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SAZETAK

KONCENTRACIJE ESENCIJALNIH
I TOKSICNIH ELEMENATA U VOSKU MEDONOSNE PCELE
(APIS MELLIFERA) TIJEKOM PRERADE SACA U SATNU OSNOVU

Pcelinji vosak proizvod je medonosne pcele (Apis mellifera L.) koji pCele sintetiziraju
u vlastitom organizmu. Sace u kosSnici gradeno je od voska, a ¢ini gnijezdo u kojemu se razvija
pcelinje leglo i mjesto u kojemu pcele pohranjuju prikupljenu hranu. Vosak se u intenzivnom
pcelarstvu kontinuirano reciklira preradom starog saca u satnu osnovu koja je nuzan materijal
pri uspostavljanju proizvodnih pcelinjih zajednica kao 1 pri api-biotehnoloskim postupcima
pripreme pcelinjih zajednica za glavne medonosne pasSe ili primjene biolosko-tehnoloskih
nacina kontroliranja ektoparazitskih bolesti poput varooze. Pcelinji je vosak slozena smjesa
estera vi$ih masnih kiselina, slobodnih masnih kiselina, ugljikovodika, alkohola i drugih tvari,
a sace u kosnicama liposolubilan je materijal koji poput spuzve zaprima rezidue niza razli¢itih
onecis¢ivaca iz okolisa. U preporukama pcelarskih radova navodi se redoviti godiSnji remont
za najmanje 30 do 40 % ukupnog saca pojedinog pcelinjaka, $to podrazumijeva zamjenu starog
sata za novu satnu osnovu. Primjenom tehnologije lijevanja voska s produljenom fazom
hladenja 1 taloZenja utvrdena je mogucnost uklanjanja znatne koli¢ine teskih metala iz sirovog
voska, kao i1 koncentriranja esencijalnih elemenata koji se troSe tijekom razvoja pcelinjeg legla
u sacu. Stoga je cilj ovog istrazivanja bio utvrditi prisutnost i kretanje koncentracija 16
esencijalnih i toksi¢nih elemenata: Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V
1 Zn u uzorcima voska tijekom prerade sac¢a u satnu osnovu, primjenom analiticke metode

induktivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom (ICP-MS) kao viSeelementne analize.

Rezultati su pokazali da je kod vecine elemenata primijenjena tehnika dugotrajnog
hladenja i taloZenja voska tijekom njegove prerade dala pozitivan u¢inak s obzirom na znatno
smanjenje visokih koncentracija, posebice teSkih metala 1 toksi¢nih elemenata, prilikom
odbacivanja Cetvrtog sedimentiranog sloja voska prije druge faze njegove prerade. Ukratko,
statistiCka obrada razlika u koncentracijama elemenata primjenom Kruskal-Wallisova testa
izmedu Cetiri razine otopljenog voska, R1, R2, R3 1 R4, uzorkovanih nakon prve faze prerade
(nakon 1. dana) pokazala je statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) za sve pretrazivane elemente
(Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V i Zn), uz iznimku Fe, za koji je utvrdeno

da nema statisticki znacajne razlike (p > 0,05).



Medusobnom usporedbom koncentracija elemenata utvrdene su Cetiri razine voska (R1,
R2, R3, R4) uzorkovane nakon 7. dana, u drugoj fazi prerade. Utvrdene su statisticki znacajne
razlike (p <0,05) za elemente Ag, As, Ba, Cd, Co, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, V i Zn. Iznimka
su Cr 1 Se za koje nisu nadene statisticki znacajne razlike izmedu koncentracija Cetiri razine
uzorkovanja voska. Takoder, utvrdene su statisticki znaCajne razlike izmedu koncentracija
pretrazivanih elemenata za iste slojeve voska uzorkovane 1.1 7. dana prerade za: Hg i Mo
za R1; Hg, Cui Mo za R2; Ag, Cr, Hg, Zn i V za R3; Ag, As, Ba, Cd, Co, Cu, Hg, Mo, Mn,
Pb, Se, Zn iV za R4. Jedino u slucaju Fe i Ni nisu utvrdene znacajne razlike izmedu istih slojeva

uzorkovanih u ta dva navrata uzorkovanja.

Tijekom prve faze prerade voska koncentracija pretrazivanih elemenata u slojevima
voska koji sluze za izradu satne osnove u usporedbi sa slojem koji je odbacen iz daljnje prerade
smanjena je za: Cr 64,02 %; As 88,61 %; Hg 83,94 %; Cd 81,6 %; Pb 86,11 %; Mn 97,14 %;
Se 91,70 %; Ni 64,02 %; Co 97,1 %, Ag 93,72 %; Ba 92,89 %; Mo 89,77 %, te V 94,54 %.
Pretrazivanje saca i/ili sirovog voska primjenom tehnike ICP-MS na prisutnost i kvantifikaciju
teSkih metala 1 metaloida moze biti jedan od pokazatelja oneciS¢enja okoliSa te pomoci

pcelarima pri izboru primjerene lokacije za smjesta;j ili preseljenje pcelinjaka.

Kljucne rije¢i: medonosna pcela (Apis mellifera L.), pCelinji vosak, prerada voska, esencijalni

elementi, toksi¢ni elementi, ICP-MS
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EXTENDED ABSTRACT

ESSENTIAL AND TOXIC ELEMENTS CONCENTRATIONS IN
HONEYBEE (4PIS MELLIFERA) WAX DURING PROCESSING FROM
HONEYCOMBS TO COMB FOUNDATIONS

Beeswax is a product of honeybees (Apis mellifera L.) which they synthesize in their
organism. It is of utmost importance for the honeybee colony's physiology and the health, and
safety of honey and bee pollen stored in honeycomb cells in which they also ripen. Honeycombs
in the hive are built of wax, forming a nest in which honeybee brood develops and where bees
store collected food, nectar, honey and bee pollen. Wax is continuously recycled in intensive
beekeeping by processing old (dark) honeycomb to comb foundations, which are a necessary
material in the establishment of productive honeybee colonies as well as technological
procedures for the preparation of honeybee colonies for the main honey pastures. It is crucial
that honeycombs, as well as food supplies in the hive, are not contaminated with xenobiotics

from the environment.

Beeswax represents a complex mixture of esters of higher fatty acids, free fatty acids,
hydrocarbons, alcohols and other substances. Honeycomb in hives represents a liposoluble
material that, like a "sponge", receives residues of many different environmental pollutants.
Therefore, beeswax is considered to be an important bioindicator when collecting data on the
degree of environmental pollution with heavy metals and/or metalloids. The recommendations
of beekeeping practice specify a regular annual overhaul for at least 30 to 40% of the total
honeycomb of each apiary, which implies the replacement of the old honeycomb for a new
comb foundation, obtained by processing wax, i.e. by melting the old honeycomb. Successful
replacement of old honeycombs with new comb foundations is crucial for achieving and
maintaining quality production and is in line with good beekeeping, veterinary and

environmental practices.

The effects of toxic elements on the reduced pollinating activity of insects, especially
honeybees, as well as their reduced longevity and survival can also be significant after their
exposure to concentrations of toxic metals, which are lower than the prescribed minimum risk
concentrations for humans. In the hive, as a result of the possible long-term accumulation of
toxic metals such as cadmium (Cd), zinc (Zn), chromium (Cr), nickel (Ni), mercury (Hg) and

arsenic (As), and the inability to decompose them in honeycombs, reproduction disorders can
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occur as well as other physiological functions of the honeybee colony. Some trace elements,
such as copper (Cu), zinc (Zn), manganese (Mn), iron (Fe), cobalt (Co) and selenium (Se)
represent micronutrients that are essential for the development of honeybee brood and the
functioning of the whole honeybee colony. However, in high concentrations they also become

toxic.

The usual wax processing procedures are also not sufficient for complete, or probably not
even satisfactory cleaning. In contrast, the application of beeswax casting technology with
prolonged cooling and deposition has established the possibility of removing a significant

amount of heavy metals from raw wax.

Biochemical analyzers use the spectrophotometric method to measure analytes in
combination with appropriate reagents, calibrators, and materials for quality control of sample
analysis. Spectrophotometric analyzers are analytically precise and require a high level of
repeatability. The analytical method of inductively coupled plasma with mass spectroscopy
(ICP-MS) represents a modern method used to measure metals, metalloids, and other elements
in biological samples. As an ionization source, inductively coupled plasma is used, and
detection takes place by mass spectrometry. They start from the fact that in the literature are
only a few and insufficiently confirmed results on the effectiveness of the implementation of
wax processing technologies and the quality of the final product, research on this issue is
necessary and scientifically justified. Therefore, this study aimed to determine the presence and
movement of concentrations of selected essential and toxic elements in wax samples during
honeycomb processing in comb foundations, using the ICP-MS technique as a multielement

analysis.

Wax samples were collected in a craft for processing beeswax in comb foundations.
Samples of dissolved crude beeswax were taken during the process of its processing in comb
foundations by the method of prolonged cooling and sedimentation (n = 48). The first set of
liquid wax samples was taken after 24 hours (I) from the beginning of the three-level deposition
phase directly from the tank. Samples were taken using a rake with a long handle or dropped
from the lower parts of the tank. Namely, on the tank there are two openings (taps) between
which there is a 7% altitude difference, and from which samples from layers 3 and 4 were
collected, while samples from layers 1 and 2 were collected with a rake before pouring on the
roller through which the finished comb foundations come out. The wax was taken from the
surface layer (R1a), from the middle layer of melted wax (R2a), and from the bottom (R3a) of

the tank (Figure 14). After the first sampling was carried out, a dark precipitate of contaminated
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beeswax (R4) was completely released from the tank, which was removed from the processing.
Then, using a pump, the remaining bright beeswax was poured into a clean steel tank and left
for re-deposition and slow cooling. The following sampling was carried out after seven days
(IT) from the beginning of the repeated deposition phase of beeswax that was maintained at 75
°C. When taking the second set of samples, sampling was repeated from the surface level (R1b),

from the middle beeswax layer (R2b), and sediment on the bottom of the tank (R3b).

In laboratory conditions, 48 beeswax samples were prepared and analyzed on two occasions
(after 24 hours and after seven days) during the processing of honeycombs in comb foundations.
The samples were qualitatively and quantitatively analyzed on 16 essential and toxic elements
(Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V and Zn), using the ICP-MS

technique.

The obtained results of concentrations of analyzed elements were statistically processed by
Small Stata 13.1 (StataCorp LP, 4905 Lakeway Drive, USA). The concentrations of elements
in beeswax samples are shown as the minimum (Min) and maximum (Max), mean (SV) and
standard deviation (SD). In statistical processing, the Shapiro-Wilk test was used to test the
distribution of data, while the Kruskal-Wallis test examined differences in eclement
concentrations between layers R1 to R4 in the same sampling term, i.e. days 1 and 7 (I, II), and
Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test of differences in element concentrations between the

same layers sampled in the first and second phases of beeswax processing.

The results show that in most elements applied the method of long-term cooling and
deposition of wax during its processing gave a positive effect due to a significant decrease in
high concentrations, especially heavy metals and toxic elements, when removing the fourth

sedimented layer of wax before the second stage of processing.

In summary, the statistical processing of differences in element concentrations using the
Kruskal-Wallis test between the four levels of dissolved wax R1, R2, R3 and R4 sampled after
day 1 (I) of processing showed statistically significant differences (p < 0.05) for all elements
(Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V and Zn) except for Fe which was found

to have no statistically significant differences (p > 0.05).

By mutually comparing the concentrations of elements determined in four beeswax levels
(R1, R2, R3, R4) sampled after day 7 (II) in the second phase of processing, the Kruskal-Wallis
test determined statistically significant differences (p < 0.05) for the elements Ag, As, Ba, Cd,
Co, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, V and Zn. The exception is Cr and Se for which no statistically
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significant differences were found between the concentrations of four levels of beeswax

sampling.

Also, statistically significant differences were found between concentrations of analyzed
elements for the same beeswax layers sampled on day 1 (I) and day 7 (II) for Hg and Mo for
R1; Hg, Cu and Mo for R2; Ag, Cr, Hg, Zn, and V for R3; Ag, Ba, Cd, Co, Cu, Hg, Mo, Mn,
Pb, Se Zn and V for R4. Only in the case of Fe and Ni have significant differences been found

between the same layers sampled on these two occasions of sampling.

Beeswax is a honeybee product that is not food and is rarely searched from an
ecotoxicological point of view. It is mostly used in the framework of good beekeeping practices
and biosecurity measures because the success of beekeeping and the productivity of honeybee
colonies largely depend on the effective replacement of the old honeycomb and its processing
into new comb foundations. Since the honeycomb is kept in the hive for several consecutive
years, and is built of extremely liposoluble material, it can serve as a bioindicator for collecting
data on the degree of environmental pollution by hazardous pollutants. For example, heavy
metals and other toxic elements can accumulate in honeycombs over long periods, causing
unintended consequences for consumers of honeybee products or more often honeybee
colonies. With the accumulation of certain heavy metals in plants, through pollen and nectar,
pollinating insects become exposed to the harmfulness of environmental pollution. Namely, the
negative effects of heavy metals on the development and care of honeybee brood, learning and
memory, the longevity of adult bees, the overall productivity of the colony, and behavioral
patterns when taking food are known. It has been found that honeybees do not distinguish
essential micronutrients such as Zn from highly toxic elements such as Pb or As, or do not react
with altered behavior to the concentrations introduced into their body corresponding to the

relevant field doses.

Although it is known that beeswax is purified during processing, metals are particularly
resistant to high temperatures during processing and can accumulate for years since it is a
constant beekeeping practice to recycle honeycombs into comb foundations that are reused in
beekeeping production. The concentrations of most of the searched elements decreased in the
following order: R4 > R3 > R2 > R1. The established concentrations of Hg were about seven
times lower in wax samples taken from layers R1 to R3 compared to concentrations in
sedimented beeswax from layer R4. The concentration values of Pb in the beeswax layer R4,
which is excluded after the first phase of wax processing, were up to one hundred and fifty

times higher than in the light layers of beeswax layer R1, and its concentrations increased
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following: R1 < R2 < R3 < R4. Cd concentrations increased in the same order, and the
established values in lighter layers of beeswax were lower or similar to previously published
results. The content of As, Hg, Cd and Pb in beeswax layers transferred to the second stage for
further processing moved within the maximum permissible levels following the regulations for
food additives. The highest concentration of Ni was measured in beeswax samples from the R4
level, and its value was about fifty times higher compared to the measured value in beeswax
samples from layer R1. For the metals Co, Cu, Mn, Fe, Se and Zn, concentrations decreased in
the following order R4 > R3 > R2 > R1. In doing so, the mean concentrations of metals in the
beeswax layer R4 were higher compared to the concentrations determined in layers R1: Co
about 250 times, Cu about 230 times, Mn about 230 times, Fe 130 times, Se 14 times, and Zn
about 300 times.

Manganese, Se and Co are essential trace elements and micronutrients necessary for a
range of metabolic functions, but potentially toxic in larger quantities. In this study, the
concentrations of these tested elements also decreased in order: R4 > R3 > R2 > R1. In doing
so, the mean values of lighter layers of beeswax (R1-R3) did not differ statistically significantly
from the values in the same layers of the second phase of beeswax processing. However,
compared to lighter layers after day 1 of beeswax sedimentation in the tank, they were found to
be 97.14% (Mn); 91.70% (Se); and 97.1% (Co) of a higher concentration of an element in the
R4 layer that was excluded from further processing. After day 7 of sedimentation, an additional
12.84% (Mn) was excreted from processing compared to the first phase of processing in R4;

15.621% (Se); and 8.25% (Co).

For the group of elements Ag, Ba, Mo and V, according to our knowledge, there is no
published data available so far. For all of these elements, a statistically significant difference in
the concentrations of analyzed elements was found between the four beeswax levels during the
first and second phases of honeycomb processing into comb foundations (p < 0.05). In doing
so, in layer R4 compared to lighter layers of beeswax (R1 — R3) after 24 hours of sedimentation,
93.72% (Ag) was determined; by 92.89% (Ba); for 89.77% (Mo) and 94.54% (V) higher

concentration of individual elements.

Keywords: honeybee (Apis mellifera L.), beeswax, beeswax procession, essential elements,

toxic elements, ICP-MS
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POPIS OZNAKA I KRATICA

% — postotak

mg/kg — miligram po kilogramu

FAO - Food and Agriculture Organization
WHO — World Health Organization
EFSA — European Food Safety Authority
Cu — bakar

Cd — kadmij

Pb — olovo

Zn — cink

Ni — nikal

ICP-MS — induktivno spregnuta plazma s masenom spektrometrijom

V — vanadij
Cr — krom
Mn — mangan

Fe — Zeljezo

Co — kobalt
As — arsen
Se — selenij

Mo — molibden

Hg — ziva

Ag—srebro

Ba — barij

<—manje

> —vise

r 1— polumjer upisane kruznice (apotem)
d i — promjer upisane kruznice
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1. UVOD

Pcelinji vosak proizvod je medonosne pcele (Apis mellifera L.) koji pCele sintetiziraju u
vlastitom organizmu. To je izluCevina pcelinjeg organizma, a proizvode ga pcele radilice u dobi
od 12 do 18 dana (graditeljice) te se koriste njime kao gradevnim materijalom za sace. Pcelinji
je vosak iznimno vaZzan za fiziologiju pcelinje zajednice kao i zdravstvenu ispravnost meda i
pcelinje peludi koji su pohranjeni u stanicama sa¢a u kojima ujedno i dozrijevaju
(BOGDANOV, 2016.). Sace u kosnici gradeno je od voska. Ono ¢ini gnijezdo u kojemu se
razvija pCelinje leglo 1 mjesto u kojemu pcele pohranjuju prikupljenu hranu, nektar (od kojega
nastaje med) i p€elinju pelud (od koje nastaje fermentirana pcelinja pelud, odnosno pcelinji
kruh). Vosak se u intenzivnom pcelarstvu kontinuirano reciklira preradom starog (tamnog) saca
u satnu osnovu (BOGDANOV, 2009.), koja je nuzan materijal pri uspostavljanju proizvodnih
pcelinjih zajednica kao i tehnoloskim postupcima pripreme pcelinjih zajednica za glavne
medonosne pase. Vrlo je vazno da sace, kao i1 zalithe hrane u koSnici, nisu oneciS¢ene

ksenobioticima iz okolisa (BOGDANOV, 2006.; BILANDZIC i sur., 2014.a; 2014.b; 2017.).

