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SazZetak

Diplomskog rada studentice Glorije Ledinski, naslova

Kakvoéa péelinjeg voska na medunarodnom trZzistu

Zbog nedostatka zakonske regulative i obvezne kontrole kakvoce, pcelinji je vosak Cesta meta
patvorenja i rastuci problem diljem svijeta. Cilj je ovog rada bio utvrditi kakvocéu pcelinjeg
voska na medunarodnom trzistu. Uzorci pcelinjeg voska (satnih osnova i blokova voska)
prikupljeni su iz 33 Zemlje svijeta (n=300) te analizirani metodom infracrvene (FTIR-ATR)
spektroskopije. Rezultati su pokazali kako je 166 (55,3 %) uzoraka bilo patvoreno parafinom
(51 %) 1 stearinom/stearinskom kiselinom (4,3 %). Udio parafina u patvorenim uzorcima
kretao se od 3,5 do 100 %, a stearina/stearinske kiseline od 1,5 do 29,2 %. Najvisi udjeli
parafina (> 90 %) utvrdeni su u uzorcima iz Bosne i Hercegovine, Srbije i Kine, a
stearin/stearinska kiselina su detektirani u uzorcima iz Belgije i Nizozemske. Patvorine nisu
utvrdene samo u uzorcima iz nekoliko europskih zemalja (Luksemburg, Svedska i Ujedinjeno
kraljevstvo), africkih zemalja (Kamerun, Kongo, Etiopija) te Australije, Novog Zelanda,
Kanade, Rusije i Vijetnama. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na hitnu potrebu za
rjeSavanjem problema patvorenja pcelinjeg voska na medunarodnoj razini.

Kljuéne rije¢i: pelinji vosak, kakvoca, patvorenje, medunarodno trziste



Summary

Of the master’s thesis — student Gloria Ledinski, entitled

Quality of beeswax on the international market

Due to the lack of legislation and mandatory quality control, beeswax is a frequent target of
adulteration and a growing problem worldwide. The aim of this study was to determine the
quality of beeswax on the international market. Beeswax samples (comb foundations and
beeswax blocks) were collected from 33 countries (n=300), and analysed by infrared (FTIR-
ATR) spectroscopy. The results have revealed that 166 (55.3%) samples were adulterated
with paraffin (51%) and stearin/stearic acid (4.3%). The proportion of paraffin in adulterated
samples ranged from 3.5 to 100%, and of stearin/stearic acid from 1.5 to 29.2%. The highest
proportions of paraffin (> 90%) were detected in samples from Bosnia and Herzegovina,
Serbia and China, while stearin/stearic acid were detected in samples from Belgium and
Netherlands. Adulterants were not found only in samples from several European countries
(Luxembourg, Sweden and the United Kingdom), African countries (Cameroon, Congo,
Ethiopia), as well as Australia, New Zealand, Canada, Russia and Vietnam. The results of this
study indicate an urgent need to resolve the problem of beeswax adulteration on international
level.

Keywords: beeswax, quality, adulteration, international market



1. Uvod

Patvorenje pcelinjeg voska (satnih osnova) Velik je i rastuci problem diljem svijeta. Niz je
¢imbenika koji ukazuju da je trziSte satnih osnova preplavljeno patvorenim materijalima.
Primarno je to visoka cijena péelinjeg voska, niska cijena lako dostupnih patvorina pcelinjeg
voska (primarno parafina) te nedostatak zakonske regulative koja definira kriterije kakvoce i
rutinsku kontrolu autenti¢nosti voska. Utvrdeno je kako se za patvorenje pcelinjeg voska
danas koristi viSe od 15 prirodnih i umjetnih voskova. Najucestalije patvorine voska su
parafin i stearin/stearinska Kiselina, no u posljednje vrijeme se na trziStu pojavljuju i druge
patvorine. Patvorenje uzrokuje degradaciju sastava voska, a unosom patvorenog voska (satnih
osnova) u koSnice ugrozava se dobrobit pcelinje zajednice u vidu naruSene kemijske
komunikacije, destrukcije izgradenog saca te narusenih uvjeta za normalan fizioloski razvoj
legla i skladiStenje hrane (nektara i peludi). Patvorenjem voska u pitanje se dovodi i javno
zdravlje s obzirom na to da pcelinji vosak (sace) predstavlja prvu prirodnu ambalazu meda.
Farmaceutska i prehrambena industrija ukljucuju stroge EU propise koji definiraju kriterije
kakvoce pcelinjeg voska te imaju standardizirane analiticke metode za njihovo ispitivanje. U
sektoru pcelarstva péelinji je vosak Klasificiran kao nusproizvod zivotinjskog podrijetla koji
nije namijenjen prehrani ljudi, a koristi se u obliku satnih osnova i blokova voska
(pretopljenog saca) za njihovu izradu. Kao takav ne podlijeze obaveznoj kontroli kakvoce niti
ispitivanju autenti¢nosti prije stavljanja na trzite. Tijekom posljednja dva desetljeca s ciljem
pronalaska pouzdanih analitickih metoda za otkrivanja patvorenja pcelinjeg voska razvijene
su dvije instrumentalne analiticke metode za kvalitativnho i kvantitativno (LoD:<5 %)
otkrivanje patvorenja pcelinjeg voska: plinska kromatografija u kombinaciji s dva detektora
(spektrometrija masa ili plamenoionizacijski detektor) i infracrvena spektroskopija s
Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR). Obje
metode pokazale su pouzdane rezultate u otkrivanju parafina i stearina/stearinske Kiseline u
pcelinjem vosku jer pruzaju dobre granice detekcije u usporedbi s fizikalno-kemijskim
metodama, ali FTIR spektroskopiju karakterizira niz prednosti, ukljucujuc¢i pouzdanost u
detekciji svih vrsta patvorina. Medutim, spomenute analiticke metode nisu sluzbeno
validirane medulaboratorijskim usporedbama (postupak je trenutno u tijeku) te posljedi¢no
tome jos uvijek ne postoje zakonski akti koji se odnose na Kriterije kakvoce pcelinjeg voska u
pcelarskom sektoru. Iako je brojnim istrazivanjima potvrdena prisutnost razli¢itih patvorina
pcelinjeg voska na domadem i medunarodnom trzistu, sustavno i sveobuhvatno istrazivanje
kakvoce (autenti¢nosti) pcelinjeg voska na medunarodnom trzistu dosad nije provedeno.

1.1. Ciljrada

Cilj je ovog rada bio utvrditi kakvocu pcelinjeg voska na medunarodnom trzistu
kvalitativnom i kvantitativnom FTIR spektroskopskom analizom (utvrdivanjem tipa i udjela
patvorina) uzoraka pcelinjeg voska prikupljenim iz 33 Zemalje svijeta.



2. Pregled literature

2.1. Pcelinji vosak

2.1.1. Sinteza pcelinjeg voska

Pcelinji vosak je proizvod pcela radilica koje ga koriste kao gradevni materijal za
izgradnju saca. Proizvode ga pcele radilice u dobi od 12 do 18 dana (graditeljice) pomocu
Cetiri para specijaliziranih vostanih Zlijezda smjestenih na ventralnoj strani zatka (Slika 1.).
Kod starijih pcela aktivnost vostanih Zlijezda se smanjuje, no u iznimnim situacijama sinteza
pcelinjeg voska moze se ponovno aktivirati. Najvece koli¢ine pcelinjeg voska radilice
proizvode u razdoblju od travnja do lipnja, odnosno tijekom intenzivnog razvoja pcelinje
zajednice.

Glavni izvori sirovina koji pelama sluZze za proizvodnju pcelinjeg voska su ugljikohidrati
(fruktoza, glukoza, saharoza) (Weiss 1965., prema Bogdanov 2017.), no pcelama su za
proizvodnju voska potrebne i velike koli¢ine peludi radi razvoja vostanih zlijezdi. Kada se
pcele intenzivno hrane medom i peludom, proizvode znatne koli¢ine pcelinjeg voska. VVosak
se sintetizira i nagomilava u vostanim Zzlijezdama u teku¢em obliku, a u dodiru sa zrakom
nakon izluc¢ivanja skrutne u obliku vostanih ljuskica (Slika 2.). Pcele sa straznjim nogama
vostane ljuskice prebacuju prema usnom ustroju (¢eljustima) kojima ih obraduju i lijepe na
sace koje se gradi. Jedna vostana ljuskica tezi oko 1 mg, a sukladno tome za 1 g pcelinjeg
voska pcele proizvedu oko 1 000 vostanih ljuskica, dok je za proizvodnju 1 kg voska potrebno
oko milijun ljuskica (Bogdanov 2004.). Weiss je 1965. godine (prema Hepburn 2014.) utvrdio
kako pcele za proizvodnju 1 kg pcelinjeg voska utrose 6,25 kg meda, dok recentniji podaci
ukazuju na veéi utrosak meda koji se kre¢e izmedu 8 i 15 kg (FAO 1990.; EC 2017.).
Izgradeno sace je izuzetno ¢vrsto te jedan okvir LR (Lanstroth-Root) kosnice koji sadrzi oko
100 g pcelinjeg voska moze drzati 2 — 4 kg meda (Bogdanov 2017.).

Nekoliko je ¢imbenika 0 kojima ovisi proizvodnja pcelinjeg voska i izgradnja sa¢a u pcelinjoj
zajednici:

- medonosna pasa (Sto je obilnija pasa, potrebno je vise saca za smjestaj prikupljenog nektara)
- uzgoj legla (8to je viSe zaleZenih jaja, potrebno je viSe saca za odlaganje jaja)

- prisutnost matice (samo zajednice s maticom grade sace)

- temperatura (temperatura iznad 15 °C pogoduje izgradnji saca)

- prisutnost peludi (izvor proteina) (Bogdanov 2017.).



Slika 1. Izlu¢ene vostane ljuskice radilice
(Izvor: https://beeuorganics.wordpress.com/2012/12/20/how-do-honey-bees-make-beeswax/wax-glands/ )

S

Slika 2. Izgled vostane ljuskice pod sekcijskim mikroskopom
(lzvor: Sveénjak i sur. 2019a.)

2.1.2. VazZnost i uloga pcelinjeg voska u pcelinjoj zajednici

Pcelinji vosak ima multifunkcionalnu i slozenu ulogu u pcelinjoj zajednici. Sluzi kao
materijal za izgradnju saca, skladiStenje hrane (nektara i peludi), razvoj legla, ima vaznu
ulogu u kemijskoj komunikaciji i termoregulaciji u zajednici te mehanickoj (pcelinji ples)
komunikaciji (Sve¢njak i sur. 2019a.). Pcelinji vosak (stanice saca) je ujedno prvi prirodni
ambalazni materijal u kojem se skladisti med u kosnici (Sve¢njak i sur. 2018b.).

Reakcija pela i harmoni¢no funkcioniranje unutar pcelinje zajednice regulirane su
kemijskim tvarima (feromonima) koje djeluju kao kemijski signali, odnosno poruke drugim
jedinkama u istoj zajednici (Sveénjak 2015b.). Na sli¢an nacin djeluju i sastavnice pcelinjeg
voska te imaju vaznu ulogu u kemijskom komunikaciji unutar pcelinje zajednice. Lipidne
komponente sastava pcelinjeg voska (esteri visih masnih kiselina i slobodne masne kiseline)
imaju vaznu ulogu kao kemijski signali prepoznavanja jedinki iste zajednice (Breed i sur.
1988a., Hepburn 2014.). Ove mehanizme kemijske komunikacije u pcelinjoj zajednici
proucavali su Breed i sur. u seriji istrazivanja (1988a., 1988b., 1992., 1995a., 1995b., 1998.,
2004.). a rezultati su pokazali kako su masne kiseline iz pcelinjeg voska kljuéne u
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prepoznavanju jedinki unutar zajednica. Cetiri nezasiéene kiseline (palmitooleinska, oleinska,
linolna i linolenska) i dvije zasi¢ene masne kiseline (palmitinska i lignoceri¢na) glavne su
masne kiseline koje djeluju kao signal prepoznavanja unutar zajednice; jedino je za stearinsku
kiselinu utvrdeno da je neaktivna u tom kontekstu (Breed i sur. 1995a., 1995b., 1998., 2004.,
Frohlich i sur. 2000., Brockmann i sur. 2003., D'ettore i sur. 2006.).

Masne kiseline iz pcelinjeg voska vazne su i za mehanicka svojstva voska i izgradenog saca
jer mu osiguravaju specifi¢nu konzistenciju i ¢vrsto¢u (Buchwald i sur. 2005., 2006., 2009.).
Pcelinji vosak prikladan je medij za prijenos zvuka budu¢i da se intenzitet zvuka smanjuje s
gusto¢om medija i s udaljeno$¢u (Hepburn 2014.).

2.2. Kemijski sastav péelinjeg voska

Prema sastavu pcelinji je vosak sloZzena smjesa koja sadrzi preko 300 razlicitih sastojaka,
a glavninu sastava pcelinjeg voska ¢ine esteri visSih masnih Kiselina (67 %). Uz estere pcelinji
vosak sadrzi 1 ugljikovodike (14 %), slobodne masne kiseline (12 %) te druge tvari u manjim
koli¢inama (Tablica 1.) (Tulloch 1980.).

Udio sastavnica pcelinjeg voska moze se razlikovati ovisno o vrsti péela i zemljopisnom
podrijetlu, ali su razlike u udjelu pojedinih sastavnica pcelinjeg voska male (Aichholz i
Lorbeer 1999.). Aichholz i Lorbeer navode kako je u pcelinjem vosku ukupni sadrzaj
monoestera od 27 do 40 %, hidroksimonoestera od 9 do 23 %, diestera od 7 do 16 %,
hidroksidiestera 3,9 %, ugljikovodika od 11 do 28 %, zasi¢enih, nerazgranatih slobodnih
masnih kiselina od 1 do 18 %. U pcelinjem vosku identificirano je 50 komponenata arome
(Ferber i Nursten 1977.).

Svecnjak i sur. (2019a.) su temeljem podataka iz sveobuhvatne znanstvene literature dali
pregled sastava pcelinjeg voska s detaljnijim uvidom u udjele njegovih sastavnica, kako je
prikazano u Tablici 2.

Tablica 1. Kemijski sastav pcelinjeg voska

SASTAVNICA KOLICINA (g/100g)
Monoesteri 35
Diesteri 14
Triesteri 3
Hidroksimonoesteri 4
Hidroksipoliesteri 8
Kiseli esteri 1
Kiseli poliesteri 2
Ukupno esteri 67
Ugljikovodici 14
Slobodne kiseline 12
Alkoholi 1
Ostalo 6

Izvor: Tulloch 1980.




Tablica 2. Kemijski sastav voska medonosne pcele (Apis mellifera)

Sastavnica Koli¢ina (%0) Duljina lanca (broj C
atoma)
Ugljikovodici 15,7 C23-C35
Zasicéeni (alkani) 12,8 C23-C35
Nezasiceni (alkeni) 2,9 C29-C33
Masne kiseline 18 C20-C36
58 C24:0 (zasiéeni) C14 — C36°
Masni alkoholi 0.6 C33,C35C24 - C34°
Monoesteri (palmitati, oleati) 40,8 C38-Ch4
6,6 C40
11,9 C46
9 C48
Hidroksimonoesteri 9,2 C40-C50
Diesteri 7,4 C54 - C65
Ukupno esteri 57,4 C38 -C64
Sveukupno 91,7 Cl4-C64

# Prema navodima drugih autora uz Aichholz i Lorbeer, 1999./2000.: Serra Bonvehi i Orantes Bermejo (2012.),
Jiménez i sur. (2003., 2004., 2006.)
Izvor: Svec€njak i sur. 2019a.

