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composicion acaricida que se introduce en las colmenas y sus procesos de elaboracion.



10

15

20

25

30

WO 2015/107233 PCT/ES2014/070346

Una composicion acaricida de accion prolongada y proceso de elaboracion,

tira acaricida y procedimiento para combatir el 4caro Varroa destructor.

Campo de la invencion

La presente invencién pertenece al campo de los acaricidas utilizados para el
tratamiento y control de plagas en colonias de abejas. En particular se circunscribe a las

composiciones organicas y a sus formas de aplicacion.

La invencién propone igualmente un proceso de elaboraciéon de una composicién
acaricida, una tira acaricida y un procedimiento para combatir el acaro Varroa destructor

utilizando dicha tira acaricida.

Estado de la Técnica

La varroasis de las abejas meliferas, Apis mellifera L., constituye una parasitosis
externa causada por el acaro Varroa destructor, segiin un trabajo de Laura G. Espinosa
Montafio, Ernesto Guzman Novoa sobre la Eficacia de dos acaricidas naturales, acido
férmico y timol, para el control del 4caro Varroa destructor de las abejas (Apis mellifera
L.) en Villa Guerrero, Estado de México, México (Veterinaria México, vol. 38, nim. 1,
enero-marzo, 2007, pp. 9-19), la varroasis representa el problema mas serio al que se
enfrenta la actividad apicola en el mundo. Varroa afecta a las abejas adultas como a sus
crias. La productividad se ve afectada cuando la infestaciéon supera el 10% de las abejas
adultas en una colonia. Cuando la infestacién llega a ser de 30% a 40%, las consecuencias
son devastadoras. Las consecuencias son disminucién de peso corporal y vida més corta,

por lo que la produccién de miel disminuye hasta en el 60%.

Diversos son los esfuerzos en controlar este acaro, algunos de ellos se han enfocado
en uso de acaricidas sintéticos, pero se ha visto que generan resistencias, son toxicos para

las abejas y para el hombre y dejan residuos quimicos en la miel y cera.

Se prevé que pueden llegar a obtenerse abejas genéticamente resistentes a este

acaro, pero esta tecnologia esta en fase de proyecto.

Se conoce el uso de algunos acaricidas naturales, que presentan baja toxicidad y
bajo impacto ambiental, porque no dejan residuos en la miel y en la cera, o porque sus
residuos se degradan o volatilizan en poco tiempo, tales como el acido féormico y el aceite

esencial de timol.
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La aplicacion indiscriminada de quimicos trae aparejado dos riesgos potenciales; la
aparicién del fenémeno de la resistencia del acaro al principio activo utilizado y la
deteccion de residuos de acaricidas en los productos de la colmena. Las caracteristicas
reproductivas y el alto indice de multiplicacién del acaro son factores que hacen que sea
cada vez mas complejo establecer estrategias de control eficaces. Desde su apariciéon y por
mucho tiempo el Cumafés fue una de las mas eficaces moléculas para el control de la
varroasis. Lamentablemente, tratamientos mal formulados debido a las falencias en el
sistema de farmacovigilancia en los laboratorios elaboradores, el uso indiscriminado y/o
artesanal de este principio activo, han provocado desarrollo de resistencia por parte del

acaro en gran parte del territorio nacional.

Una misma situacion se presenta para el amitraz, otro de los principios activos
eficaces utilizados, ya que el Laboratorio de Artropodos de la Universidad Nacional de Mar
del Plata ha determinado los primeros indicios de focos de resistencia en distintos puntos
del pais. El anico principio activo sintético que aun preservara la eficacia algunas
temporadas mas es la flumetrina, un piretroide, que segin mostr6 su predecesor
piretroide (fluvalinato), la aparicion de resistencia es proxima. Por otro lado, los
tratamientos organicos existentes en el mercado poseen bajas eficacias en colmenas con
desarrollo de cria y numerosas limitaciones seglin sea la region del pais. De esta manera,
los productores argentinos estan seriamente comprometidos ya que sin algin tratamiento
eficaz contra esta parasitosis, dificilmente puedan conservar sus colmenas productivas y

en grandes regiones del pais, no se podran mantener vivas.

Este panorama no escapa a la realidad que viven gran parte de los principales
paises con desarrollo apicola, los cuales se encuentran seriamente preocupados, ya que
atn ninguna empresa multinacional ha podido desarrollar una solucién definitiva a esta

parasitosis.

El incremento en la tolerancia a los principales acaricidas utilizados, piretroides y
organofosforados, asi como la apariciéon de residuos de estas moléculas o de sus
metabolitos en los diferentes productos de la colmena, determinan la necesidad de nuevos
acaricidas que puedan ser utilizados dentro de un programa de control integral de esta

enfermedad parasitaria.