Pcelinji vosak (dalje u tekstu: vosak) slozena je smjesa estera viSih masnih kiselina,
slobodnih masnih kiselina, ugljikovodika, alkohola i drugih tvari (SVECNJAK i sur., 2019.), a
sa¢e u koSnicama liposolubilan je materijal koji poput spuzve zaprima rezidue niza razlicitih
onecis¢ivaca iz okoliSa (BUCHWALD i sur., 2009.; RAVOET i sur., 2015.). Stoga se smatra
da je vosak vazan bioindikator prilikom prikupljanja podataka o stupnju onecis¢enja okoliSa

teskim metalima 1/ili metaloidima (CONTI i BOTRE, 2001.; FORMICKI i sur., 2013.).

U preporukama pcelarskih radova navodi se redoviti godi$nji remont za najmanje 30 do 40
% ukupnog saca pojedinog pcelinjaka, Sto podrazumijeva zamjenu starog sa¢a za novu satnu
osnovu, dobivenu preradom voska, odnosno pretapanjem starog sa¢a (TOMLJANOVIC i sur.,
2020.). Uspjesna zamjena starog saca novim satnim osnovama klju¢na je za postizanje i
odrzavanje kvalitetne proizvodnje, te je u skladu s dobrom pcelarskom, veterinarskom 1
okolisnom praksom (TLAK GAJGER i sur., 2019.; TLAK GAJGER, 2020.). Takoder, znatno
pridonosi ocuvanju zdravlja pcelinje zajednice, njezine vitalnosti, kao 1 stupnju prezivljavanja
pcelinjeg legla tijekom razvoja i odraslih pcela nakon izlaska iz stanica saca. Kvaliteta voska

iznimno je bitna i u intenzivnoj proizvodnji matica.



S obzirom na raspored i redoslijed obavljanja zadataka kuénih pcela i odraslih pcela
skupljacica, metalima se moze onecistiti i sace (DEVILLERS i PHAM-DELEGUE, 2002.), a
prisutnost toksi¢nih metala u vosku ovisi primarno o stupnju oneci$éenja zraka, vode, tla, peludi
i nektara (BUCHWALD i sur., 2009.; CALATAYUD-VERNICH i sur., 2017.; TLAK
GAJGER isur., 2019.). Smatra se da je oneciS¢enje toksicnim elementima ekoloski problem na
industrijski razvijenim podru¢jima kao i podru¢jima intenzivne poljoprivredne proizvodnje

(ZARIC i sur., 2016.; 20018.a; 2018.b).

lako vosak nije hrana, u EU-1 je dopusten i sluzi kao prehrambeni aditiv pod nazivom E901,
a ima Siroku primjenu i u farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji. Prema vazecoj legislativi o
utvrdivanju specifikacija za prehrambene aditive na razini Europske unije (Uredba EU
231/2012; Direktiva Komisije 2009/10/EZ) propisane su maksimalne dopuStene vrijednosti za
nekoliko toksi¢nih elemenata: 3 mg/kg za arsen (As), 1 mg/kg za zivu (Hg) te 5 mg/kg za olovo
(Pb) (COMMISSION DIRECTIVE, 2009.; COMMISSION REGULATION, 2012.).
FAO/WHO stru¢no povjerenstvo za vosak kao dodatak hrani preporuc¢uje maksimalno 1 do 2
mg/kg za Pb (EUROPEAN COMMISSION, 2002.), dok EFSA smatra da za Pb maksimalne
dopustene vrijednosti treba postaviti na §to je moguce nize vrijednosti zbog niza mogucih

toksi¢nih u¢inaka (EFSA, 2007.).

Uc¢inci toksi¢nih elemenata na smanjenu oprasivacku aktivnost kukaca, posebice pcela, kao
i njihovu smanjenu dugozivost 1 prezivljavanje mogu biti vazni 1 pri izloZenosti
koncentracijama toksi¢nih metala koje su nize od propisanih minimalnih rizi¢nih koncentracija
za ljude (ATSDR, 2022.). Utvrdeno je da pojedine medonosne biljke (primjerice zlatoSipka i
maslacak) akumuliraju toksi¢ne metale poput Cu, Cd, Pb, Zn 1 Ni u listovima i cvjetovima.
Istodobno je zaklju€eno da prisutnost magnezija (Mg), aluminija (Al) ili nikla (Ni) u peludi i
nektaru cvjetova moze poremetiti orijentacijsku sposobnost pcela i drugih kukaca opraSivaca,
ali 1 znatno smanjiti broj slijetanja na cvijet (BURDEN 1 sur., 2019.). Dosad nije u potpunosti
razjasnjeno u kojoj su mjeri pcele skupljacice sposobne okusom prepoznati prisutnost Stetnih
tvari u prirodnoj hrani, a niti kolika je vjerojatnost njihova prelaska iz onec¢iS¢enih stanica saca
u leglo tijekom razli¢itih razvojnih stadija pcele (WU i sur., 2011.). U koSnici, kao posljedica
moguceg dugogodisnjeg akumuliranja toksi¢nih metala poput kadmija (Cd), cinka (Zn), kroma
(Cr), Ni, Hg 1 As, te nemoguc¢nosti njihove razgradnje u sa¢u, mogu nastati poremecaji u
razmnozavanju i u drugim fizioloskim funkcijama pcelinje zajednice (DI i sur., 2016.; 2020.;
MAHMOUDI i sur., 2015.; HLADUN i sur., 2016.). Pojedini su elementi u tragovima, poput

bakra (Cu), Zn, mangana (Mn), zZeljeza (Fe), kobalta (Co) 1 selena (Se), mikronutrijenti koji su



esencijalni za rast i razvoj pcelinjeg legla, kao 1 fiziologiju pcelinje zajednice. No u visokim

koncentracijama takoder postaju toksi¢ni.

NajviSe pcelinjeg voska preradi se u satne osnove u specijaliziranim radionicama
opremljenim odgovaraju¢om opremom koja treba osigurati pravilnu provedbu pojedine faze
prerade, primjerice vrlo vazne sterilizacije. Budu¢i da su satne osnove neizostavan materijal pri
uspostavljanju proizvodnih pcelinjih zajednica, vrlo je vazno da nisu oneciS¢ene
ksenobioticima (COGGSHALL i MORSE, 1984., BOGDANOV, 2006.; PAVLICEK i sur.
2021.,2023.) ili patvorinama (SVECNJAK i sur., 2015.).

Uobicajeni postupci prilikom prerade voska takoder nisu dovoljni za potpuno, pa vjerojatno
ni zadovoljavajuce cisc¢enje, dok je primjenom tehnologije lijevanja voska s produljenom fazom
hladenja i talozenja utvrdena moguénost uklanjanja znatne koli¢ine teskih metala iz sirovog

voska (TLAK GAJGER i sur., 2014.; TLAK GAJGER 1 sur., 2016.a; 2016.b).

Biokemijski analizatori spektrofotometrijskom metodom mjere analite u kombinaciji s
odgovaraju¢im reagensima, kalibratorima i materijalima za kvalitetu kontrole pretraZivanja
uzoraka. Spektrofotometrijski su analizatori analiticki precizni 1 zahtijevaju visoku razinu
ponovljivosti. Analiticka metoda induktivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom
(ICP-MS) suvremena je metoda koja se primjenjuje za mjerenje metala, metaloida i drugih
elemenata u bioloskim uzorcima. Kao ionizacijski izvor koristi se induktivno spregnuta plazma,
a detekcija se radi masenom spektrometrijom (Au680 Chemistry Analyzer In-Lab Training)

(NELMS, 2005.).

Polaze¢i od Cinjenice da u literaturnim podacima postoje tek malobrojni i nedovoljno
potvrdeni rezultati o ucinkovitosti primjene tehnologija prerade voska i kvalitete konacnog
proizvoda u obliku satne osnove, istraZzivanje ove problematike potrebno je i znanstveno
opravdano. Stoga je cilj ovog istrazivanja bio utvrditi prisutnost i kretanje koncentracija 16
esencijalnih i toksi¢nih elemenata: srebro (Ag), As, barij (Ba), Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn,
molibden (Mo), Ni, Pb, Se, vanadij (V) i Zn, u uzorcima voska tijekom prerade saca u satnu

osnovu, primjenom tehnike ICP-MS kao viSeelementne analize.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. ZIVOT ZAJEDNICE MEDONOSNE PCELE

Prema nacinu zivota medonosna pcela svrstava se u najprepoznatljivije drustvene kukce
koji Zive u visegodi$njim zajednicama. Zivi u organiziranoj zajednici od nekoliko desetaka
tisuca odraslih pc¢ela, u gnijezdu izgradenom od voska, zajedno sa svojim leglom i skladistenom
hranom (slika 1). Péelinju zajednicu ¢ine muski (trutovi) i Zenski (matice, radilice) ¢lanovi, koji
se medusobno razlikuju prema morfoloskim znacajkama, veli¢ini tijela i zadacima koje
obavljaju u zajednici (TOMASEC, 1949.; TAUTZ, 2008.; CONNOR, 2012.). Ponagajni obrasci
zajednice podrazumijevaju feromonski odreden raspored i podjelu poslova pojedinih ¢lanova,
ovisno o njihovoj dobi i spolu, ali i sezoni, vanjskim ekoloskim ¢imbenicima koji utje¢u na
dugozivost ¢lanova, te velic¢inu populacije pcela tijekom godine (WINSTON, 1987.; KANE i
FAUX, 2021.). Pojedina¢na pcela ne moze zivjeti sama te brzo ugiba izvan pcelinje zajednice.
Prilagodba medonosnih pcela na mnogostruke utjecaje okolisnih prilika izraZzena je godiSnjim
razvojem zajednice, dostupnoscu hrane te odnosom nositelj — nametnik ili uzro¢nik bolesti. S
obzirom na to da bolesti znatno utjecu na vitalnost i jacinu zajednice, moze se re¢i da je
proizvodnost pcelinje zajednice povezana s godiSnjim ciklusom zajednice, zdravstvenim
statusom i primjenom dobrih proizvodackih praksi (TOMLJANOVIC i sur., 2012.; RITTER,
2014.; VIDAL-NAQUET, 2015.; TLAK GAJGER, 2020.; RADAKOVIC i sur., 2022.).

Slika 1. Clanovi péelinje zajednice, leglo i hrana u stanicama sacéa.



Matica je spolno razvijena Zenka Cija je najvaznija uloga polaganje jaja u stanice saca i
dugotrajna (primarna) feromonski regulirana organizacija zivota i rada pcelinje zajednice
(NINO i sur., 2013.; CARR, 2016.; KANE i FAUX, 2021.). Majka je svih ¢lanova zajednice.
U usporedbi s radilicom, matica je veca i snaznija (slika 2). Duzina njezina tijela iznosi oko 20
mm, a masa za njezine najjace aktivnosti iznosi oko 0,23 g. Najuocljivija je razlika izmedu
radilice i matice to $to matica ima nesto §iri 1 duzi zadak, koji duzinom prelazi straznji kraj krila.
U pcelinjoj zajednici matica ima glavnu ulogu odrZavanja legla i prenoSenja transgeneracijske
imunosti svojim potomcima (SALMELA i sur., 2015.). Nema razvijene anatomske strukture za
skupljanje hrane (primjerice peludne koSarice) na nogama, izostaju i voskovne i mlijecne
zlijezde, a Celjusti i rilce slabije su joj razvijeni nego u pcele radilice. Za nju se brinu 1 hrane je
radilice maticnom mlijeci, Sto joj osigurava dugozivost, ali i uvjetuje drugaciji sastav crijevnog
mikrobioma (ANDERSON i sur., 2018.). Matica u prosjeku zivi ¢etiri do pet godina, no u
proizvodnom pcelarenju matice se mijenjaju svake druge godine da bi se izbjeglo smanjenje

stupnja proizvodnosti (TOMASEC, 1949.; CONNOR, 2008.; DAVIS, 2011.).

Slika 2. Matica medonosne pcele (4. mellifera).

Najbrojniji ¢lanovi pcelinje zajednice jesu pcele radilice kojih ljeti, ovisno o jacini
zajednice, prosjecno ima 50 000 do 80 000. U pcelinjoj zajednici postoji podjela poslova prema
dobi pcela radilica i potrebama zajednice. S obzirom na podjelu zadataka radilice dijelimo na
dvije skupine. Jednu skupinu ¢ine mlade pcele u dobi do tri tjedna, koje obavljaju samo poslove

unutar kosnice (takozvane kuéne pcele) i ¢ine oko 2/3 ukupnog broja radilica. U drugu skupinu



ubrajamo starije p&ele, koje obavljaju poslove izvan kosnice (skupljacice) (TOMASEC, 1949.).
Radilice su Zenke kojima su jajnici nerazvijeni te nemaju funkciju razmnozavanja (DAVIS,
2011.). Njih je u pcelinjoj zajednici nekoliko desetaka tisuca, $to ovisi o jacini pcelinje
zajednice 1 sezoni (VIDAL-NAQUET, 2015.). Zadaci koje obavljaju u pcelinjoj zajednici kao
kuéne pcele jesu Ciscenje kosnice, briga o leglu (prehrana, odrzavanje higijene, zagrijavanje,
hladenje), gradnja saca i obrana zajednice. Nakon tri tjedna provedena u ku¢anskim poslovima
postaju skupljacice, usavrSavaju svoje letacke sposobnosti te skupljaju hranu u prirodi. Tijelo
radilica dugo je oko 12 do 14 milimetara. Njihova tjelesna masa iznosi oko 0,1 g, ali dosta
varira ovisno o koli¢ini hrane koju uzimaju (u prosjeku 10 000 radilica ¢ini jedan kilogram
,Zive péele®) (TOMASEC, 1949.; STELL, 2012.).

Spolni organi radilica nepotpuno su razvijeni. To se o€ituje i u veliini zatka, koji doseze
do ruba krila ili ih tek neznatno prelazi. S obzirom na zadatke koje radilice obavljaju u pcelinjoj
zajednici, imaju dobro razvijene organe za skupljanje hrane (pelud, nektar), gradnju saca,
hranjenje legla, a i zal€ani aparat kao obrambeni alat. Ljetne pcele koje obavljaju intenzivne
radne aktivnosti zive tek nekoliko tjedana (Cetiri do Sest tjedana), a za vrijeme zimskog
mirovanja i do nekoliko mjeseci (od jeseni do proljeca) Sto im individualno omogucuje u prvom
redu razvijeno masno-bjelancevinasto tijelo (TAUTZ, 2008.), visoka koncentracija
vitelogenina (AMDAM i sur., 2012.), niska razina juvenilnog hormona (DOKE i sur., 2015.),
kao i socijalni ponasajni obrazac odrzavanja topline unutar zimskog klupka (JOHNSON, 2010.;
DOKE i sur., 2015.).

Trutovi su spolno razvijeni muski ¢lanovi pcelinje zajednice (slika 3). Ima ih od
nekoliko stotina do nekoliko tisu¢a, ovisno o sezoni, jacini i potrebama zajednice, te
primijenjenim bioloSko-uzgojnim mjerama i pcelarskim praksama. Njima je glavni zadatak
parenje s maticom, pri cemu ispustaju feromonske signale (HRASSNIGG i1 CRAILSHEIM,
2005.; BORTOLOTI i COSTA, 2014.). Morfoloski oni imaju tijela duza od radilica te
zaobljeniji, zdepasti zadak. DuZina njihova tijela iznosi oko 15 do 17 mm, a ukupna masa tijela
oko 0,196 g. Trutovi nemaju organe za skupljanje hrane niti zalCani aparat. Njihov Zivot traje
tri do Sest mjeseci, a potkraj ljeta pcele radilice ih izbacuju iz kosnice, te oni ugibaju (ENGELS

1 EMPERATRIZ-FONCESCA, 1990.).



Slika 3. Radilice 1 trut na sacu.

Nakon §to se mlada radilica u potpunosti razvije u stanici saca, progrize poklopac i izlazi
iz stanice sac¢a. Mlada je pcela sive boje, slaba, polako se krece 1 ne moze letjeti. Prvi poslovi
koje obavlja jesu ¢iS¢enje stanica sa¢a od prvog do petog dana zivota. Taj posao pcele po potrebi
mogu obavljati i kasnije, do dobi od 21. dana, do kada obavljaju kuéne poslove u kosnici. Jedan
dio mladih pcela obitava mirno na sacu i grije leglo. Pcele radilice u dobi od Sestog do 12. dana
zivota hrane leglo 1 njih nazivamo p¢elama hraniteljicama. U prvom dijelu tog razdoblja hrane
mjeSavinom peludi, meda i vode li¢inke koje su starije od tri dana. Zbog obilne prehrane u tim
danima radilicama se ubrzo razviju mlijeCne Zlijezde te je sljede¢i zadatak hranjenje posve
mladih li¢inki u dobi do tri dana, i to mati¢cnom mlijeci. Taj posao obavljaju radilice hraniteljice,
obi¢no do 12. dana Zivota, a u iznimnim potrebama i dan do dva dulje (BORTOLOTI 1 COSTA,
2014.). Poslije toga funkcija se mlijecne zlijezde mijenja.

U prilikama kad se naglo prekine ta funkcija mladih péela (npr. za vrijeme rojenja)
ostaju mlijecne Zlijezde u funkciji 1 u starijoj dobi pcele, no to ovisi o potrebama zajednice.
Mlijecne Zlijezde ostaju razvijene i1 u pcela hraniteljica koje su usle u zimovanje u fazi
izlu¢ivanja mati¢ne mlijeci, pa te pcele nastave hraniti novo polozeno leglo nakon izlaska iz
zime, iako ve¢ imaju nekoliko mjeseci. Sve dok pcele radilice hrane mlade leglo mati¢nom
mlijeci, trebaju uzimati velike kolicine peludi koja sadrzava visokovrijedne prehrambene
sastojke poput bjelancevina, masti, ugljikohidrata, vitamina i drugih esencijalnih nutrijenata.
Medu pcele te dobi ubrajaju se i tzv. pcele pratiteljice (njih oko 12) koje neprestano okruzuju

maticu 1 dodaju joj mati¢nu mlije¢ s rilca na rilce (ANDERSON i sur., 2018.). Pri kraju tog



zivotnog razdoblja pojedine mlade pcele izlaze na svoje prve orijentacijske letove izvan
kosnice.

