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A aplicacio continua de acanchias ipofhcos cint=licas no iatamento das abelhas condie a s
acumulagdn que depends da iequaneia, ipoflicidadn e quantidad de princpo actie atiizacs,
Esle eleilo & mais acentuadn na cera da abalha que no mal, no entanto, e porgue a persestencia
desles residucs & elevada, provoca 0 apaecunento de resimiencias ¢ a parda do seu elsito
acanicida’. Esta razdo levou 3 pesquisa Ui oulios compastos allematizos nao 1oxices & nao
persistentas, com efeita sohre o dcaro das abelhas, Vamon Jacobson:. Fnue sstes encontia-se
o fimol, um compasto fenofico, volatil, presente na tomiho, Dos diversos componentas dos
oleos essencims este & sem duvida 0 Gque demonstiou mainr elcilo acariata, wilkzando-
se no ratamento das abelhas directamanta ou como conpenents Jo diversas Ir mulacoss,
Em Portugal, 1oi inhoduzido muita racentemonta sah a forma comercial de APIGUARD: i gal,
a basa de lunol, que conlrela tennicamenta a libertagao do PHInCipio activo.

O controlo dos residues ds limol na cera de abelha a 0o mel & assim wm dasaiio sctual quar do
ponta de vista sanitario ques de qualidade alinent,

A micro-extiiccdn em fase solida (SPME) & wna técnica da prepatagdo da anostras que se
basala na sorgao de analilos no revastimanto de uma tibra chs silica fundida € postation desorgin
lérmica no injector do um cromatégratn em lase gasosa (GEC), Para além da combinar nam
nico processo elapas de exlracgdo, purificagio o concentragio dns analitos, a técnica de
SPME apresenta uma serie de vanlagens relativimento as lécricas da BA1GGA0 convenicianals,
como a extracgéo fiquido-liquido & extraceao em fase sdlida, nomeskunente 3 sua relativa
simpliciclade e rapidez, reduzido custo @ ndo utilizogao de solvenles para @ eddracgdo do
anallos, para além de peimitir a extracgio por imersio diecta na amostia gasosa ou liguida e
exlracgao por amosiragem do espago-de-cahega da amostra iquich ou solida®. Ao contrario das
técnicas Wradicionals, que permitern uma evtracgdo quantitativa dos analitos, a técnica de SPIME
Laseia-se num aquiibrio de partiéo do anahlo. Esta parliculividade tona a tesnica de SPIME
hastanle sensivel a pardmetios oxparimentais qus possam alsctar o coalicientas da parigdo
dos analilos e, conscquenlamenie, a sensibiidide e reprodutibilidada dos resuiados 1

O objeclivo desle krabalho € o deseivolimento de wna metodologin para a analizs da
timul em ceras contaminadas, uliizando comao padiio inlemo a Lenzalznona. Em pomeiro
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lugar, procedsu-s¢ a nplimizagdo da lecnica alravés da detenninag2o da quantidada do
cera, femperalua de andise @ patiodo de conlaclo da tibra com o espago-de-cabena da
amosta mals adaquados para o caso em estucdo. Fhana sequnda fase, p-ot:et!cu?se a
andlise ¢ diversas Wminas de cea contaminadas propositadamente com limol e sujeilas 3
Uilerantes condicdes de amazenamento: am Irio, ao ar e em estula. luaimante, procedsu-so a
constugao da corva e calleagdo o quantiicngdo clo timol presente nas d_rfersas amostras ﬂt?
cora annhsadas. Constterando-se os rasultados, para os nivels de contaninagdo avaliados, as
condioGes analincas w3t adequadas oconem com a uliizacao de 1 g de cera, manlendo-s& f)
libra em contacto cem o aspaco-de-cabega duranta 40 minulos a uma temperatuia de 60° C.
Mesias condicoes axpenmentais fol possivel obler tma boa conelagao hnear (14=0,990) n(?
Intervaln de concentranéas [3,5- 1ama/gl. A quanlidada de timol encontrada nas amostas ¢
sigmficativamente infenor & colocada duanta © processo de lalwico das laminas, paio que ¢
processo de Consavacia nan 8 0 mais adoequado, sendo evidenta uma menor quantidade de
timol quando a lanwna de cara é colocadz na estula.
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A aplicagéo continua de acaricidas lipofilicos sintéticos no tratamento das
abelhas conduz a uma acumulacéao que depende da frequéncia, lipofilicidade e
quantidade de principio activo utilizada. Este efeito € mais acentuado na cera
de abelha que no mel, no entanto, e porque a persisténcia destes residuos é
elevada, provoca o aparecimento de resisténcias e a perda do seu efeito
acaricida." Esta razdo levou a pesquisa de outros compostos alternativos nao
toxicos e nao persistentes, com efeito sobre o acaro das abelhas, Varroa
Jacobsoni. Entre estes compostos encontra-se o timol, um composto fendlico,
volétil, presente no tomilho. Dos diversos componentes dos 6leos essenciais
este € sem duvida o que demonstrou maior efeito acaricida, utilizando-se no
tratamento das abelhas directamente ou como componente de diversas
formulagées.”” Em Portugal, foi introduzido muito recentemente sob a forma
comercial de APIGUARD: um gel, a base de timol, que controla termicamente a
libertacédo do principio activo.