Diversos intentos pretenden resolver estos problemas, tales como el descrito en la
solicitud de patente n® US2012171268, que presenta un dispensador que se llena con un
gel, que contiene acidos carboxilicos de 1 a 10 carbonos y un gelificante. Dicho gel se
envuelve en una membrana de poliéster. Esta solicitud describe la preparacién de un gel, a
base de un acido (principalmente el formico) que se introduce en una bolsa de poliéster

biodegradable, para su posterior gelificacion y puede utilizar el glicerol como
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anticongelante. Ademas en la preparacion del gel se le agrega azicar disuelta en agua para
promover el roido del contenedor y asi permitir la liberaciéon del acido férmico. Dicho
dispenser permea los vapores de acido férmico, afectando al acaro, pero también

provocando muerte de abejas.

Es sabido lo laborioso y poco eficiente que es la utilizacion de oxalico en medio
acuoso, ademas de su baja efectividad en presencia de cria e imposibilidad de utilizarlo en
periodos frios (Eguaras -Ruffinengo Estrategias Para el control de Varroa- Pag. 70 a 77)

hitp://www.laboratoricbaldan.com/esp/ensayos/eficacia_ab var bic.pdf

En el mismo sentido, es conocido desde hace tiempo que los aceites esenciales, y
especialmente el timol, ejercen un eficaz efecto contra la Varroasis. Al igual que ciertos
acidos organicos como el lactico y el formico. Aunque también es sabido su dificultosa
forma de aplicaciéon y los riesgos que conllevan en algunos casos su mala utilizacion,

ademas de los elevados costos y labores que representan para el apicultor.

La composicién acaricida de accidon prolongada de la presente invencidén permite el
control efectivo de la Varroasis en las colonias de Apis mellifera de una manera sencilla
resolviendo el problema que plantea la utilizacién de compuestos quimicos y sustancias
acidas u organicas en soluciones acuosas que presentan efectos colaterales sobre las

poblaciones de abejas.

Breve descripcion de las Figuras

Figura 1: Corresponde al cromatograma de la composiciéon de la invencién segiin
el ejemplo 1, donde la concentracién de acido oxalico es de 146 mg/g; de acido tartarico es
de 714 mg/g y de acido férmico es de 14 mg/g. La técnica de anélisis se realizd segiin
método oficial AOAC 986.13 (2000), mediante el uso de estandares internos y con un DAD

(215 nm).

Figura 2: Corresponde al cromatograma de la composicion de la invencion, segiin
el ejemplo 2, y la concentracién de acido oxalico es de 90 mg/g; de acido tartarico es de
686 mg/g y de acido formico es de 5 mg/g. La técnica de analisis se realiz6 segiin método
oficial AOAC 986.13 (2000), mediante el uso de estandares internos y con un DAD (215

nm).

Figura 3. Donde se observan tiras acaricidas de la presente invencién ubicadas en

colmena y antes de su colocacion.

Figura 4: Influencia del espesor de la celulosa, y la temperatura, tiempo y forma
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de calentamiento de la solucidn en la eficacia de los tratamientos evaluados.

Breve descripceion de la invencidén

La composicién acaricida de accidon prolongada de la presente invencién que
controla la Varroasis en colonias de Apis mellifera comprende acido oxalico, glicerina,
acido férmico y acido dicarboxilico de 4 carbonos, preferentemente 4cido tartarico o acido
2 hidroxi butanodioico, méas preferentemente acido tartarico. Esta composicion,
preferentemente, es libre de polimeros y agua agregados. Ademas es libre de cristales por
un periodo de al menos 2 anos mantenido a temperaturas de entre 0 °C y 40 °C. Las
concentraciones preferidas para dichos componentes son: glicerina entre 0 y 20 % (P/P);
acido oxalico entre 5 y 20 %(P/P), acido férmico entre 0,5 y 15 %(P/P) y acido
dicarboxilico de 4 carbonos entre 50 y 80 %(P/P). Mas preferentemente: glicerina entre o
y 20% (P/P); acido oxalico entre 8 y 15 %(P/P), acido férmico entre 2 y 15 %(V/V) y acido
dicarboxilico de 4 carbonos entre 65 y 75 %(P/P). Ademas dicha composicién de la

invencidon comprende una densidad entre 1 y 1,5 g/cm3.

Otro objeto de la presente invencion es una tira acaricida de celulosa caracterizada
porque comprende la composicién acaricida de la presente invencién embebida en dicha
tira. Donde dicha tira comprende un tamafio de entre 5y 100 mm de ancho por un espesor

de entre 0,5 y 5 mm; y es libre de cristales y de polimeros que la recubren.

Dicha tira de la presente invencién se aplica en una dosis para una colmena de
abejas de entre 1 y 10 tiras por colmena, y comprende una eficacia mayor al 90 % de
eliminacion del acaro Varroa destructor por el sélo efecto del contacto de dicha tira con la
abeja atin en colmenas con gran desarrollo de cria, cortando el ciclo, tan solo con una
aplicacion. Preferentemente, dicha eficacia es mayor a 95%, mas preferentemente mayor a
97%. Ademas dicha tira de la presente invencién comprende una estabilidad en su efecto
contra el acaro Varroa destructor de al menos 40 dias, mas preferentemente de al menos 2

afios sometida a temperaturas de entre 0° y 40 °C.