Nakon 12. dana zivota pocinju se u p¢ela radilica razvijati voskovne Zlijezde (Cetiri para)
koje su najrazvijenije oko 15. dana, a ostaju razvijene do 18. dana zivota (TAUTZ, 2008.;
DAVIS, 2011.). Tada radilice obilno sintetiziraju i izlucuju vosak i grade sace. U razdoblju kad
radilice proizvode i izlucuju mati¢énu mlije¢ i vosak, obavljaju i funkciju spremanja rezerve
hrane i ¢iS¢enja kosSnice. Mlade pcele ¢ekaju pcele skupljacice koje donose nektar, primaju ga
od njih s rilca 1 prenose u svojem mednom mjehuru u stanice sac¢a. Kuéne pcele sudjeluju i u
pohranjivanju peludi tako §to radom svojih Celjusti utiskuju pcelinju pelud (peludne granule) u
stanicu saca, ispune do tri ¢etvrtine visine stanice saca te prekriju slojem meda ¢ime dolazi do
fermentacije kojom nastaje pcelinji kruh (SNODGRASS i sur., 2015.).

Od otprilike 18. pa do 21. dana zivota radilice su strazarice i cuvaju ulaz u kosnicu od
pcela tudica te drugih Stetnika i neprijatelja. Pri kraju tog razdoblja pcele radilice izlaze sve
¢esce iz kosnice na orijentacijske letove, dok se potpuno ne upoznaju s okolinom i kona¢no u

dobi od oko tri tjedna postaju skupljacice (HAMMER, 1995.).

2.2. GRADPAIFUNKCIJA SACA

Vosak medonosne pcele sadrzava preko 300 razlicitih sastavnica. Prevladavaju esteri
masnih kiselina (~ 67 %), ugljikovodici (~ 14 %) te zasi¢ene 1 nezasi¢ene slobodne masne
kiseline (~ 12 %) (TULLOCH, 1980.; SVECNJAK i sur, 2019.). Vosak dobiven od razli¢itih
podvrsta medonosne pcele A. mellifera neznatno se razlikuje, uglavnom prema pojedinim
udjelima nabrojenih najzastupljenijih spojeva (BEVERLY, 1995.; FROHLICH i sur., 2000.).
Glavne skupine spojeva u pcelinjem vosku definirane su kao one koje prelaze 5 % ukupnog
sastava pcCelinjeg voska (alkani, alkeni, slobodne masne kiseline, monoesteri, diesteri i
hidroksimonoesteri), dok sporedni spojevi ¢ine manje od 5 % ukupnog sastava pcelinjeg voska
(primjerice masni alkoholi) (AICHHOLZ i LORBEER, 1999.; 2000.; HEPBURN i sur., 2014.).
Najzastupljeniju frakciju estera ¢ine monoesteri (primarno palmitati i oleati) koji su u pcelinjem
vosku zastupljeni s prosjecno 40,8 % (AICHHOLZ i LORBEER, 1999.; 2000.). Sadrzaj
hidroksimonoestera i diestera znatno je manji u usporedbi s monoesterima.

Ukupni sadrZaj ugljikovodika u p€elinjem vosku krece se izmedu 12,31 17,8 % (WAS
1 sur., 2014.b), a sastoji se od ravnolancanih (nerazgranatih) zasic¢enih ugljikovodika (12,8 %)

s prevladavaju¢om duzinom lanca C27 — C31. Najbrojniji su linearni zasi¢eni ugljikovodici (n-

8


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00218839.2019.1571556
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00218839.2019.1571556
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00218839.2019.1571556
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00218839.2019.1571556
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00218839.2019.1571556
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00218839.2019.1571556

alkani), koji ¢ine oko 67 % svih ugljikovodika, dok se razgranati alkani (izoalkani) pojavljuju
u mnogo manjim koli¢inama (0,2 %) (STREIBL i sur., 1966.).

Stovise, postotni udio n-alkana s neparnim brojem ugljikovih atoma znatno je veéi u
odnosu na alkane s parnim brojem ugljikovih atoma 1 iznosi oko 95 % (WAS isur.,
2014.a, 2014.b). Alkan C27 (heptakozan) najzastupljeniji je ugljikovodik i prosjecno u
djevi¢anskom pcelinjem vosku iznosi oko 13 %, a udio se kre¢e u rasponu od 9,19 do 16,8 %
(AICHHOLZ i LORBEER, 1999.; MAIA i NUNES, 2013.).

Pcelinji vosak medonosne pcéele sadrzava visoke udjele slobodnih masnih kiselina (do
18 %) u usporedbi s pcelinjim voskom drugih vrsta pcela. Primjerice, kod 4. cerana udio
slobodnih masnih kiselina iznosi 3,6 %, kod 4. florea 0,8 %, kod 4. andreniformis 2,6 %, kod
A. dorsata 4,9 %, a kod A. laboriosa 4,3 % (AICHHOLZ i LORBEER, 1999.; SVECNJAK i
sur., 2019.). Najve¢im dijelom sadrzava zasi¢ene dugolancane masne kiseline (oko 85 %) s
parnim brojem ugljikovih atoma (C14 — C36). Najzastupljenija je slobodna masna kiselina
pcelinjeg voska tetrakozanova (lignoceri¢na) kiselina (AICHHOLZ i LORBEER, 1999., 2000.;
JIMENEZ i sur., 2003.) koja ¢ini viSe od 5 % njegova ukupnog sastava, a od zasi¢enih masnih
kiselina u znatnom se udjelu u pcelinjem vosku pojavljuje 1 palmitinska kiselina
(TULLOCH, 1980.; AICHHOLZ i LORBEER, 1999.). Od nezasi¢enih masnih kiselina u
pcelinjem je vosku najzastupljenija oleinska kiselina (3,90 %).

Masne kiseline imaju vaznu ulogu u zajednicama medonosnih péela pri kemijskoj
komunikaciji, odnosno pri medusobnom prepoznavanju c¢lanova iste zajednice
(BROCKMANN i sur.,2003.; D'ETTORRE i sur.,2006.; FROHLICH i sur., 2000.;
HEPBURN 1 sur., 2014.). Naime, masne kiseline iz pcelinjeg voska djeluju kao kemijski
znakovi prepoznavanja jedinki koje pripadaju istoj zajednici, a ukljucuju Cetiri nezasi¢ene
kiseline (palmitoleinsku, oleinsku, linolnu 1 linolensku) 1 dvije zasiCene masne kiseline
(palmitinsku i lignoceri¢nu). Te su kiseline prisutne u péelinjem vosku u znatnim koli¢inama 1
daju ,.kemijski potpis“ zajednici. Ulogu masnih kiselina u mehanickim svojstvima pcelinjeg
voska, poput ¢vrstoce i elasti¢nosti, potvrdili su BUCHWALD 1 sur. (2005.; 2006.; 2009.).

Od manje zastupljenih sastojaka pcelinjeg voska nalazimo slobodne masne alkohole (~
1 %) s duzinom lanca C28 — C35.

Geomertrijski promatrano, stanica saca prikazuje se s obzirom na upisanu (i) 1 (c)
opisanu kruznicu, pri ¢emu je: i, polumjer upisane kruznice; d i, promjer upisane kruznice;

r ¢ , polumjer opisane kruznice; i d . , promjer opisane kruznice (slika 4).
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Slika 4. Dvodimenzionalni model stanice saca oblika pravilnog Sesterokuta

(SVECNJAK i sur., 2019.).

Pcele se koriste voskom kao gradevnim materijalom za svoje gnijezdo, odnosno sace.
Proizvode ga u svojim voskovnim zlijezdama, koje su potpuno razvijene u pcela radilica u dobi
12 do 18 dana (TAUTZ, 2008.; DAVIS, 2011.). Najvec¢e koli¢ine voska pcelinje zajednice
proizvode tijekom proljetnog razvoja, Sto je u podrucjima s umjerenim klimatskim prilikama
uobicajeno od travnja do lipnja. Glavni nutrijenti nuzni za proizvodnju i izlu€ivanje voska jesu
ugljikohidrati (fruktoza, glukoza i1 saharoza). Smatra se da za proizvodnju jednog kilograma
voska pcele utrose oko Sest do osam kilograma meda (DAVIS, 2011.). U jedan okvir za
Langstroth-Root kosnicu, koji sadrzava samo 100 g voska (oko 8000 stanica, za S§to pcele
trebaju proizvesti oko 125 000 vostanih ljuskica), pele mogu pohraniti do Cetiri kilograma
meda (TAUTZ, 2008.). Pcele graditeljice iznimno su ekonomicne 1 pri istodobnoj gradnji
dvorednih stanica saca sa zajedni¢kim dnom koriste se jedinstvenom gradnjom kojom postizu
maksimalnu ¢vrstocu saca 1 iskoriStavanje prostora unutar kosnice, a uz upotrebu minimalne
koli¢ine voska (TAUTZ, 2008.; DAVIS, 2011.; KANE i FAUX, 2021.).

Izgradene stanice sa¢a medusobno se razlikuju prema veli¢ini i obliku. Najvece su
stanice mati¢njaka, koje u kosnici nalazimo u doba uzgoja matica. NajviSe ima radilickih

Sesterokutnih stanica, koje su najmanje, poloZzene vodoravno na osnovu saca i sluze za uzgoj
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radilica, kao i za pohranjivanje peludi i meda. Trutovske su stanice sli¢ne radilackim, no Sireg
su promjera i sluze za uzgoj trutova i pohranjivanje peludi, rjede za pohranjivanje meda (jedino

u slucaju nedostatka praznih stanica) (TOMASEC, 1949.; CARON i CONNOR, 2013.).

Slika 5. Radilacke stanice saca ispunjene savijenim liCinkama (fotografija: Tlak

Gajger, 2020.).

Proizvodnja voska i aktivnost izgradnje saca u pcelinjoj zajednici odredene su i1
sljede¢im Cimbenicima: unosom nektara, koli¢inom legla 1 njegovom feromonskom aktivnoscu
(BORTOLOTI i COSTA, 2014.), prisutnosc¢u i kvalitetom matice, temperaturom zraka (stalne
vanjske temperature zraka 20 do 30 °C pogoduju izgradnji sa¢a) te dovoljnom koli¢inom peludi
kao izvora proteina pcelama graditeljicama. Pri gradnji cilindri¢nih, Sesterostranih stanica saca,
zbog nuzne podatnosti pcele zagriju vosak na 37 do 40 °C (TAUTZ, 2008.). Drugim rije¢ima,
pcele izlucuju vosak i grade sa¢e samo za vrijeme dobrih medonosnih pasa ili kad se obilno
prihranjuju.

Vosak izlu¢uju samo pcele radilice (graditeljice), i to iz spomenutih Cetiri para
voskovnih zlijezda. To su kozne zlijezde, koje se nalaze na trbusnoj strani zatka, od ¢etvrtog do
sedmog koluti¢a. Te zlijezde nemaju ni matica ni trut. Na prednjem dijelu navedenih koluti¢a
egzoskeleta nalaze se po dvije prozirne hitinske ploCice koje su izbusene sitnim rupicama (tzv.
vostano zrcalo) (DAVIS, 2011.; STELL, 2012.). Te se plo¢ice ne vide jer su pokrivene

straznjim krajem ljuskice prethodnog koluti¢a egzoskeleta. S unutarnje strane tih plocica nalaze
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se voskovne zlijezde koje se sastoje od jednog reda epitelnih stanica, a ispod kojih je sloj masnih
stanica 1 enocita u kojima se stvara vosak. Navedene stanice izlucuju vosak koji u tekuc¢em
stanju prolazi kroz rupice i skuplja se na vanjskoj strani trbusne ljuskice u obliku sitne voStane
plocice. Oblik te ploCice odgovara obliku vostanog zrcala (DAVIS, 2011.).

Pcele koje izluCuju vosak 1 grade sace objese se jedna o drugu i vise u obliku zavjese.
Najgornje pcele uhvate se prednjim nogama za gornji dio okvira. Druge se pcele prihvate
Caporcima za Caporke njihovih nogu. Pcela koja je izlucila vosak popne se do mjesta gradnje
saca, skine vostanu ljuskicu straznjim nogama i prinese je pomocu posebnih pokreta nogu
ustima, gdje sitne plocice izluCenog voska uz dodatak sline pretvara u izotropni materijal za
gradnju sa¢a (SVECNJAK i sur., 2019.). Péele grade sa¢e odozgo prema dolje (TAUTZ, 2008.).
Svjeze izgradeno sace prvotno je gotovo bezbojno, a s uporabom postaje zute do smede, pa ¢ak
i crne boje. Vostane plocice i novoizluceni vosak (djevicanski vosak) bijele su boje, ali u kosnici
vosak brzo poprima karakteristicnu zutu boju koja potjece od peludi i propolisa (BOGDANOV,
2004.).

Slika 6. Vostani poklopci karakteristicnog izgleda iznad radilackog i trutovskog legla
(fotografija: Tlak Gajger, 2023.).
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Slika 7. Vijenac zrelog, voStanim poklopcima pokrivenog meda oko pcelinjeg legla

(fotografija: Tlak Gajger, 2023.).

Nad starijim pcelinjim leglom, a prije prelaska u razvojnu fazu kukuljice, kuéne pcele
radilice pokrivaju stanice saca voStanim poklopcima karakteristi¢na izgleda. Zdrave poklopce
mozemo opisati kao blago izbocene kod radilackog i kupolasto izbocene kod trutovskog legla,
suhe, porozne i boje okolnog saca (TLAK GAJGER, 2019.) (slika 5) Vostani poklopci nad
zrelim medom u ravnini su stijenki stanica saca, glatki ili blago naborani, te poprimaju patinu
svjetlije boje koja stajanjem postaje tamnija (slika 6).

Vosak ima ulogu i u mehanickoj komunikaciji (pcelinji simboli¢ni plesovi) i
termoregulaciji unutar pcelinje zajednice. Sace posreduje u prijenosu feromona koji sluze za
poklapanje stanica, popravak i izgradnju mati¢njaka, obranu zajednice i1 specifican miris
zajednice (HEPBURN, 1998.). Takoder, kao §to je prethodno spomenuto, masne kiseline iz
pcelinjeg voska, nezasi¢ene (palmitooleinska, oleinska, linolna i linoleinska) i zasi¢ene
(palmitinska i lingoceri¢na), imaju vaznu ulogu u prepoznavanju jedinki iste zajednice. Masne
kiseline osiguravaju sacu specifiénu konzistenciju i évrstoéu (SVECNJAK i sur., 2015.;
SVECNIJAK i sur., 2019.). Sace sudjeluje u prijenosu vibracijskih signala tijekom izvodenja
pcelinjeg plesa (SANDEMAN i sur., 1996.), kojim pcele komuniciraju o smjeru, udaljenosti i

kvaliteti izvora hrane s ostalim pcelama u kosnici.

13



Utvrdeno je da su pcele koje nisu imale priliku nauciti izvodenje plesa zatkom prije
negoli su ga prvi put izvele, proizvele znatno viSe pogreSaka vezanih uz kut njihanja zatkom,
kao i prenoSenja netocne udaljenosti (DONG i sur., 2023.). Stoga se smatra da je socijalno
ucenje vrlo vazan ¢imbenik u oblikovanju signalizacije u medonosnih pcela. Specifican
kemijski sastav pcelinjeg voska ima veliku vaznost za zajednicu medonosnih pcela s obzirom
na to da sace posreduje u prepoznavanju ¢lanova zajednice u gnijezdu (BREED i sur., 1988.),
ali i zbog toga §to se u sace ugraduju razni toksini iz okoliSa i drugi onecis¢ivaci (TLAK
GAJGER i sur., 2019.).

Opcenito, saée pcelinjoj zajednici osigurava zaklon, mjesto za pohranu nektara i
dozrijevanje meda, skladiSte poklopljenog meda, skladiSte fermentirane peludi (pcelinjeg
kruha), gnijezdo za polaganje jajasca i razvoj legla, kemijsku komunikaciju medu ¢lanovima
zajednice te njihovo medusobno sporazumijevanje i1 pohranu informacija, kao 1 obranu od

patogenih mikroorganizama (TAUTZ, 2008.; SAMMATARO i YODER, 2012.).

2.3. UPOTREBA PCELINJEG VOSKA

Jo§ su se stari Egipcani koristili pcelinjim voskom za balzamiranje, mumificiranje
mrtvih osoba, za ouvanje svitaka papirusa, za izradu svijeca i zigova te za zastitu slika. Stari
Perzijanci koristili su se voskom za balzamiranje mrtvih, dok su stari Rimljani modelirali
posmrtne maske i likove od pcelinjeg voska u prirodnoj velic¢ini (BENSON 1 sur., 1978.;
CRANE, 1999.). U najpoznatijoj kineskoj knjizi iz medicine The Shen Nong Book of Herbs
pcelinji je vosak prepoznat kao vrhunski ljekoviti sastojak zbog blagotvorna utjecaja na krv i
energetske sustave te cjelokupnu ravnotezu tijela. Takoder, vosku se pripisuje poboljsanje
ljepote 1 usporavanje starenja, posebice pri primjeni u mjesavinama s medom 1 biljkama (RIT 1
BEHRER, 1999.).

Danas pcelinji vosak ima Siroku primjenu u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj
industriji (BOGDANOV, 2016.). Koristi se u raznim proizvodima i procesima, od pakiranja do
obrade i1 oCuvanja, ili kao sastavnica izolacijskih materijala. No zbog stalne primjene u
svakodnevnom pcelarenju najvecu upotrebu, razumljivo, ima u proizvodnji satnih osnova.

Procesi prerade starog i oneciS¢enog voska, zaperaka i vostanih poklopaca uglavnom
se provode tehnikama pretapanja ili kemijskom ekstrakcijom. Pretapanje voska kipucom
vodom, parom ili elektricnom energijom najces¢i su postupci ili pCelarske prakse u pripremi

preradenog voska, odnosno proizvodnje satne osnove. Kemijsku ekstrakciju moguce je provesti
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samo u laboratorijski kontroliranim uvjetima. S obzirom na slozenu i vaznu ulogu voska u
pcelinjoj zajednici, iznimno je vazno da satna osnova na kojoj pcele grade sace bude izradena
od Sto Cis¢eg preradenog voska iz kojega su uklonjeni onecis¢ivaci iz okolisa, kao i primjerice
ostaci Stetnih tvari veterinarskih lijekova primjenjivanih u pcelarstvu (TLAK GAJGER 1 sur.,
2016.; 2019.; 2021.; RADAKOVIC i sur., 2022.).

Vosak se uz druge pcelinje proizvode moze koristiti kao vrijedan materijal prilikom
prikupljanja podataka o stupnju oneciS¢enja okoliSa teSkim metalima (CONTI i BOTRE,
2001.). Primjerice, As, Cd 1 Hg svrstavaju se u teSke metale koji se mogu pratiti pri
procjenjivanju stupnja oneciS¢enja okoliSa. S obzirom na raspored i1 redoslijed obavljanja
zadataka kuénih pcela i pcela skupljacica, navedenim se metalima moze onecistiti 1 sace
(DEVILLERS i PHAM-DELEGUE, 2002.), a prisutnost teskih metala u vosku ovisi primarno
o stupnju onecis¢enja zraka, vode, tla, peludi 1 nektara (BUCHWALD i sur., 2009.).