2.2.1. Esteri visih masnih kiselina

Monoestri masnih kiselina najzastupljeniji su spojevi u pcelinjem vosku i ¢ine oko 35%
pcelinjeg voska. Monoesteri pcelinjeg voska linearni su esteri koji su izvedeni iz palmitinske
(palmitati) i oleinske kiseline (oleati), sastoje se od dvije strukture: zasic¢eni alkil palmitati
(C38 — C52) i nezasiceni alkil esteri oleinske kiseline (C46 — C54) ¢ija struktura prevladava
(Aichholz i Lorbeer 1999., Tulloch 1980.). U usporedbi s monoesterima, hidroksimonoesteri
(9,2 %) i diesteri (7,4 %) u péelinjem vosku nalaze se u manjem udjelu (Aichholz i Lorbeer
1999.).

2.2.2. Ugljikovodici

Najbrojnija skupina ugljikovodika u pcelinjem vosku su linearni zasi¢eni ugljikovodici (n-
alkani) koji ¢ine 67 % svih ugljikovodika koji se javljaju u pcelinjem vosku, dok razgranati
ugljikovodici javljaju se u manjoj koli¢ini (0,2 %) (Streibl i sur. 1996., prema Svec¢njak i sur.
2019a.). U pcelinjem vosku uglavnom se nalaze ugljikovodici n-alkana s neparnim brojem
ugljikovih atoma (C23 — C33). Kao najbrojniji u pcelinjem vosku A. mellifera su heptakozan
(C27), nonakozan (C29), hentriakontan (C31), pentakozan (C25) i trikozan (C23) (Jiménez i
sur. 2004., Serra Bonvehi i Orantes Bermejo 2012., Maia i Nunes 2013., Was$ i sur. 2014a.,
2014b.). Alkan C27 (heptakozan) ¢ini 6,2 % ukupnog sastava pcelinjeg voska vrste A.
mellifera (Aichholz i Lorbeer 1999.). Maia i Nunes (2013.) izvjestili su o jo$ vecoj prisutnosti
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heptakozana u péelinjem vosku; prosje¢an udio koji je utvrden iznosio je 13 % (kretao se od
9,19 do 16,8 %). Postotni udio alkana s parnim brojem ugljikovih atoma u odnosu na neparne
(95 %) znatno je manji, gotovo zanemariv (Was i sur. 2014a., 2014b.).

Od naj¢es¢ih n-alkena u pcelinjem vosku A. mellifera su alkeni s neparnim lancem (C27 —
C39) s cis — dvostrukom vezom na C10 polozaju (Aichholz i Lorbeer 1999.). Duljina
ugljikovog lanca kraca je kod voskova azijskih pc¢ela nego kod A. mellifera. U usporedbi s A.
mellifera, kod azijskih voskova visi je udio C25 ugljikovodika (Hepburn 2014.).

2.2.3. Slobodne masne kiseline

Slobodne masne kiseline u pcelinjem vosku su nerazgranate zasi¢ene molekule koje
imaju paran broj ugljikovih atoma (C20 — C36). Kao najzastupljenija masna kiselina u
pcelinjem vosku A. mellifera je tetrakozanska (lignoceri¢na) (6 %) kiselina (C24) (Aichholz i
Lorbeer 1999.). Prema recentnijim istrazivanjima, pcelinji vosak uglavnom sadrzi zasi¢ene
nerazgranate dugolancane masne kiseline (oko 85 %) od kojih se kao glavna kiselina istic¢e
palmitinska kiselina (C16) s koncentracijom oko 14,8 %, a zatim slijede tetrakozanska i
oktakozanska (C28) (Serra Bonvehi i Orantes Bermejo (2012.). ZabiljeZene su i nezasi¢ene
masne Kiseline, ali u manjim udjelima. Kao $to je opisano u prethodnom poglavlju, masne
kiseline imaju vaznu ulogu u kemijskoj komunikaciji u pcelinjoj zajednici jer djeluju kao
kemijski signali prepoznavanja jedinki iste zajednice.

2.2.4. Slobodni masni alkoholi

Slobodni masni alkoholi s C33 (0,3 % - 1,8 % ) i C35 (0,3 %) identificirani su u
pcelinjem vosku A. mellifera, Apis florea i Apis cerana (Aichholz i Lorbeer 1999.). Slobodni
masni alkoholi ¢ine oko 1 % ukupnog sastava pcelinjeg voska. Serra Bonvehi i Orantes
Bermejo (2012.) navode da se zasi¢eni masni alkoholi C30 1 C32 nalaze u viSim
koncentracija, dok Aichholz 1 Lorbeer (1999.) isti¢u masne kiseline C33 i C35.

2.3. Fizikalna svojstva pcelinjeg voska

Svjeze proizvedeni pcelinji vosak bijele je boje, no kasnije poprima Zzuckaste nijanse koje
potjecu od propolisa i peludi. Boja pcelinjeg voska moze se razlikovati ovisno o relativnim
koli¢inama raznolikih pigmenata propolisa i peludi, mijenja se ovisno o duljini koristenja te
varira od Zute pa sve do smeckaste boje. Zuta boja potjece od pigmenta koji potje¢e od
propolisa i peludi, a smeda boja moze potjecati i od pigmenata izmeta licinki koji zaostaje u
sacu (Bogdanov 2017.). Prema Uredbi komisije (EU) br. 231 (2012.) zuti pcelinji vosak je
proizvod dobiven topljenjem stijenki saca koje je izgradila medonosna péela (Apis mellifera
L.), pomoc¢u vruc¢e vode i uklanjanjem stranih tvari. Kako bi se dobio bijeli pcelinji vosak,
zuti péelinji vosak se izbjeljuje (Uredba Komisije (EU) br. 231, 2012.).

Karakteristi¢cnog je mirisa koji podrijetlom dolazi od drugih pcelinjih proizvoda
(propolisa, meda i peludi) (Ferber i Nursten 1977.). Péelinji vosak obi¢no nema specifi¢an



okus, ako je okus neugodan to je znak pogorSanja kakvoée pcelinjeg voska od strane stranih
tvari.

Struktura pcelinjeg voska je kristalinicna, a kristalizacija ovisi o skladiStenju. Proces
kristalizacije pcelinjeg voska nakon skladistenja 3 — 4 mjeseca se povecava, a samim time se
povecava njegova elasti¢nost i krutost. P¢elinji vosak kemijski je inertan materijal te ima
visoku plasti¢nost na niskoj temperaturi (32 °C). Kada se vosak zagrijava mijenjaju se
fizikalna svojstva. Na temperaturi 30 — 35°C postaje plastican, 46 — 47°C tvrdo¢a voska
potpuno je uniStena, a izmedu 60 — 70°C pocinje se topiti. Prosjecna tocka talista pcelinjeg
voska iznosi 64 — 65°C. Prilikom zagrijavanja na 95 — 105°C nastaje povrSinska pjena, a na
140 °C spojevi koji su isparljivi pocinju isparavati. Nakon hladenja pcelinjeg voska on se
smanjuje za 10 %, a grijanjem na 120 °C u vremenskom razdoblju od 30 minuta dolazi do
povecéanja tvrdoée zbog uklanjanja preostale vode (Bogdanov, 2017.).

Mehanicka svojstva pcelinjeg voska vazna su $ obzirom na to da ima ulogu gradevnog
materijala za konstrukciju saca u péelinjoj zajednici (Buchwald i sur. 2009.).

Pcelinji je vosak netopiv u vodi i otporan je na mnoge kiseline. Topljiv je u organskim
otapalima (aceton, eter, benzen, ksilon, toluen, kloroform, tetraklormetan). Na sobnoj
temperaturi nije potpuno topiv u ovim otapalima, ali nakon zagrijavanja iznad tocke taliSta
topiv je u veéini organskih otapala, posebno u etanolu (Bogdanov 2017.).

U Uredbi Komisije (EU) br. 231 (2012.) stoji da je pcelinji vosak topljiv u alkoholu, a
vrlo topljiv u kloroformu i eteru.

Nakon rezanja pcelinji vosak se ne lijepi, te je fino granuliran (Bogdanov 2017.).

Specifi¢na tezina mu je od 0,950 - 0,965, a indeks refrakcije na temperaturi od 75°C
1,440 — 1,445 (Uredba Komisije (EU) br. 231., 2012.) (Tablica 3.).

Tablica 3. Senzorska i fizikalna svojstva péelinjeg voska

Parametar Zahtjev
Boja Zuta do smedeZuta
Presjek Fino granuliran
Miris Poput meda
Konzistencija Nakon rezanja nije ljepljiv
Tocka taliSta 62 — 65°C
Specifi¢na tezina 0,950 - 0,965
Indeks refrakcije 1,440 — 1,445

Izvor: Bogdanov 2004.

2.4. Konstrukcija saca

Pcele u nastambi u kojoj Zive (koSnica, stijena, Supljina drveta) Zive na sacu. Stanice saca
péele grade s velikom precizno$céu, imaju oblik Sesterokuta koji im daje ¢vrstocu (Slika 3.)
Svaka pojedinacna radilicka stanica sa¢a A. mellifera promjera je od 5 do 6 milimetara i
debljine oko 0,25 mm (Bogdanov, 2017.). Za izgradnju 20 cm? saca potreban je 1g voska (Al-
Waili 2005., prema Bogdanov 2017.).




Svako sae ima stanice S obje strane, odnosno sastoji se od dva reda Sestostranih stanica
(Slika 4.). Stanice saca pravilno su poredane jedna do druge, sloZene tako da svaka stanica
ima zajedniCku stijenku S devet susjednih stanica (sa Sest na istoj strani saca i S tri stanice s
nasuprotne strane preko dna). Kada se sac¢e okrene prema svijetlu, sa suprotne strane vide se
tri stanice te upravo ova mreZasta struktura izgradenom sac¢u daje specifi¢nu ¢vrstocu.
Konstrukcija sa¢a nastaje medusobnim djelovanjem vertikalnih i bo¢nih sila koje djeluju na
sace, s vremenom dolazi do nepravilnosti kod gradnje stanica koje péele zatim poprave
(Hepburn 2014.).
Pravilnost strukture sa¢a vizualno je vidljiva, a dodatno je pojacana upotrebom satnih osnova.
Prirodno izgradeno sa¢e ukazuje na ¢eS¢e nepravilnosti, Cesto su to kvadratne i peterostrane
stanice. Do nepravilnosti u izgradnji dolazi tijekom popravka oste¢enih dijelova, promjena iz
radilackih u trutovske stanice prilikom izgradnje saca te na spojevima dijelova saca
izgradenim na razli¢itim udaljenostima tijekom gradnje stanica (Svecnjak i sur. 2019a.).
Debljina dvorednog potpuno izgradenog saca je 21,5 — 25,5 mm, a duljina iznosi 10 — 12
mm. Polozaj stanica saca je vodoravan, otvori su sastrane, dno okrenuto prema unutra, a
stanice su lagano ukosSene prema gore za 9 — 14 ° (Kezi¢ i sur. 2014.).
Postoje radilacke i trutovske stanice te mati¢njaci. Mati¢njaci su stanice koje sluze za razvoj
matica. U odnosu na radilacke, trutovske se stanice razlikuju po veli¢ini i obliku. Mati¢njak
ima oblik Zira, veli¢ina je oko 2,5 cm, a na sacu se nalazi u okomitom ili viseCem polozaju.
Nakon $to se matica izleze pcele uniste mati¢njak. On ne sluzi za skladistenje meda i peludi.
Uloga radilackih stanica je razvoj radilica te skladistenje meda i peludi. Uloga trutovskih
stanica je razvoj trutova, skladiStenje meda i rjede peludi. Oblik trutovske i radilacke stanice
je isti, no trutovska je stanica veca.

Slika 3. Stanice saca

(Izvor: https://patrologija.com/sace/)
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Slika 4. Trodimenzijalni prikaz stanica saca
(Izvor: Sveénjak i sur. 2019a.)

2.5. Proizvodnja, prerada i primjena pcelinjeg voska
2.5.1. Manipulacija sacem

UspjeSna manipulacija satem vazan je dio tehnologije pcelarenja. Boja saca krece se od

bijele (djevicanski vosak) prema zutoj, smedoj i crnoj boji. Uzrok tamne boje saca je izmet
licinki, ostaci kukuljica i propolis. Med koji je uskladiSten u tamnom sa¢u poprima tamnu
obojenje dobiva od propolisa i peludi (Coggshall i Morse 1984.). Sa¢e ujedno moze biti i
izvor zaraze. P¢elinji vosak mozZe biti one¢i$¢en patvorinama i pesticidima, no s obzirom na to
da se ne konzumira izravno u prehrani, nisu definirane granice rezidua navedenih tvari koje
vosak ne smije sadrzavati (Sve¢njak i sur. 2019a.). Medutim, mnoge tvari lako prelaze iz
pcelinjeg voska u med (Tremolada i sur. 2004.; Wallner 1999.; prema Svecnjak i sur. 2019a.;
Sveénjak i sur. 2020.; EFSA 2020.) pa i male koli¢ine patvorina i/ili pesticida mogu biti
opasne. Takoder, zbog nedostatka definiranih kriterija kakvoce pcelinjeg voska u pcelarskom
sektoru, komercijalno dostupne satne osnove predstavljaju visok rizik za prijenos razli¢itih
bolesti pcela (Mutinelli 2011.).
Svake godine pcelari bi trebali staro sace iz koSnice ukloniti ¢ime pcele motiviraju na gradnju
novog saca. Postoji plodisno i medisno sace. Radi suzbijanja Sirenja bolesti na pcelinjaku
svake 2 — 3 godine plodisno sace trebalo bi u cijelosti zamijeniti novim. Medisno sa¢e mijenja
se ako se tijekom vrcanja znatno osteti. Pcelinji vosak se preraduje tako da se vostina iz starog
saca iz koSnice, sace s okvira i ostataka iz koSnice otopi, dakle svi stari dijelovi sa¢a spremaju
se i pripremaju za pretapanje i proizvodnju satnih osnova.



Staro sace treba odvojiti od novijeg saca jer je nize kakvoce; §to je sace tamnije, to je niZi
sadrzaj pcelinjeg voska. Med iz saca treba ukloniti da ne bi tijekom skladistenja sa¢a doslo do
stvaranja plijesni ili fermentacije. Staro sae potrebno je reciklirati, odnosno pretopiti i
sterilizirati, ¢ime se uklanjaju necisto¢e i dobiva Cisti pcelinji vosak koji se zatim nanovo
koristi u tehnologiji pcelarenja u formi satnih osnova. Na taj se nacin izbjegavaju infestacije
voskovim moljcem i plijesnima koje se javljaju tijekom skladiStenja (Bogdanov 2017.), kao i
Sirenje americke gnjiloce pcelinjeg legla i drugih bolesti pcela. Prinos ¢istog péelinjeg voska
ovisi 0 metodi prerade pcelinjeg voska i o udjelu starog saca, a krece se od 30 do 50 %, a kad
se radi o svjeze izgradenom sacu, prinos moze biti i do 100 % (Bogdanov 2004.).

2.5.2. Pretapanje saca i izrada satnih osnova

Industrijska proizvodnja péelinjeg voska zapocela je jos u 19. stolje¢u kada je pokrenuta
proizvodnja satnih osnova. Mehring (Njemacka) je 1857. godine pokrenuo industrijsku
proizvodnju satnih osnova (Coggshall i Morse 1984.). Satna osnova je na pocetku sadrzavala
samo dna stanice pa je S. Wagner (SAD) dodao pocetke stijenki Stanica saca i tako
unaprijedio satnu osnovu (Kezi¢ i sur. 2014.).

