glucoza+ 21,5 mg/l 107 4 104.8
maltol, 2,05 mg/l acid p-cumaric si 2,25 mg/l acid cafeic ’ '
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Pentru testarea efectului maltolului, acizilor hidroxicinamici, p-cumaric si
cafeic, si a amestecului lor, asupra stres-ului oxidativ si inducerii CYP9Q, 15 albine
lucratoare cu varsta de 1 zi au fost plasate in cutii de plastic de 500 ml, acoperite cu
tifon, si hranite cu 1 g de turta glucidica (martor) sau 1 g turta glucidica la care s-au
adaugat compusii de testat. Turta glucidica s-a obtinut din parii egale de zahar pudra
si sirop de fructoza — glucoza (Isosugar 031™, Tate and Lyle). In siropul de fructoza -
glucoza s-au omogenizat in prealabil compusii de testat. Dupa trei zile abdomenele
albinelor au fost prelevate prin disectie, inghetate in azot lichid, si stocate la -80°C, in
vederea extragerii ARN pentru analiza exprimarii CYP9Q si pentru determinarea
peroxizilor lipidici (ca malondialdehida), ca markeri ai stresului oxidativ. ARN a fost
extras din abdomenele inghetate prin metoda TRIzol (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SUA), tratate cu DNAse (Ambion® protocol, Thermo Fisher
Scientific) si utilizate pentru analiza cantitativa a exprimarii CYP9Q prin RT-PCR,
conform procedurii descrise de Mao et al., 2011 (PNAS, 108, 12657-12662).
Peroxizii lipidici au fost determinati ca malondialdehida, cu acid tiobarbituric (Rael et
al., 2004, J. Biochem. Mol. Biol., 3, 749-752).

Rezultatele, prezentate in tabelul 2 de mai jos, arata ca acizii hidroxicinamici
limiteaza efectul pro-oxidant al maltolului in organismul albinelor si ca determina o

inducere semnificativa a exprimarii CYP9Q.

Tab. 2. Efectul maltolului, acizilor hidroxicinamici, p-cumaric si cafeic, si al
amestecului acestora asupra stres-ului oxidativ si inducerii CYP9Q, enzima din clasa

citocrom P450 monooxigenazelor cu rol cheie in sistemele de aparare din albine.

, Stres oxidativ - Inducere
Varianta experimentala MDA (% martor) CYP9Q (%
° martor)

Turtd glucidica cu zahar si sirop de fructoza - o o
glucoz3 100% 100%
Turtd glucidica cu zahar si sirop de fructoza - o
glucoza + 4,3 pg/g maltol 123,7% 102,9
Turtd glucidica cu zahar si sirop de fructoza -
glucoza + 0,41 pg/g acid p-cumaric si 0,45 pg/g acid 73,5 164,7
cafeic
Turtd glucidicd cu zahar si sirop de fructozad -
glucoza + 4,3 ug/l maltol, 0,41 pg/l acid p-cumaric i 92,4 174,6
0,45 ug/l acid cafeic |

*MDA — malondialdehida, marker pentru stresul oxidativ, formata din peroxizi lipidici, determinata cu
acid tiobarbituric

Exemplul 2. La inceputul culesului sau in perioadele lipsite de cules se aplica

un prim tip de tratament combinat. Se dizolva o tableta efervescenta de 1 g in 100 m|
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apa potabila, urmata de diluarea cu sirop (invertit) de zahar sau sirop de glucoza-
fructoza din porumb, in raport de 1:1, in cazul solutiei destinate utilizarii pentru
stropirea corpului stupului, sau in raport de 1:9 a celei utilizate ca supliment in hrana
albinelor. Solutia diluata in raport 1:1 cu hrana pentru albine se aplica prin stropire pe
partea inferioara a podisorului care acopera ramele, pentru stimularea preponderenta
a imunitatii sociale mediate de compusi chimici volatili. Solutia diluata in raport de 1:9
cu hrana de albine se aplica in hranitorul de podisor. Atragerea albinelor in zona de
vaporizare a solutiei aplicate pe partea inferioara a podigorului favorizeaza
expunerea albinelor si a parazitilor de pe albine la actiunea vaporilor de maltol si
omogenizeaza vaporii in stup sub actiunea curentilor de aer asociati zborului
albinelor.