Kao posljedica dugogodisnje akumulacije spomenutih toksi¢nih metala i nemogucnosti
njihove razgradnje u sacu, mogu nastati poremecaji u reproduktivnim i drugim fizioloskim
funkcijama pcelinje zajednice (MAHMOUDI i sur., 2015.).

S obzirom na to da je pcelinji vosak najmanje alergen pcelinji proizvod s utvrdenim
antibakterijskim svojstvima, primjenjuje se u apiterapiji (KACANIOVA i sur., 2012.). Sluzi i
za oblaganje tableta, pilula ili kapsula, ¢ime se olakSava njihovo gutanje, a usporava otapanje i
otpustanje lijeka, za zvakanje pri jacanju gingive, povecanje koli¢ine sline 1 Zelu¢anih sokova
(POTSCHINKOVA, 1992.). Mjesavina pcelinjeg voska, meda 1 maslinova ulja uspjesno se
primjenjuje u tretiranju dermatitisa ili psorijaze (AL WAILI, 2003.) te protiv analnih fisura i
hemoroida (AL WAILI i sur., 2006.) i pri ublazavanju opeklina (MOUSTAFA i ATIBA 2015.)
1 artritisa (PUENTE 1 sur. 2014.). Topli pcelinji vosak ima izvrsna svojstva zagrijavanja kada
se primjenjuje protiv upala miSica, zivaca 1 zglobova kao termoterapija (POTSCHINKOVA,
1992.).
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Tablica 1. Primjena pcelinjeg voska za razlicite kategorije proizvoda (CBI, 2002.a, EU

Market Survey, Honey and Beeswax, www.cbi.eu)

Kategorija proizvoda Proizvod Karakteristike
proizvoda
svijece svijece (izlivene u kalupima) ¢vrstoca, sporo gorenje,
terapijski ucinak
satna osnova valjana ili lijevana satna povecanje proizvodnje
osnova meda
umjetnost umjetnicke vostane figure i svojstva taljenja i
statue oblikovanja, ¢vrstoca i
otpor protiv topljenja
skulpture metalni odljevi, modeliranje, plasti¢na kalupljivost,
nakit taljenje
graviranje graviranje stakla i metala zaStita od nagrizaju¢ih

kiselina, tehnika otpora

proizvodnja hrane

pekarstvo, pakiranje
premazivanje slatkisa

sredstvo za odvajanje,
konzerviranje,
sredstvo protiv lijepljenja

farmaceutika lijekovi, pilule, kapsule, nosac lijeka
melemi i masti
fizioterapija oblozi sposobnost zadrzavanja
topline
prirodna terapija ¢epici za usi mekoca, nepropusnost
kozmetika kreme, losioni, ruzevi za omeksivac i emulgator,
usne, maskare, sjenila, poboljsanje izgleda,
dezodoransi, konzistencija, osjetljivost
kreme za kosu, na topljenje
depilatori, regeneratori za
kosu
tekstil batik vodootporno,
otporna na boje
rukotvorine ekodizajn sredstvo za zZbukanje

glazbeni instrumenti

flaute, didgeridoo,
violine, bubnjevi

mekoca dijelova usta i
smanjenje poroznosti

lakovi 1 poliranje

slike, restauracija umjetnina,
metal, drvo 1 obrada koze

zaStita, nepropusnost za
zrak, vlagu i Stetnike

industrijski proizvodi

antikorozivni inhibitor hrde,
lubrikanti

smanjenje viskoznosti,
sredstvo za spreCavanje
korozije

Komercijalni vosak uglavnom proizvodi europska medonosna pcela (4. mellifera), dok

znatan dio voska u Kini i ostalim azijskim zemljama proizvodi azijska medonosna pcela (4.

cerana). Budu¢i da je velik udio komercijalnog pcelinjeg voska onecis¢en reziduama akaricida
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i pesticida (SCHROEDER i WALLNER, 2003.), na trziStu postoji povecana potreba za
proizvodnjom ¢istog (nekontaminiranog) pcelinjeg voska.

Tesko je do¢i do pouzdanih podataka o ukupnoj proizvodnji voska jer se veéi dio
pcelinjeg voska upotrebljava u pcelarstvu za proizvodnju satnih osnova. Prema FAOSTATU
(2023.) Indija je zemlja koja proizvodi najviSe pcelinjeg voska u svijetu. U 2022. godini
proizveli su 25 292 tona sirovog voska. Etiopija je na drugom mjestu, s proizvodnjom od 5699
tona. Argentina je u istom razdoblju proizvela 4973 tona, Republika Koreja 3843 tona, dok
Turska zauzima peto mjesto s proizvedenih 3766 tona. Honduras ima prijavljenu najmanju
godi$nju proizvodnju voska na svijetu (16 tona). Prema dostupnim podacima (INDEXBOX,
2023.) prosjecna uvozna cijena voska u Hrvatskoj za 2022. godinu iznosila je 9954 $ po toni.
Postojale su razlike u prosje¢nim cijenama medu glavnim zemljama dobavljacima, pri ¢emu je
zemlja s najvisSom cijenom bila Belgija (21367 $ po toni), a Bugarska zemlja najnizim cijenama
(7525 $ po toni). Iste je godine prosjecna izvozna cijena péelinjeg voska u Hrvatskoj iznosila
15 679 $ po toni. Najvisa cijena zabiljezena je u Sloveniji (16 787 $ po toni) i UK-u (16 500 $
po toni), dok je prosjecna cijena za izvoz u Irsku (11 322 $ po toni) i Sjevernu Makedoniju (13
733 $ po toni) bila medu najnizima. U 2022. godini u Hrvatsku je uvezena 21 tona pcelinjeg
voska (209 000 $). Najveci je porast uvoza bio 2020. godine, kad je iznosio 48 tona (349 000
$). U istom je razdoblju najvise pcelinjeg voska uvezeno iz Bugarske (6,0 tona), Njemacke (3,9
tona), Slovenije (2,9 tona), Nizozemske (2,7 tona) 1 Bosne i Hercegovine (2,3 tone). Glavna su
izvozna trziSta za pcelinji vosak iz Hrvatske bila Slovenija (614,0 kg), Bosna i Hercegovina
(337,0 kg), Irska (230,0 kg), Sjeverna Makedonija (120,0 kg) i Velika Britanija (2,0 kg)
(INDEXBOX, 2023.)

2.4. PRERADA VOSKA U SATNE OSNOVE

Svake godine pcelari bi trebali izvaditi staro tamno sace iz koSnice te ga pretopiti i
preraditi u novu satnu osnovu. Takvom se péelarskom praksom pcele stimuliraju na izgradnju
novog saca. Sace za razvoj legla treba izmjenjivati u intervalima od oko dvije do tri godine, jer
vosak upotrebom postupno tamni zbog nakupljanja propolisa, peludi i kokona od kukuljica.
Glavne su sirovine za preradu voska 1 proizvodnju satnih osnova staro sace 1 vostani poklopci
sa stanica saca skinuti prije vrcanja meda (slika 8). Staro sace i komadi¢i voska trebaju se
pretopiti u tzv. blokove voska (sirovi vosak) koji se zatim dopremaju na daljnju preradu u
specijalizirane radnje. Tako pcelar moze izbjeéi probleme s voskovim moljcem (Galleria

melonella) 1 plijesni, koje se Cesto pojavljuju prilikom skladiStenja izgradenog saca.
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Slika 8. Vostani poklopci sa stanica saca skinuti neposredno prije vrcanja meda.

Industrijska proizvodnja pcelinjeg voska zapocela je u 19. stolje¢u. Godine 1857.
Mehring iz Njemacke pokrenuo je proizvodnju satnih osnova (COGGSHALL i MORSE,
1984.). Pcelari uobicajeno pretopljeno staro sace (sirovi pcelinji vosak) daju na preradu
specijaliziranim proizvodacima satnih osnova. Kvaliteta pcelinjeg voska ovisi o proizvodackoj
praksi prerade voska, a to su pretapanje i ekstrakcija. Kemijska ekstrakcija izvediva je samo u
laboratoriju i1 provodi se s otapalima poput benzina i ksilena. Nedostatak je ove metode $to su
svi organski dijelovi voska 1 ostaci kokona kukuljica, propolis i pelud otopljeni. Dakle, kvaliteta
voska moze biti slabija. Izdvajanje voska ovisi o starosti saca i koriStenoj praksi ekstrakcije.
Opéenito, iskoristivost voska je oko 50 %, ali 1 viSe ako se u preradi upotrebljava viSe vostanih
poklopaca. Preradena sirovina nakon odvajanja ¢istog voska sadrzava jo§ oko 30 % ostataka
voska.

Danas se za ekstrakciju voska upotrebljavaju parni i elektri¢ni te suncani topionici. U
skladu s tim vosak se moze otopiti kipu¢om vodom i vodenom parom, elektri¢nom ili Sun¢evom
energijom. Primjerice, metoda ekstrakcije vodenom parom podrazumijeva primjenu prese kod
koje se metalna koSara sa starim sa¢em stavi u spremnik s nepropusnim poklopcem. U duplom
dnu spremnika vodena para podize temperaturu 1 uzrokuje otapanje saca u vosak. Klip prese
dodatno ¢ini pritisak na sace, a otopljeni se vosak prikuplja u donjem dijelu posude gdje istjece

kroz otvor s vanjske strane spremnika u limenu posudu. Elektri¢ni topionik voska
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jest uredaj koji izdvaja zaostali vosak nakon topljenja u parnom topioniku, a voda grijana
elekti¢nim grijaCem osigurava stalnu prisutnost pare u sustavu. Suncani topionik voska sastoji
se od posude koja ima prozirni poklopac od akrilnog stakla, limeno kuéiste, dno i konusnu
kadicu od nehrdajuceg celika koja se nalazi na dnu posude u koju se cijedi otopljeni vosak.
Okviri sa sa¢em namijenjeni otapanju mijenjaju se pri visokim vanjskim temperaturama, a
konusna se posuda prazni u jutarnjim ili vecernjim satima.

U pcelarskoj praksi otapanja saca u topionicima i prikupljanja dijela otopljenog sirovog
voska najceS¢e metode prerade pcelinjeg voska obuhvacaju i1 dodatnu ekstrakciju
centrifugiranjem kako bi se otopio zaostali vosak. Centrifugalna ekstrakcija obuhvaca postupak
pri kojemu se sace stavlja u kipucu vodu, a nastala se smjesa ulijeva u kosarice centrifugalnog
ekstraktora voska pri viSe od 1500 okretaja u minuti i pri temperaturi iznad 45 °C kako bi se
sprije¢ilo talozenje voska. Cisti ekstrahirani vosak istjete kroz otvor s vanjske strane
ekstraktora. To je metoda koja se primjenjuje za vece proizvodne jedinice.

Da bi se sprijecilo tamnjenje voska prilikom pretapanja i1 prerade, sa¢e se ne smije
zagrijavati na previsokim temperaturama (> 140 °C) i u posudama od zeljeza, mjedi ili bakra.
Takoder, ne smije se skladistiti u posudama od olova zbog moguceg onecis¢enja, dok su
aluminij i nehrdajuéi Celik prihvatljivi. Zanimljivo je da se zbog spre¢avanja neugodna mirisa
voska ne smije pretapati sace koje sadrzava fermentirani (pokvareni) med.

Pri preradi voska osim faze zagrijavanja i homogenizacije nuzno je provesti i sterilizaciju
kako bi se sprijeCilo moguce Sirenje sporogene bakterije uzro¢nika americke gnjiloce
Paenibacillus larvae. Naime, potrebno je otopljeni vosak zagrijavati na prosjecno 125 °C (121
— 140 °C) tijekom najmanje 30 minuta i pod pritiskom od 1400 hPa (MACHOVA, 1993.; TLAK
GAJGER, 2015.; SVECNJAK i sur., 2019.) za sigurno uni§tavanje spora kao najotpornijeg
oblika moguce prisutnih mikroorganizama.

Nakon pretapanja sac¢a vosak nije dovoljno Cist. Za dodatno procis¢ivanje prikladni su
spremnici vode od visokokvalitetnog ¢elika s ugradenim grija¢ima u kojima vosak ostavljamo
pri temperaturi od 75 do 80 °C (najbolje preko noc¢i). Prljavstina se talozi na dno spremnika. U
industrijskim se uvjetima tekuci vosak moze procistiti filtracijom u grijanim filtrima pod

pritiskom i centrifugiranjem (COGGSHALL i MORSE, 1984.).
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Slika 9. Celi¢ni spremnik za preradu voska (TLAK GAJGER, 2015.).

Blokovi voska suse se i Cuvaju na tamnom i1 hladnom mjestu. Time ¢e se zadrzati stvaranje
prasine, za koju se pretpostavlja da je sol masnih kiselina (TEMNOV, 1967.). Tvrdoc¢a i krutost
pcelinjeg voska povecavaju se skladiStenjem. Tijekom skladistenja koeficijent tvrdoce
povecava se za 61 do 74 %. Duljim skladistenjem pcelinji vosak dobiva bjelkasti sloj topljiv u
organskim otapalima, a vjerojatno predstavlja sol nezasi¢enih organskih kiselina s taliStem 35
do 36 °C (CHUDAKOV, 1965.; TEMNOV, 1967.).

Blokovi voska koji su dobiveni nakon pretapanja saéa (sirovi vosak) u pcelarstvu se
najcesce upotrebljavaju za izradu satnih osnova (slika 10). Satne osnove izraduju se pomocu
prese ili valjka na kojima su utisnuti Sesterokutni oblici koji odgovaraju radilackim stanicama.
Satne su osnove koje su proizvedene u preSama krute, tesSko savitljive i1 lako se lome.

Temperatura pcelinjeg voska pri izradi satnih osnova iznosi 85 do 90 °C.
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Slika 10. Blokovi voska pripremljeni za transport u radnju za preradu voska u satne

osnove (TLAK GAJGER, 2015.).

Satne osnove proizvedene lijevanjem na valjke savitljive su i mogu se namatati na rolu
kao platno. P¢elinji vosak prolazi kroz gravirane valjke i tako nastane traka jednake debljine, te

istodobno poprima oblik Sesterostranih stanica (slika 11) (TLAK GAJGER, 2015.).

Slika 11. Zavrs$na faza izrade satnih osnova tehnikom lijevanja (TLAK GAJGER,
2015.).
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Slika 12. Izradene satne osnove izrezane na veli¢inu okvira u koji ¢e se uzicavati.

2.5. BIOINDIKATORI

Bioindikatorima smatramo zive organizme ili njihove proizvode kojima mozemo
prikupljati informacije koje nam omogucuju tumaciti status zdravlja okolisa 1 biogeografskih
promjena koji se dogadaju u njihovu okolisu (PARMAR 1 sur., 2016.; ZAGHLOUL 1 sur.,
2020.). Vazni su kao sustav ranog pracenja oneciséenja i predvidanja razine otrovnosti
Biomonitor odrzava abiotsko ili biotsko stanje okoliSa, koji sadrzava informacije o
kvaliteti Zivotne sredine (MC'GEOGH, 1998.). Biomonitor je uvijek bioindikator, ali
bioindikator ne mora uvijek biti i biomonitor. BURGER (2006.) opisuje Cetiri glavne kategorije
upotrebe bioindikatora koji medudjeluju: procjena zdravlja prirodnih ekosustava, antropoloski
ucinci, intervencije covjeka te zdravlje 1 dobrobit ¢ovjeka. Razlagaci, proizvodaci i potrosaci
mogu biti bioindikatori i1 utjecati jedni na druge u svom okoliSu, te su medu najboljim
pokazateljima kako ¢e ekosustav reagirati na stresore (ZAGHLOUL i sur., 2020.).
Bioakumulatore dijelimo na akumulacijske 1 utjecajne. Akumulacijski akumuliraju
jednu i/ili viSe tvari iz okoliSa na povrSini ili unutrasnjosti organizma. Kod utjecajnih
bioindikatora odredeni se ucinak pojavljuje kao odgovor na prisutnost tvari ili elementa.
Prisutnost nekih elemenata uzrokuje morfoloske, histoloske ili stani¢ne promjene u organizmu,
mijenjaju se metabolicko-biokemijski procesi, dolazi do promjena u ponasanju jedinki ili
strukturi populacije. To su reakcijski indikatori (MARKERT 1 sur.,, 2003.). Takoder,
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razlikujemo aktivni i pasivni biomonitoring. Pasivni biomonitoring podrazumijeva upotrebu
pasivnih organizama, njihovih dijelova ili zajednica organizama koji su prisutni na odredenom
podru¢ju koje istrazujemo. Aktivni se biomonitoring koristi organizmima koji nisu dio
prirodnog ekosustava, ve¢ su uneseni kao bioindikatori (WITTING, 1993.). Kad su u pitanju
akumulacijski bioindikatori, koncentracija nekih tvari koje se mogu naci u njihovu organizmu
ne odrazavaju koncentraciju tih tvari u okoliSu. Mnoge biljke i zivotinje imaju visoku razinu
akumulacije za odredene tvari kad su njihove koncentracije u okoliSu niske, ali se ¢imbenik
akumulacije smanjuje pri viS§im koncentracijama u okoliSu (MARKERT i sur., 1997.).

Kukce njihova osjetljivost na ¢imbenike iz Zivotnog okruzenja i velika brojnost ¢ini
izvrsnim bioindikatorima (SKALDINA i sur., 2020.). Mogu se hvatati u velikom broju $to ih
¢ini idealnim modelom za pracenje raznolikosti vrsta i za usporedbu medu geografskim
regijama. Iznimno male promjene u okoliSu mogu uzrokovati fluktuacije u raznolikosti vrsta i
brojnosti populacije kukaca (GERLACH 1 sur., 2013.). Medu zemljanim kukcima, tvrdokrilci
(Coleoptera) vazna su skupina koja sluzi kao indikator stanja Suma i poljoprivrednih kultura
(DAVIS, 2000.). Moljci i leptiri (Lepidoptera) jako su osjetljivi na promjene u okolisu, te se
upotrebljavaju kao bioindikatori zagadenja teSkim metalima i1 ugljikovim oksidom (CO;) u
blizini industrijskih i gradskih podrucja. Mravi sluze kao bioindikatori stanja Zivotnog okolisa
1 oneciS¢enja insekticidima (PEREIRA 1 sur., 2010.).