Otro objeto de la presente invencion es el proceso de elaboracién de la composicion

acaricida de la presente invencién, que comprende los siguientes pasos:
a. mezclar glicerina y acido oxalico,
b. calentar la mezcla,

C. enfriar la mezcla.
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En particular para obtener la composicion acaricida de la invencién se propone
seglin dicho paso a. mezclar glicerol y acido oxalico en una relaciéon de entre 3:1y 1:3 y
calentar la mezcla segtin dicho paso b. hasta una temperatura de entre 90°C y 150°C

durante un tiempo de entre 1 y 5000 segundos.

De acuerdo con un ejemplo de realizacién en el paso a. de dicho proceso la
glicerina comprende una concentracion de entre 5y 95% (V/V), preferentemente entre 50
y 75% (V/V) y el acido oxalico comprende una concentraciéon de entre 5y 95 % (V/V),
preferentemente de entre 25 y 50% (V/V). Y en el paso b. comprende calentar hasta una
temperatura que va de los 60 C° a los 150°C, preferentemente de los 90 C° a los 120°C,
durante un tiempo de entre 1 y 5000 segundos, preferentemente de entre 1 y 600
segundos. Mas preferentemente dicho paso b. comprende calentar hasta una temperatura

que va de los 100 C° alos 120°C durante un tiempo de entre 1y 120 segundos.

En una forma preferida de la invencién, dicho proceso de elaboracién de la
composicion acaricida de la presente invencion, en dicho paso b. comprende un proceso
continuo y calentar mediante un intercambiador de calor de flujo continuo hasta una

temperatura que va de los 100 C° a los 130°C durante un tiempo de entre 1y 60 segundos.

Otro objeto de la presente invencién es el proceso de elaboraciéon de la tira
acaricida de la presente invencién, que comprende sumergir una tira de celulosa en dicha

composicién acaricida entre 30 y 120°C durante un tiempo que va de 1 minuto a 96 horas.

Otro objeto de la presente invencién es el procedimiento para combatir el acaro
Varroa destructor que comprende introducir una cantidad de entre 1y 10 tiras acaricidas
de la presente invencién en una colmena. Y dicho procedimiento para combatir el acaro
Varroa destructor comprende una eficacia en la eliminacién del acaro Varroa destructor

de al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, mas preferentemente al menos 97 %.

Descripcion detallada de la invencidon

La composicién acaricida de accidén prolongada de la presente invencion, que se
elabora a partir de acido oxalico y glicerina, mediante la incorporaciéon de calor a la
mezcla, resulta en un acaricida sumamente eficiente para el control de la Varroa
destructor, plaga propia de las abejas (Apis mellifera). Las tiras de un material adecuado
poroso, tal como la celulosa, embebidas en la composicién de la invencion, resultan en un

producto veterinario que se introduce en las colmenas.

El término “accién prolongada” se refiere a que la composicién acaricida de la
presente invencién mantiene sus propiedades acaricidas por al menos 40 dias, méas de dos

periodos de reproduccién de la varroa destructor. Aunque se han utilizado tiras de la
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presente invencion con mas de dos afos desde la fecha de elaboracién que mantienen

intactas sus propiedades acaricidas.

La composicién organica de la presente invencién presenta una serie de ventajas,

frente a las alternativas que presenta el estado de la técnica, tales como:

. No origina residuos de sintéticos.

. Su utilizacidn no genera resistencia, a corto y mediano plazo, de las
infestaciones que trata.

® Es capaz de actuar a lo largo de sucesivos ciclos de las infestaciones
sin la necesidad de ser nuevamente aplicado.

® Presenta un bajo costo de produccidén, lo que implica un impacto
econdmico menor en las explotaciones agropecuarias.

® Es de facil aplicacion en las colmenas langstroth.

# Aplicado en colonias de Apis mellifera, resulta en un producto

efectivo para la eliminacién del acaro Varroa spp.

) No produce efectos nocivos comprobados en las colonias de Apis
mellifera
= Bs capaz de mantener su eficacia durante wibs de 42 dias,

requiriendo una sola aplicacidn, cortando el ciclo de la varroasis v resultando en

eficacias superiores a todas las formutaciones exdstentes de origen orglnico.

La presente invencién es un buen agente de control de acaros tanto para otofio
como para primavera, que es cuando la oviposicion es alta y se necesitan un minimo de 20
dias para cortar el ciclo. La composicién de la invencién no requiere que las abejas la
consuman, lo cual constituye una de las grandes bondades del tratamiento, evitando la
intoxicacién de las abejas. Por otro lado, la presente invencién permite un tratamiento no
contaminante, por lo que puede utilizarse durante todo el afio, incluso durante la cosecha
sin dejar residuos contaminantes en los productos de la colmena. Por ultimo, esta
invencién podria utilizarse por décadas debido a que la generacién de resistencia es
practicamente improbable dado su caracter organico. Por todo lo expuesto, la presente
invencién es una excelente solucioén para el problema que existe del control de acaros en
poblaciones de abejas, y de suma utilidad para los productores apicolas de la regién, la

Argentina y el mundo.