U svijetu je uglavnom praksa da pcelari sakupljeni sirovi péelinji vosak ili staro saée daju
specijaliziranim proizvodac¢ima péelinjeg voska na preradu. Manje proizvodne jedinice koriste
principe koji ¢e biti opisani u narednom tekstu.

Kvaliteta pcelinjeg voska ovisi o na¢inima proizvodnje. Postoje dvije metode proizvodnje
péelinjeg voska: topljenje i kemijska ekstrakcija.

Kemijska ekstrakcija provodi se otapalima i izvediva je samo u laboratorijima. Od otapala
koriste se benzin i ksilen. Nedostatak ove metode je taj Sto se sva oneciS¢enja otope te to
smanjuje kvalitetu pCelinjeg voska.

Topljenje pcelinjeg voska najcesce je koristena metoda koju uglavnom provode pcelari; vosak
se moze topiti kipu¢om vodom, parom ili elektricnom i1 sunevom energijom. Najbolju
kvalitetu ima vosak u poklopljenim stanicama saca, §to se ti¢e op¢ih kriterija kvalitete.
Pcelinji vosak ne smije se zagrijavati u posudama koje u svom sastavu imaju zeljezo, cink,
bakar ili mjed (metali potamnjuju boju voska). Posude od olova takoder nisu prikladne za
manipulaciju 1/ili skladiStenje voska zbog oneciS¢enja. Aluminij i nehrdajuci ¢elik mogu se
Koristiti, ali na njih negativno moze djelovati oksalna kiselina.

Nakon topljenja pcelinji vosak nije dovoljno ¢ist. U industrijske svrhe pcelinji vosak
procis¢ava se filtracijom i centrifugiranjem, a u maloj proizvodnji péelinji vosak stavlja se u
spremnik za grijanje od visokokvalitetnog celika. U vodenoj kupelji pcelinji vosak trebao bi
ostati §to dulje (najbolje preko noci) na temperaturi od 75 — 80°C. Pcelinji vosak laksi je od
vode 1 pluta na povrsini, a necisto¢e tonu u donji dio pcelinjeg voska koji se nakon hladenja
otklanjaju 1 ostaje samo Cisti gornji sloj p€elinjeg voska. Hladenje se mora odvijati §to sporije
I mora se izbjegavati pomicanje spremnika (Bogdanov 2017.).

Blokovi voska dobiveni nakon pretapanja saca (sirovi vosak) u sektoru pcelarstva se
koriste za izradu satnih osnova koje se nanovo unose u kosnice (kako kalup za izgradnju saca)
¢ime se vosak ustvari reciklira.
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Satna osnova dobila je naziv po tome Sto ¢ini sredi$nji dio satine. Péele grade sace tako
da formiraju grozd, satna osnova umece se u sredinu grozda kako bi se pcele potaknulo na
gradnju saca na okvirima (Kezi¢ i sur. 2014.). Satne osnove izraduju se pomocu prese (Slika
5.) ili valjka (Slika 6.). Satne osnove proizvedene u presama su krute, ne savitljive i lako se
lome. Za kilogram pcelinjeg voska dobije se manje satnih osnova jer su deblje. Ploc¢e prese
premazuju se sirutkom, sapunicom ili Stirkom kako se satne osnove ne bi lijepile za presu.
Temperatura pcelinjeg vosak pri izradi satnih osnova mora biti od 85 — 90°C.

Satne osnove proizvedene valjcima savitljive su i mogu se namatati na rolu kao platno.
Pcelinji vosak prvo prolazi kroz ravne valjke i nastaje traka jednake debljine, zatim traka
prolazi kroz gravirane valjke ¢iji oblik poprima. Pritisak kroz koji pcelinji vosak prolazi
stvara veliki pritisak, $to mijenja raspored molekule i ploca postaje savitljiva. Prije nego se
pcelinji vosak postavi na presu ili valjak, mora se zagrijati na temperaturu veéu od 120 °C
kako bi se unistile spore uzro¢nika ameri¢ke gnjilo¢e (Paenibacillus larvae) (Svecnjak i sur.
2019a.).

Prilikom vrcanja moze doéi do pucanja saca, stoga je satne osnove potrebno pojacavati na
okvir zicama. Na okvirima se izbu$e rupe u koje se uvlace zice. Raspored Zica na okviru moze
biti horizontalan (Slika 7.), okomit, kos ili kombiniran. Bitno je kako se Zica stavlja jer ona
,hosi“ teret meda. Za zicu je vazno da bude $to napetija jer to daje cvrstocu i stabilnost §to je
prijeko potrebno zbog satne osnove koja se stavlja na nju. Na tako postavljene uZi¢ene okvire
satne osnove se utiskuje zagrijavanjem zica.

Slika 5. Presa za izradu satnih osnova

(Izvor: https://prodajapcela.com/index.php?page=izrada_satnih )
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Slika 6. Valjak za izradu satnih osnova
(Izvor: https://www.njuskalo.hr/pcelarstvo/linija-proizvodnju-satne-osnove-apital-oglas-23203176 )

Slika 7. Satna osnova horizontalno uzi¢ena na okvir
(lzvor: http://prodavnica.zlatnapcela-rios.com/kupi/ram-sa-satnom-osnovom-horizontalno-ozicen-Ir-97)

Kakvoca pcelinjeg voska ovisi o uvjetima skladiStenja. Uzorke pcelinjeg voska treba
skladistiti u odgovaraju¢oj ambalazi (plasticne posude ili vrecice, staklene posude, spremnici
od nehrdajuceg Celika, papir za omatanje). Temperatura skladiStenja pcelinjeg voska mora biti
izmedu 10 i 23 °C (Svecnjak i sur. 2019a.). Pcelinji vosak treba ¢uvati na suhom i tamnom
mjestu izvan dohvata izravne sunceve svjetlosti.

2.5.3. Primjena pcelinjeg voska

Osim §to se glavnina voska utro$i za proizvodnju satnih osnova, vosak se takoder koristi
u kozmetici (25 — 30 %), farmaceutici (25 — 30 %), proizvodnji svijeca (20 %) i za ostale
svrhe (10 — 20 %) (Kezi¢ i sur. 2014.), ukljucujuc¢i prehrambenu industriju. lako nema
konkretnih podataka o proizvodnji i primjeni pcelinjeg voska na svjetskoj razini, opéenito se
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isti¢e kako je glavna primjena pcelinjeg voska proizvodnja satnih osnova (Svec¢njak i sur.
2019a.) kojom se, kako je prethodno opisano, vosak reciklira i nanovo ulazi u tehnologiju
pcelarenja.

Pcelinji vosak u farmaceutskoj proizvodnji definiran je kriterijima kakvoce i ima jasnu
definiciju (kategoriziran je kao cera flava — zuti pcelinji vosak i cera alba — bijeli pcelinji
vosak). Od kozmetickih pripravaka pcelinji se vosak koristi u hladnim kremama,
dezodoransima, depilatorima, kremama za kosu, balzamima za kosu, maskarama, ruzevima i
sjenilima za o¢€i i druge svrhe. P¢elinji vosak i ulja osnovni su sastojci koji se u razli¢itim
omjerima koriste u kremama, losionima i mastima. Ako se pc¢elinji vosak pravilno koristi u
farmaceutskim formulacijama ne uzrokuje probleme ili zacepljivanje pora. Ima puno
pozitivnih svojstava kao $to je zacjeljivanje koze, antiseptik je i sredstvo koje ublazava
kozmeticke proizvode, poboljsava zastitno djelovanje od sunca, ne izaziva alergijske reakcije,
daje kozi elasti¢nost, svjezinu i glatkocu te ima antibakterijska svojstva. Ruzevima za usne
daje sjaj, konzistenciju i stabilizaciju boje (Bogdanov 2016.).

Pcelinji se vosak koristi i u prehrambenoj industriji. P¢elinji vosak kroz probavni sustav i
tijelo prolazi nepromijenjen, no tvari koje su otopljenje ili u obliku kapsula se oslobadaju. U
Europskoj uniji (EU) pcelinji se vosak koristi kao glazirano sredstvo za slastiCarstvo te za
pekarske proizvode (Bogdanov 2016.). Kao prehrambeni aditiv dopusten za koristenje u EU
nosi naziv E 901, nosa¢ je boja i koristi se kao sredstvo za glazure mnogih pekarskih
proizvoda, no nije dopusten kao nosa¢ okusa (EFSA 2007.). Pcelinji vosak kao aditiv E 901 u
prehrambenoj industriji sluzi i kao sredstvo za povrSinsku obradu voca (svjezi agrumi, dinje,
jabuke, kruske, breskve, ananas).

Pcelinji vosak dodaje se i u proizvode za poliranje namjestaja i lak za drvo (u obliku
paste ili tekuc¢i) (Bogdanov 2016.). Upotrebljava se za restauraciju slika, kod cijepljenja
vocaka U rasadnicima te u izradi muzickih instrumenata (primjerice za omekSavanje i
smanjenje poroziteta usnih dijelova puhackih instrumenata) (Bogdanov 2004).

2.5.4. Povijest primjene pcelinjeg voska

Izuzetna svojstva pcelinjeg voska zainteresirala su ljude jo§ u davna vremena. Egipcani su
pcelinjim voskom mumificirali i balzamirali mumije, koristili su ga za zadrZavanje i
postojanost kovréavih perika i za Cuvanje svitaka od papirusa i zastitu slika (Bogdanov
2016.). Figure pcelinjeg voska iz kraljevskih Egipatskih grobnica datiraju 3 400 godina prije
Krista (Bogdanov 2004.). P¢elinji vosak spominje se u zapisima na papirusu u Egiptu 1 550.
godina prije Krista (Bogdanov 2016.).

U literaturi se navodi kako su u Rimu gorjele svije¢e od pcelinjeg voska u ¢ast bogovima i
boginjama. Od pocetka krS¢anstva u Europi u crkvi su se koristile svije¢e od pcelinjeg voska.
Rimokatolicka crkva zahtijevala je da se svijece smiju koristiti samo od 100 % - tnog
pcelinjeg voska, zakon je i dalje na snazi, no vise nije potrebno da vosak bude 100 % pcelinji.
Danas su svijece od pcelinjeg voska izgubile na popularnosti zbog uvodenja znatno jeftinijeg
parafinskog voska (Bogdanov 2016). Svije¢e od pcelinjeg voska od davnina se koriste u
vjerskim obredima. Pc¢elinji vosak ima vise taliSte od veéine parafinskih voskova pa svijece
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ostaju ravne na viSim temperaturama. Takoder je znatna prednost svijeca izradenih od
péelinjeg voska $to gore znatno duze od parafinskih svijec¢a (Bogdanov 2016.).

U povijesnim se zapisima navodi kako je drevni bog Pan, ¢uvar pcela, spajajuci trske i
pcelinji vosak izumio glazbeni instrument ,,Pan’s Pipes* kroz koji se puSuci stvarala glazba.
pcelinjeg voska izradivalo umjetno cvijece. Boje koje su sadrzavale vosak na drevnim zidnim
staklima i ikonama ostale su nepromjenjive vise od 2 000 godina. Grcko-rimski lije¢nik
Klaudije Galen (129.-200. god.) koristio je pcelinji vosak u terapijske svrhe. U najpoznatijoj
kineskoj knjizi lijekova ,,Knjiga biljaka Shen Nong* iz 1.-2. stolje¢a prije Krista piSe da je
pcelinji vosak poznat kao vrhunski sastojak koji se u kineskoj medicini upotrebljava u
mnogim receptima (Bogdanov 2016.).

Kroz povijest pcelinji se vosak koristio kao pecat dokumenata u trgovini i poslovanju, no
najpoznatija upotreba pcelinjeg voska u povijesti je cire-perdue ili postupak izgubljenog
voska. Ta je tehnika koriStena u Sumeranskoj, indijskoj, kineskoj i egipatskoj kulturi
(Bogdanov 2004). Tijekom povijesti postojale su mnoge hipoteze o podrijetlu pcelinjeg
voska. Tako je gréki filozof Aristotel (384. — 322. pr. Kr.) napisao da pcelinji vosak potjece
od cvije¢a. Njemacki znanstvenik 1744. godine daje prvi toCan opis podrijetla pcelinjeg
voska, opisao je podrijetlo i uporabu vostanih ljuskica (Sve¢njak i sur. 2019a.). John Hunter
1792. godine objavljuje da pcele grade sace i da su vostane ljuskice bijele boje i primijetio je
da im ne treba pelud da bi napravile vosak. Huberovi pokusi 1814. godine pokazali su da
Secer (med) potice izlucivanje voska (Hepburn 2014.). Tek 1903. godine Dreyling je detaljno
opisao proces sinteze pcelinjeg voska od strane pcela (Crane 1999., prema Bogdanov 2016.).

2.6. Kiriteriji i kontrola kakvoce péelinjeg voska

Pcelinji vosak (sace) predstavlja prvu prirodnu ambalazu meda. Medutim, unato¢
izravnom kontaktu s medom (hranom), pcelinji vosak koji se koristi u sektoru pcelarstva
(satne osnove koje se unose u kosnicu) ne podlijeze nikakvoj kontroli kakvoce prije stavljanja
na trziSte (Sve¢njak 1 sur. 2019b.). Bez obzira na to Sto patvorenje pcelinjeg voska dovodi u
pitanje autenti¢nost i kakvocu pcelinjeg voska, joS uvijek ne postoje medunarodno
standardizirane analiticke metode za rutinsku kontrolu autenti¢nosti péelinjeg voska koji se
koristi u pcelarskom sektoru (Svec¢njak i1 sur. 2015.). Za pcelinji vosak koji se koristi u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji postoje strogi propisi Europske unije koji definiraju
kriterije kakvoce i analiticku metode za njegovo ispitivanje. Medutim, pcelinji vosak koji se
koristi u pcelarstvu je prema Uredbi EZ br. 1069/2009 kategoriziran kao nusproizvod
zivotinjskog podrijetla koji nije namjenjen prehrani ljudi te prije stavljanja na trziSte nije
podvrgnut nikakvoj obaveznoj kontroli kakvoce. Zbog nedostatka zakonske regulative i jasno
definiranih kriterija kakvoce, kontaminirani pcelinji vosak nekontrolirano ulazi u tehnologiju
pcelarstva (Svecnjak i sur. 2018a). Samo kod pcelinjeg voska koji se koristi kao prehrambeni
aditiv E901 (EFSA 2007.) ili kao proizvod u farmaceutskim pripravcima (Vije¢e Europe
2020.), primjenjuje se kontrola kakvoce.

Postoje razli¢ite medunarodne i nacionalne farmakopeje koje definiraju odredene
fizikalno-kemijske parametre kao kriterije sastava i kakvoce péelinjeg voska, no prevladavaju
Europska i Americka farmakopeja (Bogdanov 2017.). Razlike u analitickim vrijednostima
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Kriterija za pcelinji vosak u spomenutim farmakopejama su male (Sve¢njak i sur. 2019a.), a u
znanstvenoj se literaturi najcesce koristi metodologija Europske farmakopeje.

U farmaceutskoj i prehrambenoj industriji postoji niz pravnih akata kojima fizikalno-
kemijski parametri péelinjeg voska moraju biti utvrdeni prije upotrebe pcelinjeg voska u
navedenim sektorima. Medutim, u péelarskom sektoru jo$ uvijek ne postoje definirani kriteriji
Cisto¢e/kakvoce niti medunarodno propisane (standardizirane) analitiCke metode za rutinsku
kontrolu kakvoce.