Medonosne pcele izloZzene su utjecajima iz okoliSa koji ovise o smjestaju pcelinjaka
(GORETTI i sur., 2020.). Uobicajeni je put ulaska onecis¢ivaca iz okoliSa u organizam pcele
putem hrane, vode i zrakom. Prirodna prehrana odraslih pcela ovisi o cvije¢u s kojega uzimaju
pelud i nektar, dok vodu uzimaju iz prirodnih izvora ili ponudenu u pojilicama. Pc¢ele pretvaraju
nektar u med i pohranjuju ga u sa¢u (TOPITZHOFER 1 sur., 2019.). Svaka od spomenutih
sastavnica moze biti oneciS¢ena prije negoli je pcela konzumira (SMITH 1 sur., 2019,
GORETTI i sur., 2020.). Ovu hranu pcele skupe i transportiraju u kosnicu gdje je predaju
drugim pcelama. Uzimajuéi hranu s biljaka pcele skupljaju i tvari onecis¢ivace koji se nalaze u
tim biljkama, a samim time i one koje se nalaze u tlu i zraku. Isti je slucaj 1 s vodom koju nose
u kosnicu. Takoder, tijekom letenja u potrazi za hranom na dlacicama svojeg tijela hvataju
razlicite sitne Cestice onecis¢ivaca.

Medonosne se pcele mogu koristiti kao biomonitori i1 bioindikatori. U svojstvu
bioindikatora njihova prisutnost, odnosno odsutnost s odredenog podrucja upucuje na stupanj
oneciS¢enja okoliSa. Veci broj uginulih pcela pokazuje da je prisutan onecis¢ivac s letalnim
djelovanjem. Jedan je od razloga zasto su dobri bioindikatori taj $to pokrivaju veliko podrucje

(do 7 km?) tijekom skupljackih letova na velikom broju biljaka (PERUGINI i sur., 2011.).
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Biljke i drvecée skupljaju hranjive tvari in situ i podlozni su stresovima i zagadiva¢ima
iz okoliSa. Uzimaju hranjive tvari iz tla pomocu korijenja. Tlo sadrzava neesencijalne minerale
od kojih neki mogu postati bioraspolozivi biljkama 1 drve¢u (TURKYILMAZ i sur., 2019.).
Voda djeluje kao otapalo za hranjive tvari u tlu i omogucuje korijenju biljaka da ih apsorbiraju,
rastu 1 proizvode plodove i cvatove koji privlace kukce opraSivace. PovrSina lis¢a moze se
analizirati sezonski za procjenu taloZenja elemenata u tragovima iz zraka, dok se kora moze
uklanjati viSe puta godi$nje. Kvaliteta tla, zraka i vode moze se pratiti pomocu drveéa sezonski,
na viSegodisnjoj osnovi i tijekom dugih razdoblja (MAZARI i FILIPPELLI, 2020.). Ove
informacije mogu posluziti za mjerenje razine oneciS¢enja prije, tijekom i nakon aktivnosti
covjeka i utjecaja koji su one potencijalno imale na okolis§ neke lokacije (ARTEAU i sur., 2020.;
WANG i sur., 2020.).

Biljke koje su pogodene utjecajem oneciS¢ivaca mogu se identificirati kroz fizicka
ostecenja, zastoj u rastu, nekroze te klorozu lis¢a (NOUCHI, 2002.). TaloZenje onecis¢ivaca na
listovima biljaka fizicki ometa svjetlost i time $to smanjuje fotosintezu i proizvodnju hrane
(SETT, 2017.). Biljke sluze kao bioindikatori, pri ¢emu se neki zagadivaci mogu identificirati
specificnim morfoloSkim promjenama na biljci, dok se drugi mogu identificirati samo
kemijskom analizom (ZAGHLOUL i sur., 2020.). Hipotolerantne biljke koje ih akumuliraju
mogu iskoristiti veliki postotak jednog ili viSe teSkih metala te ih pohraniti bez toksi¢nog u¢inka
(RASCIO 1 NAVARIIZZO, 2011.). Hiperakumulaciju teSkih metala biljka moze iskoristiti kao
obranu protiv Stetnih kukaca i puZeva ili mogu pokazivati fizicke simptome zagadenja (BOYD,
2010.).

Biljke proizvode pelud nuznu u procesu njihova spolnog razmnozavanja. Pelud se
prenosi vjetrom, vodom, zivotinjama te osobito kukcima (ACKERMAN, 2000.; CHEN 1
ZHAO, 2019.). Primarni je izvor proteina u prehrani medonosne pcele, a sadrzava
aminokiseline, vitamine, masti i minerale. Pcele lete od cvijeta do cvijeta skupljajuéi pelud i
ujedno je prenose s jednog cvijeta na drugi. P¢ela dok leti, postaje pozitivno nabijena te privlaci
elektrostaticki negativno nabijenu pelud i sitne zagadivace zraka na svoje dlakavo tijelo
(AMADOR 1isur., 2017.; VAKNIN i sur., 2000.). Pcele prebacuju pelud pomocu krutih dlacica
na nogama specijaliziranim pokretima do lateralne strane tre¢e noge u peludnu kosaricu gdje je
zbije ostrugom (AMADOR i sur., 2017.). Stoga se pelud, ali i svi onecis¢ivaci iz okolisa, unose
u kosnicu gdje se pohranjuju u stanice saca.

Nektar je slatka tekucina proizvedena u biljnim Zlijezdama, tzv. nektarijama, kojima
privlaci kukce oprasivace (PARACHNOWITSCH 1 sur., 2019.; SOLHAUG i sur., 2019.).

Nektarije su smjestene u osnovi cvjetnog omotaca, tako da su kukci oprasivaci prilagodeni za
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doticanje reproduktivnih struktura cvijeta (prasnici i tucak). Nakon §to se pelud prenese s pcele
na tucak cvijeta, dolazi do oplodnje. Neke biljke proizvode nektar izvan cvjetnih nektarija,
poznate kao ekstranupcijske nektarije (HEIL, 2011.). One izlucuju nektar u biljnim Zlijezdama
koje se razvijaju izvan cvijeta i nisu ukljuene u oprasivanje, te privlace i StetoCine 1 korisne
kukce. Opisane su u svim nadzemnim biljnim organima, ukljucujuci lis¢e (lisne nektarije),
sporedne listi¢e, kotiledone, plodove i biljne izdanke (HEIL, 2011.).

Za razliku od cvjetnih nektarija, nektar proizveden izvan cvijeta ima obrambenu
funkciju. Nektar privla¢i predatorske kukce koji jedu i nektar i StetoCine. Nektar iz izvan
cvjetnih nektarija pruza lisnim usima da se hrane bez prodiranja u biljku i bez potencijalnog
prijenosa bolesti, ali istodobno privlac¢i i mrave koji se hrane lisnim usima i nektarijama (HEIL,
2011.). Mravi mogu kontrolirati populaciju lisnih usi, ali to moZe smanjiti opraSivanje i
oplodnju jer mogu otjerati kukce opraSivac¢e (BALLANTYNE 1 WILMER, 2012.). Glavni je
sastojak nektara prirodni Secer, i to saharoza, glukoza i fruktoza (SOLHAUG 1 sur., 2019.).
Koncentracija ovih Secera varira medu vrstama biljaka (PARACHNOWITSCH i sur., 2019.;
SOLHAUG 1 sur., 2019.). Kukci opraSivaci koriste se nektarom kao primarnim izvorom
ugljikohidrata (NICOLSON, 2011.; PAMMINGER 1 sur., 2019.), Seceri su najzastupljeniji
sastojci, a ima 1 aminokiselina, lipida, minerala, vitamina te alkaloida (GUTIERREZ 1 sur.,
2020.).

Kemijski sastav nektara varira o biljci 1 morfologiji cvijeta (PELLISSIER 1 sur., 2010.),
ovisno o tome kojeg kukca opraSivaca biljka pokusava privu¢i (NICOLSON i THORNBURG,
2007.). Biljke koje proizvode nektar s visokim udjelom saharoze posje¢uju bumbari, leptiri,
no¢ni leptiri i opcenito zivotinje s dugim rilcem (PELLISSIER i sur., 2010.). Minerali iz tla
prenose se iz korijena biljke kroz tkiva biljke, ukljucujuéi organe za razmnozavanje (XUN i
sur., 2017.). Medonosne pcele skupljaju i transportiraju nektar u mednim mjehurima u kosnicu
gdje ga pohranjuju u stanicama saca i pretvaraju u med. Pojedini elementi (minerali) mogu
postati otrovni i za biljke (SHAH 1 sur., 2010.) i za pcele (SETHY i sur., 2020.) u razli¢itim
koncentracijama (SHRIVASTAVA i sur., 2019.).

Med je prirodna hrana koju proizvode medonosne pcele, a ljudi koriste tisucama godina
(FESSENDEN, 2015.). Nektar koji se sastoji od vode, minerala i disaharida pcele privremeno
pohranjuju u mednom mjehuru (OLAITAN 1 sur., 2007.) tijekom transporta. Enzimi invertaza
1 dijastaza (amilaze) pocinju razgradivati slozene Secere na jednostavne i1 lakoprobavljive
SeCere. Monosaharid glukoza moze se pretvoriti u glukonlakton pomocu drugog enzima
glukonlaktona, koji zauzvrat stvara glukonsku kiselinu i vodikov peroksid (BRUDZYNSKI,

2020.). Pcele nektar pohranjen unutar stanica sac¢a dehidriraju mahanjem krilima dok ne prijede
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u med s manje od 18 % vode. Med pcele zatim zatvore vostanim poklopcem, a visok sadrzaj
Secera 1 prisutnost vodikova peroksida te fitokemikalija ¢ine med nepokvarljivom namirnicom
(EYER 1 sur., 2016.). Teski metali u tlu mogu se prenijeti u nektarije unutar biljke, te se
onecis¢ivaci mogu prenijeti vjetrom na izlucevine biljaka gdje su dostupni za pcele opraSivace

kad ih sakupljaju.

2.6. ESENCIJALNI I TOKSICNI ELEMENTI

2.6.1. ARSEN (As)

Arsen je polumetal koji ekolozi svrstavaju u skupinu teskih metala zajedno s kadmijem,
zivom 1 olovom. Taliste mu je na 817 °C, a vreliste na 616 °C. Postoji u tri alotropna oblika.
Elementarni As proizvodi se termickim razlaganjem ili oksidacijom sulfidnih ruda. Pritom

nastaje elementarni As u obliku Cetveroatomske molekule Ass (a-modifikacija). Ohlade 1i se

njegove pare naglo na zraku, dobiva se nepostojana modifikacija — zuti As. On se lako otapau
ugljikovu disulfidu (CS2), a iz te se otopine hladenjem iskristalizira u prozirne, mekane kristale
koji jako lome svjetlost. Slabim zagrijavanjem ili pod utjecajem svjetla prelazi u sivu (metalnu)
modifikaciju. Taj je sivi ili metalni As najpostojaniji. Tre¢i oblik, crni arsen, ima strukturu
crvenog fosfora.

As se u spojevima pojavljuje u oksidacijskim stanjima III 1 V, pri ¢emu su i anorganski
1 organoarsenovi spojevi u oksidacijskom stanju III otrovniji od onih u oksidacijskom stanju V.
Arsenovi su spojevi kumulativni otrovi. Zagrijavanjem na zraku arsen izgara modrikastim
plamenom, uz karakteristican miris po ¢eSnjaku, a nastaje i bijeli dim arsenova (III) oksida
(As203). Upotrebljava se u medicini, industriji boja i1 za konzerviranje drva i koze. Najvazniji
su anorganski spojevi arsena oni s vodikom (arsenovodik, arsin), kisikom (arsenik), vodikom 1
kisikom (arsenitna i arsenatna kiselina), sumporom (zuto i crveno arsensko staklo) 1 halogenim
elementima (arsenovi kloridi).

U Hrvatskoj As nalazimo u podzemnim vodama (bunari) isto¢nog dijela Slavonije. U
hrani ga najviSe nalazimo u ribama, $koljkasima (oko 4 ppm) i rakovima (oko 175 ppm). No
relativno se lako izluCuje urinom jer se u obliku arsenobetaina (analog trimetilglicina) apsorbira
u crijevima (EMSLEY, 2005.). Ve¢ina zitarica, vo¢a 1 povréa sadrzava 0,1 do 1,0 mg As po
kilogramu suhe tvari jer je Cesto sastavni dio pesticida. To je posebice problem u zemljama u

kojima je riza osnova prehrane stanovnistva, poput Kine, jer se pokazalo da se As osobito
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nakuplja u rizi. Poput drugih teskih metala, pokazuje u€inak bioakumulacije i nakupljanja u
tkivima riba u obliku metiliranih spojeva. Upotreba kao otrova u proslosti bila je Cesta jer se
mogao lako pribaviti kao sredstvo za uniStavanje korova ili ubijanje Stetnih kukaca, a simptomi
otrovanja bili su op¢i 1 lako su se mogli zamijeniti sa simptomima bolesti (EMSLEY, 2005.).

U danasnje je vrijeme najveci izvor oneciS€enja arsenom upotreba pesticida u
poljoprivrednoj proizvodnji. Elementarni arsen najviSe se rabi u legurama s Pb, manje s Cu, za
izradu baterija, dok se medumetalni spojevi, poput galij-arsenida (GaAs) i indij-arsenida (InAs)
upotrebljavaju u izradi LED dioda, laserskih prozora, tunelnih dioda i infracrvenih emitera
(GREENWOOD i EARNSHAW, 1984.). Budu¢i da toksi¢nost spojeva nekog elementa ovisi o
vrsti spoja (organski/anorganski), oksidacijskom stanju kemijskog elementa, organoarsenovi
spojevi pokazuju Siroku raznolikost u oblicima toksi¢nosti, a samim time u poteskocama
otkrivanja individualnih ucinaka na zive organizme. Arsenati i arsenov trioksid mogu
uzrokovati karcinom plu¢a u sisavaca, dok organski trimetilarsin-oksid moze uzrokovati
karcinom jetre u Stakora (PALACIOS 1 CAPDEVILA, 2013.). Toksi¢nost arsena u
organizmima vezana je uz oSte¢enja DNA razli¢itim mehanizmima, $to moze dovesti do
apoptoze. Mehanizmi apoptoze, medutim, mogu biti osnova za uniStavanje stanica, primjerice
leukemije, u ¢emu se ocituje uporaba arsenovih spojeva kao potencijalnih lijekova
protiv karcinoma. Dugotrajno izlaganje arsenu moze uzrokovati nedostatak vitamina A u
organizmu. Razli¢iti znakovi otrovanja arsenom, poput dijareje, konvulzija, pigmentacije koze,
bolesti srca, mozdanih udara, dijabetesa, respiratornih bolesti i karcinoma, utvrdeni su u
sisavaca, no smatra se da takvi ucinci mogu biti i posljedica dugotrajnog izlaganja u ekstremnim
uvjetima prisutnosti velikog oneciS¢enja arsenom 1 njegovim spojevima (PALACIOS i
CAPDEVILA, 2013.).

Prema europskoj legislativi dopustena koncentracija As u vosku iznosi 3 mg/kg

(FAOLEX, 2006.).

2.6.2. BAKAR (Cu)

Bakar je prijelazni teski metal koji se prirodno nalazi u okoliSu, gustoce 8,96 g/cm?,
taliSta na 1,356 °C, vrelista na 2,868 °C, a nalazi se na 29. mjestu u periodnom sustavu
(CALLENDER, 2003.; BRIFFA i sur., 2020.). Esencijalni mineral u tragovima, koji je potreban
biljkama, zivotinjama i ljudima, ali u rijetkim slu¢ajevima moZze postati otrovan u vecim
koncentracijama (YRUELA, 2009.; GAETKE i sur., 2014.). Prirodni element, koji se nalazi u

Zemljinoj kori, ulazi u atmosferu erozijom te biva izbacen iz Zemljine jezgre vulkanskim
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erupcijama ili prilikom Sumskih pozara (CALLENDER, 2003.; GAETKE i sur., 2014.). Koristi
se u industriji i poljoprivredi. Drobljenjem i taljenjem rude metalna prasSina dolazi u atmosferu,
dok se primjenom gnojiva, herbicida, fungicida i insekticida u poljoprivredi povecava
onecis¢enje tla (BRIFFA 1 sur., 2020.; YRUELA, 2009.). Potreban je za fotosintetske procese,
proizvodnju klorofila i sjemena, disanje, metabolizam stani¢ne stijenke, te sudjeluje u apsorpciji
drugih hranjivih tvari (PIETRINI i sur., 2019.; YRUELA, 2009.). Odgovoran je za mnoge
bioloske funkcije u tijelu, uklju¢ujuéi enzime i sintezu proteina, pa i omogucuje spajanje
kolagena i elastina, Sto je potrebno za stvaranje vezivnog tkiva (GAETKE 1 sur.., 2014.;
YAMAGUCHI 1 sur., 2018.). Bitan je za stvaranje eritrocita, pigmenta melanina u kozi i
formiranje mijelinske ovojnice koja prekriva neurone (COLLINS i sur., 2010.; GAETKE i sur.,
2014.). Ukljucen je u stvaranje enzima, povezan s redukcijom kisika u vodi u stani¢cnom disanju
1 apsorpciji Zeljeza u crijevima (GAETKE 1 sur., 2014.). Losa apsorpcija Cu ima razlicite
uzroke. Prekomjerna upotreba dodataka Zn 1 Fe dovodi do veceg izluCivanja Cu. Tijekom faza
brzog rasta tijelo brzo iskoristi zalihe Cu i bez kontinuiranog unosa moze do¢i do njegova
nedostatka (UAUY 1 sur., 1998.). Toksi¢nost zbog nakupljanja Cu neuobicajena je u ljudi i
vecine sisavaca. Tijelo moze regulirati njegovu apsorpciju i izlucivanje, ali se toksicnost ipak
moze dogoditi (GAETKE 1 sur., 2014.). Koristi se u fungicidima, algecidima kao zastitnim
sredstvima 1 za ¢iS¢enje vode pri cvjetanju algi (TAYLOR 1 sur., 2019.). Aktivnosti ¢ovjeka
utjecu na bioakumulaciju Cu u vodi, on se sedimentira i talozi u vodotocima (RAJESHKUMAR
i LI, 2018.). Toksi¢nost u ljudi i sisavaca je niska, dok su vodene bakterije, biljne i Zivotinjske
vrste iznimno osjetljive (MAHAMOUD AHMED 1 sur., 2018.). Toksi¢nost se u riba moze
oc¢itovati u morfoloskim i fizioloSkim promjenama, kra¢em zivotu te bioakumulaciji u tkivu
(AUSTIN, 1999.). Otrovane ribe namijenjene za prehranu ljudi mogu uzrokovati subletalnu

izlozenost u ljudi (RAJESHKUMAR i LI, 2018.).

