(21) Pl 0621 901 -2 A2 *BRPIO621901A2*

(22) Data de Deposito: 15/12/2006 (51) Int.Cl.:

(43) Data da Publicacdo: 20/12/2011 A61K 31/23
(RPI 2137) A01G 7/00

Repiblica Federativa do Brasil A01K 51/00
do i st C09K 15/06

o do Comérclo Exlerior
Instildte Mackonal da Propeiedade tndustrisl

(54) Titulo: METODO DE ESTABILIZAR UM

FEROMONIIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS

MELIFERAS E COMPOSIGAO DE FEROMONIO

SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS

(30) Prioridade Unionista: 07/09/2006 US 11/470762
(73) Titular(es): PHERO TECH INC.

(72) Inventor(es): TANIA PANKIW

(74) Procurador(es): Tinoco Soares & Filho S/C Ltda.

(86) Pedido Internacional: PCT CA2006002066 de
15/12/2006

(87) Publicacao Internacional: wO 2008/028269de
13/03/2008

e
16 20 24

16

e kL

(57) Resumo: METODO DE ESTABILIZAR UM FEROMONIO
SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFEPAS E
COMPOSICAO DE FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE
ABELHAS MELIFERAS, a invencéo se refere a um feroménio sintético
estabilizado para a ninhada de abelhas e métodos para estabilizar o
feroménio da ninhada de abelhas meliferas, assim possibilitando a
produgédo e o uso sustentado de produtos comerciais baseados nesse
feromdnio; o feromodnio sintético estabilizado pode ser usado para
manipular o comportamento e melhorar o desempenho de abelhas
operarias meliferas, resultando em um maior vigor da colmeia em
geral; a composicao do feromdnio sintético estabilizado para abelhas
meliferas compreende dois ou mais ésteres entre: linoleato de etila,
linolenato de etila, oleato de etila, palmitato de etila, estereato de etila,
linoleato de metila, linolenato de metila, oleato de metila, palmitato de
metila e estearato de metila e um anti-oxidante.
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“METODO DE ESTARBILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS E
COMPOSICAO DE FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS
MELIFERAS”
CAMPO DA INVENCAO

Esta invencdo se refere a um
feromdnio estabilizado de abelhas meliferas e a métodos de
estabilizar o feromdnio de ninhada de abelhas meliferas,
assim possibilitando a producgao e usgvsustentado de produtos
comerciais baseados  nesse ferd%%nio. O feroménio
estabilizado pode ser usado para manipular o comportamento e
melhorar o desempenho de abelhas operarias meliferas,
resultando em um maior vigor da colmeia em geral. Os
comportamentos especificos influenciados pelo feroménio
estabilizado aplicado em um suK%trato inerte incluem: idade
da primeira busca de alimento, proporgéao das operéarias
forrageiras, proporcdo das forrageiras de pdlen diante das
forrageiras de néctar, carregamento de pdlen por abelhas
individuais, eficiéncia da polinizagdo das safras-alvo,
consumo de componentes dietéticos suplementares e de
antibiodticos, criacéao das operarias e propensao ao
enxameamento. O feromdénio estabilizado também pode ser usado
para influenciar o desenvolvimento da glandula alimenticia
hipofaringea e a producao de proteina pela glandula. O
feroménio forrégeador estabilizado também pode ser usado em
conjuncdo com o feromdénio da glandula mandibular da abelha
rainha nelifera, particularmente para influenciar a

polinizag¢do das plantas da safra-alvo.
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HISTORICO DA INVENCAO

A hipbtese de que abelhas
meliferas larvais produzem um feromdédnio que _estimula a
procura de alimento (Filmer 1932: Free 1967) foi testada e
verificada por Pankiw et al. (1998), que constataram um
aumento de 2,5 vezes no numero de forrageiras de pdlen
gquando coldénias com 1.000 larvas foram providas com extratos
de hexano de 2.000 larvas de abelhas meliferas. Em coldnias
sem larvas, o extrato substituiu as larvas como fonte de
feroménio.

Pankiw e Page (2001) e Page e
Pankiw (2002) testaram uma mistura de feromdénio sintético
que compreendeu dez ésteres de acidos graxos (LeConte et al.
1990) nas seguintes percentagens: linoleato de etila, 1%;
linolenato de etila, 13%; oleato de etila, 8%; palmitato de
etila, 3%; estereato de etila, 7%; linoleato de metila, 2%;
linolenato de metila, 21%; oleato de metila, 25%; palmitato
de metila, 3%; e estereato de metila, 17%. Esta mistura
reduziu o limiar da resposta neurossensorial a sacarose nas
abelhas operarias. As abelhas operarias meliferas com baixo
limiar de resposta a sacarose tém mais probabilidade de
sairem em busca de pdlen, enquanto que aquelas com limiares
elevados de resposta tém mais probabilidade de sairem em
busca de néctar (Pankiw e Page 2000; Pankiw 2003; Pankiw et
al. 20042). Uma hora apdés ser colocado no centro de uma
coldénia, o extrato larval ou a mistura de feromdnio
sintético de ninhada aumentou a proporcdo de forrageiras de

p6len diante das ndo-pdlen nas coldnias em uma plantacao de
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améndoas. Pankiw e Page (2001) sugerem que “o feromdénio de
ninhada modula o limiar de resposta nas pré-forrageiras,
preparando-as para serem forrageiras de pbélen e liberando o
comportamento forrageiro de pdlen”.

Pankiw et al. (2004Db)
expuseram diariamente coldnias de abelhas meliferas ao
feromdnio sintético de ninhada equivalente a 2.000 larvas
(1,12 mg) durante 28 dias. Além de aumentar o numero de
forrageiras de podlen, o feromdnio de ninhada aumentou
significativamente o peso das cargas de pdélen levadas a
colmeia. Coldnias tratadas com feromdénio criaram uma ninhada
significativamente maior, e o©O nimero de abelhas meliferas
adultas que emergiram dessa ninhada aumentou.

A uma dose biologicamente
realista equivalente a 2.000 larvas, o feroménio de ninhada
recrutou operdrias meliferas para se tornarem forrageiras em
uma idade anterior & de suas egquivalentes nas coldnias de
controle (Pankiw et al. 2004a); a uma dose equivalente a
6.200 larvas, o feroménio de ninhada protelou o recrutamento
das operarias para se tornarem forrageiras (LeConte et al.
2000) .