EFSA (2020.) navodi kako su za istrazivanje pcelinjeg voska najées$ée koriStene metode
odredivanja i s njima povezane vrijednosti tocke taliSta, saponifikacijskog broja, Kiselinskog
broja i1 esterskog broja. Medutim, analiticka odstupanja, odnosno vrijednosti izvan
predlozenih grani¢nih vrijednosti kiselinskog broja, saponifikacijskog broja, vrijednosti estera
1 omjera estera/kiselina utvrdena su za nepatvoreni (autenti¢ni) pcelinji vosak. Istrazivanjima
autenti¢nog pcelinjeg voska (zaperaka) utvrdeno je kako postoje odredena odstupanja u
grani¢nim vrijednostima fizikalno-kemijskih parametara propisanim za dCisti pcelinji vosak
(Bernal 1 sur. 2005.; Maia 1 Nunes 2013.; Sve¢njak 1 sur. 2015.). Odstupanja mogu nastati 1
kod pcelinjeg voska razli¢itog zemljopisnog podrijetla (Beverly 1 sur. 1995.). Varijacije u
sastavu pcelinjeg voska postoje 1 izmedu zajednica medonosnih pcela (Sve¢njak i sur. 2015.;
Svecnjak i sur. 2019a.). Istrazivanjima je takoder dokazano kako je minimalna koli¢ina
moze otkriti fizikalno-kemijskim metodama velika i varira od 2 do 50 % (Bernal i sur. 2005.).

Nadalje, izlozenost pcelinjeg voska toplinskoj obradi kao sastavnog dijela procesa
proizvodnje satnih osnova moze utjecati na analiticke vrijednosti fizikalno-kemijskih
parametara pcelinjeg voska i detekciju patvorenja (saponifikacijski broj, esterski broj, omjer
estera/kiseline (Tulloch 1973.). Uz navedeno, pcelinji vosak se podvrgava toplinskim
postupcima, odnosno sterilizaciji visokim temperaturama (do 140 °C, uobicajeno 125 — 130
°C kako bi se unistile spore P. larvae koje su otporne na toplinu), sto predstavlja sastavni dio
procesa izrade satnih osnova. Spomenuta analiticka odstupanja mogu se djelomic¢no objasniti i
primjenom toplinske obrade (izlaganje voska temperaturama visim od 100 °C moze
promijeniti vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara) (Tulloch 1973., Sve¢njak i sur. 2015.,
Bogdanov, 2017.). Neke od fizikalno-kemijskih analitickih metoda u manjoj mjeri koristenih
za provjeru autentiCnosti pcelinjeg voska (odredivanje specificne tezine pcelinjeg voska,
peroksidnog broja, jodnog broja, refrakcijskog indeksa i sadrzaja pepela) sporadi¢no se
primjenjuju i1 zasad ne nalaze primjenu u utvrdivanju kakvoce pcelinjeg voska.

S obzirom na gore navedeno, kod provjere autenti¢nosti pcelinjeg voska koriStenjem
fizikalno-kemijskih metoda u obzir bi se trebala uzeti sva navedena odstupanja izvan
grani¢nih vrijednosti definiranih za €isti pcelinji vosak (Svecnjak i sur. 2019a.).

2.6.1. Kontrola kakvoée péelinjeg voska u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji

Postoje zakonski dokumenti iz Europske unije i FAO/WHO koji daju jasnu definiciju
pcelinjeg voska, opisuju ga 1 daju kriterije Cistoce. PCelinji vosak u farmaceutskom sektoru
definiran je u skladu s Europskom farmakopejom — 1. izdanje, dodatak 10.2. (Vije¢e Europe
2020.): u prehrambenoj industriji gdje se koristi kao prehrambeni aditiv E901 (Uredba
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komisije 2021.; Direktiva komisije 2009., EFSA 2007.). Provjera autenti¢nosti pcelinjeg
voska u ovim sektorima odvija se temeljem odredivanja brojnih fizikalno-kemijskih

parametara koji definiraju Cisti péelinji vosak.

U Tablici 4. je prikazan usporedni pregled fizikalno-kemijskih parametara koji se
primjenjuju kao kriteriji kakvoce u zakonskim aktima vezanim za pcelinji vosak pcelinjem
vosku u farmaciji (Vije¢e Europe 2020.) te u prehrambenoj industriji gdje se koristi kao
prehrambeni aditiv E901 (Direktiva Komisije 2009/10/EC).

Tablica 4. Komparativni pregled fizikalno-kemijskih parametara koji definiraju ¢istocu
pcelinjeg voska prema FAO / WHO (JECFA 2005.), EFSA (2007.) i Europskom
zakonodavstvu o prehrambenim aditivima (Direktiva Komisije 2009./10. /EC; Uredba
Komisije (EU) 231/2012.), Europskoj farmakopeji (Vije¢e Europe 2020.)

Kriterij Kemijska i EFSA Europsko Europska Europska
Cistoce tehnicka | Znanstveno | zakonodavstvo o | farmakopeja | farmakopeja
procjena miSljenje | prehrambenim | 10.2 (2020) | 10.2 (2020)
FAO/WHO | (EFSA, aditivima Zuti Bijeli
(JECFA, 2007)** | (2009/10/EC)*** péelinji pcelinji
2005)* vosak vosak
Udio vode (%) - - - - -
Tocka talista 62 — 65 62 — 65 62 — 65 61 — 66 61 - 66
Q)
Specifi¢na - 0.96 0.96 0.960 0.960
tezina (D2020,
glem®):
Refrakcijski - - - -
indeks (pri
75°C)
Kiselinski broj 17-24 17-24 17-24 17 -22 17-24
(mg KOH/qg)
Saponifikcijski | 87 —104 87-104 87-104 87 —-102 87-104
broj (mg
KOH/qg)
Esterski broj - - - 70-80 70-80
(mg KOH/qg)
Omjer estera / - - - - -
kiselina
Peroksidni <5 <5 <5 - -
broj (mM
H,0,/kg)
Glicerol i <0.5 <0.5 <0.5 Odsutni Odsutni
drugi polioli
(%)
Karnauba Prolazi test - -
vosak
Cerezin, Prolazi test Odsutni Odsutni Odsutni Odsutni
parafini i
drugi voskovi
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Masti, Prolazi test Odsutni Odsutni Odsutni Odsutni
japanski
vosak, smole i
sapuni
Arsen (mg/kg) - <3 <3 - -
Olovo (mg/kg) <2 <5 <5 - -
Ziva (mg/kg) - <1 <1 - -

*FAO/WHO (JECFA 2005.) - Joint FAO/WHO Expert Committee on Food additives - znanstvena savjetodavna
skupina koja procjenjuje prehrambene additive utemeljena kao suradnja Organizacije za prehranu i poljoprivredu
(FAO) i Svjetske zdravstvene organizacije (WHO). Temeljni zadatak JECFA-e je kontrola kemikalija u hrani i
za$tita zdravlja potrosaca — “Pcelinji vosak - Kemijska i tehnicka procjena”

** EFSA Znanstveno misljenje panela o prehrambenim aditivima, aromama, procesnim pomagalima i
materijalima u dodiru s hranom (AFC) — “P¢elinji vosak (E 901) kao sredstvo za glaziranje i kao nosa¢ okusa”
***Direktiva Komisije 2009/10 /EC o izmjeni i dopuni Direktive 2008/84 / EZ o utvrdivanju posebnih kriterija
¢istoce za prehrambene aditive koji nisu boje i zasladivaci;

Uredba Komisije (EU) 231/2012. o utvrdivanju specifikacija za prehrambene aditive navedene u prilozima I1. i
III. Uredbi (EZ) br. 1333/2008 Europskog parlamenta i Vijeca

Izvor: EFSA 2020.; tablica modificirana prema Sve¢njak sur. 2019a.

2.6.2. Kontrola kakvoce pcelinjeg voska u pcelarskom sektoru

Kako je prethodno navedeno, u pcelarskom sektoru jo§ uvijek ne postoje definirani
rutinsku kontrolu kakvocée (Cistoce) péelinjeg voska namijenjenog primjeni u péelarstvu (satne
osnove i blokovi voska za njihovu izradu).

Medunarodna komisija za med (engl. International Honey Commission - IHC) je 2009.
godine prvi put dala prijedlog kriterija kakvoce za pcelinji vosak koji se koristi u pcelarstvu
temeljem 10 fizikalno- kemijskih parametara (Bogdanov 2009., 2017.), kako je prikazano u
Tablici 5. Kriteriji su primarno bili temeljeni na standardima Europske farmakopeje (Vijece
Europe 2011.), ali su nadopunjeni dodatnim parametrima (sadrzaj vode, refrakcijski indeks,
mehanicke necistoce, aditivi i sadrzaj ugljikovodika). Prijedlog IHC-a nikad nije usvojen jer
nema dovoljno znanstvenih dokaza za ve¢inu dodatnih predlozenih parametara kao pouzdanih
kriterija kakvoée (EFSA 2020.). Tijekom proizvodnog procesa izrade satnih osnova pcelinji
vosak izlaze se postupku sterilizacije pri temperaturi iznad 100° C. Nakon izlaganja pcelinjeg
voska visokim temperaturama vrijednosti odredenih fizikalno-kemijskih parametara (narocito
kiselinskog, esterskog i saponifikacijskog broja) odstupaju od graniénih vrijednosti
definiranih farmakopejom. Shodno tome, predlozene grani¢ne vrijednosti i predloZene

kriterije kakvoce u sektoru pcelarstva potrebno je redefinirati jer su nepouzdani (Svecnjak
2018b.).
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Tablica 5. Kriteriji kakvoce za rutinsko ispitivanje pcelinjeg voska predloZeni od
strane Medunarodne komisije za med

Kriterij kakvoce Vrijednosti Metode
Sadrzaj vode <1% DGF-M-V-2 *
Indeks refrakcije (na 75°C) 0,4398 — 1,4451 EP **
Tocka talista 61 —65°C EP
Kiselinski broj 17-22 EP
Esterski broj 70-90 EP
Omjer esterskog i 3,3-4,3
kiselinskog broja
Saponifikacijski broj 87 -102 EP
Mehanic¢ke necdistoce, Odsutni DGF-M-V-3
aditivi
Gliceroli, polioli, masne Odsutni EP
kiseline
Ugljikovodici Max. 14,5 % *** DGF-M-V-6
*DGF-M-V-2,3,6 — ,,Methods of Deutsche Gesellschaft fiir Fettwissenschaft™ (Njemacko drustvo za istrazivanje

lipida)

** EP — Europska farmakopeja, 7. izdanje, 2008.
*#%* Vosak africkih pcela: max. 13,8

Izvor: Bogdanov 2009./2017.

Na tragu pronalaZenja rjeSenja ovog problema, a s ciljem postavljanja jasno definiranih i
pouzdanih kriterija Cisto¢e za pcelinji vosak u sektoru pcelarstvu, naSao se nedavno
objavljeno Tehnicko izvjesée i prijedlog kriterija Cistoce za pcelinji vosak Europske agencije
za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority — EFSA 2020.). Navodec¢i rezultate
recentnog istrazivanja kojim su validirane analiticke metode za utvrdivanje autenti¢nosti,
odnosno detekciju patvorina u péelinjem vosku (Sveénjak i sur. 2020.), EFSA isti¢e kako je
za pouzdanu detekciju i kvantifikaciju patvorina u pcelinjem vosku potrebno primijeniti
instrumentalne analiticke metode, odnosno kako isklju¢iva upotreba fizikalno-kemijskih
analiza nije dovoljna za otkrivanje patvorina i ne jam¢i Cisto¢u pcelinjeg voska. Stoga bi
ispitivanje cCisto¢e pcelinjeg voska namijenjenoga primjeni u pcelarstvu (satne osnove,
blokovi voska za njihovu izradu) trebalo obuhvacati koristenje najmanje dvije fizikalno-
kemijske metode u kombinaciji s jednom ili vise kromatografskih i/ili spektroskopskih
metoda (HTGC-FID, HTGC-MS ili FTIR-ATR; pojasnjenja skracenica navedena su u
nastavku teksta pod poglavljem ,,2.8. AnaliticCke metode za utvrdivanje patvorenja pcelinjeg
voska“) kako bi se pouzdano detektirale i kvantificirale patvorine. Prijedlog EFSA-e trenutno
je u razmatranju od strane Europske komisije.
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Kriterij Cistoce Vrijednost Metoda*
Tocka talista (°C) 61 - 65 Ph. Eur.
Specifi¢na teZina 0.950 — 0.960 Ph. Eur.
Kiselinski broj (mg KOH/qg) 17-24 Ph. Eur.
Esterski broj (mg KOH/q) 70-90 Ph. Eur.
Saponifikacijski broj (mg
KOH/g) 87 - 104 Ph. Eur.
Mehanicke necistoce Odsutne Vizualni pregled
. GC-MS, (HT)GC-FID, FTIR-
Parafin Odsutan ATR
. . ey . (HT)GC-FID/GC-FID (MS),
Stearin / stearinska kiselina Odsutni FTIR-ATR
Ostale patvorine Odsutne GC-MS, (HT)GC-FID/GC-FID

(MS), FTIR-ATR

lzvor: EFSA 2020.

2.7. Patvorenje pcCelinjeg voska

2.7.1. Definicija patvorenja

Patvorenje je svako namjerno mijenjanje svojstava i kemijskog sastava nekog proizvoda
dodavanjem tvari koje inace nisu u njegovom sastavu i zbog kojih je namirnica neprikladna,
nepozeljna i/ili opasna po zdravlje. Patvorenje se moze definirati i kao namjerno degradacija
kakvoce proizvoda dodavanjem jeftinijih supstanci, a s ciljem stjecanja protupravne Koristi.
Patvorine su proizvodi naizgled sli¢ni pravim, ali imaju manju vrijednost. Pojam patvorine
najcesce se odnosi na namirnice, kozmetiku, lijekove, odjecu, obucu i tehnicku robu. Patvori
se velik broj proizvoda. Vinu, pivi i mlijeku dodaju se razrijedeni i nedopusteni aditivi ili se
mijesaju kvalitetni S manje kvalitetnim proizvodima. Meso se patvori dodavanjem soli, manje
kvalitetnog mesa i loja te zac¢inima. Kola¢ima se umjesto jaja dodaju umjetna bojila zute boje,
medu Secerni sirupi, dok se maslinovo ulje mijesa S manje kvalitetnim uljima. Patvorenje
namirnica, kozmetic¢kih proizvoda 1 lijekova zakonski je kaznjivo.

Patvorenje pcelinjeg voska mijenja njegov sastav Cime se narusava dobrobit pcelinje
zajednice, a u pitanje se dovodi javno zdravlje i ispravnost proizvoda od pcelinjeg voska
(Svecnjak 2018b.).