2.6.3. BARLJ (Ba)

Barij je srebrni mekani zemnoalkalijski metal. U prirodi se pojavljuje u obliku minerala
barita i viterita. Benitoit je rijetki dragi kamen ¢iji je sastojak Ba. Lako oksidira na zraku, pa se
c¢uva u mineralnom ulju (HRVATSKA ENCIKLOPEDIJA, 1999.). Metal se koristi kao geter u
elektronskim cijevima za usavrSavanje vakuuma, kao deoksidans u rafiniranju bakra i1 kao
sastojak u odredenim legurama. Svi su spojevi Ba topljivi u vodi ili kiselinama 1 jaki su otrovi.

U malim je koli¢inama miSi¢éni stimulans, a u ve¢ima djeluje na Ziv€ani sustav uzrokujuci

tremor, slabost, nepravilnosti u radu srca, anksioznost, dispneju ili paralize. Upotrebljava se u
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vojnoj industriji za proizvodnju pirotehnickih sredstava, poput svjetleceg streljiva za pjesastvo
1 protuzracnu obranu (WALLACE, 2008.). Barijev sulfid upotrebljava se kao bijeli pigment za
umjetnicke boje, pri izradi fotopapira, kao punilo u industriji guma i papira te u kozmetici kao
depilator. Barijev sulfat (barit) najvaznija je barijeva sol koja dolazi u obliku bijelog pigmenta,
aupotrebljava se u grafickim 1 slikarskim bojama, punilima u industriji gume, papira, kozmetike
te u rudarstvu. Barijev karbonat otapa se u Zelu¢anoj kiselini zbog ¢ega je otrovan. Barijev oksid
sluzi kao obloga za elektrode fluorescentnih cijevi, barijev hidroksid kao baritna voda i jaka
luzina u analitickoj kemiji. Barijev peroksid koristi se pri spajanju tracnica. Barijev nitrat daje
zelenu boju vatrometima. Barijev klorid dobro je topljiva sol i vrlo otrovan. Sluzi za

impregnaciju drva i u proizvodnji stakla.

2.6.4. CINK (Zn)

Cink je prijelazni metal i prirodno se pojavljuje u okoliSu. To je metal gustoce 7,134
g/cm?. TaliSte mu je na 419,6 °C, a vreliste pri 907 °C (CALLENDER, 2003.; BRIFFA i sur.,
2020.). Klasificiran je kao esencijalni mineral jer ima bioloSke funkcije za biljke, Zivotinje i
ljude (CABOT i sur., 2019.; BRIFFA i sur., 2020.). Kod svih teskih metala nedostaci i viSak
mogu dovesti do neravnoteze u bioloskim funkcijama (BROWN i sur., 1993.; BRIFFA i sur.,
2020.). Prirodni je element koji se nalazi u Zemljinoj kori, a u atmosferu dolazi erozijom,
vulkanskim aktivnostima, isparavanjem i Sumskim pozarima (CALLENDER, 2003.; SINGH i
sur., 2011.; BRIFFA i sur., 2020.).

Antropogeno onecis¢enje Zn nastaje zbog njegova iskapanja (CALLENDER, 2003.),
primjenom guma, proizvodnjom cementa, spaljivanjem otpadaka, primjenom pesticida te
taljenjem Zeljeza i Celika (SINGH i sur., 2011.; BRIFFA 1 sur., 2020.). Cink je esencijalni
mikronutrijent u biljkama, zivotinjama i ljudima. Potreban je za razne bioloske funkcije, no
njegov visak moze uzrokovati i negativne u¢inke (BROWN 1 sur., 1993.; BROADLEY i sur.,
2007.; CABOT i sur., 2019.; BRIFFA i sur., 2020.; KAUR i GARG, 2021.). U biljkama je
nuzan za proizvodnju enzima, stabilizaciju DNA, ekspresiju gena, rast i metabolicke puteve
koji su ukljuceni u obranu biljke (BROADLEY i sur., 2007.; CABOT i sur., 2019.). Nedostaci
mogu dovesti do slabljenja stani¢ne stijenke, poremecaja enzimske aktivnosti, kloroze i nekroze
(BROWN 1 sur., 1993.). Toksi¢nost cinka u biljkama moze se oCitovati nedostatkom drugih

hranjivih tvari (KAUR i GARG, 2021.).
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Kod nekih hiperakumulacijskih biljaka obilje cinka u njima djeluje kao zastita od Stetnih
kukaca (CABOT i sur., 2019.). U ljudi je potreban za stabilizaciju enzima, za stani¢ni rast i
razvoj, stani¢nu diobu 1 aktivaciju stanice. Pomaze u regulaciji pH, funkciji Stitnjace,
mineralizaciji kostiju i zgrusavanje krvi. Potreban je kod zacjeljivanja rana i stvaranja kolagena
za kozu, kosu 1 nokte (CHASAPIS i sur., 2012.; BRIFFA 1 sur., 2020.). Upotrebljava se u
svakodnevnom zivotu u raznim industrijskim granama gdje ulazi u atmosferu, vodu i hranu. To
je esencijalni mineral i mikronutrijent koji je potreban biljkama, Zivotinjama i ljudima za

homeostazu.

2.6.5. KADMLJ (Cd)

Kadmij je neesencijalni teski metal bijele boje koji se nalazi uz Zn i Pb kao ruda u
Zemljinoj kori. Oslobada se iz Zemljine kore pomocu vulkanskih erupcija, Sumskih pozara i
klizista (CALLENDER, 2003.; GUO i sur., 2019.). Izvor Cd je tlo, rudnici, izgaranje fosilnih
goriva te gnojiva. Budu¢i da je topljiv u vodi, ona mu sluzi kao medij za Sirenje. Moze do¢i i
do oneciS¢enja atmosfere prasinom oboga¢enom cesticama metala koji se Siri pomocu vjetra.
Upotrebljava se u proizvodnji televizijskih ekrana, galvanizaciji, proizvodnji Celika i zeljeza,
lasera te baterija (CALLENDER, 2003.; BERNHOFT, 2013.). Biljkama i zivotinjama nije
esencijalni element i smatra se toksi¢nim (GUO 1 sur., 2019.; GENCHI 1 sur., 2020.). Iz
industrije Cd moze dospjeti u rijeke, jezera, oceane i tlo te tako pocinje proces akumuliranja u
sva tkiva biljke (BRIFFA i sur., 2020.). Unos je odreden koli¢inom Cd soli u tlu, pH, svojstvima
tla, atmosferskom talozenju i nedostatkom biljnih minerala (SMOLDERS, 2001.).

Kod nekih biljaka toksi¢nost moze dovesti do uvijanja liS¢a, kloroze, nekroze,
zaostajanja u rastu, dok druge mogu podnijeti mnogo vece doze bez pokazivanja znakova
otrovanja (BERNAVIDES i sur., 2005.). Otrovanje u ljudi i Zivotinja dolazi zbog konzumiranja
1 udisanja zagadenih biljaka te putem vode (HUSEEN i MOHAMMED, 2019.; HAZRAT i sur.,
2019.; BRIFFA 1 sur., 2020.). Jedan od glavnih izvora Cd jesu cigarete, a u tragovima se moze
na¢i u zelenom povréu, zitaricama i krumpiru. Visoke koncentracije sadrzavaju Skoljkasi,
iznutrice zivotinja, ulje sjemenskih usjeva i biljna hrana iz zagadenih podruc¢ja (GENCHI i sur.,
2020.). Riza je namirnica u kojoj ima najvisSe kadmija. Prisutnost kadmija u organizmu uzrokuje
simptome kao §to su jaka bol u kostima i zglobovima, dekalcifikacija kostura, ¢e$¢i prijelomi

kostiju, iskrivljenje dugih kostiju i osteoporoza (GENCHI i sur., 2020.).
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Nema propisane zakonske legislative za Cd u medu, ali su za neke vrste hrane propisane
maksimalno dopustene koncentracije (COMMISSION REGULATION, 2014.). Najniza razina
tolerancije propisana je za zamjensku hranu u dojencadi proizvedene od kravljeg mlijeka (0,005

mg/kg), a najveca za dodatke prehrani nacinjene od morskih algi (3 mg/kg).

2.6.6. KOBALT (Co)

Kobalt biljke apsorbiraju korijenom, ali 1 preko listova i stabljike (KABATA-
PENDIAS, 2000.). Neke biljke mogu akumulirati vece koncentracije u liS¢u (CONNOR 1 sur.,
1975.) dok kod nekih ¢ak i male doze izazivaju toksi¢ne ucinke. Prvi znakovi toksi¢nog
djelovanja jesu bijeli i nezivi vrhovi li§¢a, zatim slabiji rast, nekroza, kloroza ili ¢ak propadanje
biljke (VANSELOW, 1966.). lako je poznato da je Co esencijalan za pojedine funkcije
mikroroorganizama, on takoder inhibira iskoriStavanje magnezija. Esencijalni je element za
zivotinje i ljude jer je dio vitamina Bi>. Prilikom udisanja dolazi do poremecenih di$nih funkcija
(KYONO 1 sur., 1992.). Konzumiranje vecih koli¢ina moze dovesti do poremecaja u kardio-
vaskularnom sustavu, kao i do oStecenja jetre, alergijskih reakcija, a akutno trovanje moze
uzrokovati paralizu ziv€anog sustava. Pri kroni¢nom otrovanju dolazi do zaostajanja u rastu i

nedostataka vezanih za tireoidnu zlijezdu (DRASZAWKA-BOLZAN, 2014.).

2.6.7. KROM (Cr)

U prirodi se pojavljuje u dva stabilna oblika, trovalentni krom (III) i Sesterovalentni
krom (VI) (OLIVEIRA, 2012.). Elementarni se krom ne pojavljuje prirodno. Gustoc¢a od 7,14
g/cm? svrstava ga na 24. mjesto periodnog sustava (ERTANI 1 sur., 2017.). Cr (VI)
najpokretljiviji i najotrovniji je za mikroorganizme, biljke i zivotinje. Cr (III) nije tako pokretan
ili toksican. Mikronutrijent je za sisavce u mikrodozama, ali u ve¢im koncentracijama moze
postati toksican (ERTANI 1 sur.,2017.; SHANKER 1 sur., 2005.). Cr (III) moze katkad oksidirati
u Cr (VI) 1 Cr (VI) se moze reducirati u Cr (III) s redoks-reakcijom (BANDARA 1 sur., 2020.;
STAMBULSKA isur., 2018.). U prirodi se Cr pojavljuje kao Cr (III) u obliku kromita FeCr2Os4,
dok Cr (VI) nastaje kao posljedica antropogenih aktivnosti (TUMOLO i sur., 2020.). Najveca
se toksic¢nost pripisuje njegovom obliku Cr (VI) (TCHOUNWOU i sur., 2012.).

Kod biljaka se Cr najvise akumulira u korijenu, zatim u liS¢u i izdancima, a najmanje u
plodu (KABATA-PENDIAS, 2000.). UtjeCe na smanjenje koncentracija gotovo svih glavnih
nutrijenata, K, P, Fe i Mg u biljaka. Cr (VI) se upotrebljava u industriji, stoga dolazi do njegova
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znatnog povecanja u okoliSu (ERTANI i sur., 2017.; SHANKER i sur., 2005.; TUMOLO i sur.,
2020.). Onecisc¢enje vode 1 tla mozZe nastati nepravilnim skladiStenjem krutog i tekuceg otpada
ili je puSten u zemlju kroz otpadnu vodu iz industrijskih postrojenja (OLIVEIRA, 2012.;
TUMOLO i sur., 2020.). Prirodni atmosferski Cr (IIT) moze se pojaviti talozenjem iz vulkanskih
erupcija (SHARMA 1 sur., 2020.). Toksi¢nost ovisi o vrsti, dozi, trajanju izloZenosti 1 mjestu
ulaska u tijelo. Maksimalni dnevni unos po dobi ne bi smio prelaziti u dojencadi do prve godine
33 do 45 mg/dan, u djece do 11 godina 123 do 171 mg/dan, a u odraslih 246 do 343 mg/dan
(SHEKHAWAT i sur., 2015.). Inhalacije Cr (VI) u manjim dozama uzrokuju iritacije sluznice,
perforacije septuma, smanjenje aktivnosti pluca 1 infekcije.

Visoke doze uzrokuju DNA ostecenja, karcinom ili smrt (SHEKHAWAT i sur., 2015;
TUMOLO i sur., 2020.). Cr (VI) i Cr (IIT) uzrokuju iritaciju koze, svrbez i dermatitis (HAZRAT
1 sur., 2019.). Unos kroma, nakupljanje, utjecaj i tolerancija variraju ovisno o biljci, mediju 1
pH u kojemu rastu, te interakcijama mikroorganizma i biljke. Neke biljke imaju aktivni
mehanizam kako bi se zastitile (CERVANTES i sur., 2001.; OLIVEIRA, 2012.). Rhizobium
spp. bakterije u mahunarkama akumuliraju teSke metale, ukljuc¢ujuéi Cr iz tla i vode, te pomazu
u detoksikaciji biljke (STAMBULSKA 1 sur., 2018.). Cr je teski metal koji je nuzan
mikronutrijent za metabolicke procese sisavaca, ali moze uzrokovati toksicnost za okolis,
biljke, zivotinje i ljude. Industrijalizacija utje¢e na povecanje koli¢ine u atmosferi, vodi, tlu i
dovodi do bioakumulacije u biljkama, Zivotinjama i ljudima uzrokujuci potencijalnu prijetnju

za sigurnost hrane, toksi¢nost, bolesti 1 smrt.

2.6.8. MANGAN (Mn)

Mangan je esencijalni element koji je nuzan za rast biljaka 1 pripada u mikronutrijente.
Kod biljaka se moZze pojaviti deficit Mn, koji se vidi na nize rasporedenim listovima na biljci.
U ve¢im je koncentracijama toksi¢an. Toksi¢nost Mn jedan je od glavnih razloga smanjenog
prinosa kod biljaka koje rastu na kiselim zemljiStima. OStecenja se pojavljuju u starijim
listovima (HORST, 1988.). Visak Mn moze utjecati na noduse azotofiksiraju¢ih bakterija u
korijenu biljaka 1 samim tim i na fiksaciju azota (KABATA PENDIAS, 2000.). Deficit se
pojavljuje u mnogih zivotinjskih vrsta, ali ne i u covjeka. Znakovi deficita su smanjen rast,
abnormalnosti kostura, poremec¢ena funkcija razmnozavanja i poremecaji u metabolizmu lipida
i ugljikohidrata. Smatra se jednim od najmanje toksi¢nih mikroelemenata nakon oralnog unosa

(WHO, 1996.). Najces¢i je izvor otrovanja udisanje para bogatih manganom koje u zivotinja i
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problemi koji se pojavljuju prilikom otrovanja manganom promjene u ponasanju, metabolizmu
i mozdanim funkcijama (MORENO i sur., 2009.; BRNA i sur., 2011.; WASSERMAN i sur.,
2011.).

2.6.9. MOLIBDEN (Mo)

Molibden je srebrnobijeli vrlo tvrdi metal. Pokazuje veliku ¢vrstocu i elasticnost na
visokim temperaturama te dobru toplinsku i elektriénu vodljivost. Kao mikroelement u zivim
organizmima ima vazne bioloske funkcije. Neravnoteza u odnosu s bakrom uzrokuje
reproduktivne probleme. Osim u metalurgiji za legiranje Celika, upotrebljava se u proizvodnji
zarulja, za izradu nosaCa Zzarnih niti te kao nosa¢ poluvodickih elemenata (HRVATSKA
ENCIKLOPEDIJA, 2021.a). Odgovoran je za vezivanje duSika iz zraka putem simbioze s
bakterijama Rhizobium spp. kod leguminoza (soja, graSak, lucerna). Smatra se vaznim u ishrani
biljaka (oaim Fe, Mn, Zn, Cu). Ulazi u sastav kloroplasta pa je vazan u fotosintezi. Regulira
transport Fe kroz biljku, a pri nedostatku listovi biljaka poprimaju smotani oblik s izbo¢enim

rubovima.

2.6.10. NIKAL (Ni)

Nikal je funkcionalni element za djelovanje enzima ureaze koji se moze naci u biljkama,
zivotinjama i ljudima, pa se smatra esencijalnim elementom (HANSCH i MENDEL, 2009.).
Nedostatak moze dovesti do usporenog rasta 1 hematopoeze. Pri ve¢im koncentracijama moze
biti toksi¢an za biljke uzrokujuc¢i kloroze i1 nekroze, poremecaje u funkcioniranju stanicne
membrane i poremecaje u balansu vode (GONNELLI i sur.,. 2001.; RAHMAN i sur., 2005.).
Moze dovesti i do ometanja normalne apsorpcije nutrijenata, do smetnji u razvoju korijena i
metabolizmu biljke (KABATA-PENDIAS, 2000.). Vec¢ina se toksi¢nosti u ljudi i Zivotinja
ocituje poremecajima fizioloSke uloge Mg, Zn, Ca i Mn. Moze zamjeniti Zn na mjestu vezivanja
odredenih enzima i na taj nacin imati inhibicijski ili aktivacijski ucinak. Visak uvjetuje

nedostatak Zeljeza jer spre¢ava njegovu translokaciju (ALCON i sur., 1991.).
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2.6.11. OLOVO (Pb)

Ovo je teski metal za biljke, zivotinje i ljude, koji moze dovesti do toksi¢nosti u vrlo
malim dozama (VORVOLAKOS i sur., 2016.; BRIFFA 1 sur., 2020.). Nalazi se u Zemljinoj
kori 1 moZe u¢i u atmosferu putem erozije, vulkanske erupcije, klizista i Sumskih pozara. Glavni
su uzrok onecis¢enja okolisa antropoloski izvori Pb (rudarstvo, izgaranje ugljena i nafte, ispusni
plinovi vozila, spaljivanje otpada) (CALLENDER, 2003.; GAD i PHAM, 2014.; BRIFFA i sur.,
2020.). Pb je sive boje, rastezljiv i mekan metal. Upotrebljava se u baterijama, bojama, cijevima,
streljivu, insekticidima, u glazurama za keramiku krovista te za opremu u teretanama (BRIFFA
i sur., 2020.).