El acido oxalico es un compuesto quimico organico, se encuentra presente en la
naturaleza en frutas, en algunas plantas y hasta la miel contiene pequefias cantidades de

este acido. Es decir que al utilizarlo contra Varroa y por ser degradable, no contamina la
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miel. Asi ocurre también con el acido tartarico, ampliamente utilizado en productos

alimenticios.

El acido oxalico ha sido muy utilizado en Europa sobre todo en lugares como Suiza,
Francia y Alemania, con una excelente eficacia contra Varroa en colmenas sin cria. Hasta
el momento, dos formas de aplicacion se utilizan: en forma de aspersiéon y en forma de
jarabe o mezcla de agua con azdcar. En ambas en formas de aplicacién, se realizan 3

aplicaciones cada 7 dias.

Estas formas de aplicacion s6lo permiten obtener eficacias mayores al 50% con
ausencia de cria en la colmena o periodos frios. Este fenémeno se comprende al analizar el
ciclo de vida de la Varroa, el cual tiene una duracién total de 16 dias de los cuales 12 se
encuentra reproduciéndose dentro de las celdas de cria operculada y los restantes, en

estado forético, o sea, sobre abejas adultas.

En la forma tradicional de aplicacion, que es la aspersién sobre los marcos de los
panales, luego de algunas horas de realizada esta labor, la ventilacién y la propia
temperatura de la colonia genera que las gotas de solucién se deshidraten, el acido oxalico

se cristalice, perdiendo su poder acido.

La composicién de la presente invencién impregnada en una determinada cantidad
de celulosa, que puede ser hidroximetil celulosa, hidroxietil celulosa,
hidroxipropilcelulosa, papel, carton, etc., que denominaremos tiras de celulosa, y aplicada
sobre colmenas con gran superficie cubierta con cria, mediante una dosis de entre 1y 10
tiras por colmena controla Varroa destructor en las mismas, con eficacias mayores al 90%,

atn mayores al 97%.

Mediante los siguientes ejemplos se brindan los detalles de la composicién, de las
tiras acaricidas de la invencion, asi como los procesos para elaborar la invencion, para ser
usada para el control de acaros. Tales ejemplos no pretenden restringir el espectro de
proteccion de las reivindicaciones, pero brindan toda la informacién necesaria para que,

cualquier técnico en la materia pueda reproducirla.



WO 2015/107233 PCT/ES2014/070346

Ejemplos de aplicacion
Ejemplo 1

Elaboracion de la composicion acaricida de acciéon prolongada contra

Varroa destructor de la presente invencion, mediante calentamiento directo.

5 Se introdujeron 5 kg de Acido Oxalico y 5 kg de Glicerina en un recipiente
colocado sobre fuego y la solucién fue agitada hasta lograr una temperatura de 100 y

mantenida durante 40 minutos.

La soluciéon anterior fue enfriada naturalmente al apagar el fuego hasta una
temperatura menor a los 40°C y luego fraccionada de a 1600 gramos en bolsas de 300

10 micrones.

Se obtuvo asi la composiciéon de la presente invencidn, cuyo cromatograma se
aprecia en la figura 1, donde la concentraciéon de acido oxalico es de 146 mg/g; de acido

tartarico es de 714 mg/g y de acido formico es de 14 mg/g.

Las técnica de analisis se realizaron segiin método oficial AOAC 986.13 (2000),

15  mediante el uso de estandares internos y con un DAD (215 nm).

Ejemplo 2

Elaboracion de la composiciéon acaricida de accion prolongada contra Varroa

destructor de la presente invencion, mediante calentamiento continuo

20 Se mezclaron 5 kg de Acido Oxalico y 5 kg de Glicerina en un tanque de PVCy fue
agitado hasta lograr una mezcla uniforme. Esta mezcla fue bombeada a un intercambiador
de calor cuyo liquido de intercambio es un aceite a una temperatura de 117 °C. El tiempo

de residencia en dicho intercambiador fue de 24 minutos.

La solucién que sale de dicho intercambiador ingresa a un enfriador que lleva dicha
25  solucién a una temperatura menor a los 40 °C y asi se obtiene la composiciéon de la

presente invencion que se fraccioné de a 1600 gramos en bolsas de 300 micrones.

Se obtuvo asi la composiciéon de la presente invencidn, cuyo cromatograma se
aprecia en la figura 2, donde la concentracién de acido oxalico es de 90 mg/g; de acido
tartarico es de 686 mg/g y de acido féormico es de 5 mg/g. Las técnica de analisis se

30 realizaron segiin método oficial AOAC 986.13 (2000), mediante el uso de estandares

internos y con un DAD (215 nm).
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Ejemplo 3

Elaboracion de la composicion acaricida de accion prolongada contra
Varroa destructor de la presente invencion, mediante calentamiento

continuo a escala industrial.