O controlo dos residuos de timol na cera de abelha e no mel € assim um
desafio actual quer do ponto de vista sanitario quer de qualidade alimentar.

A micro-extraccdo em fase solida (SPME) é uma técnica de preparacao de
amostras que se baseia na sor¢éo de analitos no revestimento de uma fibra de
silica fundida e posterior desorcao térmica no injector de um cromatdgrafo em
fase gasosa (GC). Para além de combinar num Unico processo etapas de
extraccdo, purificacdo e concentragdo dos analitos, a técnica de SPME
apresenta uma série de vantagens relativamente as técnicas de extracgao
convencionais, como a extraccao liquido-liquido e extracgcdo em fase soélida,
nomeadamente a sua relativa simplicidade e rapidez, reduzido custo e nao
utilizacdo de solventes para a extraccdo de analitos, para além de permitir a
extraccdo por imersado directa na amostra gasosa ou liquida e extracgdo por



amostragem do espaco-de-cabeca da amostra liquida ou sélida.® Ao contrario
das técnicas tradicionais, que permitem uma extraccdo quantitativa dos
analitos, a técnica de SPME baseia-se num equilibrio de particdo do analito.
Esta particularidade torna a técnica de SPME bastante sensivel a parametros
experimentais que possam afectar os coeficientes de particdo dos analitos e,
consequentemente, a sensibilidade e reprodutibilidade dos resultados.™

O objectivo deste trabalho é o desenvolvimento de uma metodologia para a
analise de timol em ceras contaminadas, utilizando como padrdo interno a
benzofenona. Em primeiro lugar, procedeu-se a optimizagao da técnica através
da determinacao da quantidade de cera, temperatura de andlise e periodo de
contacto da fibra com o espaco-de-cabega da amostra mais adequados para o
caso em estudo. Numa segunda fase, procedeu-se a andlise de diversas
laminas de cera contaminadas propositadamente com timol e sujeitas a
diferentes condicbes de armazenamento: em frio, a0 ar e em estufa.
Finalmente, procedeu-se a construcao da curva de calibragdo e quantificacdo
do timol presente nas diversas amostras de cera analisadas.
Considerando-se os resultados, para os niveis de contaminacéo avaliados, as
condicOes analiticas mais adequadas ocorrem com a utilizacdo de 1 g de cera,
mantendo-se a fibra em contacto com o espaco-de-cabeca durante 40 minutos
a uma temperatura de 60 °C. Nestas condicbes experimentais foi possivel obter
uma boa correlagdo linear (r*=0,990) no intervalo de concentracdes [3,5-14
mg/g]. A quantidade de timol encontrada nas amostras é significativamente
inferior a colocada durante o processo de fabrico das laminas, pelo que o
processo de conservacao nao € o mais adequado, sendo evidente uma menor

quantidade de timol quando a lamina de cera é colocada na estufa.
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