Neesencijalni je toksicni element za biljke bez bioloske funkcije. Unos u biljke
kontroliran je vrijednos¢u pH, veli¢inom Cestica, kapacitetom izmjene kationa tla, izlucivanjem
iz korijena te drugim fizikalnim i kemijskim parametrima. Tolerancija se razlikuje od vrste do
vrste (FAHR 1 sur., 2013.; HADI 1 AZIZ, 2015.; POURRUT i sur., 2011.). Olovo ulazi u biljku
kroz polupropusne Ca’+ kanale u korijenu (POURRUT i sur., 2011.). Neke su biljke razvile
mehanizam sprecavanja unosa Pb sintezom i taloZenjem kaloze, biljnog saharida koji sluzi kao
zapreka za sprecavanje prodora teskih metala (FAHR 1 sur., 2013.).

Olovo kod biljaka uzrokuje pojavu crnog korijenja, Sto smanjuje upijanje hranjivih tvari,
fotosintezu 1 klorozu. Pritom inhibira rast biljke 1 dovodi do nekroze stabljike i listova (HADI
1AZIZ, 2015.).

Razina apsorpcije toksi¢nih koncentracija razlikuje se u ljudi i zivotinja. Djeca, trudnice
1 ljudi s nedostatkom Ca, Zn, Fe skloni su resorbirati vise Pb. Uobicajeni su simptomi otrovanja
olovom encefalopatija, vrtoglavica, teturanje, poremecaj koncentracije, gubitak pamcenja,
depresija, nejasan govor i anemija (WANI i sur., 2016.).

Pb se ne moze izluciti iz organizma, ve¢ se kumulira. Otrovanje se lijeci tvarima koje
stvaraju stabilne kompleksne spojeve i1 za sebe ¢vrsto vezu Pb, pa se lako izlu¢uju mokracom
(kalcijev etilendiamintetracetat, CaNa;EDTA / etilendiamintetraoctena kiselina). Najvecu
primjenu ima u proizvodnji akumulatora, u izradi puscanih zrna i drugog streljiva. Rijeke, jezera
1 potoci mogu biti oneciS¢eni erozijama ruda, vjetrom noSenom praSinom te industrijskim
procesima i izlijevanjem (BRIFFA i sur., 2020). Voda onecis¢ena olovom ulazi u ribe, Zivotinje

1 biljka te putem hranidbenog lanca u ljude (ISHAQUE i sur., 2020.).
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2.6.12. SELENILJ (Se)

Selenij je esencijalni metal koji u prirodi rijetko dolazi u elementarnom obliku. U
visokim je koncentracijama otrovan. Bitan je sastojak glutation-peroksidaze i tireodoksina
reduktaze, koji odrzavaju redoks homeostazu i reguliraju stani¢nu signalizaciju, te jodotironim-
deiodinaze koja regulira aktivnost hormona Stitne Zlijezde. Danas mu je glavni izvor anodni
mulj koji nastaje pri elektrolitickom dobivanju bakra. Upotrebljava se u izradi fotoosjetljivih
slojeva za fotokopiranje, u industriji guma, proizvodnji katalizatora te pri bojenju stakla.
Otrovanje nastaje unosom bilja koje kumulira selenij iz tla te zbog pogresaka uzrokovanih
nepaznjom veterinara ili stocara prilikom njegova dodavanja u hranu za zivotinje. Najvec¢i udio
distribuiranog Se nalazi se u jetri, no najveéa je ukupna koli¢ina pohranjena u misié¢ju (PUSIC
i sur., 2018.). U prirodi se nalazi u organskom i anorganskom obliku. Anorganski oblik
pronalazimo u raznim mineralima, poput selenida, selenita i selenata. Najces$¢i su izvor
otrovanja Skriljevci (npr. kredni), izgaranje fosilnih goriva i ugljen (KABATA-PENDIAS,
2000.).

2.6.13. SREBRO (Ag)

Elementarno je srebro bijeli, sjajni, lako obradiv metal (FILIPOVIC i LIPANOVIC,
1995.). Ima ga 20 puta viSe nego zlata i platine. Nalazi se u Zemljinoj kori u koncentraciji od
70 mg/t. Danas se oko 80 % Ag dobiva pri eksploataciji 1 metalurSkoj preradi olova, cinkovih
1 bakrenih ruda, a ostatak iz samorodnog Ag i njegovih ruda te iz sekundarnih sirovina. Sirovo
se srebro uvijek rafinira elektrolitskim postupkom do ¢isto¢e od 99,99 %. U prirodi se pojavljuje
kao kompaktna masa u obliku grumenja i granula u hidrotermalnim Zilama te kao kristal i u
obliku spojeva (selenati, sulfidi, halogenidi, telurati). U prirodi, osim u elementarnom obliku,
dolazi sa zlatom, olovom i bakrom (FILIPOVIC i LIPANOVIC, 1995.). Najvise se upotrebljava
u obliku slitina, od kojih su najvaznije one s Cu, Zn, Ni. Najveca se koli¢ina proizvedenog Ag
(1/3 svjetske proizvodnje) upotrebljava za kovanice (slitina s 5 do 50 % bakra), u proizvodnji
nakita (slitina do 20 % bakra) te pribora za jelo (OPCA ENCIKLOPEDIJA, 1977.). Metal Ag,
odnosno ioni Ag' imaju antibakterijsko djelovanje pa se upotrebljavaju u izradi posuda,
spremnika 1 cijevi u kemijskoj, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (POLITANO 1 sur.,

2013.).
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UnoSenje znatnih koncentracija Ag" uzrokuje pad imunosti u Zivotinja, promjene u
krvozilnom sustavu i Ziv€anom tkivu te oSte¢enje jetre, bubrega i Stitnjace. DugogodiSnjim
radom s Ag i1 njegovim solima pojavljuje se bolest argirija. Ag se talozi u tkivima, stijenkama
kapilara, bubrezima, koStanoj srzi 1 slezeni. Kozi daje sivozelenu ili plavic¢astu boju. Pokazuje
baktericidnu aktivnost prema gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterijama (IP 1 sur., 2006.;
FRANCI i1 sur, 2015.). Osim antimikrobne pokazuje 1 antitumorsku aktivnost
(KALINOWSKA-LIS i sur., 2016.).

2.6.14. VANADILJ (V)

Vanadjij je bioloski vazan kao mikroelement nuzan za zZivot. Sive ili srebrnobijele je boje
1 na zraku stabilan, dok je na visSim temperaturama podlozan oksidaciji. U prirodi se pojavljuje
u rijetkim mineralima (vanadinit), ali prati druge metale (Zeljezo, olovo, krom, cink) u njithovim
rudama (HRVATSKA ENCIKOLOPEDIJA, 2021.). Unosi se u organizam hranom poput
perSina, Spinata, gljiva ili Skoljkasa. Glavni je izvor toksi¢nog ucinka izloZenost velikim
koli¢inama vanadijevih oksida u zraku oko industrijskih pogona koji proizvode, obraduju i
preraduju vanadij. Nakon $to ude u organizam inhalacijom ili hranom, dolazi do oStecenja
diSnog, Zelucano-crijevnog i krvozilnog sustava (CSEH 1 sur., 2012.; VENKATARMAN 1
SUDHA, 2015.).

2.6.15. ZELJEZO (Fe)

Zeljezo je esencijalni element koji je nuZan za proizvodnju klorofila kod biljaka
(HANSCH i MENDEL, 2009.), dok se kod Zivotinja moZe naéi u hemoglobinu, mioglobinu,
citokromima, enzimima koji sadrzavaju Zeljezo, kao i u proteinima za skladistenje Zeljeza
feritinu 1 hemosiderinu. Kod biljaka deficit izaziva klorozu mladih listova, dok u ljudi dovodi
do anemije (LUCENA, 2000.). Iako je esencijalni element, za Zive organizme moze biti
toksiCan u ve¢im koncentracijama. Kod biljaka je toksi¢nost Zeljeza uglavnom posljedica
slobodnih radikala koji nepovratno narusavaju stani¢nu strukturu i o$te¢uju membrane, DNK i
proteine (DE DORLODOT 1 sur., 2005.). Toksi¢nost Fe smanjuje fotosintezu i prinos te
povecava oksidacijski stres (SINHA 1 sur., 1997.). Akutno trovanje Zeljezom moze dovesti do

konstipacije, mucnine, povracanja i padanja u nesvijest (AGGETT, 2012.). Dode 1i ipak do

36



otrovanja, moze prouzroc€iti neurodegenerativne, hormonske i imunosne poremecaje (CHANG

i RANGAN, 2011.).

2.6.16. ZIVA (Hg)

Ovo je sjajni, srebrnobijeli metal. LoSe provodi toplinu i elektri¢nu struju. Stabilan je na
zraku, a na sobnoj je temperaturi tekuéina. Zivine su pare otrovne. U prirodi se moZe naéi u
obliku sitnih kapljica u kamenju i stijenama. Mala se koli¢ina nalazi u sastavu granita, bazalta,
pijeska 1 sastavu mora. Najvece se koli¢ine nalaze u spojevima poput minerala cinabarita i
levingstonita. Trenutacno je ispustene zive u atmosferi do 500 % iznad prirodne koli¢ine, a u
oceanima oko 200 % (EEA, 2018.).

Sagorijevanje krutih goriva, poput ugljena, treseta, drva u industriji i ku¢anstvima, jedan
je od najvecih izvora oneciS¢enja u svijetu. Najvazniji je put izlozenosti u ljudi konzumacija
morskih plodova. Glavni je problem utjecaj na nerodenu i malu djecu. Procjenjuje se da se samo
u Europi svake godine rada 1,8 milijuna djece s ve¢om koli¢inom Hg od preporucene
sigurnosne granice (EEA, 2018.). Trovanje zivom uzrokuje oStecenje srediSnjeg ziv€anog
sustava, sljepocu, cerebralnu paralizu te usporen mentalni razvoj (PLEADIN 1 sur., 2017.).
Prema Europskoj legislativi najveéa je dopustena koncentracija Hg u vosku 1 mg/kg (FAOLEX,
2006.).
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Vosak se u intenzivnom pcelarstvu kontinuirano reciklira preradom starijeg tamnog saca
iz kosnica u satne osnove. Satne osnove ¢ine zajedni¢ku osnovu izgradenom sacu i nuzan su
materijal pri uspostavljanju proizvodnih pcelinjih zajednica i njihovu prosirivanju. Takoder,
potrebne su pri api-biotehnoloskim postupcima pripreme pcelinjih zajednica za glavne
medonosne pase ili u primjeni biolosko-tehnoloskih nac¢ina kontroliranja ektoparazitskih bolesti
poput varooze.

S obzirom na specifi¢an nacin zivota, raspored i redoslijed obavljanja zadataka radilica
(kuénih pcela 1 skupljacica), sac¢e je vazan bioindikator koji moze posluziti za prikupljanje
podataka o stupnju oneciS¢enja okolisa toksi¢nim elementima. Uobicajeni postupci prilikom
prerade voska u satnu osnovu nisu dovoljni za potpuno, pa vjerojatno ni zadovoljavajuée
procis¢ivanje od raznih ksenobiotika podrijetlom iz okolisa ili unesenih prilikom obavljanja
rutinskih pcelarskih poslova i kontroliranja bolesti.

Pretpostavka je da primjenom tehnologije lijevanja voska s produljenom fazom hladenja
1 taloZenja postoji moguénost uklanjanja znatne koli¢ine toksi¢nih teSkih metala iz sirovog
voska, kao 1 koncentriranja esencijalnih elemenata koji se trose tijekom razvoja pcelinjeg legla
u sacu. Stoga je primarni cilj ovoga rada bio utvrditi kretanje koncentracija 16 esencijalnih i
toksi¢nih elemenata (Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Vi Zn) u
uzorcima voska tijekom prerade u satnu osnovu, primjenom tehnike ICP-MS kao viSeelementne
analize koja u jednom ciklusu pretrazivanja omogucuje istodobnu analizu viSe elemenata.

Ocekivani znanstveni doprinos dobiven ovim istrazivanjem jest bolji uvid u
ucinkovitost prerade voska primjenom tehnologije lijevanja voska s produljenom fazom
hladenja 1 talozenja. Poseban je naglasak stavljen na znatnije uklanjanje toksi¢nih metala iz
sirovog voska, kao i moguce koncentriranje esencijalnih elemenata. S obzirom na nedostatak
dostupne literature o opisanoj problematici, dobiveni rezultati mogli bi imati vazno znacenje u
prakticnom pcelarstvu, posebice intenzivnoj proizvodnji voska. Takoder, primjenom tih
rezultata moglo bi se utjecati na smanjenje pojavnosti bolesti pcelinjeg legla, lakse odrzavanje
vitalnosti pcelinjih zajednica, ali i sigurniju proizvodnju kvalitetnih pcelinjih proizvoda koji su

1 hrana za Covjeka.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. PRIKUPLJANJE UZORAKA VOSKA

Uzorci voska prikupljeni su u radionici za preradu voska u satne osnove. Uzimani su
uzorci otopljenog voska tijekom postupka njegove prerade u satnu osnovu metodom
produljenog hladenja i taloZzenja. Nepreradeni vosak prikupljen je u obliku blokova voska
poznatog podrijetla s pcelinjaka koji su smjesteni u kontinentalnom djelu Republike Hrvatske,
a na kojima je tamno sace izvadeno iz kosnica tijekom redovitog godiSnjeg remonta saca 1
pretopljeno u sirovi vosak. Za istrazivanje su koriSteni uzorci otopljenog, homogeniziranog i

sedimentiranog voska tijekom njegove prerade u satne osnove (n = 48) (slika 13).

el - as = L e
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Slika 13. Prikupljeni uzorci voska.

Postupak prerade voska odvijao se u ¢elicnom spremniku dvostrukih stijenki u kojemu
cirkulira zagrijana voda, a volumena je 200 litara. Nakon pretapanja blokova voska cjelokupna
je masa tekuceg voska homogenizirana i sterilizirana. Sterilizacija voska iznimno je vazan dio
dobrih pcelarskih, veterinarskih i okoliSnih praksi, pa je otopljeni vosak zagrijavan do
temperature 125 °C. Navedena je temperatura potrebna zbog sigurnog unisStavanja moguce
prisutnih uzro¢nika opasnih zaraznih bolesti, kao i1 uzro¢nika uvjetovanih bolesti pcelinje
zajednice. Posebice je vazno stvoriti uvjete sterilizacije koji ¢e unistiti spore bakterije P. larvae
koja uzrokuje americku gnjilou medonosne pcele. Faza sterilizacije je s istodobno
nastavljenom fazom homogenizacije trajala 40 minuta, a nakon toga je rad homogenizatora
zaustavljen te je temperatura spremnika automatski prebacena na 75 °C. Pod ucinkovitom se
sterilizacijom podrazumijeva osiguravanje pritiska od minimalno 1400 hPa te postupak prerade

bez dodavanja vode.
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Prvi set uzoraka tekuceg voska uzet je 24 sata (I) nakon pocetka faze talozenja s tri
razine izravno iz spremnika. Uzorci su uzimani grabilicom s dugim dr§kom ili ispustani iz
donjih dijelova spremnika. Naime, na spremniku se nalaze po dva otvora (slavine) izmedu kojih
postoji 7 % visinske razlike, a iz kojih su prikupljeni uzorci iz slojeva 3 1 4, dok su uzorci iz
slojeva 1 1 2 prikupljeni grabilicom prije izlijevanja na valjak kroz koji izlaze gotove satne
osnove. Vosak je uzet s povrSinskog sloja (R1a), iz srednjeg sloja otopljenog voska (R2a) te s
dna (R3a) spremnika (slika 14). Postupak uzorkovanja proveden je prema protokolu koji su
detaljno opisali TLAK GAJGER i sur. (2016.a). Nakon obavljenog prvog uzorkovanja u
potpunosti je iz spremnika ispusten tamni talog oneciS¢enog voska (R4) koji je neskodljivo
uklonjen iz prerade. Zatim je pomocu pumpe preostali svijetli vosak pretocen u Cisti ¢elicni
spremnik i ostavljen na ponovnom talozenju i sporom hladenju. Sljedece je uzorkovanje
provedeno sedam dana (II) nakon pocetka ponovljene faze talozenja voska koji je odrzavan na
temperaturi 75 °C. Prilikom uzimanja drugog seta uzoraka ponovljeno je uzorkovanje s
povrsinske razine (R1b), dva iz srednjeg sloja otopljenog voska (R2b; R3b), te s dna spremnika

talog (R4Db).

Rl

A J

5.0.

=l

- VIR
T (SRS, i

h U u
R4 — oneéidcem tamni ostatak voska

uklonjen nakon prvog uzorkovanja

Slika 14. Prikaz uzorkovanja otopljenog voska iz povrSinskog i srednjeg sloja (R1, R2) te dna
spremnika (R3, R4) tijekom prerade voska u satne osnove metodom produljenog hladenja 1

talozenja.

Svaki je pojedinacni uzorak otopljenog voska stavljen u Cistu plasti¢nu posudicu
zapremine 100 mL, zatvoren, oznacen i1 dostavljen u laboratorij gdje je do pocetka analiziranja

bio pohranjen na temperaturi 4 do 8 °C.
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4.2. PRIPREMA UZORAKA VOSKA ZA LABORATORIJSKO ANALIZIRANJE

U laboratorijskim je uvjetima pripremljeno i analizirano 48 uzoraka voska uzetih u dva
navrata (nakon 24 sata i nakon sedam dana) tijekom prerade saca u satnu osnovu. Uzorci su
kvalitativno i kvantitativno pretrazeni na 16 esencijalnih i toksi¢nih elemenata (Ag, As, Ba, Cd,

Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V i Zn).

Odredivanje vecine pretrazivanih elemenata zahtijeva pripremu uzoraka prije obrade u
ICP-MS uredaju. Priprema je zapoceta vaganjem na analitickoj vagi s moguénos¢u ocitanja
vrijednosti od 0,01 g (Vaga Ohaus, Pioneer, Ohaus Corp. Pine Brook, NY, USA) i odvajanjem
potrebnih 0,5 grama pojedinog uzorka voska. Zatim je u pojedinacnu epruvetu s uzorkom
dodano po 1 mL deionizirane vode (Buchs, Switzerland) i 2,5 mL ultraciste nitratne kiseline
(65 % p. a.) (Darmstadt, Germany). Tako pripremljeni uzorak postavljen je u nosace mikrovalne
pecnice (UltraWAVE ECR MW, Milestone Srl, Italija) u kojoj je 15 teflonskih posudica u
kojima se zbila mikrovalna razgradnja uzoraka voska prema zadanom programu (slika 15,
tablica 2). Pritom svaka serija (set od 15 uzoraka) spaljivanja sadrzava slijepu probu reagensa,
negativnu kontrolu (vosak), negativnu kontrolu voska obogac¢enu na koncentracije analita od
interesa — 1, negativnu kontrolu voska obogac¢enu na koncentacije analita od interesa — 2 te
ispitivane uzorke voska. Za slijepu probu umjesto uzorka u jednu posudu dodano je 1 mL

deionizirane vode i 2,5 mL nitratne kiseline (65 % p. a.)