2.1.2. Problem patvorenja pcelinjeg voska

Zbog relativno visoke cijene na trzistu pcelinji je vosak Cesta meta patvorenja (Svecnjak i
sur. 2019a). Jedan od glavnih ekonomskih problema suvremenog pcelarstva je marketing
satnih osnova (Tanner i Lichtenberg-Kraag 2019.). Deklaracija satnih osnova na trzistu
uobicajeno ne ukazuje na to da osnove sadrze strane tvari/patvorine. Patvorenje moze otezati
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vrcanje, ugroziti dobrobit pcelinje zajednice zbog naruSenih uvjeta za komunikaciju unutar
péelinje zajednice te negativno utjecati na normalan fizioloski razvoj legla (Reybroeck i Van
Nevel 2018.).
Mnoga istrazivanja ukazuju na to da je trziSte satnih osnova preplavljeno patvorenim
materijalom §to predstavlja gorudi i rastuéi problem Sirom svijeta (Tulloch 1973., Bogdanov
2004., Serra Bonvehi i Orantes Bermejo 2012., Maia i sur. 2013., Svec¢njak i sur. 2015., Was i
sur. 2016., Reybroeck i Van Nevel 2018., Tanner i Lichtenberg-Kraag 2019., Sve¢njak i sur.
2019b., Sve¢njak i sur., 2020. EFSA 2020.). Krajem 2017. godine Europska komisija,
odnosno Sustav mreze protiv prijevare hranom (engl. EU Food Froud Network — FFN) istice
niz problema vezanih za EU trziSte pCelinjeg voska i pojavu patvorenja:
- Nedostatne koli¢ine pcelinjeg voska na trzistu
- Zbog visokih cijena prirodnog pcelinjeg voska dolazi do dodavanja stranih tvari (u
EU najcesce: stearin i parafin)

- Nedostatne koli¢ine pcelinjeg voska za pokrivanje potreba europskog trzista

- Neprimjerena deklaracija i marketing pcelinjeg voska koji ne ukazuju na to da vosak
sadrzi parafin, stearin i druge patvorine (EU FFN 2017.).

Svecnjak (2018.) istice 1 sljedece cimbenike zbog kojih je trziste preplavljeno patvorenim
materijalom:

- Zakonski propisi vezani za EU trziSte i pcelinji vosak neuskladeni su i ne provode se

- Nedostatak rutinske kontrole kakvoce (pcelinji vosak koji se koristi za izradu satnih

osnova ne podlijeze kontroli, odnosno analitickom ispitivanju autenti¢nosti prije
stavljanja na trziste)

- Analiticke metode za ispitivanje pcelinjeg voska neuskladene su 1 dostupnost im je

ogranic¢ena

- Neeti¢nost 1 neodgovornost poslovanja dionika prilikom proizvodnje i distribucije

satnih osnova.

2.1.3. Patvorine pcelinjeg voska na medunarodnom trZistu

Patvorenje pcelinjeg voska datira unatrag nekoliko desetljeca, no o njemu se ucestalo
izvjeStava posljednje desetlje¢e. Danas na trziStu postoji vise od 15 supstanci kojima se
pcelinji vosak patvori. Te supstance mogu biti razli¢itog podrijetla (biljnog, zivotinjskog,
mineralnog 1 sintetski voskovi), no najzastupljenije su razli¢iti tipovi parafina (Bogdanov
2017., Svecnjak i sur. 2019a.). Parafin je gotovo idealan za patvorenje zbog svojih fizikalno-
kemijskih svojstava (kemijski je inertan, bez intenzivnog mirisa, bijele boje ili bezbojan),
cijena mu je niska i lako je dostupan). Ostale supstance, poput stearina i/ili stearinske Kkiseline,
loja (govedeg i ov¢jeg), mikrokristalnog voska i drugih patvorina, u pcelinjem su vosku
orkrivene sporadi¢no. O prisutnosti patvorina u satnim osnovama diljem svijeta izvijestili su
mnogi znanstvenici u sljede¢im istrazivanjima:

Serra Bonvehi i Orantes Bermejo (2012.) proveli su istrazivanje na 90 uzoraka Spanjolskog
komercijalnog pcelinjeg voska (A. mellifera). Utvrdivali su fizikalne i kemijske parametre
(tocku talista i saponifikacijski broj), udio ugljikovodika, monoestera, kiselina i alkohola. Za
utvrdivanje patvorenja koriSteni su parafini razli¢ite toCke taliSta, loj, stearinska kiselina i
karnauba vosak. Za ispitivanje je koristena HTGC — FID/MS metoda, a istrazivanje je bilo
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usredotoceno na parafine i mikrokristalne voskove. Granice detekcije odredene su pomocu
Cistog 1 patvorenog péelinjeg voska u koji su dodane razlicite koli¢ine patvorina (5, 10, 20, 30
%). Autori su utvrdili kako se u istrazivanim uzorcima moze otkriti od 1 do 5 % patvorina, a
parafinski voskovi potvrdeni su u 33 od ukupno 90 analiziranih uzoraka u postocima izmedu
5130 %.

Znanstvenici iz Portugala (Maia i sur. 2013.) proveli su preliminarno istrazivanje kojim su
primijenili metodu infracrvene spektroskopije za otkrivanje patvorenja pcelinjeg voska.
Metoda pouzdano detektira najéesce patvorine pcelinjeg voska (parafin, mikrokristalni vosak,
loj i stearinsku kiselinu). Cilj istrazivanja bio je utvrditi granice detekcije, odnosno najmanju
koli¢inu patvorina koja se ovom metodom moze otkriti pa se ispitivao udio patvorina od 0,5 —
30%. Uzorci cistog pcelinjeg voska odvojeno su pomijeSani sa sljede¢im koli¢inama
patvorina: 0,5 %, 1,0 %, 1,5 %, 2,0 %, 2,5 %, 5,0 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %. Ovim je
preliminarnim istrazivanjem utvrdeno kako granice detekcije za ve¢inu patvorina iznose do 5
%.

Pomoc¢u GC-MS metode Was i sur. (2016.) analizirali su uzorke péelinjeg voska s dodatkom
parafina (3, 5, 10, 30, 50 %). Cilj istrazivanja bio je usporedba sastava ugljikovodika razli¢itih
vrsta parafina. Rezultati analize su pokazali da se vrste parafina koje su dostupne na trzistu
razlikuju u sastavu ugljikovodika. U svim vrstama parafina pronadene su homologne serije n-
alkana duze od onih koje se nalaze u pcelinjem vosku. Na patvorenje pcelinjeg voska
parafinom ukazuje prisutnost ugljikovodika koji sadrze preko 35 atoma ugljika u molekuli 1
sadrzaj n-alkana (CyoHs2 — CssH72) koji je veéi u usporedbi s maksimalnim sadrzajem u
¢istom pcelinjem vosku. U ovom istraZivanju minimalni postotak parafina koji je bilo moguce
otkriti GC-MS metodom bio je 3 %.

U znanstvenom radu ,,An approach for routine analytical detection of beeswax adulteration
using FTIR-ATR spectroscopy‘ razradena je analiticka metoda za kvalitativno i kvantitativno
utvrdivanje patvorina u pcelinjem vosku primjenom infrcrvene (FTIR-ATR) spektroskopije.
Cilj je ovog istrazivanja bio uspostaviti analiticku proceduru pogodnu za rutinsko otkrivanje
patvorenja pcelinjeg voska pomoc¢u FTIR-ATR spektroskopije. Tom metodom Agronomski
fakultet u Zagrebu od 2015. godine prati situaciju na trziStu pcelinjeg voska (satnih osnova)
na nacionalnoj 1 medunarodnoj razini. Za utvrdivanje kalibracijskih krivulja koriSteni su
referentni IR spektri Cistog pcelinjeg voska, parafina i smjesa koje sadrze razli¢ite postotke
parafina i govedeg loja (5 — 95 %). Uzorci satnih osnova (n=56) su prikupljeni s
medunarodnog trzista, a rezultati su otkrili da je veéina analiziranih uzoraka (89 %) bila
patvorena parafinom: 11 % uzoraka identificirano je kao Cisti pCelinji vosak, 28 % uzoraka
sadrzavalo je > 46 % parafina, a vecina analiziranih uzoraka (oko 50 %) bila je patvorena s 5
— 20 % parafina. Metoda je daljnjim istrazivanjima nadogradena i optimizirana (Svecnjak i
sur. 2019a.).

Na medunarodnom kongresu EURBEE 8 koji je bio odrzan u Gentu (Belgija) od 18-20. rujna
2018. godine predstavljena su 2 istrazivanja o negativnim aspektima patvorenja pcelinjeg
voska. Jedno istrazivanje dotiCe se utjecaja patvorenja satnih osnova stearinom (mjeSavina
stearinske i palmitinske kiseline) na razvoj radilackog legla (Reybroeck i Van Nevel 2018.)
kojim je dokazano da patvorenje pcelinjeg voska ima negativan utjecaj na pcelinju zajednicu.
Belgijski pcelari tijekom 2016. godine apelirali su na problem vezan za slab razvoj pcelinje
zajednice 1 gubitke pcela nakon stavljanja komercijalno dostupnih satnih osnova u zajednice.
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Nakon analize istih satnih osnova utvrdeno je da je pcelinji vosak bio patvoren stearinom (20
- 30 %). Reybroeck i Van Nevel (2018.) s Flanders Instituta za poljoprivredu, ribarstvo i
hranu (engl. Flanders Research Institute for Agriculture, Fisheriesvand Food — ILVO)
proveli su pokuse na pcelinjim zajednicama kako bi ispitali dovodi li dodavanje stearina u
pcelinji vosak do mortaliteta u pcelinjoj zajednici. U razli€itim koncentracijama (15, 20, 25,
30, 35 i 40 %) dodavali su stearin u pcelinji vosak koji je u obliku satnih osnova stavljen u
kosnice. Nakon $to je matica polegla jajasca u sace koje su péele izgradile na patvorenim
satnim osnovama, pratili su daljnji razvoj legla i1 izracunali postotak prezivjelih jedinki.
Rezultati istrazivanja pokazali su da je prosje¢na najniza smrtnost iznosila 49 % (kada je udio
stearina u vosku bio 15 %), dok je najvisa prosjecna smrtnost iznosila 71 % (kada je udio
stearina u vosku iznosio 35 %). Rezultati su pokazali da dodatak stearina u pcelinji vosak ima
Stetan u¢inak na pcele i nije prikladan za upotrebu u pcelarskom sektoru.

Drugo istrazivanje odnosi se na stanje na trziStu satnih osnova temeljem uzoraka koji su
prikupljeni iz 15 zemalja Europe (Sveénjak i sur. 2018a.). U navedenom se istrazivanju u
razdoblju od 2016. do 2018. prikupilo 137 uzoraka satnih osnova (ili blokova voska koje su
koriStene za proizvodnju satnih osnova) u svrhu ispitivanja kakvocée péelinjeg voska prisutnog
na EU trzistu. Uzorci su prikupljeni iz 15 europskih zemalja, 13 ¢lanica EU (Austrija, Belgija,
Francuska, Hrvatska, Italija, Latvija, Madarska, Nizozemska, Njemacka, Rumunjska,
Slovenija, Svedska, Velika Britanija) i dvije zemlje izvan EU (Bosna i Hercegovina, Srbija).
Uzorci su analizirani FTIR-ATR spektroskopijom. Rezultati istrazivanja pokazali su kako je
67,2 % analiziranih uzoraka pcelinjeg voska bilo patvoreno parafinom i stearinskom
kiselinom i/ili stearinom. Od ukupno 137 uzoraka prisutnost razli¢itih udjela parafina (5 —
93,5 %) pronadena je u 82 uzorka, dok je stearinska kiselina otkrivena u 10 uzoraka. Ovi
rezultati ukazuju na hitnu potrebu za donoSenjem zakonske regulative kojom ¢e se kontrolirati
kakvoca pcelinjeg voska u pcelarskom sektoru EU.

Koristenjem iste metode (FTIR-ATR) njemacki znanstvenici Tanner i Lichtenberg-Kraag
(2019.) analizirali su 358 uzoraka pcelinjeg voska. Uzorci pcelinjeg voska koji su patvoreni s
viSe od 5 razli¢itih patvorina identificirani su s istom to¢nos$¢u kao i uzorci pcelinjeg voska u
kojima je otkrivena samo jedna patvorina. U pojedina¢nim i viSestruko patvorenim uzorcima
pcelinjeg voska otkriveni su parafin, stearinska kiselina, loj, karnauba vosak 1 vosak kandelile.
Najveci broj analiziranih uzoraka bio je podrijetlom iz Njemacke (n=273). U 16,1 % uzoraka
otkrivene su sljedece patvorine: 10,9 % sadrzavalo je parafin, 6,2 % stearinsku kiselinu, 0,7 %
loj i 1,8 % viSe patvorina (parafin + stearinska Kiselina, loj + stearinska kiselina). Analizirani
su uzorci koji potje¢u s medunarodnog trzista (uzorci S europskog trzista n=303; ukljucujuci i
njemacko trziste); drugih zemalja svijeta (n=12) i uzorci ¢ije podrijetlo nije bilo poznato
(n=43). Od ukupno 358 analiziranih uzoraka, za 21, 8% uzoraka pokazalo se da su patvoreni.
Rezultati istrazivanja pokazali su kako je 54,2 % istrazivanih uzoraka sadrzavao postotak
patvorina manji od 5 %. Rezultati su takoder pokazali kako je najistaknutija patvorina parafin
(pronaden u 13,4 % uzoraka), a slijedi stearinska kiselina (5,3 % uzoraka). U 2 % uzoraka
pronadeno je viSe patvorina. Autori su analizirali i interpretirali jo§ 14 razli¢itih prirodnih i
sintetickih voskova, a rezultati ¢e se koristiti za daljnja istraZivanja.
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2.7.4. Parafin

Parafin se dobiva iz nekih frakcija nakon destilacije nafte. Nakon hladenja frakcija na
temperaturu oko -40 °C dolazi do izlu¢ivanja parafinskog voska koji se odvaja filtracijom. 1z
parafinskog voska dobiva se &isti parafin, cerezin i vazelin. Cvrsti parafin je mikrokristalna
bijela tvar, smjesa n-alkana, odnosno parafinskih ugljikovodika s 18 do 35 ugljikovih atoma,
talista od 45 do 55 °C. Smjese alkana koje sadrze manje od 5 atoma ugljika na sobnoj
temperaturi su plinovitog stanja, one koje imaju 5 do 17 atoma ugljika su tekucine, a n-alkani
s viSe od 17 ugljikovih atoma su krute tvari (EFSA 2020.). Parafin se upotrebljava za izradu
svije¢a, voStanog papira, za impregnaciju tkanina i koze. EFSA (2020.) navodi kako se koriste
u prehrambenoj i kozmetickoj industriji u skladu s tocno navedenim specifikacijama i u jasno
definiranim maksimalno dozvoljenim koli¢inama.

Parafin predstavlja najveci problem i najucestalija je patvorina pcelinjeg voska zbog
Siroke dostupnosti, niske cijene i fizikalno-kemijskih svojstava (kemijski inertan, bijele ili
bezbojne tvari bez mirisa) koji ga Cine ,,idealnim* za patvorenje (Svecnjak 2015b.).

2.7.5. Stearin/stearinska kiselina

Komercijalno dostupan stearin je najces¢e mjesavina masnih kiselina, odnosno stearinske
I palmitinske kiseline (u raznim omjerima). Kemijski, stearin je glicerol tristearat, triglicerid u
kojem su sva tri glicerola hidroksila esterificirana stearinskom kiselinom. Takoder, stearin
moze biti zajedni¢ki naziv za stearinsku kiselinu ili smjesu stearinske i palmitinske kiseline.
Dobiva se iz masti ili ulja biljnog ili Zivotinjskog podrijetla. Stearin dobiven iz biljnih ulja ili
masti primjenjuje se u prehrambene svrhe, dok stearin zivotinjskog podrijetla nije namijenjen
za prehranu ljudi te spada pod Uredbu (EZ) br. 1069/2009 (EFSA 2020.). Koristi se u
proizvodnji svijeca i sapuna.

