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[ZVORNI ZNANSTVENI RAD

Pouzdanost fizikalno-kemijskih metoda u otkrivanju patvorenja pcelinjeg
voska

Lidija Sve¢njak, Mateja Horg, Sasa Prdun, Dragan Bubalo, Ivan Mihaljevi¢

Sveuciliste u Zagrebu Agronomski fakultet, SvetoSimunska cesta 25, Zagreb, Hrvatska
(Isvecnjak@agr.hr)

Sazetak

Dodavanjem patvorina u pcelinji vosak mijenja se njegov sastav, kakvoca i fizikalno-
kemijska svojstva. Cilj je ovog rada bio utvrditi pouzdanost fizikalno-kemijskih metoda u
otkrivanju patvorenja pcelinjeg voska. Rezultati istrazivanja pokazali su kako odredivanje
kiselinskog broja pokazuje zadovoljavajuéu mjernu pouzdanost u otkrivanju patvorenja
(R?=0,996 za parafin; R>=0,9997 za stearinsku kiselinu), dok je odredivanje tocke talista
(R?=0,8969 za parafin; R>=0,8823 za stearinsku kiselinu) i specifi¢ne tezine (R?>=0,9824 za
parafin; R?>=0,1489 za stearinsku kiselinu) upitne pouzdanosti ovisno o tipu patvorina te
navedeni fizikalno-kemijski parametri mogu posluziti samo kao indikacija patvorenja.

Kljuéne rije¢i: pcelinji vosak, patvorenje, parafin, stearinska kiselina, fizikalno-kemijske
metode

Uvod

Pcelinji je vosak Cesta meta patvorenja, a danas na medunarodnom trzistu postoji preko 15
tvari razli¢itog podrijetla kojima se patvori pcelinji vosak (Bogdanov, 2017.). Uz parafin kao
najucestaliju patvorinu pcelinjeg voska, u posljednjih se nekoliko godina na trziStu sve ¢esée
pojavljuju i druge patvorine (primarno stearin i/ili stearinske kiselina), kao i visestruko
patvorenje (Reybroeck i van Nevel, 2018.; Sve¢njak 1 sur., 2018., Tanner 1 Lichtenberg-
Kraag, 2020.). Analiticke metode koje se primjenjuju u otkrivanju patvorenja pcelinjeg
voska ukljucuju klasi¢ne fizikalno-kemijske metode te instrumentalne analiticke tehnike
(spektroskopske 1 kromatografske).

Iako se na upitnu pouzdanost fizikalno-kemijskih metoda u otkrivaniju patvorenja pcelinjeg
voska sustavno ukazuje (Tulloch, 1973.; Bernal 1 sur., 2005.; Serra Bonvehi 1 Orantes
Bermejo, 2012., Maia i Nunes, 2013.; Svecnjak i sur., 2015., 2021.), njihova je primjena
implementirana u EU zakonsku regulativu vezanu za kriterije kakvoce (Cistoce) pcelinjeg
voska koji je namijenjen primjeni u farmaceutskoj (Vijec¢e Europe, 2020.) i prehrambenoj
industriji (Uredba Komisije, 2012.), dok se kontrola kakvoce i provjera autenti¢nosti
pcelinjeg voska u sektoru pcelarstva (satne osnove, blokovi voska namijenjeni za njihovu
izradu) na EU razini jo$ uvijek ne provode. Na cjelokupnu problematiku patvorenja pcelinjeg
voska, ukljucujuci i aspekte pouzdanosti i implementacije analitickih metoda u otkrivanju
patvorenja, nedavno je ukazala i Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA, 2021.).

Cilj je ovog rada bio utvrditi pouzdanost primjene fizikalno-kemijskih metoda (odredivanje
tocke taliSta, specificne tezine 1 kiselinskog broja) u otkrivanju patvorenja pcelinjeg voska.

Materijal i metode

Pripremljene su smjese pcelinjeg voska i parafina (Paraffinum solidum, Ph.Eur. 7,8: PS
smjese) te smjese pcelinjeg voska 1 stearinske kiseline (Acidum stearicum, Ph.Eur. 8,1: AS
smjese) s razli¢itim udjelima dodanih patvorina koji se kretao od 5 % do 95 % (w/w),
slijedeci porast od 5 % dodanih patvorina u pojedinim smjesama. Smjese su homogenizirane
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zagrijavanjem na 90 °C kroz 3 sata, ostavljene da se ohlade na sobnoj temperaturi te cuvane
na sobnoj temperaturi na tamnom mjestu do analiza

Pripremljene smjese pcelinjeg voska i1 patvorina analizirane su primjenom fizikalno-
kemijskih metoda kako bi se utvrdio tip i intenzitet promjena odabranih fizikalno-kemijskih
svojstava patvorenog pcelinjeg voska u ovisnosti o razli¢itoj razini patvorenja parafinom 1
stearinskom kiselinom. Uzorci autenti¢nog pcelinjeg voska i patvorina (parafina i stearinske
kiseline) te smjesa pcelinjeg voska i1 patvorina analizirani su sljede¢im fizikalno-kemijskim
metodama: odredivanje tocke talisSta, specifi¢ne tezine i kiselinskog broja.