Procedeul de aplicare a fost experimentat in primavara anului 2014, intr-o
perioada cu lipsa temporara de nectar, intre sfarsitul culesului la salcdm si inainte de
inceperea culesului la floarea-soarelui. Experimentul s-a realizat in cadrul unei
singure stupine, si a inclus urmatoarele variante experimentale: V1 — martor netratat;
V, — tratament cu 1,8 kg de sirop de zahar invertit (Apiinvert®, Agrana, Viena,
Austria) in care s-au omogenizat 200 ml solutie rezultata prin dizolvarea a 2 tablete
efervescente conform Ex.1, aplicat in hranitorul de podisor; V3 — tratament cu 200 g
de solutie rezultata prin diluarea a 100 ml solutie In care s-a dizolvat 1 tableta
efervescents conform Ex.1, cu 100 g sirop invertit de zahér (Apiinvert®, Agrana), prin
stropire pe podisor; V4 - tratament combinat, cu 200 g de solutie rezultata prin
diluarea a 100 ml solutie in care s-a dizolvat 1 tableta efervescenta conform Ex.1, cu
100 g sirop invertit de zahar (Apiinvert®, Agrana), prin stropire pe podisor, tratament
cu 1,8 kg de sirop de zahar invertit (Apiinvert®, Agrana) in care s-au omogenizat 200
ml solutie rezultatd prin dizolvarea a 2 tablete efervescente conform Ex.1, aplicat in
hranitorul de podisor. Fiecare varianta experimentala a inclus patru repetitii, fiecare
repetitie incluzand cate 3 stupi, fiecare stup avand 15.000 albine; randomizarea celor
patru variante in patru repetitii a fost facuta in patrat latin.

Stupii au fost cantariti la inceputul perioadei de experimentare si dupa 4
saptaméni de experimentare. Monitorizarea in timp a efectului produsului asupra
infestarii cu acarieni a fost realizata prin folosirea unei foi de carton depusa pe fundul
anti-Varroa, pe care s-au inregistrat acarienii mori. Monitorizarea evolutiei
ascosferozei s-a realizat prin numararea zilnica a larvelor moarte (puiet varos,

simptom infectie Ascosphaera apis) scoase la urdinis. Datele obtinute in cadrul
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experimentului s-au prelucrat prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft, Tulsa, OK,
SUA).

Rezultatele sunt prezentate in tab.3. Aceste rezultate demonstreaza o
eficacitate bun@ a produsului realizat si aplicat conform inventiei, concomitent prin
stropire a solutiei care actioneaza prin vaporizare pe podisor, pentru stimularea
imunitatii sociale, si ca supliment in hrana albinelor a emulsiei destinate stimularii

sistemelor de aparare la nivelul fiecarei albine.

Tab. 3. Eficacitatea produsului conform inventiei, aplicat concomitent ca
stropire a solutiei care actioneaza prin vaporizare si ca supliment in hrana albinelor

a solutiei pentru stimularea albinelor®.

Puiet varos

Acarieni morii ) Variatie
Tratament (nr. mediu pe (nr. mediu mastél
sSptamans) lave pe | siup (kg)
saptdmana)
| V, martor netratat 172¢ 224c¢ 2,25¢
V, tratament cu 1,8 kg de sirop de zahar
invertit in care s-au omogenizat 200 ml solutie
rezultatda prin dizolvarea a 2 tablete 368ab 98b 3,07b
efervescente conform Ex.1, aplicat in hranitorul
de podisor
V; tratament cu 200 g de solutie rezuitata prin
diluarea a 100 ml solutie in care s-a dizolvat 1 312p 105b 2.94b

tabletd efervescentad conform Ex.1, cu 100 g
sirop invertit de zahar, prin stropire pe podigor
V, - tratament combinat, cu 200 g de solutie
rezultata prin diluarea a 100 ml solutie in care
s-a dizolvat 1 tabletd efervescenta conform
Ex.1, cu 100 g sirop de zahar invertit, prin
stropire pe podisor, tratament cu 1,8 kg de 402a 72a 3,36a
sirop de zahar invertit, in care s-au omogenizat
200 ml solutie rezultatd prin dizolvarea a 2
tablete efervescente conform Ex.1, aplicat in
hranitorul de podigor

*valorile urmate de aceeasi litera nu difera semnificativ pentru P>0,05

Exemplul 3. In cadrul tratamentelor stupului din timpul toamnei, ca pregatire
de iernare, se aplica un al doilea tip de tratament combinat. Se dizolva o tableta
efervescenta de 1 g in 100 ml apa potabilda, urmata de diluarea cu sirop (invertit) de
zahar sau sirop de glucoza-fructoza din porumb, in raport de 1:1. Solutia rezultata se
aplica prin stropire, pe partea inferioara a podigorului care acopera ramele, pentru
stimularea preponderenta a imunitatii sociale mediate de compusi chimici volatili, i
prin stropire in acelasi timp, pe ramele cu albine si pe albine, pentru stimularea

comportamentul de deparazitare reciproca a albinelor. Este recomandat ca
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tratamentul acesta combinat sa se realizeze impreuna cu aplicarea unui tratament pe
baza de produse volatile anti-Varroa naturale, uleiuri esentiale sau acid formic.
Scopul unui astfel de tratament este de a realiza o asociere a actiunilor de protejare
a stupului contra atacului de Varroa destructor, prin combinarea efectului -cid specific
al vaporilor de timol cu efectul de deparazitare prin curatire reciproca a albinelor
(,grooming”), stimulat prin stropire cu sirop care reprezintd hrana pentru albine,
amestecat cu  maltol, acizi hidroxicinamici, p-cumaric si cafeic, si fructo-
oligozaharide.