El proceso, inicia en 2 tolvas verticales, donde se almacenan en condiciones
adecuadas, las materias primas: glicerina y acido oxalico. En virtud de la alta viscosidad de
las mismas a baja temperatura y para asegurar un grado de fluidez minimo hacia la linea
de produccién, se provee un grado de calefaccionado apropiado, mediante traceado

eléctrico de baja potencia.

Desde el pie de las tolvas, mediante un par de bombas, se carga en la mezcladora,
las proporciones previamente establecidas de cada componente, que responden a distintas
dosificaciones, segiin las aplicaciones y/o tratamientos en campo, preferente en una
relacion 1:1. Por medio de una remocién continua de la masa y siempre bajo temperatura
controlada mediante calefaccionado (circulando agua caliente en la camisa enchaquetada
de la mezcladora), se mantiene la viscosidad en valores aceptables, como paso previo al

inicio del proceso de bombeo.

Desde la unidad mezcladora, se alimenta a una bomba de impulsién, que establece
el flujo continuo de la masa en proceso, a través del intercambiador de calentamiento. A la
salida del intercambiador, la mezcla alcanza una temperatura en el orden de los 120 °C. El
fluido calefactor en la camisa es aceite térmico, lo que permite operar con temperaturas de
caldeo alrededor de los 170 °C, manteniendo la presion de circuito en valor atmosférico. El

tiempo de residencia ha sido ajustado en 30 segundos.

Luego de la etapa de calentamiento, el producto se somete a un enfriamiento
acelerado, mediante un intercambiador de concepcién similar a su anterior, donde
mediante agua de pozo o torre de enfriamiento, se baja la temperatura del producto a unos
40 °C, para ser volcado en un tanque de almacenamiento intermedio, que opera como
pulmén amortiguador entre las etapas de calentamiento — enfriamiento y la etapa de

dosificacidn final - llenado.

La composicion acaricida de la presente invencion elaborada, se mantiene en el
tanque pulmoén, a temperatura aproximada de 40 °C, mediante caldeo continuo con agua
caliente circulando por la camisa enchaquetada del tanque. Simultaneamente, una leve
remociéon mediante agitador mecanico, permite asegurar un grado de homogeneidad

correcto.
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Desde el tanque pulmoén, se alimenta mediante bombeo controlado, al dispositivo
de llenado de las pastillas, obleas o tablas con los que se efecttia la distribucion final del

remedio elaborado de la presente invencion, en los colmenares.

Ejemplo 4
Elaboracion de tiras acaricidas de la invencion

La composiciéon acaricida de acciéon prolongada contra Varroa destructor de la
presente invencion obtenida en el ejemplo 1, ya fraccionada de a 1600 gramos en bolsas
de 300 micrones, embebe 32 tiras de celulosa de 30 mm de ancho por de 3 mm de
espesor que se sumergen en dichas bolsas. Dichas bolsas con las tiras de celulosa y dicha
composicion se dejaron quietas sin cerrar, para luego de 24 hs. ser selladas. Se obtienen

asi paquetes de 32 tiras acaricidas de la presente invencion.

Ejemplo 5
Experiencias evaluatorias de la eficacia de la presente invencion.

A partir de las composiciones de la presente invencién de los ejemplos 1,2 y 3 y su
incorporacioén a tiras de celulosa tal como en el ejemplo 4 se procedi6 a la elaboraciéon de
distintas tiras acaricidas de la invencion variando las condiciones de proceso para evaluar

la eficacia acaricida contra Varroa destructor.

Se evaluaron distintas formulaciones acaricidas en base a procesar acido oxalico y
glicerina seglin ejemplos 1y 2 en tiras de celulosa como en el ejemplo 4, en los meses de
abril, mayo y junio en un apiario de la Cabana Cristal ubicado en la localidad de General
Daniel Cerri (Provincia de Buenos Aires), con dos metodologias distintas de
calentamiento de la solucién: segiin a) intercambiador de calor (seglin ejemplo 2); y b)

transmision directa de calor (seglin ejemplo 1).

Las soluciones resultantes fueron enfriadas hasta una temperatura menor a los
40°C y luego fraccionada de a 2500 gramos en bolsas de 300 micrones, las que contenian
100 o 50 tiras de celulosa dependiendo de que sean de 1,5 mm o 3 mm de espesor. Los
paquetes con las tiras de celulosa y la soluciéon fueron colocados sin cerrar. Luego de 24

Hs los paquetes fueron finalmente sellados.
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Tabla 1. Tratamientos evaluados.