Za patvorenje pcelinjeg voska najcesce se koristi Cista stearinska kiselina (uglavnom
Zivotinjskog podrijetla) ili stearin kao mjeSavina stearinske i palmitinske kiseline. Ove su
supstance kemijski vrlo sli¢ne, stoga se kod otkrivanja patvorenja voska ovim supstancama za
iste uobicajeno koristi termin ,stearin/stearinska kiselina* (Sve¢njak 1 sur. 2020.; EFSA
2020.).

2.7.6. Negativni ulinci patvorenja pcelinjeg voska

Pcelinji vosak (sace) je prva prirodna ambalaza meda, odnosno prirodni medij u kojem se
skladisti med 1 gdje dozrijeva (med dolazi u izravni kontakt s pcelinjim voskom). Iako su
pcelinji vosak i med (hrana) u izravhom kontaktu, pcelinji vosak u sektoru pcelarstva ne
podlijeZe obaveznoj kontroli kakvoce prije stavljanja na trZiSte. Posljednjih godina intenzivno
se govori o negativnim ucincima patvorenja pcelinjeg voska. Destrukcija sa¢a, naruSena
kemijska i mehanicka komunikacija unutar pcelinje zajednice, naruseni uvjeti za normalan
fizioloski razvoj legla i skladiStenje hrane te utjecaj na sastav i kakvo¢u meda glavni su
negativni faktori koji imaju Stetan utjecaj na pcelinju zajednicu (Svecnjak 2019.). Europska
komisija, odnosno Sustav mreze protiv prijevare s hranom (engl. EU Food Fraud Network
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FFN) krajem 2017. godine ukazao je na ozbiljnost problema patvorenja pcelinjeg voska. FFN
ukazuje na to kako negativni ucinci patvorenja pcelinjeg voska dovode u pitanje i javno
zdravlje s obzirom na to da je med koji ulazi u prehrambeni lanac u izravhom dodiru s
pcelinjim voskom (sa¢em) (EU FFN 2017.). Istrazivanjem utjecaja patvorenja pcelinjeg voska
na med dokazano je kako patvorenje pcelinjeg voska ima negativan utjecaj na sastav i
kakvo¢u meda (Svecnjak i sur. 2019b.). Ovim je istrazivanjem predstavljen prvi i zasad jedini
znanstveni dokaz o negativnom ucinku patvorenja pcelinjeg voska na med. Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju kako med koji je skladiSten u sacu izgradenom na satnim osnovama
patvorenim s 90 % parafina sadrzi statisticki viSi udio vode te nizi omjer glukoze/vode i visi
udio octene i limunske kiseline u odnosu na med koji je dozrijevao u ¢istom pcelinjem vosku.
Rezultati ukazuju kako kod meda koji dozrijeva u sacu izradenom na parafinskim satnim
osnovama dolazi do kemijskih promjena u procesu dozrijevanja, posebno u vidu podloznosti
meda fermentaciji i intenzivnijim oksidativnim procesima.

2.8. Analiticke metode za utvrdivanje patvorenja pcelinjeg voska

Analiticke metode za utvrdivanje kakvoce pcelinjeg voska podijeljene su na klasi¢ne
fizikalno-kemijske metode te instrumentalne, odnosno kromatografske i spektroskopske
analitiCke metode. Kao $to je ve¢ navedeno, fizikalno-kemijske metode ne omogucéuju
pouzdanu detekciju patvorina u pcelinjem vosku. Bernal i sur. (2005.) navode kako je
minimalna koli¢ina najéeS$¢e koristenih patvorina (parafin, stearin, stearinska Kiselina, loj,
karnauba vosak) koja se moze otkriti fizikalno-kemijskim metodama relativno visoka (izmedu
2 % 1 50 %) pa odredivane fizikalno-kemijskih parametara ne garantira odsutnost patvorina.
Uz navedeno, fizikalno-kemijske metode karakteriziraju i drugi nedostaci koji su opsirnije
opisani u poglavlju ,,Kriteriji kakvoce pcelinjeg voska“.

Tijekom posljednja dva desetljeca razvijene su dvije instrumentalne analiticke metode za
pouzdano kvalitativno i kvantitativno (LoD i LoQ: < 5 %) otkrivanje patvorina u pcelinjem
vosku: plinske kromatografija (u kombinaciji s dva detektora - spektrometrija masa ili
plameno-ionizacijski detektor) i infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom.

Za pouzdanu detekciju patvorina u péelinjem vosku preporucuje se utvrdivanje najmanje
dva fizikalno-kemijska parametra uz potvrdu instrumentalnim metodama (EFSA 2020.,
Svecnjak i sur. 2020.).

2.8.1. Plinska kromatografija (GC) — masena spektrometrija (MS)

Plinska kromatografija-masena spektrometrija (engl. gas chromatography-mass
spectrometry, GC-MS) primarno je razvijena za utvrdivanje ugljikovodika u pcelinjem vosku,
a opisali su je Was i sur. (2014a.). Was i sur. (2015., 2016.) su GC-MS metodu dalje razvijali
za otkrivanje patvorenja pcelinjeg voska ugljikovodicima stranog podrijetla (parafin ili
cerezin). Razradena analiticka procedura omogucuje identifikaciju ugljikovodika pcelinjeg
voska (alkani, alkeni i dieni) i kvantifikaciju n-alkana stranog podrijetla, no metoda nije
primijenjena za detekciju stearina i/ili stearinske kiseline (Sve¢njak i sur. 2020.).
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2.8.2. Plinska kromatografija (GC) s plameno-ionizacijskim detektorom
(FID)

Jiménez i sur. (2009.) i Serra Bonvehi i Orantes Bermejo (2012.) predstavili su analiti¢ku
metodu za odredivanje patvorina pcelinjeg voska primjenom plinska kromatografije s
plameno-ionizacijskim detektorom (engl. gas chromatography with flame ionization detector,
GC-FID) Jiménez i sur. (2009.) koristili su visokotemperaturnu plinsku kromatografiju
(HTGC) s plameno- ionizacijskim detektorom i utvrdili minimalan postotak patvorenja s tri
parafina razlicitih tocki talista te s govedim lojem, stearinskom kiselinom i karnauba voskom.
Koncentracije 93 endogenih sastojaka pcelinjeg voska (alifatski ugljikovodici, olefini,
kiseline, monoesteri, alkoholi i hidroksikiseline) izmjerene su u odnosu na interni standard
(oktadeal oktadekanoat) u smjesama pcelinjeg voska s 5, 10, 20 i 30 % patvorina. Jedna od
glavnih prednosti GC-FID metode je $to je primjenjiva na sve vrste patvorina.

Serra Bonvehi i Orantes Bermejo (2012.) proveli su istrazivanje s ciljem utvrdivanja
patvorenja pcelinjeg voska razli¢itih tocki talista s govedim lojem, stearinskom kiselinom i
karnauba voskom kako bi otkrili spojeve indikativne za patvorine. Koristili su HTGC-FID i
HTGC-MS metodu. Granice detekcije odredene su pomocu Cistog i patvorenog pcelinjeg
voska s razli¢itim koli¢inama dodanih patvorina (5, 10, 20 i 30 %). U smjesama su utvrdene
granice detekcije od 1 % za stearinsku kiselinu i 5 % za parafin.

Maia i Nunes su u daljnjim istrazivanjima (2013.) potvrdili kako se HTGC-FID metodom
moze razlikovali autenti¢ni i1 patvoreni pcelinji vosak. Ovo je istrazivanje bilo ograni¢eno na
otkrivanje parafina.

2.8.3. Infracrvena (IR) spektroskopija

Spektroskopija je znanost koja proucava medudjelovanje elektromagnetskog zracenja i
materije, u mnogim granama prirodnih znanosti koristi se u analitiCke svrhe jer daje
informacije o gradi i sastavu tvari. Infracrvena (engl. infrared, IR) spektroskopija kao fizicki
medij za ispitivanje molekularne strukture uzoraka koristi infracrveno zracenje (Svecnjak
2015a.).

Kada uzorak apsorbira IR =zracenje molekule pocinju vibrirati to¢no odredenim
amplitudama (molekule dobivaju energiju) i daju Sirok spektar vibracijskih modova koji su
karakteristi¢ni za funkcionalne skupine molekula. U spektru elektromagnetskog zracenja
infracrveni dio krece se od 0,8 do 1000 pm (800 nm — 1 mm) valne duljine. Frekvencija je jo§
jedan parametar koji obiljezava valno gibanje, a predstavlja broj titraja polja u sekundi
(mjerna jedinica je Hz). Infracrveni dio proteze se od 375 THz do 300 GHz. U IR
spektroskopiji najcesca je mjerna jedinica valni broj. Valni broj je reciprocna vrijednost valne
duljine (1/A) izraZena u reciproénim centimetrima (cm™) (Svenjak 2015.). Prema valnom
broju, infracrveni dio spektra pokriva raspon od 12 500 do 10 cm*: daleko IR podrugje (< 400
cm?), srednje IR podru&je (4 000 — 400 cm?) i blisko IR podrugje (12 500 — 4 000 cm' )
(Glnzler i Gremlich 2006.). IR spektroskopija je metoda koja nosi informacije o ukupnom
kemijskom sastavu uzorka. Apsorbiranjem IR zracenja pobuduju se molekulska gibanja
(vibracije) u uzorku, molekule vibriraju u odredenim amplitudama 1 to se ocituje u
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karakteristicnom IR spektru uzorka — mjerenju rezultata. IR spektar uzorka predstavlja tzv.
»otisak prsta“ (engl. fingerprint), tu su signali najbrojniji i razlika izmedu rezultata
najistaknutija (Svecnjak 2015a.).

Birshtein i Tul'chinskii su 1977. godine prvi primijenili IR spektroskopiju za analizu
pcelinjeg voska, a primarno su istrazivali osnovni sastav pcelinjeg voska. Maia i sur. (2013.)
doveli su do znatnog napredka u spektroskopskom istrazivanju péelinjeg voska. U analitiku
pcelinjeg voska uveli su FTIR-ATR (engl. Fourier - transform infrared spectroscopy — FTIR;
attentuated total reflectance — ATR) tehniku snimanja spektara, a cilj im je bio otkriti
patvorine u péelinjem vosku koriste¢i brzu, jeftinu i nedestruktivnu analiticku metodu. Maia i
sur. (2013.) razvili su FTIR-ATR metodu bez koriStenja reagensa za otkrivanje patvorina
pc¢elinjeg voska i utvrdili su niske granice detekcije (0,5 — 5 %) za 4 najcesce koriStene
patvorine pcelinjeg voska: parafin, mikrokristalni vosak, govedi loj i stearinsku kiselina.

Ova je metoda daljnjim istrazivanjima modificirana u smislu brzeg snimanja spektara,
drugacijeg pristupa obradi spektralnih podataka 1 izradi boljih Kkalibracijskih krivulja
(Svecnjak i sur. 2015.) s granicom detekcije patvorina ispod 3 %. Svecnjak i sur. (2019a.) su
nadalje optimizirali metodu za detekciju parafina, govedeg loja, karnauba voska i stearinske
kiseline. Takoder, autori u ovom istrazivanju navode kako se spektralna podrucja indikativna
za detekciju stearinske kiseline u péelinjem vosku mogu Kkoristiti i za otkrivanje palmitinske
kiseline 1 stearina u radi slicnih (gotovo istih) spektralnih znacajki. Na temelju daljnje
primjene FTIR-ATR metode (Tanner i Lichtenberg-Kraag 2019.) utvrdeno je kako je metoda
pouzdana i za detekciju viSestrukog patvorenja, odnosno za detekciju patvorenja u slucaju
kada uzorci sadrze vise od jedne patvorine. Tako su Tanner i Lichtenberg-Kraag utvrdili kako
se pet patvorina (parafin, stearinska kiselina, govedi loj, karnauba vosak i kandelila vosak) u
jednom patvorenom uzorku pcelinjeg voska mogu otkriti 1 kvantificirati s jednakom
precizno$¢u 1 to¢nos¢u kao i u slucaju kada je pcelinji vosak patvoren s jednom tvari
(patvorinom).

2.8.4. FTIR-ATR tehnika snimanja spektara

Spektroskopija u srednjem infracrvenom dijelu spektra s Fourierovom transformacijom
(eng. Fourier transform infrared spectroscopy u kombinaciji s priguSsenom totalnom
refleksijom, odnosno ATR (eng. attentuated total reflectance) tehnikom je metoda snimanja
IR spektara uzoraka koja omoguéuje kvalitativno i kvantitativno utvrdivanje svih vrsta
patvorina u pcelinjem vosku. FTIR-ATR tehnika snimanja ima brojne prednosti u odnosu na
konvencionalnu (disperzivnu) spektroskopiju. FTIR spektrometri koriste interferometar
temeljen na matematickom principu Fourierove transformacije te tako vrijeme mjerenja brze,
a dobiveni rezultati mjerenja su visoke kvalitete (preciznost, pouzdanost) (Svecnjak i sur.
2019a).

Pomoéu ATR instrumentalnog dodatka znatno se pojednostavljuje postupak analize
uzorka pcelinjeg voska; uzorak se analizira u izvornom stanju (krutom ili teku¢em), a da pri
tome nije potrebna prethodna priprema uzorka (ATR tehnika omoguéuje ucinkovito
prodiranje IR zracenja u uzorak (izmedu 0,5 i 5 um) bez obzira na debljinu uzorka. Takoder,
mala koli¢ina uzorka (1g) dostatna je za analizu. U ATR spektroskopiji koristi se unutarnja
refleksija; snop zracenja koji ulazi u ATR kristal podvrgnut je potpunoj unutarnjoj refleksiji
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kada je upadni kut na granici izmedu kristala i uzorka veéi od kriticnog kuta. Kristali koriSteni
u ATR instrumentalnim dodacima izgradeni su od opticki gustih materijala koji imaju visok
indeks loma svjetlosti (dijamant, germanij (Ge), cinkov selenid (ZnSe)). Dijamant se smatra

najboljim materijalom zbog izdrzljivosti (tvrdoce), kemijske inertnosti i robusnosti (Sve¢njak
I sur. 2019).
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3. Materijali i metode

3.1. Prikupljanje i priprema uzoraka za analizu

Uzorci pcelinjeg voska (satnih osnova i1 blokova voska namijenjenih za njihovu
proizvodnju) prikupljeni su iz 33 zemlje svijeta (iz 16 zemalja ¢lanica Europske unije —
Austrija, Belgija, Ceska, Cipar, Francuska, Hrvatska, Italija, Latvija, Luksemburg, Madarska,
Nizozemska, Njemacka, Poljska, Rumunjska, Slovenija, Spanjolska i Svedska; drugih zemalja
s podru¢ja Europe - Bosna i Hercegovina, Crna Gora, Srbija i Ujedinjeno kraljevstvo te
drugih kontinenata - Australija, Brazil, Etiopija, Juzna Koreja, Kamerun, Kanada, Kina,
Kongo, Novi Zeland, Ruanda, Rusija i Vijetnam) u razdoblju od 2016. do 2019. godine
(Tablica 7.). Prikupljeno je ukupno 300 uzoraka péelinjeg voska iz péelarskog sektora. Uzorci
su prikupljani sukcesivno tijekom navedenog razdoblja s domaceg i medunarodnog trzista (od
pcelara 1 proizvodaca satnih osnova, s pcelarskih sajmova ili iz specijaliziranih pcelarskih
trgovina). Uzorci su ¢uvani na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi (23+2 °C) do analize.