Procedeul de aplicare a fost experimentat in toamna anului 2013, la sfarsitul
lunii septembrie, intr-o perioada in care temperatura medie din timpul zilei a variat
intre 16,8 si 23,5°C, fiind peste cea de 15°C recomandata pentru tratamentele in
care timolul se aplicd pentru evaporare ulterioara. Experimentul a fost realizat in
cadrul unei singure stupine, si a inclus urmatoarele variante experimentale: V4 —
martor netratat; Vo, — tratament cu un produs etalon pe baza de timol aplicat prin
vaporizare (Apiguard®, 2 tavite a 50 g gel, 12,5 g timol per tavit4, deasupra ramelor,
sub podisor); V3 — tratament cu un produs etalon pe baza de timol aplicat prin
vaporizare (Apiguard®, 2 tavite deasupra ramelor, sub podisor) si cu 200 g de
solutie rezultatd prin diluarea a 100 ml solutie in care s-a dizolvat 1 tableta
efervescentd conform Ex.1, cu 100 g sirop de glucoza — fructozd din porumb
(Isosugar 031™ Tate and Lyle) aplicat prin stropirea podigorului; V4 - tratament cu
un produs etalon pe baza de timol aplicat prin vaporizare (Apiguard®, 2 tavite
deasupra ramelor, sub podisor) si cu 200 g de solutie rezultata prin diluarea a 100
ml solutie in care s-a dizolvat 1 tableta efervescenta conform Ex.1, cu 100 g sirop de
glucoza — fructozd din porumb (Isosugar 031™, Tate and Lyle), aplicatd prin
stropirea ramelor de albine si a albinelor, cu ajutorul unei pompe de mana, pe ramele
expuse prin ridicare partiala a corpului superior al stupului; Vs - tratament cu cate 200
g de solutie, rezultata prin diluarea a 100 ml solutie in care s-a dizolvat 1 tableta
efervescenta conform Ex.1, cu 100 g sirop de glucozd - fructoza din porumb
(Isosugar 031™ Tate and Lyle), aplicate prin stropire pe podisor si, respectiv, pe
ramele de albine si albine. Fiecare varianta experimentalda a inclus cinci repetitii,
fiecare repetitie incluzand cate 3 stupi, fiecare stup avand 15.000 albine;
randomizarea celor cinci variante in cinci 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
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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 impanite in trei categorii de
infestare cu Varroa, scazut, mediu, ridicat, iar fiecare repetitie a inclus cate o colonie
din fiecare categorie de infestare.

Monitorizarea in timp a efectului produsului asupra infestarii cu acarieni a fost
realizata prin folosirea unei foi de carton depusa pe fundul anti-Varroa, pe care s-au
inregistrat acarienii morii. 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 estimata prin calcularea unui indice de reducere = (indicele
initial — indicele final) / indicele initial x 100. Datele obtinute in cadrul experimentului
s-au prelucrat prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft, Tulsa, OK, SUA).

Rezultatele sunt prezentate in tab. 4.

Tab. 4. Eficacitatea produsului conform inventiei, stropiri efectuate in acelasi
timp, pe corpul stupului a emulsiei care actioneaza prin vaporizare, si pe ramele cu

albine si pe albine, a emulsiei care actioneaza prin stimularea albinelor*

Eficacitate | Acarieni morti | Puiet varos nr.

Tratament

anti-Varroa
(%)

(nr. mediu pe
saptamana)

mediu larve pe
saptdmana)

V, martor netratat

187e

164d

V, Apiguard®, 2 tavite a 50 g gel, 12,5 g
timol per tavita

63,2b

537¢

132¢

V3 Apiguard®, 2 tavite a 50 g gel, $i 200 g
de solutie rezultata prin diluarea a 100 ml
solutie in care s-a dizolvat 1 tabletd Ex.1,
cu 100 g sirop de glucozd — fructoza
aplicat prin stropirea podisorului

67,4ab

642b

98b

V, - Apiguard®, 2 tavite a 50 g gel, si 200
g de solutie rezultata prin diluarea a 100
ml solutie in care s-a dizolvat 1 tableta
Ex.1, cu 100 g sirop de glucoza — fructoza
aplicat prin stropirea albinelor si ramelor

72,5a

797a

105b

Vs - tratament cu cate 200 g de solutie
rezultata prin diluarea a 100 ml solutie in
care s-a dizolvat 1 tabletd Ex.1, cu 100 g
sirop de glucozad — fructoza din porumb,
aplicate prin stropire pe podisor si pe
ramele de albine si albine.