Embora a exposicao ao
feroménio de ninhada em geral tenha reduzido a idade da
primeira busca por alimento, o inicio dessa busca foi
protelado em uma coorte especializada de abelhas operarias
que tinham um contetdo bastante elevado de proteina em suas
glandulas hipofaringeas (Pankiw et al. 2004a). Esse alto

nivel de proteina indica uma maior probabilidade de
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comportamento de criacao de ninhada e uma qualidade
correspondentemente mais elevada de proteina fornecida as
larvas em comparacdo com as coldnias de controle.

Pankiw (2004b) constatou dque a
proporcdo de forrageiras de pdlen para as de ndo-pdlen
aumentou apds uma hora de exposigcdo ao feromdénio sintético
de ninhada equivalente a 2.000 larvas. As forrageiras das
colénias tratadas com feroménio retornaram com cargas de
pélen mais pesadas do que as forrageiras das coldnias de
controle, e esse pobélen tinha 43% mais probabilidade de
originar-se da safra-alvo dentro da qual as coldnias foram
colocadas para garantir a polinizacdo. As forrageiras de
néctar, que podem visitar e polinizar mais flores do que as
forrageiras de pdlen, apresentaram mais grdos de pdlen em
seus corpos do que as forrageiras de néctar de coldnias de
controle ndo-tratadas. Essas forrageiras de nado-pbdlen
transportaram poélen com 54% mais de probabilidade de
originar-se da safra-alvo do que o podlen transportado por
forrageiras de néctar a partir das coldnias de controle. Ao
aumentar a atividade tanto das forrageiras de pdlen como de
ndo-podlen, o feromdénio de ninhada tem o potencial de
aumentar consideravelmente a eficdcia das coldnias wusadas
para polinizar as safras-alvo.

Os apicultores normalmente
fornecem um suplemento protéico no inverno ou em principios
da primavera para promover o crescimento da coldnia (Herbert
1992). Com frequéncia, um antibidtico ¢é misturado ao

suplemento protéico como profilatico contra doencas
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bacterianas. J& que as larvas produtoras de ferombénios estao
ausentes ou em seus niveis mais baixos em fins do inverno e
principios da primavera, a administracdo de feromébnios de
ninhada dentro de uma coldénia poderia estimular o consumo de
suplementos dietéticos de proteinas e antibidéticos, bem como
um desenvolvimento glandular hipofaringeo e a biossintese da
proteina.

Page e Pankiw (2002) ensinam
que “o feroménio sintético de ninhada & facilmente oxidavel
e deve ser armazenado em condigdes de baixo oxigénio,
preferivelmente a -20°C e, mais preferivelmente, a -70°C se
for armazenado por um longo periodo de tempo”. Porém, é
possivel que nem mesmo o congelamento estabilize o
feroménio. Por exemplo, o extrato larval bruto de abelhas
meliferas perdeu toda a atividade feromonal apbds apenas treés
meses em um congelador de laboratédério. (T. Pankiw,.
Universidade A&M do Texas, observacdo inédita). Desse modo,
qualquer produto comercial dque incorporou feromdnio natural
ou sintético poderia quase ndo ter vida util, mesmo estando
congelado. Reconhecendo a instabilidade do feroménio
sintético, os pesquisadores tém fornecido invariavelmente a
suas abelhas experimentais feroménios frescos todos os dias,
normalmente em placas de vidro (Pankiw et al. 1998; Pankiw e
Page 2001; Page e Pankiw 2002; Pankiw e Rubink 2002; Pankiw
et al. 2004b). No uso operacional, a aplicacgdo diaria de
feromdnio nio seria pratica e seria dispendiosa, além de nao
eliminar a necessidade de congelamento durante o)

armazenamento.
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SUMARIO DA INVENCAO

A invencdo é dirigida a um
método de estabilizar o feromdénio de ninhada de abelhas
meliferas formado de dois ou mais &cidos carboxilicos de
cadeia longa como, por exemplo, &cidos carboxilicos com
comprimento entre C1l6 e C20 ou seus ésteres de metila ou
etila, especialmente dois ou mais de linoleato de etila,
linolenato de etila, oleato de etila, palmitato de etila,
estearato de etila, linoleato de metila, linolenato de
metila, oleato de metila, palmitato de metila e estearato de
metila, incorporando um anti-oxidante no feromdénio.

0O anti-oxidante pode ser de
grau alimenticio. Particularmente, o anti-oxidante de grau
alimenticio pode ser selecionado a partir do grupo
compreendido (entre outros) de hidroxianisol butilado,
hidroxitolueno butilado, hidroquinona de butila terciaria,
glicol de polipropileno, &cido citrico e vitamina E e seus
derivados (tocoferdis) ou qualquer combinacdo de dois ou
mais desses anti-oxidantes.

No método, o anti-oxidante
atua 1inibindo a decomposigdo do linoleato de metila,
linolenato de metila, linoleato de etila, linolenato de
etila, oleato de metila e oleato de etila.

Em outro aspecto, a invencao é
dirigida a uma composicdoc formada de dois ou mais elementos
entre linoleato de etila, linolenato de etila, oleato de
etila, palmitato de etila, estereato de etila, linoleato de

metila, linolenato de metila, oleato de metila, palmitato de
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metila, estearato de metila e um ou malis anti-oxidantes de
grau alimenticio selecionado de um grupo formado (entre
outros), por hidroxianisol butilado, hidroxitoluleno
butilado, hidroquinona de butila terciaria, glicol de
polipropileno, acido citrico e vitamina E e seus derivados
(tocoferdis) para a administracao em abelhas meliferas ou em
colénias de abelhas meliferas.

As proporcdes por peso dos
componentes da composicadao podem ser O linoleato de etila
(0,1-50%), 1linolenato de etila (1,3-50%), oleato de etila
(0,8-50%), palmitato de etila (0,3-50%), estearato de etila
(0,7-50%), linoleato de metila (0,2-50%), linolenato de
metila (0,2-50%), oleato de metila (0,3-50%), palmitato de
metila (0,3-50%), estearato de metila (1,7-50%) e anti-
oxidante (0,001-50%).

A composicdo da forma descrita
pode ser administrada em abelhas meliferas, em coldénias de
abelhas meliferas ou em unidades de polinizacdo em um
substrato inerte selecionado dentre o Jgrupo formado de
parafina, cera vegetal, cera de abelha, silica, alumina,
celulose, celulose modificada (papel e produtos de papel),
tecido seco de plantas, madeira ou um polimero sintético.