Tablica 7. Distribucija prikupljenih uzoraka pcelinjeg voska prema zemlji podrijetla i godini

uzorkovanja
R.B. Zemlja 2016. 2017. 2018. 2019. 2016.-2019.
1 Australija 1 1
2 Austrija 1 1 1 3
3 Belgija 13 1 14
4 Bosna i Hercegovina 2 1 3 6
5 Brazil 1 1
6 Ceska 1 1
7 Cipar 5 7 12
8 Crna gora 1 1
9 Etiopija 1 1
10 Francuska 5 3 8
11 Hrvatska 3 19 30 24 76
12 Italija 1 10 4 5 20
13 JuZzna Koreja 4 4
14 Kamerun 4 2 6
15 Kanada 4 4
16 Kina 3 2 9 14
17 Kongo 1 1
18 Latvija 3 1 4
19 Luksemburg 1 1
20 Madarska 2 2
21 Nizozemska 6 8 14
22 Novi Zeland 24 24
23 Njemacka 1 2 3

28



24 Poljska 15 13 28
25 Ruanda 1 1
26 Rumunjska 1 1
27 Rusija 2 2
28 Slovenija 10 8 4 22
29 Srbija 7 1 4 12
30 Spanjolska 1 1
31 Svedska 9 9
32 | Ujedinjeno Kraljevstvo 1 1
33 Vijetnam 2 2
Ukupno 70 86 73 71 300

3.2. Priprema internog referentnog materijala

Generiranje internog referentnog materijala (kalibracijskih standarda) ukljucivalo je
pripremu smjesa pcelinjeg voska i parafina (Paraffinum solidum, Ph.Eur. 7,8: PS smjese) te
smjesa pCelinjeg voska i stearinske kiseline (Acidum stearicum, Ph.Eur. 8.1: AS smjese) s
razli¢itim udjelima dodanih patvorina, od 5 % do 95 % (0 % - Cisti pcelinji vosak, 5 %, 10 %,
15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85
%, 90 %, 95 %, 100 % - cista patvorina; 2 seta smjesa: PS i AS; n=41). Interni referentni
materijal pripremljen je s ciljem unapredenja primijenjene spektroskopske analiticke metode
(opisane dalje u tekstu pod 3.3.) za detekciju najucestalijih patvorina pcelinjeg voska -
parafina i stearinske kiseline (smanjenje mjerne pogreske i granica detekcije patvorina).
Pripremljene smjese péelinjeg voska i patvorina (interni referentni materijal) prikazane su na
Slikama 8. i 9.

Smjese su otopljene i homogenizirane zagrijavanjem na 90 °C kroz 3 sata, ostavljene da
se ohlade na sobnoj temperaturi i ¢uvane na sobnoj temperaturi (23+2 °C) na tamnom mjestu
do analiza. Za pripremu smjesa koriten je autentiCan pcelinji vosak dobiven od zaperaka,
poklopaca i pretopljenog saéa izgradenog na praznim okvirima iz kojih su zatim uobic¢ajenim
postupkom izradene satne osnove (radi lakSe manipulacije uzorcima i uniformnog postupka s
uzorcima pcelinjeg voska), Referentni uzorci parafina i stearinske kiseline za pripremu
internog referentnog materijala nabavljene su iz specijalizirane trgovine (Kemig d.o.0.).

Smjese pcelinjeg voska i patvorina (interni referentni material) Slika 8. 1 9.) su
analizirane primjenom fizikalno-kemijskih i spektroskopskih (*HNMR, FTIR-ATR,
SPME/GC-MS) metoda kako bi se provela dodatna kemijska karakterizacija smjesa i utvrdili
pozadinski mehanizmi kemijskih alteracija do kojih dolazi patvorenjem te posljedi¢ni
negativni ucinci kontaminacije péelinjeg voska na pcelinju zajednicu.
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Slika 8. Pripremljene smjese péelinjeg voskai  Slika 9. Pripremljene smjese péelinjeg voska
parafina (Paraffinum solidum = PS smjese) i stearinske Kkiseline (Acidum stearicum =
AS smjese)

3.3. Analiza uzoraka metodom FTIR-ATR spektrosopije

Uzorci pCelinjeg voska analizirani su metodom infracrvene (IR) spektroskopije kako bi se
utvrdila autenti¢nost ispitivanih uzoraka (prisutnost i udio patvorina). Za kvalitativno i
kvantitativno utvrdivanje patvorina u pcelinjem vosku primijenjena je metoda FTIR-ATR
spektroskopije. Spektralna analiza je provedena sukladno metodologiji Svecnjak i sur.
(2019a.) uz modifikaciju metode u vidu konstrukcije preciznije kalibracijske krivulje za
utvrdivanje udjela najucestalijih patvorina pcelinjeg voska (parafina i stearinske kiseline).

Infracrveni spektri pripremljenog internog referentnog materijala (kalibracijski set; n=41)
) 1 prikupljenih uzoraka pcelinjeg voska s trziSta (uzorci pcelinjeg voska s medunarodnog
trzista; validacijski set: n=300) snimljeni su pomocu infracrvenog spektrometra Cary 660
(Agilent Technologies) s DTGS (deuterirani triglicin sulfat) detektorom, a za snimanje
spektara primijenjena je tehnika jednorefleksijske priguSene totalne refleksije (ATR tehnika)
koriste¢i Golden Gate (Specac) ATR instrumentalni dodatak (Slika 10.) s dijamantom kao
internim refleksijskim elementom i ZnSe (cinkov selenid) optickim komponentama. Uzorci su
prije snimanja spektara otopljeni zagrijavanjem ATR kristala na 75°C kako bi se omogucila
homogenizacija uzorka (uzorci su analizirani teku¢em stanju). Apsorpcijski spektri ispitivanih
uzoraka pcelinjeg voska snimljeni su na sobnoj temperaturi (23+2 °C) pri spektralnoj
rezoluciji od 4 cm™. Svaki spektar snimljen je kao razlika spektra uzorka i ATR elementa bez
uzorka. Za svaki spektar prikupljeno je 64 snimaka (skenova).

Sirovi FTIR-ATR spektri pohranjeni su pomocu softverskog paketa Agilent
ResolutionsPro (version 5.3.0, Agilent Technologies), kojim je provedeno i kemometrijsko
modeliranje te kvantitativna obrada podataka s ciljem utvrdivanja to¢nog udjela patvorina u
pcelinjem vosku (kalibracija, validacija). Kvalitativna i dodatna statisticka obrada spektralnih
podataka provedena je programskim paketom Origin version 8.1 (Origin Lab Corporation).
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Slika 10. Infracrveni (FTIR) spektrometar s ATR instrumentalnim dodatkom (lijevo) i analiza
uzoraka satne osnove FTIR-ATR tehnikom snimanja spektara (desno)
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Spektralna analiza internog referentnog materijala

Karakteristicni FTIR-ATR spektri i spektralne znacajke pcelinjeg voska i patvorina
(parafina 1 stearinske kiseline) koriStenth za pripremu kalibracijskih standarda (smjesa
pcelinjeg voska i patvorina) prikazani su na Grafikonu 1. S obzirom na to da glavninu
pcelinjeg voska Cine esteri viSih masnih kiselina (~ 67 %), ugljikovodici (~14 %) 1 slobodne
masne kiseline (~13 %), u karakteristicnom IR spektru prirodnog pcelinjeg voska dominiraju
apsorpcijske vrpce funkcionalnih skupina navedenih kemijskih spojeva. Detaljnu asignaciju
molekulaskih vibracija funkcionalnih skupina u spektru pcelinjeg voska prikazali su Maia 1
sur. (2013.) te Svecnjak i sur. (2015., 2019a.) te istaknuli kako se indikativno podrucje za
utvrdivanje patvorenja nalazi izmedu 1800 i 900 cm™ (fingerprint podrugje — podrugje ,,otiska
prsta‘).

Na Grafikonu 1. su vidljive komparativne spektralne razlike izmedu pcelinjeg voska 1
parafina, pri ¢emu se istiCu tri apsorpcijske vrpce koje najviSe doprinose razlikama:
intenzivna vrpca u spektru p&elinjeg voska s maksimumom na 1738 cm™ koja pripada
isteznim vibracijama karboksilnih skupina estera, vrpca slabijeg intenziteta na 1714 cm™
pripisana isteznim vibracijama karboksilnih skupina slobodnih masnih kiselina, te Siroka
srednje jaka vrpca s apsorpcijskim maksimumom na 1171 cm™ povezana s vibracijama
funkcionalnih skupina (C—O) estera. Naime, parafin ne sadrzi estere i masne kiseline stoga u
spektru parafina nema spomenutih apsorpcijskih vrpci.

Suprotno tome, stearinska kiselina pokazuje specifican IR spektar s brojnim apsorpcijskim
vrpcama koje ne uoavamo u IR spektru pcelinjeg voska, pri ¢emu su najistaknutije vrpce s
apsorpcijskim maksimumom na 1710, 1412, 1281 i 929 cm™. Spomenuta spektralna podrudja
indikativna su za detekciju patvorenja voska stearinskom kiselinom, kao $to je prikazano u
poglavlju 4.1.1. Spektralne znacajke analiziranih uzoraka pcelinjeg voska, parafina i
stearinske kiseline su u skladu s asignacijom molekulskih vibracija predmetnih uzoraka
prikazanih od strane drugih autora (Maia i sur. 2013., Sve¢njak i sur. 2015., 2019a; Tanner i
Lichtenberg-Kraag 2019.).
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Grafikon 1. Infracrveni (FTIR-ATR) spektar pcelinjeg voska, parafina i stearinske kiseline

4.1.1. Konstrukcija kalibracijskih krivulja

S ciljem preciznijeg utvrdivanja udjela patvorina (< 5 %) u pcelinjem vosku nepoznatog
kemijskog sastava (uzorci satnih osnova i sirovina s medunarodnog trzista), pripravljene su
smjese pcelinjeg voska s razli¢itim udjelom parafina i stearinske kiseline kako je prethodno
opisano te snimljeni njihovi IR spektri. Kao §to je vidljivo na Grafikonu 2., FTIR-ATR
spektri pripremljenih smjesa pcelinjeg voska i parafina pokazali su jasno linearno smanjenje
intenziteta apsorpcije lipidnih sastavnica u podru&ju izmedu 1760 i 1700 cm™ (esteri i
slobodne masne kiseline s apsorpcijskim maksimumima na 1738 cm™ i 1714 cm™) te izmedu

1260 i 1100 cm™ (esteri s apsorpcijom maksimalno na 1171 cm™), koje prati poveéanje udjela

dodanog parafina.
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Grafikon 2. FTIR-ATR spektri smjesa pcelinjeg voska i parafina s razli¢itim udjelom parafina
(0 — 100 %): cijelo spektralno podrugje 3200-700 cm™ (lijevo);
fingerprint podrugje 1800-900 cm™ (desno)
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Stearinska kiselina 1 njezine mjeSavine s pcelinjem voskom pokazuju jedinstvene i
sloZzene spektralne znafajke s brojnim spektralnim podrucjima koja su indikativna za
patvorenje (Grafikon 3.). Pojava jake vrpce na 1710 cm™ u IR spektru stearinske kiseline
moze se pripisati C=0O isteznim vibracijama zasi¢enih alifatskih karboksilnih kiselina kao
dimera s obzirom na to da se te vrpce karakteristicno pojavljuju u podrucju izmedu 1730-1700
cm™. Takav spektralni efekt moZe se objasniti dimernim povezivanjem stearinske kiseline u
razli¢itim otopinama 1 smjesama; proces Kkristalizacije stearinske kiseline u razli¢itim
medijima moze dovesti do razli¢itih polimorfnih oblika ovisno o razli¢itim parametrima
kristalizacije (Garti i sur. 1986., Pielichowska i sur. 2008.). Na Grafikonu 3. vidljiva su i
druga za patvorenje indikativna spektralna podrucja, a najznacajnije su vibracije S
apsorpcijskim maksimumom na 1412, 1281 i 929 cm™.
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1710
I \//

Podrucje "otiska prsta Spektralna regija Spektralna regija

fingerprint region|
Drgegrntregon; 1490-1130 cm” - 975-840cm’”’

JMJ‘ J‘MQ

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800

Apsorbancija
Apsorbancija

Valni broj / cm’! Valni broj / cm™

Grafikon 3. FTIR-ATR spektri smjesa pcelinjeg voska i stearinske kiseline s razli¢itim
udjelom stearinske kiseline (0 — 100 %): cijelo spektralno podrugje 3200-700 cm™ (lijevo);
fingerprint podruje 1800-800 cm™ (desno)

Za detekciju patvorina u uzorcima nepoznatog kemijskog sastava (pcelinji vosak s trzista)
odabrana su spektralna podru¢ja koja polucuju najbolje parametre predikacije, odnosno
podrudje vrpce s apsorpcijskim maksimumom na 1738 cm™ (R?=0,9998; mjerna pogreska:
11,27 %) (Grafikon 4.) uz potvrdu rezultata koriste¢i druga spektralna podrucja indikativna za
detekciju parafina, te podrugje vrpce s apsorpeijskim maksimumom na 1710 cm™ (R?=0,9998;
mjerna pogreska: +£0,73 %) (Grafikon 5.) uz potvrdu rezultata koriste¢i druga spektralna
podrugja indikativna za detekciju stearinske Kiseline.
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Grafikon 4. Referentna apsorpcijska vrpca / apsorbancija na 1738 cm™ (lijevo) koja pokazuje
najbolje rezultate korelacije izmedu stvarnog udjela parafina u smjesama i instrumentalne
predikcije udjela parafina (desno: quant validation plot - brojevi od 1 do 21 odnose se na

smjese s udjelom parafina od 0 do 100 %)
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Grafikon 5. Referentna apsorpcijska vrpca / apsorbancija na 1710 cm™ (lijevo) koja pokazuje
najbolje rezultate korelacije izmedu stvarnog udjela stearinske kiseline u smjesama i
instrumentalne predikcije udjela stearinske kiseline (desno: quant validation plot - brojevi od
1 do 21 odnose se na smjese s udjelom stearinske kiseline od 0 do 100 %)

Ovim je kalibracijskim postavkama (modifikacijom kalibracijskih standarda s veéim
brojem kalibracijskih smjesa) i dobivenim validacijskim parametrima dokazano kako je
preciznost mjerenja poboljSana u odnosu na izvorno uspostavljenu analiticku proceduru
(Svecnjak 1 sur. 2015.) gdje je mjerna pogreska u slucaju detekcije parafina iznosila £2,17 %.
Takoder, FTIR-ATR metodologija za otkrivanje patvorenja je nadogradena uspostavljanjem
pouzdane analitiCke procedure za otkrivanje patvorenja pcelinjeg voska stearinskom
kiselinom. Ovim je istrazivanjem potvrdeno kako isto spektralno podru¢je definirano kao
indikativno za detekciju stearinske kiseline moze posluziti i za otkrivanje palmitinske kiseline
i stearina (mjeSavina stearinske i palmitinske kiseline) u p¢elinjem vosku s obzirom na to da
sve tri supstance daju gotovo iste IR spektralne znacajke.
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4.2. Rezultati analize uzoraka péelinjeg voska s medunarodnog trzista

4.2.1. Distribucija analiziranih uzoraka pcéelinjeg voska prema tipu
patvorina

Kako je prikazano na Grafikonu 6., rezultati su pokazali kako je ukupno 166 (55,3 %) od
ukupno 300 analiziranih uzoraka pcelinjeg voska bilo patvoreno parafinom (51 %) i
stearinom/stearinskom kiselinom (4,3 %). Manje od polovine analiziranih uzoraka (44,7 %;
134 uzoraka) identificirano je kao autenti¢an nepatvoreni pcelinji vosak, odnosno vosak koji
sadrzi < 3,5 % parafina i < 1,5 % stearina/stearinske kiseline (uvazavajuéi utvrdene granice
detekcije za patvorine i prirodne varijacije sastava péelinjeg voska iz prethodnih istrazivanja -
Maia i sur. 2013., Sve¢njak i sur. 2019a., Sve¢njak i sur. 2020.). Ovi rezultati potvrduju kako
je parafin najucestalija patvorina péelinjeg voska na medunarodnom trzistu i u skladu su s
rezultatima dosadasnjih istrazivanja na nacionalnoj (Serra Bonvehi i Orantes Bermejo 2012.,
Maia i sur. 2013., Svecnjak i sur. 2015., Wa$ i sur. 2016.) i medunarodnoj razini (Sve¢njak i
sur. 2018a., Tanner i Lichtenberg-Kraag 2019.) kojima je takoder potvrdena dominacija
parafina kao najzastupljenije patvorine te sporadi¢na pojava stearina/sterinske kiseline. U
analiziranim uzorcima nisu utvrdene primjese drugih patvorina (govedeg loja, karnauba voska
i/ili drugih stranih tvari) niti kombinacije mjeS$avina patvorina.