51,2¢

424d

72a

*valorile urmate de aceeasi literd nu difera semnificativ pentru P>0,05

Aplicarea concomitentd a produsului comercial gel destinat actiunii prin

volatilizare si
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compozitie conform Ex.1, diluata in sirop de fructoza - glucoza in raport de 1:1, a dus
la o crestere semnificativa a eficacitatii de combatere a acarienilor Varroa destructor.
O crestere a eficacitafii de combatere a acarienilor se constata si in cazul aplicarii
unei solutii de 1 g/l din compozitia conform Ex.1, diluatd in sirop de fructozda —
glucozd, in raport de 1:1, care este peste cea a compusului comercial gel aplicat
singur, insa la limita asigurarii statistice. Aplicarea concomitentd a solutiei care
contine 1 g/l compozitie conform Ex.1, diluata in sirop de fructoza - glucoza in raport
de 1:1, ca tratament aplicat prin stropire pe podisor si pe ramele de albine si pe
albine determina o crestere suplimentard a eficacitatii de combatere a acarienilor
paraziti de catre timolul din produsul comercial, dar aceasta crestere nu a fost
asigurata statistic in conditiile experimentale date.

Solutia de 1 g/l din compozitia conform Ex.1, diluata in sirop de fructoza -
glucoza 1:1, aplicata ca tratament combinat, prin stropirea podigorului si a ramelor de
albine si a albinelor, are un efect de combatere a acarienilor paraziti sub cea a
produsului comercial gel care include timol, dar eficacitatea de combatere a bolilor
fungice este semnificativ crescuta.

Aceste rezultate demonstreazd o eficacitate bunda a produsului realizat
conform inventiei, aplicat conform inventiei, prin stropiri efectuate in acelasi timp, pe
corpul stupului a solutiei care actioneaza prin vaporizare, si pe ramele cu albine si pe
albine, a solutiei care actioneaza prin stimularea comportamentului de curatare
reciproca a albinelor. Compozitia include componente caracteristice polenului, acid
p-cumaric, prezent in sporopolenina specifica polenului, si oleorezinelor din propolis
~ acidul cafeic. Aceastd compozitie cu ingrediente caracteristice polenului $i
propolisului are o eficacitatea ridicata in combaterea patogenilor fungici si prezinta un
efect adjuvant cu produsele naturale utilizate pentru combaterea acarienilor paraziti.
Stimularea sistemelor de aparare, de la nivelul albinelor individuale si de la nivelul
stupului, determina si o stimulare a dezvoltarii familiilor de albine in perioadele lipsite

de cules semnificativ.
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Revendicari

1. Supliment nutraceutic pentru familile de albine caracterizat prin aceea ca
este alcatuit din 0,395 - 0,41 parti acid p-cumaric, 0,395 - 0,45 panti acid cafeic, 4,15
- 4,3 parti maltol, 4,25 - 4,4 pani fructo-oligozaharide cu mai putin de 10 resturi de
hexoze in molecula, 0,97 - 1 pani stearat de magneziu, 33,9 - 35 pani bicarbonat de
sodiu, 15,5 - 16 pani acid citric, 11,6 - 12 parii acid tartric, 23,3 - 24 parti amestec
dextroza — maltoza cristalizat prin pulverizare, apa pana la 100 parti.

2. Procedeul de administrare a suplimentului nutraceutic pentru familile de
albine caracterizat prin aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape: dizolvarea a 1
g din corpozitia de mai sus predozata, formulata ca tableta efervescenta, in 100 ml
apa, urmata de diluarea cu sirop (invertit) de zahar sau sirop de glucoza-fructoza din
porumb, in raport de 1:1, in cazul solutiei destinate utilizarii pentru stropirea corpului
stupului sau a ramelor de albine si a albinelor, sau in raport de 1:9 a celei utilizate ca
supliment in hrana albinelor, aplicarea in acelasi timp, in cadrul tratamentelor de
toamna inaintea iernarii, prin stropire pe corpul stupului si prin stropire pe ramele cu
albine si pe albine, a solutiei formate prin diluare in raport 1:1 cu hrana pentru albine,
sau aplicarea concomitenta, in perioadele de inceput de cules sau de lipsa de
nectar, prin stropire pe corpul stupului a solutiei formate prin diluare in raport 1:1, si
ca supliment nutraceutic stimulativ in hrana albinelor, a solutiei diluate in raport de

1:9 in hrana pentru albine.
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