0O método e a composicgdo podem
ser usados para aumentar a proporcgao das forrageiras de
pblen diante das de ndo-pdlen entre as abelhas operéarias
meliferas, ou usados para reduzir ou protelar a idade da
primeira busca de alimentos por abelhas operéarias meliferas

forrageiras, ou usados para aumentar o numero total de
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abelhas operarias meliferas forrageiras, ou usados para

aumentar o peso da carga de pdlen levada a coldnia de

abelhas operarias meliferas forrageiras de pdlen, ou usadas

para aumentar o numero de gr&os de pdlen carregados nos
corpos das abelhas operarias meliferas forrageiras de néao-
pélen, ou usadas para aumentar a polinizacgéo da safra-alvo
perto ou dentro da qual as colénias de abelhas ou unidades
de polinizacdo estdo situadas, ou usadas para estimular o
desenvolvimento da glandula alimenticia de ninhada e a
producdo de proteinas glandulares nas abelhas operéarias
meliferas, ou usadas para estimular o consumo de proteina
dietética ou outros componentes dietéticos e suplementos
antibiéticos por parte de abelhas meliferas.

No método, a administracao
continua da composicdo em uma coldnia de abelhas meliferas
por um periodo de aproximadamente duas semanas ou mais pode
ser usada para aumentar o numero de abelhas criadas na
coldénia ou usada para inibir a evasdo (enxameamento) de
abelhas da coldnia.

No método, a composicdo pode
ser administrada em abelhas meliferas, em coldébnias de
abelhas meliferas ou em unidades de polinizacao em
combinacdo com o feromdénio sintético da gléandula mandibular
da abelha-rainha melifera administradas em abelhas
meliferas, em coldnias de abelhas meliferas ou em unidades
de polinizacdo ou em plantas em florescéncia em dgue uma
polinizacdo intensificada é desejavel.

DESENHOS
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a figura 1 ilustra os tracos cromatograficos de gas das

a figura 2

a figura 3

misturas de oleato de metila 1, linoleato de
metila 2 e linolenato de metila 3, formulados
com o anti-oxidante estabilizador hidroquinona
de butila terciaria na hora zero e duas semanas
apbés a exposicdo ao ar a temperatura ambiente
(aproximadamente 20°C), em comparacao com
uma formulacéao idéntica, porém nao
estabilizada, apdés uma exposicdo de duas semanas
a 20°C;

ilustra o tracado cromatografico das misturas de
oleato de etila 1, 1linoleato de etila 2 e
linolenato de etila 3, formulados com o
estabilizador anti-oxidante hidroquinona de
butila tercidria na hora zero e duas semanas
apdés a exposicdo ao ar a temperatura ambiente
(aproximadamente 20°C), em comparagao com uma
formulacdo idéntica, porém nao estabilizada,
ap6és duas semanas de exposicdo a 20°C;

ilustra o tracado cromatografico de gas da
mistura de oleato de etila 1, linoleato de etila
2 e linolenato de etila 3, formulada com O
estabilizador anti-oxidante hidroquinona de
butila terciaria apdés 20 semanas de exposicdo ao
ar a temperatura ambiente (aproximadamente
20°c), em comparagao com O tracado de uma
formulacao idéntica, porém nao estabilizada,

ap6s 20 semanas de exposigdo a 20°C; e
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a figura 4 ilustra o tracado cromatografico do gas da
mistura de oleato de etila 1, linoleato de etila
2, linolenato de etila 3, palmitato de etila 4 e
estearato de etila 5 formulada com o
estabilizador anti-oxidante hidrogquinona de
butila terciaria apdés 72 semanas de exposicgao ao
ar a temperatura ambiente (aproximadamente
20°C), em comparacdo com O tracado de uma
formulacao idéntica, porém nao estabilizada,
ap6s 72 semanas de exposicao a 20°C.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

0 feroménio .de busca de
alimento das abelhas meliferas ¢é facilmente oxidavel e
instavel & temperatura ambiente, perde a bioatividade
rapidamente e deve ser mantido sob baixas condicdes de
oxigénio e preferivelmente congelado a temperaturas bastante
baixas, por ex., -70°C, se tiver gue ser armazenado por
longos periodos. Sob condig¢des normais, qualquer produto
baseado no feromdnio praticamente ndo tem prazo de validade
e nao é& viavel comercialmente. Assim, & parte do uso do
feromdénio em pesquisa, ndo tem havido aplicacdo comercial do
feromdbénio.

Descobrimos que o feromdénio de
ninhada das abelhas meliferas pode ser estabilizado por um
periodo substancial de tempo com a incorporacgao de um anti-
oxidante, particularmente um anti-oxidante de grau
alimenticio, no feromdénio. As formulacdes de feromdnio

estabilizado de ninhada podem ser levadas a colméia em um
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substrato inerte. Usado sozinho ou com o feromdnio
mandibular da abelha rainha melifera, o feromdnio de ninhada
pode melhorar o desempenho das abelhas operarias meliferas e
aumentar o vigor geral da colmeia.

Em termos gerais, a invencdo &
dirigida a um método de estabilizacao do feroménio da

ninhada de abelhas meliferas utilizando um ou mails anti-

oxidantes aceitéaveis, especialmente um ou mais anti-
oxidantes de grau alimenticio, incluindo, entre outros,
hidroxianisol butilado, hidroxitoluleno butilado,

hidroquinona de butila terciaria, glicol de polipropileno,
dcido citrico e vitamina E e seus derivados. Formulacdes do
feroménio de dez componentes gque incluem um anti-oxidante
podem ser administrados de maneira sustentada em uma colmeia
em um substrato inerte.

Utilizando e} estabilizador
anti-oxidante hidroquinona de butila terciaria, descobrimos
que certos componentes instaveis de feromdénio,
particularmente linoleato de metila, linolenato de metila,
linoleato de etila e linolenato de etila, porém também
incluindo oleato de metila e oleato de etila, permanecem
intactos por 72 meses. Também descobrimos que uma formulacao
estabilizada com hidroguinona de butila tercié&ria permaneceu
em bioatividade por 231 dias, enquanto gque uma formulacéao
nao-estabilizada perdeu quase toda a bioatividade apdés 123
dias. Também descobrimos que o feromdénio estabilizado de
ninhada aumenta a busca por pdlen entre as abelhas operarias

meliferas e estimula o) consumo dietético do pdlen.
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Finalmente, descobrimos gque uma formulacdo de feromdnio
estabilizado de ninhada empregando componentes de grau
técnico, com uma composigdo que varia ligeiramente da
composicdo natural atingida com componentes de grau de
reagentes, tem o mesmo efeito bioldgico que uma formulacéao
de grau de reagente. Tal durabilidade e robustez possibilita
o desenvolvimento e uso sustentado de produtos comerciais
baseados no feroménio estabilizado de mninhada com anti-
oxidantes de grau alimenticio.