B Autentican pcelinji
vosak

H P¢elinji vosak patvoren
parafinom

Pcelinji vosak patvoren
stearinom/stearinskom
kiselinom

Grafikon 6. Zastupljenost autenti¢nog i patvorenog pcelinjeg voska na medunarodnom trzistu
(n=300; uzorci prikupljeni iz 33 zemlje svijeta)
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4.2.2. Distribucija analiziranih uzoraka pcéelinjeg voska prema razini
patvorenja

Tablica 8. prikazuje rezultate analize patvorenih uzoraka pcelinjeg voska (n=166)
kategoriziranih s obzirom na razinu patvorenja parafinom i stearinom/stearinskom kiselinom.
U 153 (92,2 %) od ukupno 166 patvorenih uzoraka utvrdena je prisutnost razli¢itih udjela
parafina (udio se kretao od 3,5 do 100 %), dok je stearin/stearinska kiselina utvrdena u znatno
manjem broju uzoraka (n=13). Udio stearina/stearinske kiseline kretao se od 1,5 do 29,2 %.
Rezultati su pokazali kako je vecina patvorenih uzoraka (63,9 %) sadrzavala nizi udio
patvorina (5 — 20 %), 17,5 % uzoraka sadrzavalo je 20 — 40 % parafina ili stearina/stearinske
kiseline, dok je 18,6 % uzoraka sadrzavalo vise od 40% parafina. Izuzetno visoka razina
patvorenja (> 80 % parafina) utvrdena je u 15 % uzoraka.

Tablica 8. Kategorizacija patvorenih uzoraka pcelinjeg voska prema razini patvorenja
parafinom i stearinskom kiselinom

. . . Prisutnost % uzoraka
Razina Prisutnost parafina ina/ insk L
atvorenja (broj uzoraka) stearina/stearinske prema razini
b kiseline (broj uzoraka) patvorenja
>80 % 25 — 15
60-80 % 2 — 1.2
40-60 % 4 — 2,4
20-40 % 19 10 17,5
3,5-20 % 103 3 63,9
Ukupno 153 13 166
patvoreno (n)
Ukupno
patvoreno (%) 922 [ 100

4.2.3. Distribucija analiziranih uzoraka pcelinjeg voska prema zemlji
podrijetla

U Tablici 9. prikazana je distribucija analiziranih uzoraka pcelinjeg voska prema zemlji
podrijetla te tipu i udjelu utvrdenih patvorina. Spektroskopskom je analizom utvrdeno kako je
vecéina analiziranih uzoraka satnih osnova (manjim dijelom i blokova voska namijenjenih za
njihovu izradu) podrijetlom iz 16 zemalja ¢lanica EU te zemljama izvan EU bila patvorena
parafinom, dok su stearin/stearinska kiselina utvrdeni u samo 13 uzoraka podrijetlom iz
Belgije i Nizozemske. U vecini tih uzoraka su utvrdene zabrinjavajuée koli¢ine
stearina/stearinske kiseline (do 29,2 %) obzirom da je recentnim istrazivanjima utvrdeno kako
i male koli¢ine stearina u satnim osnovama (15 %) mogu uzrokovati visoke stope mortalitet
pcela u licinackoj fazi razvoja (Reybroeck i Van Nevel 2018.).

Od brojnih zemalja Europe ukljucenih u ovo istrazivanje, patvorine nisu utvrdene samo u
uzorcima iz Luksemburga (n=1), Svedske (n=9) i Ujedinjenog kraljevstva (n=1). Uz navedene
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europske zemlje, nepatvoreni uzorci autenticnog pcelinjeg voska zapaZeni su i na drugim
kontinentima, a pritom se posebice se istiCu uzorci pcelinjeg voska prikupljeni iz Novog
Zelanda i Australije u kojima (n=25) nisu utvrdene primjese niti jednog tipa patvorine. Ovaj
svijetli primjer slijede i uzorci iz africkih zemalja (Kamerun, Kongo, Etiopija) te uzorci iz
Kanade, Rusije i Vijetnama koji su takoder identificirani kao autenti¢an pcelinji vosak bez
primjesa patvorina.

Najvisi udjeli parafina utvrdeni su u uzorcima podrijetlom iz Bosne i Hercegovine, Crne
Gore, Srbije i Kine. Svi uzorci prikupljeni iz BiH (n=6) i veéina uzoraka iz Srbije (n=11) bili
su patvoreni razli¢itim udjelima parafina, a posebice visokim udjelima parafina (> 90 %).
Visoki udjeli parafina detektirani su sporadi¢no i u jednom uzorku iz Poljske (99,6 %) i Crne
Gore (95,3 %) te Sest uzoraka iz Hrvatske (86,3 — 90,1 % parafina). Kineske satne osnove
najbolje odrazavaju zabrinjavajuéu situaciju u vidu nekontroliranog plasmana satnih osnova
upitnog kemijskog sastava na medunarodno trziSte. Naime, rezultati analize satnih osnova
prikupljenih s pcelarskog sajma u okviru Medunarodnog péelarskog kongresa ,,Apimondia‘“ u
Montrealu 2019. godine su pokazali kako je velik broj kineskih satnih osnova sadrzavao visok
udio parafina (> 90 %), a mnoge su osnove bile izradene od 100 % parafina. Takoder, u
nekoliko je kineskih satnih osnova zamijecena 1 prisutnost umjetnih bojila (Slika 11.; crvena 1
smeda satna osnova) ¢iji dodatak u EU nije dopusten (sukladno Uredbi EZ 1069/2009).
Deklaracija proizvoda nije ukazivala na to da osnove sadrZe parafin niti umjetna bojila, ve¢ su
bile plasirane kao satne osnove od ,,¢istog pcelinjeg voska“.

Slika 11. Kineske satnie osnove prikupljene na Medunarodnom pcelarskom kongresu
,Apimondia“ u Montrealu 2019. godine
(Izvor: Sveénjak 2020.)

Iz Tablice 9. je razvidno kako je veéina analiziranih uzoraka pcelinjeg voska neovisno o
podrijetlu sadrzavala umjerene koli¢ine parafina (do 20 %). U francuskim i slovenskim
uzorcima detektirani su relativno niski udjeli parafina koji su rijetko prelazili 10%, a sli¢no je
zamijeéeno i u uzorcima iz Belgije, Ceske, Latvije, Nizozemske, Rumunjske i Spanjolske.
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Takoder, od ukupno 20 uzoraka prikupljenih iz Italije, 17 je nije sadrzavalo patvorine, dok je
u samo jednom uzorku detektirano vise od 10 % parafina (23,7 %), dok su preostala dva
uzorka sadrzavala manje od 5 % parafina. 1z Tablice 9. je vidljivo kako je iz Hrvatske
prikupljen najveci broj uzoraka (n=76). Uzorci prikupljeni s podru¢ja RH bili su uglavnom
patvoreni s nizim udjelima parafina (do 20 %; n=49), dok su visi udjeli (> 20 %) otkriveni u
znatno manjem broju uzoraka, odnosno u 16 uzoraka (Grafikon 7.) Radi malog broja uzoraka
(< 3) prikupljenih iz pojedinih zemalja, teSko je donijeti sud o stanju glede patvorenja u
doti¢nim zemljama, no moze se zakljuéiti kako pojavnost patvorina ne poznaje granice.
Trenutna situacija vezana za nedostatak zakonske regulative koja kontrolira kakvo¢u voska u
pcelarskom sektoru te nekontroliran uvoz/izvoz satnih osnova svakako doprinosi patvorenju i
diseminaciji kontaminiranog pcelinjeg voska diljem svijeta.
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Tablica 9. Distribucija analiziranih uzoraka p¢elinjeg voska (satnih osnova i blokova voska)
prikupljenih s medunarodnog trzista (n=300) s obzirom na zemlju podrijetla, tip i udio
prisutnih patvorina

Autenti¢an | Patvoreni Udio Udio stearina /
Zemlja podrijetla péCelinji péelinji parafina stearinske
vosak (n)* | vosak (n) (%) Kiseline (%)

Australija (n=1) 1 — — —
Austrija (n=3) 1 2 51-19,6 —

Belgija (n=14) 6 8 9,5 1,5-279
Bosna i Hercegovina (n=6) — 6 77,4 —93 —
Brazil (n=1) — 1 94,7 —
Ceska (n=1) 1 4,7 —
Cipar (n=12) 6 6 4,1 —28,2 —
Crna gora (n=1) — 1 95,3 —
Etiopija (n=1) 1 — — —
Francuska (n=8) 5 3 3,7-72 —
Hrvatska (n=76) 11 65 3,6-90,1 —
Italija (n=20) 17 3 3,6 —23,7 —
Juzna Koreja (n=4) 3 1 3,9 —
Kamerun (n=6) 6 — — —
Kanada (n=4) 4 — — —
Kina (n=14) 3 11 5,8-100 —
Kongo (n=1) 1 — — —
Latvija (n=4) 3 1 11,6 —
Luksemburg (n=1) 1 — — —
Madarska (n=2) — 2 3,6 -39,7 —

Nizozemska (n=14) 2 12 3,6-6,9 20-29,2
Novi Zeland (n=24) 24 — — —
Njemacka (n=3) 1 2 41,2-43,1 —
Poljska (n=28) 16 12 3,8 -99,6 —
Ruanda (n=1) — 1 7,1 —
Rumunjska (n=1) — 1 11,2 —
Rusija (n=2) 2 — — —
Slovenija (n=22) 7 15 3,5-11,6 —
Srbija (n=12) 1 11 11,5-94,3 —
Spanjolska (n=1) - 1 6,5 -
Svedska (n=9) 9 — — —
Ujedinjeno Kraljevstvo (n=1) 1 — — —
Vijetnam (n=2) 2 — — —

Ukupno 134 166 3,5-100 % 15-292%

*< LOD (3,5 % za parafin, 1,5 % za stearin/stearinsku kiselinu)

40




B Autentican pcelinji
vosak

M 3.5-20 % parafina

M 20-50 % parafina

M 50 - 80 % parafina

H > 80 % parafina

Grafikon 7. Zastupljenost autenticnog i patvorenog péelinjeg voska na podruc¢ju Hrvatske

(n=76) i dostribucija broja uzoraka prema udjelu parafina
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5. Zakljucak

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na goruci problem patvorenja pcelinjeg voska (satnih
osnova i blokova voska ) u sektoru péelarstva na medunarodnoj razini.

Rezultati istrazivanja su pokazali kako je 166 (55,3 %) od ukupno 300 analiziranih
uzoraka pcelinjeg voska prikupljenih iz 33 Zemlje svijeta bilo patvoreno parafinom (51 %) ili
stearinom/stearinskom kiselinom (4,3 %). Manje od polovine analiziranih uzoraka (44,7 %;
134 uzoraka) identificirano je kao autenti¢an nepatvoreni pcelinji vosak, odnosno vosak koji
sadrzi < 3,5 % parafina i < 1,5 % stearina/stearinske kiseline. Ovi rezultati potvrduju kako je
parafin najucestalija patvorina pcelinjeg voska na medunarodnom trzistu te kako se
sporadi¢no pojavljuje stearin/stearinska kiselina.

Rezultati analize patvorenih uzoraka pcelinjeg voska (n=166) kategoriziranih s obzirom
na razinu patvorenja parafinom i stearinom/stearinskom kiselinom pokazali su kako je u 153
(92,2 %) od ukupno 166 patvorenih uzoraka utvrdena prisutnost razli¢itih udjela parafina
(udio se kretao od 3,5 do 100 %), dok je stearin/stearinska Kiselina utvrdena u znatno manjem
broju uzoraka (n=13). Udio stearina/stearinske kiseline kretao se od 1,5 do 29,2 %. Rezultati
su pokazali kako je veéina patvorenih uzoraka (63,9 %) sadrzavala nizi udio patvorina (5 — 20
%), 17,5 % uzoraka sadrzavalo je 20 — 40 % parafina ili stearina/stearinske kiseline, dok je
18,6 % uzoraka sadrzavalo viSe od 40% parafina. Izuzetno visoka razina patvorenja (> 80 %
parafina) utvrdena je u 15 % uzoraka.

Stearin/stearinska kiselina utvrdeni su u samo 13 uzoraka podrijetlom iz Belgije i
Nizozemske. U vecini tih uzoraka su utvrdene zabrinjavajuce koliine stearina/stearinske
kiseline (do 29,2 %) obzirom da male koli¢ine stearina u satnim osnovama (15 %) mogu
uzrokovati visoke stope mortalitet pcela u li¢inackoj fazi razvoja.

Patvorine nisu utvrdene samo u uzorcima iz Luksemburga (n=1), Svedske (n=9) i
Ujedinjenog Kraljevstva (n=1). Uz navedene europske zemlje, nepatvoreni uzorci autenti¢nog
pcelinjeg voska zapaZeni su i na drugim kontinentima, a pritom se posebice isticu uzorci
pcelinjeg voska iz Novog Zelanda i Australije u kojima (n=25) nisu utvrdene primjese niti
jednog tipa patvorine. Ovaj svijetli primjer slijede 1 uzorci iz africkih zemalja (Kamerun,
Kongo, Etiopija) te uzorci iz Kanade, Rusije 1 Vijetnama koji su takoder identificirani kao
autenti¢an pcelinji vosak bez primjesa patvorina.

Najvisi udjeli parafina utvrdeni su u uzorcima podrijetlom iz Bosne i Hercegovine, Srbije
i Kine. Svi uzorci prikupljeni iz BiH i veéina uzoraka iz Srbije i Kine bili su patvoreni
izuzetno visokim udjelima parafina (> 90 %).

Radi malog broja uzoraka (< 3) prikupljenih iz pojedinih zemalja, tesko je donijeti sud o
stanju glede patvorenja u doti¢nim zemljama, no moze se zakljuciti kako pojavnost patvorina
ne poznaje granice. Trenutna situacija vezana za nedostatak zakonske regulative koja
kontrolira kakvocu voska u pcelarskom sektoru te nekontroliran uvoz/izvoz satnih osnova
svakako doprinosi patvorenju i diseminaciji kontaminiranog pcelinjeg voska diljem svijeta.
Navedeno ukazuje na hitnu potrebu za izradom zakonske regulative koja definira kriterije
kakvoce/Cisto¢e za pcelinji vosak namijenjen primjeni u pcelarstvu uz obavezno rutinsko
ispitivanje kakvoce prije stavljanja na trziste.
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