Tratamiento Calentamiento | Temperatura |Tiempo de Espesor de la
alcanzada (°C)| calentamiento (Celulosa
(minutos) (mm)

Oxa 9 (T1) Intercambiador | 109 8.3 3

Oxa 10 (T1) de calor 109 8.3 1,5

Oxa 11 (T2) 117 27 3

Oxa 12 (T2) 117 27 1,5

Oxa 13 (T3) 124 34 3

Oxa 14 (T3) 124 34 1,5

Oxa 15 (T4) Transmision 100 40 3
Oxa16 (T4)  |girecta de calor | 100 40 L5

Oxa 17 (T5) 109 60 3

Oxa 18 (T5) 109 60 1,5

El dia 3 de abril fueron divididas las 50 colmenas en ensayo en 10 grupos de 5
tomadas al azar. El choque quimico necesario para obtener el niimero de varroas no
controladas por el tratamiento fue realizado 42 dias mas tarde con amitraz. Para evaluar
la eficacia se utilizaron pisos técnicos que permitieron el recuento de los acaros muertos
durante el tratamiento y luego del choque quimico, realizado con tratamientos de
amitraz. El calculo de eficacia fue realizado mediante el cociente entre el nimero de

acaros caidos antes del choque quimico y el total.

Tabla 2. Cronograma de trabajo.

03 - abril | -Colocar piso técnico.
-Colocar tratamientos

10 - abril -Contar acaros

17 - abril -Contar acaros

24 - abril | -Contar acaros

01-mayo |-Contar acaros

08 - mayo |-Contar acaros

15-mayo |-Contar acaros

-Retirar tratamientos
-Colocar choque quimico
19 - junio |-Contar 4caros

-Retirar choque quimico
-Retirar pisos técnicos
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En un principio, no se encontraron diferencias significativas en el aspecto de los
tratamientos con espesor de 1,5mm y los de 3mm. La incidencia del espesor de la celulosa
en la practicidad de aplicacion no fue relevante, ya que la tinica diferencia que se encontro
fue una mayor flacidez de la celulosa de menor espesor, que en algunos casos pudo

doblarse.

En la Figura 4 puede observarse que a mayor ancho de la celulosa aumenta la
eficacia de los tratamientos, y a su vez, disminuye la variabilidad. Por otro lado, en los
tratamientos elaborados mediante intercambiador de calor existe una disminuciéon
significativa de la eficacia del producto al ser producido con temperaturas mayores a
120°C por mas de 30 minutos (Oxa 13 y Oxa 14). A su vez, se deduce que en los
tratamientos elaborados con intercambiador a menor temperatura son mas eficaces y con

menor variabilidad que con calentamiento directo.

Ejemplo 6

Analisis de farmacodinamia de la composicion de la presente
invencion. Determinacion de la eficacia y residualidad de la composicién acaricida de la

presente invencion para ser aplicada en colonias de abejas con cria permanente.

Se determiné la eficacia y los niveles de residuos en diferentes matrices de la
colmena (miel, cera y abejas) generados por la aplicacién de la composicién acaricida de la
presente invencién. Para ello se realizd un ensayo de campo durante el otofio del 2013
(Marzo-Abril) utilizando 24 colmenas divididas en dos grupos, uno de 7 unidades
(colmenas sin tratar, testigo) y el otro de 17 (colmenas que recibieron la composicién de la
presente invencion en tiras de celulosa de la presente invencién). Previo a los ensayos, las
colonias se estabilizaron en poblacién de abejas y reservas. Se tomaron muestras de las
tres matrices en 14 colmenas (7 de cada grupo elegidas al azar) a dos tiempos diferentes:
antes de colocar el tratamiento y justo luego de retirar el mismo. Asimismo, se monitored
la mortalidad de acaros causada por el tratamiento a los dias 7, 14, 28, 35 y 42. Al retirar
las tiras acaricidas de la presente invencién de las colmenas, se realiz6 un tratamiento de
choque con Amivar500®. La dosificacion del Amivar500® se realiz6 de acuerdo a las
especificaciones indicadas en el marbete del producto comercial. La poblaciéon de abejas
adultas y crias se cuantific antes y luego del tratamiento acaricida para evaluar el impacto
de la droga sobre el estado poblacional de las colonias. De esta manera se evaluo la eficacia
de la nueva composicién acaricida de la invencion y la potencial variacion de los residuos

de acido oxalico generados por ésta a los diferentes tiempos monitoreados.
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La Tabla 3 reporta el nimero de acaros caidos para cada tiempo de monitoreo (dia

7, 14, 28, 35 y 42) en colmenas que recibieron el tratamiento acaricida de la presente

invencién y en colmenas sin tratar.

Tabla 3 Niimero de acaros caidos para cada tiempo de monitoreo (dia

7,14, 28, 35 YV 42) en colmenas que recibieron el tratamiento acaricida de la

presente invenciéon y en colmenas sin tratar.