Esta invencdo também se refere
a composicdes em que dois dos dez componentes do feromdnio,
formado Qe palmitato de metila, palmitato de etila,
estearato de metila, estearato de etila, oleato de metila,
oleato de etila, linoleato de metila, linoleato de etila,
linolenato de metila e linolenato de etila sdo formulados em
quantidades efetivas com anti-oxidantes de grau alimenticio,
incluindo (entre outros) hidroxianisol butilado,
hidroxitoluleno butilado, hidroguinona de butila terciéaria,
glicol de polipropileno, acido citrico e vitamina E e seus
derivados. Essas composicées podem ser administradas as
abelhas meliferas dentro de uma colmeia em um substrato
inerte, incluindo (entre outros) parafina, cera vegetal,
cera de abelha, silica, alumina, celulose, celulose
modificada (papel e produtos de papel), tecido seco de
plantas, madeira ou um polimero sintético. Essas composicdes
podem ser usadas para manipular o comportamento das abelhas
operarias meliferas, incluindo (entre outros): uma maior

proporcdo de forrageiras de pélen diante das de nao-pdlen,
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reducdo da idade da primeira busca de alimento, inducdo do
comportamento forrageiro, estimulo a coleta de pdlen e
transporte de pdélen de volta para a colmeia, estimulando ©
consumo de componentes dietéticos e antibidticos
suplementares, inibindo o enxameamento e melhorando a
polinizagdo das safras-alvo. As composicdes dos feromdnios
estabilizados também podem ser usadas para estimular o
desenvolvimento e producdo de proteina pela glandula
alimenticia hipofaringea. A aplicacao combinada de
composicdes de feromdébnio estabilizado de ninhada e do
feroménio da glandula mandibular da abelha-rainha pode ser
usada para melhorar as condicoes dentro da colmeia e

. N . - &
aprimorar a polinizacao das safras-alvo.

Exemplo 1
Formulacao

Devido a possibilidade de -
adulteracao do mel, apenas anti-oxidantes de grau

alimenticio foram considerados como estabilizadores em
potencial. O feromdénio de ninhada foi formulado com
hidroquinona de butila terciaria como um estabilizador de
teste nas proporcdes (percentagens peso/peso) e quantidades como
sequem: palmitato de metila 3% (0,0225 qg), palmitato de etila, 3%
(0,0225 g), estearato de metila, 17% (0,1275 g), oleato de metila,
24,95% (0,1871 g), estearato de etila, 7% (0,0525 g), oleato
de etila, 8% (0,0600 g), linoleato de metila, 2% (0,0150 qg),
linoleato de etila, 1% (0,0075 g), linolenato de metila, 21%
(0,1575 g), linolenato de etila, 13% (0,0975 g) e

hidroguinona de butila terciaria, 0,05% (0,0004 qg).



10

15

20

25

14/28

Os componentes foram
misturados a aproximadamente 20°C na ordem acima com O
emprego de um agitador magnético, sendo misturados até se
tornarem homogéneos, resultando em 7,5 g do produto.
Exemplo 2
Estabilidade Quimica

Estudos de estabilidade de
curto e longo prazo foram realizados com misturas
simplificadas de componentes do feroménio de ninhada
potencialmente instaveis misturadas com cerca das mesmas
proporcdes que no Exemplo 1. A avaliacdo de curto prazo de
uma duracdo de duas semanas foi realizada para misturas de
oleato de metila, linoleato de metila- e linolenato de
metila, bem como de oleato de etila, linoleato de etila e
linolenato de etila, cada qual com e sem hidroquinona de
butila terciaria. Foram realizados testes durante vinte
semanas com misturas idénticas como  se fossem para os
experimentos de duas semanas, porém OsS testes de 72 semanas
continham palmitato de metila e etila e estearato
acrescentados nas proporcdes apropriadas as suas
respectivas misturas. Aproximadamente 250 mg de uma
mistura foram colocados em um recipiente de plastico
de 4mL e 15 x 45mm (Chromatographic Specialties)
equipado com uma tampa parafusada de insercdo de
difusdao (Agilent Technologies) com um orificio de 1 mm de
didmetro para permitir a circulacdo do ar sobre a amostra.
Todas as misturas foram mantidas a uma temperatura constante

de 30°cC.
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Para anadlise por cromatografia
de gas capilar, aproximadamente 1lmg de uma mistura foi
dissolvido em 1mL de éter de dietila, sendo analisada uma
taxa de 1luL de cada extrato. As anédlises foram realizadas na
primeira hora e apdés a duracdo dada a exposicdo ao ar a
30°C, utilizando um cromatdégrafo de gés Hewlett Packard
HP5890, equipado com um detector de ionizacdo de chamas e
uma coluna capilar BPX-70 de 30 m de comprimento (J&W
Scientific). As temperaturas do injetor e do detector foram
de 260°C e 285°C, respectivamente. O programa da temperatura
foi de 80°C, elevando-se em 5°C por minuto durante 24
minutos até chegar a 200°C, passando entdo a subir a 20°C
por minuto durante 3 minutos até atingir 260°C.

Resultados de duas semanas sao
fornecidos para os ésteres de metila e etila (Figuras 1 e
2), enquanto que resultados de longo prazo de 20 semanas e
72 semanas s&do fornecidos apenas para os ésteres de etila
(Figuras 3 e 4). Resultados de longo prazo para ésteres de
metila foram virtualmente idénticos aos dos ésteres de
etila.

Apbs duas semanas, a
composicdo proporcional dos ésteres de metila na mistura,
que foi estabilizada com hidroquinona de butila terciéaria,
permaneceu a mesma dque a mistura ndo-estabilizada na hora
zero (Figura 1). Entretanto, na mistura ndo-estabilizada,
apés duas semanas, a quantidade de linoleato de metila caiu
em 85% e a quantidade de linolenato de metila caiu em 90%.