Specifi¢na tezina odredena je pomocu digitalne precizne analiticke vaga (MS 204 Mettler
Toledo, SAD) kojom je odredena masa uzorka na zraku i u mediju (apsolutni alkohol), a
vrijednost specifi¢ne tezine uzorka izrazena je kao:

__ gustocatvari

(g/em’)

- gustoca medija

Odredivanje tocke taliSta istrazivanih uzoraka provedeno je pomocu digitalnog taliStometra
(MP 55 Melting Point System, Mettler Toledo, SAD) temeljenom na kapilarnoj metodi za
automatsko odredivanje tocke taliSta koji koristi mikroprocesorski sustav poveéanja
temperature. Odredivanje kiselinskog broja provedeno je sukladno metodologiji propisanoj
Europskom farmakopejom (Vije¢e Europe, 2020.). Kiselinski broj ispitivanih uzoraka
odreden je potenciometrijskom metodom pomocu digitalnog pH metra za kiselo-bazne
titracije (Mettler Toledo, SAD). Analiza i obrada podataka provedena je regresijskim
analizama koristeci statisticki paket Statistica version 7. (StatSoft Inc.).

Rezultati i rasprava

Obradom rezultata vrijednosti tocke taliSta uoceno je kako postoji linearan trend pada tocke
taliSta dodatkom parafina i stearinske kiseline u pcelinji vosak, medutim rezultati
(koeficijent determinacije R?) nisu pokazali precizne kalibracijske krivulje u slu¢aju smjesa
péelinjeg voska s razli¢itim udjelima parafina (Grafikon 1.; R?=0,8969) niti razli¢itim
udjelima stearinske kiseline (Grafikon 2.; R>=0,8823). Takoder, treba naglasiti da se u svrhu
patvorenja koriste supstance sa Sirokim rasponom tocke talisSta (posebice parafini) koje su
Cesto istovjetne tocki taliSta prirodnog pcelinjeg voska (61-65 °C). Stoga tocka taliSta u
nekim sluc¢ajevima moze posluziti samo kao indikacija patvorenja, ali ne daje jasan dokaz o
patvorenju. Serra Bonvehi i Orantes Bermejo (2012.) u svom istraZivanju takoder dolaze do
zakljucka kako vrijednost tocke taliSta pcelinjeg voska unutar raspona koje je predlozila
Europska farmakopeja ne osigurava autenti¢nost proizvoda, ali moZze posluziti kao indikator
patvorenja. Naime, ve¢ 1 male koli¢ine patvorina mijenjaju vrijednost tocke taliSta, odnosno
proSiruju raspon njezine vrijednosti pa tako pcelinji vosak koji je patvoren parafinom s
niskom tockom talista (54-56 °C) smanjuje tocku taliSta na < 61 °C kada je udio dodanog
parafina ve¢i od 10%. Kako je prikazano na Grafikonu 2., dodavanjem stearinske kiseline
pcelinjem vosku, takoder je uo¢eno znacajno smanjenje vrijednosti tocke talista (> 65 °C),
ali regresijski pravac i vrijednost koeficijenta determinacije (R*=0,8823) ukazuje na
odredeni stupanj mjerne nesigurnosti.
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Grafikon 1. Odnos izmedu utvrdene tocke Grafikon 2. Odnos izmedu utvrdene tocke

taliSta 1 udjela parafina u smjesama pcelinjeg taliSta 1 udjela stearinske kiseline u
voska 1 parafina (model jednostavne linearne smjesama pcelinjeg voska 1 stearinske
regresije) kiseline (model jednostavne linearne
regresije)

Rezultati analize specifi¢ne teZine ispitivanih uzoraka smjesa pcelinjeg voska i1 patvorina
prikazani su na Grafikonu 3. i 4. Obradom rezultata utvrdeno je kako se patvorenje
parafinom moze utvrditi temeljem ovog parametra; naime, uocen je linearan trend pada
specifi¢ne tezine dodatkom parafina u péelinji vosak (Grafikon 3.; R?=0,9824), ali valja
istaknuti kako su razlike u vrijednostima specificne tezine pcelinjeg voska i1 parafina
neznatne S$to naruSava pouzdanost rezultata. Suprotno tome, u slucaju patvorenja
stearinskom kiselinom nije moguce utvrditi patvorenje obzirom da se vrijednosti specificne
tezine dodatkom stearinske kiseline mijenjaju i znac¢ajno variraju, ali ne u ovisnosti o %-
tnom (w/w) udjelu stearinske kiseline (Grafikon 4., R?>=0,1489). Tako neke od smjesa
pcelinjeg voska 1 stearinske kiseline imaju vrijednost specificne tezine gotovo istovjetnu
specifi¢noj tezini autenti¢nog péelinjeg voska, koja prosjecno iznosi 0,956 g/cm?.
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Grafikon 3. Odnos izmedu utvrdene Grafikon 4. Odnos izmedu specificne
specifi¢ne tezine 1 udjela parafina u tezine 1udjela stearinske kiseline u
smjesama pcelinjeg voska i parafina (model smjesama pcelinjeg voska i stearinske
jednostavne linearne regresije) kiseline (model jednostavne linearne
regresije)