Ensayo | Tratamiento | Colmena| No. de 4caros caidos al | Total| No.de Eficacia
dia: acaros dela
caidos formulaci
7 141 28 35 | 42 con el 6n (%)
tratamie
nto de
choque
Apiario Formulacién 1 34 48 | 27 | 1 o | 110 9 92.4
2 120 [106] 24 | 1 0 | 251 21 92.3
Mar del
3 56 |214| 56| O 2 | 328 13 96.2
Plata
4 12 47 | 22| 2 o] 83 1 08.8
2013 5 87 |(119] 17 | 1 1 | 225 42 84.3
6 20 | 42| 2 1 4 69 3 95.8
7 41 12 | 9 o] o] 62 7 89.8
8 54 | 185|144 4 | 15 | 402 21 95.1
9 O [ 282 46| 14 | O | 342 14 06.1
10 48 | 655|565 45| 3 | 1316 16 08.8
11 19 | 186|112 | 18 | 3 | 338 1 99.7
12 267 | 50| 49| 0 | 5 | 373 15 96.1
13 100 | 815|348| 41 | 1 | 1305 o] 100
14 88 | 560]| 400| 815 | 253 | 2116 70 06.8
15 42 72 | 63| 3 2 | 182 20 90.1
16 26 10 | 33| 1 3 73 23 76
17 49 70 | 49| 15 | 12 | 189 18 91.3
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ANALISIS POBLACIONAL DE LAS COLONIAS TRATADAS

La tabla 4 informa acerca de los cuadros cubiertos con abeja adultas y crias antes y
después de finalizado el tratamiento acaricida. Al observar la respectiva tabla puede
notarse que el tratamiento acaricida de la presente invencidn no presenta efectos

negativos en las colonias de abejas.

Tabla 4 Cuadros cubiertos con abejas adultas y cria antes y

después de la aplicacion de la formulacion con acido oxalico.

Antes del Después del
Tratamiento tratamiento
Tratadas 8.7 (1.2) 8 (0.5)
Ntmero de cuadros cubiertos con
abejas adultas
No tratadas 9 (0.44) 8.6 (0.2)
Tratadas 4.6 (0.8) 3.2 (0.44)
Ntmeros de cuadros con cria
No Tratadas 4.7 (0.3) 3.1 (0.33)
ANALISIS DE RESIDUOS

El analisis fisico-quimico del producto mediante GC-FID (Laboratorio de Analisis
Clinico Fares Taie) permitié evaluar satisfactoriamente los residuos generados por la
aplicacién de la presente invencion al finalizar el tratamiento (dia 42). Los analisis
demuestran que dicha formulacién no genera residuos de acido oxéalico en las diferentes
matrices de las colmenas analizadas al finalizar el tratamiento. Las Tablas 5 y 6 muestran
los resultados de los residuos detectados en el transcurso del ensayo para las matrices miel
y cera respectivamente. Como puede observarse en la Tabla 5, en general, todas las
colmenas (tratadas y no tratadas) incrementaron el nivel del acido oxalico al finalizar el
tratamiento, lo que indica que el incremento en mieles del principio activo se debe a

fuentes externas a la colonia y no a la presente invencién (fuentes florales).
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Tabla 5. Residuos de acido oxalico (mg/kg) detectados en miel antes
(dia 0) y después (dia 42) de aplicar el tratamiento acaricida de la invencion.

Limite de deteccion: 0.5mg/kg. Limite de cuantificacion 1 mg/kg

Grupo Antes del tratamiento | Al finalizar el
tratamiento
Tratada 1 16.2 0
Tratada 8.2 9.21
Tratada 3 3.2 9.9
Tratada 4.4 35.37
Tratada 5 12.9 26.65
Tratada 2.7 7.66
Tratada 7 5.2 28.47
Sin Tratar 8 10.2 0
Sin Tratar 9 17.1 14.39
Sin Tratar 10 0 10.68
Sin Tratar 11 2.5 16.21
Sin Tratar 12 13.6 33.91
Sin Tratar 13 33.8 44.61
Sin Tratar 14 - -

Tabla 6 Residuos de acido oxalico (mg/kg) detectados en cera antes
(dia 0) ydespués (dia 42) de aplicar el tratamiento acaricida. Limite de

deteccion: 1.5 mg/kg. Limite de cuantificacién 12 mg/kg

Grupo Antes del Al finalizar

tratamiento el

Tratada 1
Tratada 2
Tratada 3
Tratada 4
Tratada 5
Tratada 6
Tratada 7
Sin Tratar 8
Sin Tratar 9
Sin Tratar 10
Sin Tratar 11
Sin Tratar 12
Sin Tratar 13
Sin Tratar 14

o}

C|O0O|C 0|00 0|00 |0 |0 |0
C|O|O|C|0O|O |0 0|0 O[O |0 0|0
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CONCLUSIONES
Al finalizar el tratamiento acaricida no se observaron dafios en las colonias. El
tratamiento acaricida no genera residuos de acido oxalico en la miel, cera o las abejas. El

incremento de acido oxalico observado al finalizar el tratamiento se debe a fuentes florales

a partir de las cuales se obtiene el néctar para la fabricacién de la miel.