Devido a decomposicdo dos outros componentes, a composicao
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proporcional de oleato de metila elevou-se de 48% da mistura
total para 82%. Resultados similares foram obtidos com os
ésteres de etila apdés duas semanas. A gquantidade de
linoleato de etila caiu em 74% e a quantidade de linolenato
de etila caiu em 94%, enquanto que o oleato de etila subiu
de 40% da mistura total para 66% (Figura 2). Esses
resultados indicam que a decomposicdo do linoleato e
linolenato de metila e de etila ocorre rapidamente a
temperatura ambiente, provavelmente resultando na perda
total da bioatividade de toda a mistura do feromdénio apds 2-
4 semanas. Os resultados também indicam que, sem
estabilizacdo, o prazo de validade de qualquer produto de
feromdnio de ninhada seria inaceitavelmente curto.

Ap6és 20 e 72 semanas a 20°C, a
composicdo proporcional do oleato de etila, de linoleato de
etila e de linolenato de etila nas misturas estabilizadas
(Figuras 3 e 4, respectivamente) permaneceram essencialmente
as mesmas que a mistura estabilizada apds a exposicao de
duas semanas (Figura 2). Por contraste, apbs 20 semanas,
nenhum linoleato de etila nem linolenato de etila
havia permanecido na mistura ndo-estabilizada, e a
guantidade de oleato de etila havia aumentado apenas
ligeiramente de 37% para 43% da mistura total, apesar da
completa auséncia dos dois outros grandes componentes
(Figura 3). Isto indica a decomposigao completa do linoleato
de etila e do 1linolenato de etila apds 20 semanas de
exposicdo, além de sugerir a decomposicdo parcial do oleato

de etila.
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Conforme era esperado dos
resultados na Figura 3, nenhum linoleato de etila ou
linolenato de etila permaneceu apdés 72 semanas de exposicéao
a temperatura ambiente, indicando uma total decomposicéo
desses dois componentes do feroménio (Figura 4) . As

composicdes percentuais de palmitato de etila e de estearato

oe

de etila aumentaram de 8 e 23% para 20% e 57%,
respectivamente, sugerindo que nao houve qualquer
decomposicgéao mesmo apobs 72 semanas. Entretanto, a
percentagem de oleato de etila caiu de 24% para 10%.
Juntamente com os resultados ap6és 20 semanas, esse declinio
confirma uma lenta decomposicdo de oleato de etila nas
formulacdes ndo-estabilizadas.

Esses resultados indicam que a
estabilizacdao do feroménio da ninhada de abelhas meliferas
com hidroquinona de butila terciadria n&o ira resultar na
decomposicdo de qualquer componente de feromdnio ndo—-estavel
por bem mais de um ano. A auséncia de mesmo uma ligeira
indicacdo de decomposicdo apdés 72 semanas (Figura 4) sugere
que o prazo de validade de uma formulacéo estabilizada de
feroménio seria de pelo menos dois anos. Esta duracao é
suficientemente longa para justificar o desenvolvimento de
um produto comercial.

Exemplo 3
Longevidade do Feroménio Estabilizado de Ninhada
Medida pelo Limiar de Resposta de Sacarose

As abelhas meliferas respondem

reflexivamente estendendo a probdscide gquando uma gqueda da
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solucdo de sacarose é aplicada as antenas. Isto é chamado de
avaliacado da sacarose pelo limiar de resposta da extensao da
probéscide (PER-RT). A avaliacao consiste de um curso de
concentracdo da sacarose de 0,1, 0, 3, 1, 3, 10 e 30%
(wt/vol), correspondendo a uma série logaritmica de -1, -
0,5, 0, 0,5, 1 e 1,5. A antena de cada abelha é tocada uma
vez com uma goticula de sacarose. A concentracaédo mais baixa
gque causa a extensado da probéscide é interpretada como uma
estimativa do limiar de resposta individual a sacarose (Page
et al. 1998; Pankiw e Page 1999). Os resultados da avaliacao
PER com concentracdes ascendentes de sacarose sao
transformados em classificacdes de sacarose. Uma
classificacdo PER é relacionada diretamente com o limiar de
resposta de uma abelha individual, 3Jja que a maioria das
abelhas continua a responder a todas as concentracdoes
crescentes de sacarose apdés a resposta inicial. Uma
classificacdo PER de 6, em que uma abelha individual
responde a todas as 6 concentracoes de sacarose, comecando
com 0,1% de sacarose na avaliacdo PER, representa um limitar
de resposta 300 vezes mais baixo gue uma
classificacdo 1, em gque um individuo responde apenas
a 30% de sacarose. O limiar de resposta (RT) de uma
abelha individual é uma “janela” para o} sistema
neurossensorial relacionado com o comportamento forrageiro
(Pankiw e Page 2000) e com a idade (Pankiw e Page 1999;
Pankiw 2003), sendo modulado pelo feroménio da ninhada.
(Pankiw e Page 2001, 2003). Usamos a avaliacdo PER-RT a

sacarose como um método de avaliar a biocatividade do
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feromdébnio estabilizado de ninhada armazenado por varios
periodos a temperatura ambiente.

Abelhas meliferas de pelo
menos seis fontes ndo-relacionadas do “tipo selvagem” foram
emersas durante 3h de suas colmeias em uma incubadora
mantida a 33°C e 55% RH. Trezentas abelhas recém-emersas
foram colocadas aleatoriamente em gaiolas com rede de
plexiglads (14,6 x 10 x 7,7 cm). As gaiolas foram providas
com uma solucdo de sacarose a 30%, agua ad libitum e
colocadas nas condicdes da incubadora acima. Gaiolas
individuais foram selecionadas aleatoriamente para os
seguintes tratamentos: 1) feromdnio ndo-estabilizado de
ninhada armazenado & temperatura ambiente; 2) ferombénio
estabilizado de ninhada com hidroquinona de butila terciaria
e armazenado & temperatura ambiente; 3) feromdnio nao-
estabilizado de ninhada recém-preparado e 4) um controle sem
feroménio. A composicgao do feromdédnio preparado foi:
linoleato de etila, 1%; linolenato de etila, 13%; oleato de
etila, 8%; palmitato de etila, 3; estearato de etila, 7%
linoleato de metila, 2%; linolenato de metila, 21%; oleato
de metila, 25%; palmitato de metila, 3%; e estearato de
metila, 17%. Gaiolas tratadas com feromdnio receberam o
equivalente a 300 larvas (LEqg) por dia (proporcdo de 1:1 de
feromdnio de ninhada e abelhas). O feromdénio foi formulado
em isopropanol, de forma que 300 LEq foram entregues em
aproximadamente 15 pL de solucdo. As gaiolas de controle
receberam um volume igual de isopropanol por dia.