Rezultati korelacije izmedu vrijednosti kiselinskog broja i1 udjela patvorina u smjesama
pcelinjeg voska 1 patvorina (parafina i stearinske kiseline) prikazani su na Grafikonu 5. 1 6.
Grafikon 5. prikazuje pouzdan linearan trend pada kiselinskog broja dodatkom parafina u
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p&elinji vosak (R?=0,996), a nasuprot tome, trend porasta dodatkom stearinske kiseline
(Grafikon 6.; R?=0,9997). Ovakav je ishod o¢ekivan obzirom da parafin ne sadrZi lipidne
sastavnice (estere i masne kiseline), dok stearinska kiselina logi¢no povisuje vrijednost ovog
parametra. Navedeni rezultati impliciraju kako je kiselinski broj najpouzdaniji fizikalno-
kemijski parametar u otkrivanju patvorenja péelinjeg voska, $to je u skladu s rezultatima iz
dostupne znanstvene literature (Bernal i sur., 2005.; Maia 1 Nunes, 2013.; Sve¢njak i sur.,
2015.).
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Grafikon 5. Odnos izmedu kiselinskog broja 1 Grafikon 6. Odnos izmedu kiselinskog

udjela parafina u smjesama pcelinjeg voska i broja i udjela stearinske kiseline u
parafina (model jednostavne linearne smjesama pcelinjeg voska 1 stearinske
regresije) kiseline (model jednostavne linearne
regresije)
Zakljucak

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako odredivanje kiselinskog broja pcelinjeg voska
pokazuje zadovoljavajuéu mjernu pouzdanost u otkrivanju patvorenja (R?=0,996 za parafin;
R?=0,9997 za stearinsku kiselinu). Temeljem rezultata analize vrijednosti specifi¢ne teZine
istrazivanih uzoraka voska, utvrdeno je kako radi neznatnih razlika u vrijednostima izmedu
pcelinjeg voska i parafina / stearinske kiseline nije moguce utvrditi patvorenje, a tocka taliSta
kao parametar kakvoce pcelinjeg voska moze posluziti samo kao indikacija patvorenja.
Utvrdivanje patvorenja pcelinjeg voska koristeci isklju¢ivo fizikalno-kemijske parametre ne
pruza zadovoljavajuce rezultate za potvrdu autentiCnosti pcelinjeg voska, stoga se za
pouzdanu detekciju patvorina u pcelinjem vosku preporuca kombinacija analiza minimalno
dva fizikalno-kemijska parametra uz provjeru rezultata instrumentalnim analitickim
tehnikama (kromatografskim i/ili spektroskopskim) koje ujedno omoguéuju pouzdanu
kvantifikaciju patvorina u pcelinjem vosku s niskim granicama detekcije (< 3,5 %).

Napomena

Istrazivanja neophodna za ovaj rad dio su projekta ,Kemijska karakterizacija
kontaminiranog pcelinjeg voska i utvrdivanje pozadinskih mehanizama negativnih uc¢inaka
kontaminacije primjenom fizikalno-kemijskih i spektroskopskih (NMR, FTIR-ATR, GC-
MS) metoda“ kojeg je financirala Agencija za plac¢anja u poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom
razvoju.
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Reliability of physico-chemical methods in beeswax adulteration detection

Abstract

The addition of adulterants to beeswax changes its composition, quality, and physico-
chemical properties. The aim of this study was to determine the reliability of physico-
chemical methods in the detection of beeswax adulteration. The results showed that the
determination of the acid number shows satisfactory measurement reliability in the detection
of adulteration (R?=0.996 for paraffin; R?>=0.9997 for stearic acid), while the determination
of the melting point (R?=0.8969 for paraffin; R>=0,8823 for stearic acid), and specific gravity
(R?=0.9824 for paraffin; R>=0.1489 for stearic acid) reflects questionable reliability
depending on the type of adulterant. Therefore, the latter physico-chemical parameters can
only serve as an indication of adulteration.

Key words: beeswax, adulteration, paraffin, stearic acid, physico-chemical methods
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