La composicion acaricida es eficaz en colonias con cria de abejas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién acaricida de accidén prolongada contra Varroa
destructor en colonias de abejas caracterizada porque comprende glicerina, acido

oxalico, acido dicarboxilico de 4 carbonos y acido férmico.

2. La composiciéon acaricida de la reivindicacién 1 caracterizada
porque comprende glicerina entre 0 y 20 % (P/P); acido oxalico entre 5 y 20
%(P/P), acido féormico entre 0,5 y 15 %(P/P) y acido dicarboxilico de 4 carbonos
entre 50 y 80 %(P/P).

3. La composiciéon acaricida de la reivindicacién 1 caracterizada
porque comprende glicerina entre 0 y 20% (P/P); acido oxalico entre 8 y 15
%(P/P), acido féormico entre 2 y 15 %(V/V) y acido dicarboxilico de 4 carbonos
entre 65y 75 %(P/P).

4. La composiciéon acaricida de la reivindicacién 1 caracterizada

porque es libre de agua agregada.

5. La composiciéon acaricida de la reivindicacién 1 caracterizada

porque dicho acido dicarboxilico de 4 carbonos es acido tartarico.

6. La composiciéon acaricida de la reivindicacién 1 caracterizada
porque es libre de cristales y esta condicién es estable en el tiempo por al menos

dos afios, mantenido a temperaturas de entre 0 °Cy 40 °C.

7. La composiciéon acaricida de la reivindicacién 1 caracterizada

porque comprende una densidad entre 1 y 1,5 g/cm3.

8. La composiciéon acaricida de la reivindicacién 1 caracterizada

porque es libre de polimeros y agua agregados.

0. Una tira acaricida de celulosa caracterizada porque comprende la

composicion acaricida de la reivindicacién 1 embebida en dicha tira.

10. La tira acaricida de la reivindicacién 9 caracterizada porque
comprende un tamafo de entre 5y 100 mm de ancho por un espesor de entre 0,5 y

5 mm.

11. La tira acaricida de la reivindicacién 9 caracterizada porque es libre

de cristales.
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12. La tira acaricida de la reivindicacién 9 caracterizada porque

comprende una dosis para una colmena de abejas de entre 1y 10 tiras por colmena.

13. La tira acaricida de la reivindicacién 9 caracterizada porque
comprende una eficacia mayor al 90 % de eliminacién del acaro Varroa

destructor.

14. La tira acaricida de la reivindicacion 9 caracterizada porque es libre

de polimeros que la recubren.

15. La tira acaricida de la reivindicacién 9 caracterizada porque
comprende una estabilidad en su efecto contra el acaro Varroa destructor de al

menos 2 afios sometida a temperaturas de entre 0° y 40 °C.

16. Un proceso de elaboracién de la composicién acaricida de la

reivindicacion 1 caracterizada porque comprende los siguientes pasos:

a. mezclar glicerina y acido oxalico,
b. calentar la mezcla,
c. enfriar la mezcla.
17. El proceso de la reivindicacion 16 caracterizado porque en el paso a.

la glicerina comprende una concentraciéon de entre 5 y 95% (V/V) y el acido oxalico

comprende una concentraciéon de entre 5y 95 % (V/V).

18. El proceso de la reivindicacién 16 caracterizado porque en el paso a.
la glicerina comprende una concentraciéon de entre 50 y 75% (V/V) y el acido

oxalico comprende una concentracion de entre 25y 50% (V/V).

19. El proceso de la reivindicacién 16 caracterizado porque el paso b.
comprende calentar hasta una temperatura que va de los 60 C° a los 150°C durante

un tiempo de entre 1y 5000 segundos.

20.  El proceso de la reivindicaciéon 16 caracterizado porque el paso b.
comprende calentar hasta una temperatura que va de los 90 C° a los 120°C

durante un tiempo de entre 1y 600 segundos.

21. El proceso de la reivindicacién 16 caracterizado porque el paso b.
comprende calentar hasta una temperatura que va de los 100 C° a los 120°C

durante un tiempo de entre 1y 120 segundos.

22, El proceso de la reivindicacién 16 caracterizado porque el paso b.

comprende un proceso continuo y calentar mediante un intercambiador de calor
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de flujo continuo, hasta una temperatura que va de los 100 C° alos 130°C durante

un tiempo de entre 1y 60 segundos.

23. El proceso de la reivindicacion 16, en donde en el paso a.
comprende mezclar glicerol y acido oxalico en una relacion de entre 1:3y 3:1y en
el paso b. calentar hasta una temperatura de entre 90°C y 150°C durante un tiempo

de entre 1y 5000 segundos.

24. Un proceso para elaborar la tira acaricida de la reivindicaciéon 9
caracterizado porque comprende sumergir una tira de celulosa en dicha
composicion acaricida entre 30 y 120°C durante un tiempo que va de 1 minuto a 96

horas.

25. Un procedimiento para combatir el acaro Varroa destructor
caracterizado porque comprende introducir una cantidad de entre 1 y 10 tiras

acaricidas de la reivindicacién 10 en una colmena.
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