Tratamentos respectivos foram entregues diariamente em uma
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placa de vidro (7x 8 cm) depois que o isopropanol evaporou.
As abelhas foram criadas da forma acima durante seis dias e
entdo testadas quanto ao seu limitar de resposta a sacarose
conforme descrito acima. Este protocolo foi seguido no 48°¢,
123° e 231° dia apd6s a preparacao de formulacdes nao-
estabilizadas e estabilizadas do feromdénio da ninhada. Entre
os tratamentos, as classificacdes foram comparadas com O UsO
dos testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.

O feromdédnioc estabilizado de
ninhada demonstrou uma Dbiocatividade né&o diferente do
feroménio de ninhada recém-formulado (Tabela 1). As abelhas
meliferas expostas ao feromdnio estabilizado de ninhada
demonstraram consistentemente um limiar de resposta a
sacarose pelo menos 1,75 vezes mais elevado do que a
resposta das abelhas ndo-expostas nas gaiolas de controle.
Ademais, a resposta & sacarose das abelhas meliferas ao
feromdénio de ninhada ndo-estabilizado armazenado a
temperatura ambiente por 48, 123 e 231 dias nao foi
significativamente diferente da das abelhas de controle nao
expostas ao feromdnio.

Esses resultados demonstraram
que o feroménio estabilizado de ninhada demonstra uma
bioatividade de longo prazo gquando armazenado a temperatura
ambiente. Esta bioatividade é estatisticamente a mesma que a
induzida pelo feroménio de ninhada recém-formulado. Os
resultados também indicam que a adicdo de hidroguinona de
butila terciaria aos dez componentes de feroménio nao

tiveram efeito sobre a bicatividade do feromdnio.
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Tabela 1. Bioatividade do feroménio ndo-estavel
estabilizado armazenado a temperatura ambiente versus
feroménio de ninhada recém-formulado como percentagem da

resposta de sacarose por abelhas meliferas mantidas

meio-ambiente de controle sem feromdénio.

em um

Dias a temperatura Feromonio instavel de Feromonio estabilizado de Feromoénio instavel de
ambiente ninhada % ninhada % ninhada recém-formulado
48 17,0 88,1 78,7
(P>0,05) {P<0,01) (P<0,001)
123 6,8 75,6 68,5
(P>0,05) (P<0,001) (P<0,001)
231 37 89,7 91,0
(P>0,05) (P<0,0001) (P<0,0001)
Exemplo 4

Feroménio de Ninhada Formulado
a Partir de Liberacdes de Acidos Graxos de Grau de Reagente
e Grau Técnico de Abelhas Meliferas Forrageiras de Pdlen

Todas as formulacdes

anteriores de feromdénios de ninhada compreenderam compostos

de grau de reagentes superiores a 99% de pureza fornecidos

pela Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri). Os compostos de

grau de reagente sao utilizados mais comumente como padrdes

na identificacdo quimica para a sintese quimica ou em

gqualquer outra aplicagao em dque a pureza é essencial. No

entanto, a quantidade da pureza é diretamente proporcional

ao custo de um composto. Uma forma de reduzir o custo do

feroménio de ninhada estd em formuld-lo usando componentes

menos puros de grau técnico. Embora o custo seja

significativamente reduzido com componentes de grau técnico,
ha um preco. Os componentes de grau técnico derivam de
fontes naturais que contém misturas de acidos graxos due nao

estdao nas exatas proporcdes do feromdnio natural da ninhada.
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Adotamos a hipdtese de que as abelhas expostas ao feromdnio
de ninhada formulado a partir de componentes de grau de
reagente ou de grau técnico iriam em busca de pdlen em nivel
mais elevado do que as abelhas n&do expostas a feromdnio.

Esta experiéncia foi replicada
seis vezes em 7 de Jjunho de 2005. Coldénias tipicas de
abelhas foram selecionadas aleatoriamente para receber um
dos seguintes tratamentos: 1) controle, placa de vidro
vazia; 2) feroménio estabilizado de ninhada de grau de
reagente com hidroquinona de butila terciaria, ou; 3)
feromdnio de ninhada de grau técnico similarmente
estabilizado. Misturas de feromdénios foram formuladas com -
hidroquinona de butila terciaria de acordo com as proporcdes
apresentadas na Tabela 2. Um total de 1,12 mg de éstereé”foi
aplicado a uma placa de vidro (20 cm x 10 cm) colocada no.;
centro da &area de criacdo da ninhada da coldnia. Uma hora’}
mais tarde, efetuamos por cinco minutos contagens de
ingresso das forrageiras de retorno com pdlen e nao-pdlen.
As forrageiras de pdlen sdo identificadas claramente porque
o pdlen é carregado na parte externa dos seus cCoOrpos, em
dreas especiais das patas traseiras chamadas corbiculas.
Cargas liquidas, como néctar e agua, sdo carregadas
internamente na safra, nao sendo, portanto, visiveis. Quando
o tipo, presenca ou auséncia da carga nao ¢ visivel, essas
abelhas de retorno s&do classificadas como forrageiras de
nao-pélen. Observadores usam contadores, cada qual em uma
mi3o, para contar as abelhas com pdlen e as sem pd6len. Cada

coldénia foi medida duas vezes por hora durante duas horas
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por duas pessoas, totalizando quatro contagens de cinco
minutos por coldnia. Essas pessoas nada sabiam -~ do
tratamento.

Os dados das contagens foram
analisados com o uso da Andlise da Tabela de Contingéncia.

Comparadas ao controle em Dbranco sem ferombénio,

tanto a formulacdo de grau técnico (x > = 7,0, df =
1, P<0,01) como a de grau de reagente (X ° = 15,0,
df= 1, P<0, 0001) induziram proporcgdes

significativamente maiores de forrageiras com pdlen
diante das forrageiras de n&o-pdlen que entravam nas
coldénias (Tabela 3). A formulacdo de grau de reagente
liberou uma proporcdo ligeiramente mais alta de forrageiras
de pdlen do que a formulacdo de grau técnico (x2 = 3,9, df =
1, P = 0,048).

Duas constatacdes pertinentes
surgem deste estudo. Primeiramente, o feromdénio estabilizado
de ninhada de qualquer grau ¢é capaz de induzir uma busca
aprimorada por pblen cerca de 116% superior ao
controle sem feromdnio, apenas 3,5% menos que a
formulacdo induzida pelo grau de reagente. Assim, a
um custo de apenas 7% da formulacdo do grau de
reagente, o feromédnio de ninhada formulado de grau
técnico estabilizado com hidrogquinona de butila
tercidria parece ser um produto eficaz e economicamente
viavel.

Tabela 2. Formulacdo de feromdénio de ninhada de grau de

reagente e de grau técnico
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Composto Esteres de acido graxo de grau de Esteres de acidos graxos de grau
reagente + 0,05% de hidroquinona técnico + 0,05% hidroquinona de
de butila terciaria (% dos ésteres butila terciéria (% de ésteres totais)
totais)
Palmitato de Metila 3,00 2,03
Palmitato de Etila 3,00 4,23
Estearato de Metila 17,00 15,17
Oleato de Metila 25,00 - 25,04
Estearato de Etila 7,00 8,88
Oleato de Etila 8,00 6,72
Linoleato de Metila 2,00 8,63
Linoleato de Etila 1,00 3,5
Linolenato de Metila 21,00 17,07
Linolenato de Etila 13,00 8,73

Tabela 3. Proporcao de forrageiras de pdlen diante das nao-

pdlen que entram nas coldnias em um periodo de 5 minutos.

Tratamento Proporgéo de forrageiras com Probabilidade?
pdlen/nao-pdlen

Controle 0,38
Esteres de &cidos graxos de grau 0,82 <001
técnico + hidroquinona de butila

terciaria
Esteres de 4cidos graxos de grau 0,85 <0,0001

de reagente + hidroquinona de
butila terciaria

‘Probabilidades da Analise da Tabela de Contingéncia em que
a hipotese de zero afirma que as proporcdes de controle e
tratamento sdo iguais.
Exemplo 5
Estimulo ao Consumo de Dieta com Pdlen

Esta experiéncia foi conduzida
entre 1-15 de marco de 2004. Doze coldnias tipicas de
apiarios da Universidade A&M do Texas foram selecionadas
aleatoriamente. As medidas da colénia foram estimadas com O
uso de uma grade dividida em secdes quadradas de 6,45 cr?. A
area coberta pelas abelhas foi convertida para O numero de
abelhas; aproximadamente 1,5 abelhas por cm?. (Pankiw e Page
2001; Pankiw e Rubink 2002). A &rea investigada ocupada com

ovos, larvas e pupas, conhecidos como ninhada, foi medida.



10

15

20

25

25/28

Seis coldénias foram selecionadas aleatoriamente para receber
o tratamento diario de feroménio de ninhada equivalente a
trés larvas por dia por abelha (1,55 pg/abelha/dia), e seis
colénias receberam uma placa de vidro vazia. Sabe-se gue uma
dose equivalente a trés larvas por abelha por dia aumenta a
quantidade de busca por pdlen em grandes coldnias (Pankiew e
Page 2001). Cada coldénia recebeu um suplemento dietético de
poélen disponivel comercialmente; 450 g da Brood Builder™
(Dadant & Sons, Hamilton, Illinois), com © formato de um
disco de hamburguer colocado entre duas folhas tracejadas de
papel cera. Novos discos foram fornecidos apds o anterior
ser consumido. A cada trés dias, durante guinze dias, o0
consumo dos discos das colénias foi inspecionado. Um novo
disco era fornecido as colénias gque haviam consumido
inteiramente o disco anterior. As medicdes das coldnias
foram realizadas no 7° e 15° dia. Todas as coldnias
receberam um novo suplemento de disco com pdélen,
independentemente da quantidade usada no 7° dia. Os discos
anteriores ndao consumidos foram removidos e pesados para due
a quantidade consumida fosse estimada.

A analise da variacgao foi
usada para comparar o feromdénio tratado e controlar as
coldnias. Nao foi necessario realizar uma analise de co-
variacdo porque, no inicio da experiéncia, o©O nimero de
abelhas e as quantidades de espaco explorado usado pela
ninhada, pdlen, mel e células vazias, nao foi
significativamente diferente (P>0,05) entre os dJrupos de

tratamento.
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As coldénias tratadas com
feromdénio de ninhada consumiram significativamente mais
suplemento de pélen do que as coldnias de controle na 1% e
22 semana (Tabela 4). A area da ninhada ndo foi diferente
entre os tratamentos na 1% semana (F;,1:=0,3,P>0,05). Na 2°
semana, a area da ninhada foi significativamente maior no
grupo tratado com feroménio (Fy,11=10,6, P<0,01; Tabela 2).

Esses resultados indicam que o
feromdnio estabilizado de ninhada pode ser usado para
estimular o consumo de alimentos, resultando em uma maior
producdo da ninhada que, por sua vez, pode levar a um maior
vigor da colénia. O maior consumo de alimentos também pode
ser explorado através da incorporacgao de suplementos
dietéticos ou antibidéticos em um disco de pdlen ou outra
fonte de alimento.

Tabela 4. Comparacdo do consumo de pélen e da area de
ninhada entre colénias de abelhas meliferas expostas ao

feromdnio de ninhada e coldnias de controle ndo expostas.

Tratamento / Consumo (g) Area da ninhada (cm?)*
estatisticas 12 sem. 22 sem. 12 sem. 22 sem.
Feromonio da 406,6 +9,5 4225+17,0 3928 + 586 2975 + 330
ninhada
Controle 1850+21,4 1783+ 27,2 3472 + 668 1800 + 142
ANOVA F1.11 89,7 57,2 0,3 10,7
Probabilidade 0,0001 0,0001 0,6 0,008
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REIVINDICACOES

1. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”,
caracterizado pelo fato de compreender dois ou mais acidos
carboxilicos de 16-20 carbonos ou de seus ésteres de metila
ou etila, compreéndendo a incorporacdo de uma quantidade
efetiva de um anti-oxidante compativel com o feromdénio.

2. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”,
caracterizado pelo fato de compreender dois ou mais de
linoleato de etila, linolenato de etila, oleato de etila,
palmitato de etila, estearato de etila, linoleato de metila,
linolenato de etila, oleato de etila, palmitato de metila ou
estearato de metila, compreendendo a incorporacdo de uma
guantia efetiva de um anti-oxidante compativel com O
feroménio.

3. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 1, caracterizado pelo fato de
que o anti-oxidante & um anti—oxidante de grau alimenticio.

4, “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 2, caracterizado pelo fato de
que o anti-oxidante ¢é um composto selecionado a partir do
grupo compreendido de hidroxianisol butilado,
hidroxitoluleno butilado, hidroquinona de butila terciéaria,
4cido citrico e vitamina E e seus derivados ou gqualquer

combinacdo de dois ou mais de tais anti-oxidantes.
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5. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 2, caracterizado pelo fato de
que o anti-oxidante inibe a decomposicdo do linoleato de
metila, linolenato de metila, linoleato de etila, linolenato
de etila, oleato de metila e oleato de etila.

6. “COMPOSICAO DE FEROMONIO
SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, caracterizado
pelo fato de compreender: (a) dois ou mais entre: linoleato
de etila, linolenato de etila, oleato de etila, palmitato de
etila, estearato de etila, linoleato de metila, linolenato
de metila, oleato de metila, palmitato de metila ou
estearato de metila e; (b) uma quantidade efetiva de um ou
mais anti-oxidantes de grau alimenticio selecionados a
partir de wum grupo compreendendo hidroxianisol butilado,
hidroxitoluleno butilado, hidroquinona de butila terciéaria,
acido citrico e vitamina E e seus derivados, para
administracdo em abelhas meliferas ou coldbnias de abelhas
meliferas.

7. “COMPOSICAO DE FEROMONIO
SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de acordo com O
reivindicado em 6, caracterizado pelo fato de que as
proporcdes por peso dos componentes em (a) sao: (0,1-50%),
linolenato de etila (1,3-50%), oleato de etila (0,8-50%),
palmitato de etila (0,3-50), estearato de etila (0,7-50%),
linoleato de metila (0,2-50%), linolenato de metila (0,2-
50%), oleato de metila (0,3-50%), palmitato de metila (0,3-

50%) e estearato de metila (1,7-50%).
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8. “COMPOSICAO DE FEROMONIO
SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de acordo com o
reivindicado em 7, caracterizado pelo fato de que a
gquantidade por peso do anti-oxidante em (b) & 0,001 para 50%

do peso.

9. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 7, para abelhas meliferas,
colénias de abelhas meliferas ou unidades de polinizacdéo,
caracterizado por compreender incorporar a composicdo em uma
substancia inerte selecionada a partir do grupo compreendido
de parafina, cera vegetal, cera de abelha, silica, alumina,
celulose, celulose modificada, tecido seco de planta,

madeira e um polimero sintético.

10. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
gque a composicado é usada para aumentar a proporgao das
forrageiras de pélen sobre as de ndo-pdlen entre as abelhas

operarias meliferas.

11. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
que a composicdo é usada para reduzir ou protelar a idade da
primeira busca de alimento pelas abelhas operarias

meliferas.

12. “METODO DE ESTABILIZAR UM

FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
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acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
que a composicdo é usada para aumentar o numero total de
abelhas forrageiras operarias meliferas.

13. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
gue a composicdo é usada para aumentar o peso da carga de
polen levado a coldnia por abelhas operarias meliferas
forrageiras de pdlen.

14. “METODO DE ESTABILIZAR UM

'FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de

acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
que a composicdo é usada para aumentar o numero de grédos de
pbélen carregados pelos COorpos das abelhas operarias
meliferas forrageiras de ndo-pdlen.

15. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo
fato de que a composicdo €& wusada para aumentar a
polinizacdo da safra-alvo perto ou dentro da qual as
colénias de abelhas meliferas ou as unidades de polinizacao
sdo colocadas.

16. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
gue a composicdo é usada para estimular o desenvolvimento da
glandula alimenticia hipofaringea da ninhada e a producgédo de

proteina glandular nas abelhas operédrias meliferas.
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17. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
que a composicdo ¢é usada para estimular o consumo da
proteina dietética gque ndo os componentes dietéticos e
suplementos antibiéticos fornecidos por abelhas meliferas.

18. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
que a administracdo continua da composig¢do em uma coldénia de
abelhas meliferas por um periodo de pelo menos duas semanas
ou mais é usada para aumentar o numero de abelhas criadas

dentro da coldnia.

19. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
que a administrac&o continua da composicao em uma coldénia de
abelhas meliferas é usada para inibir a evasao
(enxameamento) das abelhas da coldnia.

20. “METODO DE ESTABILIZAR UM
FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
acordo com o reivindicado em 9, caracterizado pelo fato de
que a composicdo é administrada em combinacdo com O
feroménio sintético da glandula mandibular da abelha rainha
melifera as abelhas meliferas, coldnias de abelhas meliferas

ou unidades de polinizacao.

21. “METODO DE ESTABILIZAR UM

FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA DE ABELHAS MELIFERAS”, de
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acordo com o reivindicado em 20, caracterizado pelo fato de
que a composigdo ¢é administrada em abelhas meliferas, em
coldnias de abelhas meliferas ou em unidades de polinizacao,
em combinacdo com ferombénio sintético da glandula mandibular
da abelha rainha melifera administrado em plantas

florescentes em que uma maior polinizacado é desejada.
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RIS . . © . RESUMO.

“METODO DE ESTABILIZAR ' UM

FEROMONIO SINTETICO DE NINHADA - DE ABELHAS. MELIFERAS E.

COMPOSICAO DE FEROMONIO SINTET,ICO DE NINHADA' DE ABELHAS

'MELTFERAS",‘ a invencao seé refere a um feromonlo 81ntet1co

1

ﬁestabili;adq para a nlnhada de abelhas e metodos para

estabilizar o feroménio da -ninhada de abelhas mellferas,

= ‘ . « -

Assim possibilitaﬁdo a producdo e o uso sustentado de‘

ppodutbs comerc1als baseados nesse feromonlo, o feroménio .

\

_51ntet1co establllzado pode _éer usado. . para 'manipular' o}

comportamento e n@lhorar o desempenho de abelhas operarlas

meliferas, resultando ‘em um maior v1gor da colmeia emygeral;

“a composicdo do  feroménio sintético estabilizado para

abelhas meliféras compreende dbis ou mais ésteres entre:
iinoleato dé etila,'linolehéto de,efilaj,bleato de etila,
palmitato de eﬁiia/ eétereéto de etila, linéleato de metiia,
linolenatd dé metila,'oleato de metlla, pélmitapp aQ metiia

e estearato de metila e um antl ox1dante
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