Tablica 2. Program razgradnje uzoraka voska u mikrovalnoj pe¢nici.

Faza T (min) MW(W) T1 (°C) T2 (°C) P1 (bar)
1. 20 1500 220 1 110
2. 10 1500 220 1 110

Legenda: T — vrijeme, MW — snaga mikrovalova, T1 — temperatura 1, T2 — temperatura 2, P1

— tlak

Nakon razgradnje i hladenja uzoraka voska u mikrovalnoj pe¢nici njihov sadrzaj iz posude
kvantitativno je prenesen u odmjerne tikvice zapremine 50 mL uz ispiranje sadrzaja ultracistom
vodom kako bi gubici analita bili §to manji. Potrebno je naglasiti da se nakon mikrovalne
razgradnje uzoraka teflonske posudice &iste kako bi se izbjeglo oneciséenje. Ciséenje se provodi

tako da se u upotrebljavane teflonske posudice stavi 5 mL nitratne kiseline i 2 mL ultraciste
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vode te se pokrene mikrovalni program za ¢iS¢enje (engl. cleaning). Program je prikazan

u tablici 3.

Slika 15. Ultra WAVE ECR mikrovalna peénica.

Tablica 3. Program c¢iS¢enja teflonskih posudica nakon pripreme uzoraka voska u

mikrovalnoj peénici.

Faza T (min) MW (W) T1(°C)  T2(°C) P1 (bar)
1 00:15:00 1500 200 60 60
2 00:05:00 1500 200 60 60

Legenda: T — vrijeme, MW — snaga mikrovalova, T1 — temperatura 1, T2 — temperatura 2, P1

—tlak

Za odredivanje koncentracije Hg izravnim spaljivanjem na zivinu analizatoru nije potrebna
prethodna priprema uzorka. Homogenizirani uzorci vazu se (0,1 g) u ladice i stavljaju na
odgovaraju¢a mjesta u autosampler (automatski uredaj za uzorkovanje) instrumenta (AS)

nakon ¢ega slijedi njihova obrada u uredaju.
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4.3. PRIMJENA INDUKTIVNO SPREGNUTE PLAZME S
SPEKTROMETRIJOM ZA ODREDIVANJE ELEMENATA U VOSKU

MASENOM

Odredivanje koncentracija elemenata u uzorcima voska provedeno je primjenom
tehnike induktivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom (AU680 Chemistry Analyzer
In-Lab Training Manual) (NELMS, 2005.) koja omogucuje istodobnu analizu vise elemenata.

Definicije pojmova (izraza) koriStenih u laboratorijskom protokolu pretrazivanja prikazane su

u tablici 4.

Tablica 4. Prikaz definicija pojmova i /ili izraza koristenih u laboratorijskom protokolu

za tehniku induktivno spregnute plazme s masenom spektrometrijom.

Redni broj

Pojam/izraz

Definicija

1.

Kalibracijska slijepa proba ili
kalibracijski blank

Otopina bez standarda koja sadrzava sve reagense u
istoj koncentraciji koji se koriste u analitickom
postupku pripreme.

Slijepa proba ne podlijeze postupku pripreme.

2. Bazdarni ili kalibracijski Niz standardnih otopina poznate koncentracije koje
standard se koriste za kalibraciju instrumenta.

Otopine ne podlijezu postupku pripreme, ali
sadrzavaju istu koli¢inu reagensa koja se koristi pri
pripremi uzoraka za analizu.

3. Pocetna kalibracijska potvrda  Otopina pripravljena iz mati¢ne (stock) standardne
ili inicijalna kalibracijska otopine razli¢itog dobavljaca od onog koji se koristi
verifikacija za pripremu standarda kalibracije.

(ICV) Koristi se za provjeru vjerodostojnosti kalibracijskih
koncentracija.

4, Kontinuirana kalibracijska Standardna kalibracijska otopina koja se koristi za

potvrda ili kontinuirana
kalibracijska verifikacija

(CCV)

provjeru stabilnosti kalibracije s vremenom analize.
To je izvorni kalibracijski standard ¢ija se
koncentracija nalazi na sredini kalibracijske krivulje i

analizira se svakih 20 mjerenja ili vise.
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Princip tehnike induktivno spregnute plazme predstavlja struja visoko ioniziranog
argona (99,999 %, White Martins, Rio de Janeiro, Brazil) koji prolazi kroz magnetno polje
zavojnice. Pritom visokofrekventno magnetno polje ionizira argon, koji je inertni plin i formira
se plazma. Plazma razvija temperature od 8000 do 10000 kelvina (K), $to joj omogucuje
utvrdivanje oko 75 elemenata iz periodnog sustava. Ova toplinska energija atomizira 1 ionizira
pojedini uzorak voska. Nastali ioni zajedno se s argonom prenose iz podrucja s atmosferskim
tlakom (oko 760 Torr) u sucelje masenog spektrometra koji radi pri mnogo nizem tlaku (oko
10~ Torr). Pomoéu niza ionskih leéa ioni se fokusiraju u analizator masa, gdje se primjenom
elektricnog polja razdvajaju na temelju njihova omjera mase i naboja. loni koji izlaze iz
analizatora masa detektiraju se multiplikatorom elektrona koji pretvara mjerljivi signal u maseni
spektar. Ova tehnika omogucuje odredivanje pojedinacnih izotopa elemenata. Plinove koje ICP
koristi su argon, helijj i vodik. Argon sluZi za formiranje plazme i ¢iS¢enje sustava od necistoca
prilikom pokretanja uredaja dok helij sluzi za uklanjanje interferencija.

Za pravilan rad i analiziranje provedenih pretrazivanja potrebno je pridrzavati se

odredenih mjera predostroznosti:

otopine standarda potrebno je pohranjivati u hladnjaku pri temperaturama 2 °C do 8

°C 1do isteka roka trajanja, odnosno u skladu s preporukom certifikata proizvodaca

- prilikom pripreme uzoraka voska treba koristiti koncentrirane kiseline (npr. HNO3)
1 sprijeciti doticaj reagensa s koZzom

- nikada ne treba koristiti kemikalije kojima je proSao rok trajanja jer to moze
rezultirati slabom osjetljivoscu primijenjene metode

- s obzirom na to da se koriste kemijski opasne tvari, uvijek je potrebno raditi u
digestoru 1 sa zastitnim rukavicama

- pridrzavati se propisa prikupljanja i neskodljivog uklanjanja otrovnih i Stetnih tvari

- sve laboratorijsko posude treba biti zadovoljavajuce Cisto¢e za analiziranje
elemenata u tragovima

- preporuceni postupak ¢iS¢enja laboratorijskog posuda ukljucuje ispiranje vodom,

natapanje u 10 % HNO; 1 ispiranje ultracistom vodom

- staklo se ne smije koristiti zbog moguceg onecis¢enja uzoraka.

Za Xkalibriranje instrumenta potrebno je pripremiti mjeSavinu otopine standarda
elemenata kako je navedeno u tablici 5. Za kalibraciju instrumenta koristen je certificirani
standard Cistoce 99,99 % koji se sastoji od Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se,
V i Zn (10 mg/L; Standard za kalibraciju okoliSa, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
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SAD). Ultracista voda (otpornost 18.2 MW/cm) proizvedena primjenom Direct-Q® 5 UV
sustava (Millipore Corporation Merck, Darmstadt, Njemacka) koriStena je za pripremu
razrjedenja standarda i pripremu uzoraka. U analizama je koriSten i interni standard za korekciju
odstupanja osjetljivosti 1 efekt matrice koji se sastoji od smjese Bi, In 1 Sc (Inorganic Ventures,
Blacksburg, VA, USA) (BILANDZIC i sur., 2019.). Prema testu stabilnosti proizvodaca
elementi do 100 pg/L stabilni su 375 dana (https://www.inorganicventures.com/stability-
elements-ppb-concentration-levels). Kalibracijski pravac za svaki odredivani element izraduje
se snimanjem pripremljene mjesavine otopine standarda na minimalno Cetiri koncentracijske
razine, pri ¢emu se svaka tocka ocitava u tri ponavljanja. Propisani kriterij za koeficijent

korelacije iznosi > 0,995.

Tablica 5. MjeSavine otopina standarda pojedinih elemenata.

Element Koncentracije standarda (pg/L)
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fe 10 25 100 500 1000 2000 5000 10000 50000

As 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Cd 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Co 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Cr 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Cu 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Mn 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Mo 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Pb 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Se 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Zn 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Ni 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
v 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Ba 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500
Ag 0,1 025 1 5 10 20 50 100 500

Otopine radnih standarda uobicajeno se pripremaju u volumenu od 50 mL. Ishodna
(stock) otopina sadrzava standarde podijeljene na dvije koncentracijske razine: 10 mg/kg i 1000

mg/kg. Uvjeti za pripremu radnih standarda prikazani su u tablici 6.
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Tablica 6. Priprema radnih standarda.

Radni standard Oznaka Ishodni (stock) MS Standard 5 5 % HNO;
Standarda standard (mL) (mL) (mL)
Blank / 0 / / 50
MS (100 pg/L) MS-100 ppb- 0,5 / / 49,1
Std 8 (100 pg/L) ICPMS
Std 1 (0,1 pg/L) RS-std1-ICPMS / / 0,5 49,5
Std 2 (0,25 pg/L)  RS-std2-ICPMS / 0,125 / 49,875
Std 3 (1 pg/L) RS-std3-ICPMS / 0,5 / 49,5
Std 4 (5 pg/L) RS-std4-ICPMS / 2,5 / 47,5
Std 5 (10 pg/L) RS-std5-ICPMS / 5 / 45,5
Std 6 (20 pg/L) RS-std6-ICPMS / 10 / 40
Std 7 (50 pg/L) RS-std7-ICPMS 0,25 / / 49,75
Std 8 (100 pg/L)  RS-std§8-ICPMS 0,5 / / 49,5
Std 9 (500 pg/L)  RS-std9-ICPMS 2,5 / / 47,5

Koncentracija pripravljenog internog standarda (IS) iznosi 200 ug/L. IS se nalazi

odvojeno od standarda i kalibracijskog blanka 1 mijeSa se s njima pomocu Y-spojnice. Od 20

mg/L ishodne otopine mjesavine internih standarda pipetira se 500 pL u plasti¢nu epruvetu od

50 mL i nadopuni do oznake.

Instrumentalna analiza provedena je na uredaju ICP-MS Agilent system Model 7900

(Agilent, Palo Alto, CA, SAD). Pripremljeni uzorci stavljeni su u autosampler instrumenta u

odgovarajuce polipropilenske epruvete i analizirani. Redoslijed injektiranja uzoraka nakon

provedene kalibracije iz odabranog Batcha: ICV — sp reagensa — QC kontrola — uzorci

— CCV (svakih 20 mjerenja 1/ili kraj Batcha) — QC kontrola (opcija). Ako je broj uzoraka

veéi od 30, QC kontrola na kraju je pozeljna. Uvjeti rada uredaja navedeni su u tablici 7.
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analiziranju uzoraka voska.

Tablica 7. Uvjeti rada uredaja ICP-MS (Agilent ICP-MS system Model 7900) pri

Rasprsivac (Nebulizer) MicroMist

Komora za rasprsivanje (Spray chamber) Cyclonic

Sucelje (Interface) Pt cones

Analizator masa (Mass analizator) Quadropole

RF snaga 1,55 kW

Nacin rada (Acq mode) Spektar

Obrazac pikova (Peak pattern) 1 tocka

Ponavljanja (Replications) 3

Sweep/replicate 100

Sample uptake rate 0,4 rps

Vrijeme stabilizacije (Stabilization time) No gas He
10s 5s

Ion lenses mode x-Lens

Tune parameters Standard tune

Protok plina nosioca (Carrier gas) 1,07 L/min

Protok plazme (Plasma gas) 14,99 L/min

Aux gas 0,9 L/min

Omega Bias 80V

Omega Lens 8,4V

‘ i N o

Slika 16. Uredaj ICP-MS Agilent system Model 7900.
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Nacin podesavanja instrumenta provodi se prema uputama proizvodaca, i to bez plina u
normalnom nacinu rada i uz primjenu helija, odnosno visokoionizirajuéem He nacinu ako se
upotrebljava u metodi primjerice za odredivanje Se. Potrebno je obvezno provjeriti u izvjeséu
podesenih parametara jesu li zadovoljene specifikacije za osjetljivost, omjer oksida i dvostruko
nabijenih omjera. Niski oksidi 1 niske dvostruko nabijene vrste vazne su za smanjenje
interferencija. Ovisno o ucestalosti rada potrebno je uskladiti pulsno-analogni faktor (P/A
faktor) zbog tocnijeg prelaska kalibracijske krivulje iz pulsnog u analogni nacin tako da krivulja
tvori linearan odgovor u Sirokom rasponu intenziteta signala. No ako je u metodi uklju¢ena
mogucnost podesavanja P/A faktorom, nije potrebno raditi uskladivanje pulsnog i analognog
nacina, jer to uredaj Cini automatski tijekom rada. Prikaz podeSenih parametara na sucelju
uredaja pri analiziranju uzoraka voska nalazi se na slici 17. Takvi se izvjestaji ne ispisuju, vec
se samo  provjeravaju  prije  pocetka  mjerenja, a  dostupni su  na

C:data/agilent/ICPMH/1/performance report.xml.

Parameter Measured | Agilent- Customer Limit | Pass/ | Verified By/Date
Value Recommended Limit | (if applicable) Fail

Peak Width (No Gas Mode)
5 0.65-0.80 @ 10%
BQY
|
Mass Axis (No Gas Mode)
T4 Selected mass +/- 0.1
8%

Y
205-”
Sensitivity (No Gas Mode) For the Measured Value, multiply the mean counts by 10,000.
’I5 > 25.5 Mcps/ppm
sy > 85 Mcps/ppm
“m > 51 Mcps/ppm
Doubly-Charged Species (No Gas Mode)
ce?0Ce* | | <23 | | |
Oxide Species (No Gas Mode)
'%5Ce0"/*°Ce’ | | <1.38% | | |
Sensitivity (He Mode) For the Measured Value, multiply the mean counts by 10,000.
o [ | > 20.4 Mcps/ppm | | |
Sensitivity (H. Mode) For the Measured Value, multiply the mean counts by 10,000.
o | | > 51 Mcps/ppm | | |

Slika 17. Prikaz parametara podeSenih na sucelju uredaja pri analiziranju uzoraka

voska.

Postupak pripreme otopina za podeSavanje parametara na instrumentu i P/A faktora
navedeni su u tablici 8. Postavke instrumenta obuhvacaju parametre mjerenja, nac¢in mjerenja,
integracijska vremena, masu, cps i intenzitet, a prikazani su u tablici 9. Potrebno je primijeniti

korekcijske jednadzbe za Pb: Mc(208)= M(206)*1+M(207)* 1+M(208)*1.
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Tablica 8. Priprema otopina Tunea i P/A faktora.

0,5 mL P/A Tuning solution 1+0,5 mL P/A Tuning solution 2+ 39 P/A Faktor

mL ultradiste vode

0,1 mL 10 mg/L Tune solution+99,9 mL ultraciste vode —10ug/L 1 ng/L Tune

U

5 mL 10 pg/L+ 45 ml ultraciste vode —1ug/L

Tablica 9. Prikaz postavki instrumenta za parametre mjerenja koncentracija analita.

Integracijsko vrijeme/masi (sek)

Element = Masa Funkcija Is
No gas He HEHe
As 75 Analit In115 0,5
Ag 107 Analit In 115 0,5
Ba 135 Analit In115 0,5
Cd 111 Analit In 115 0,5
Co 59 Analit In115 0,5
Cr 52 Analit In115 0,5
Cu 63 Analit In115 0,5
Fe 56 Analit In115 0,5
Mo 95 Analit In115 0,5
Mn 55 Analit In115 0,5
Ni 60 Analit In 115 0,5
Pb 208 Analit Bi 209 0,1
Se 78 Analit In 115 1
A% 51 Analit Sc 45 0,1
7n 66 Analit In115 0,5
Sc 45 Is Sc 45 0,1
In 115 Is In 115 0,1 0,5 1
Bi 209 Is Bi 209 0,1
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Konacan izracun rezultata radi se prema formuli:

C(ng/kg) = c(ng/L) x V(mL)/m(g).

Pritom C oznacuje koncentraciju elementa u uzorku izrazenu u pg/kg, c koncentraciju
elementa izraZzenu u pg/L, V volumen uzorka voska izrazen u mL, a m masu uzorka voska
1ZraZzenu u gramima.

Za smanjenje pojava kemijskih interferencija koncentracija HNOj treba biti manja od 5
% (V/V) za ICP-MS analize. Tako se smanji Steta na sucelju uredaja 1 minimiziraju izobarne
molekularne smetnje. Upotreba Pt konova moze koristiti pri upotrebi agresivnijih kiselina, a
kona¢no razrjedenje uzoraka voska treba odgovarati sadrzaju reagensa koristenih u pripremi
kalibracijskih standarda kako bi se podudarale moguce interferencije.

Kod instrumentalne interferencije pojavljuju se interferencije izobarnih molekula i
dvostruko nabijeni ioni ¢ija je pojava uzrokovana utjecajem poliatomskih iona. Spektralne su
interferencije pak rezultat prisutnosti drugih izotopa ili iona koji imaju istu atomsku masu ili
maseni broj kao analit.

Specificnost u odredivanju koncentracije Pb temelji se na promjenjivosti izotopa Pb u
prirodi. Vrijednosti koncentracija Pb obiljeZzavaju se s izotopom 208, a u prirodi su prisutna sva
tri izotopa Pb. Stoga je na izotop 208 potrebno primijeniti korekcijsku jednadzbu: (1,000)
(°Pb) + (1,000) (**’Pb) + (1,000) (***Pb).

4.4. ODREPIVANJE KONCENTRACIJA ZIVE IZRAVNIM SPALJIVANJEM U
UREPAJU ZA ANALIZIRANJE ZIVE

Postupak odredivanja koncentracija Hg na uredaju za analiziranje (slika 18) zasniva se
na kvantificiranju homogeniziranih uzoraka voska koji su odvagani na preciznoj analitickoj
vagi 1 preneseni u specijalne ladice. Uzorci u ladicama prenose se u kataliticku cijev, gdje se
suSe u struji kisika i1 razgraduju pri temperaturi od 850 °C. Zatim razgradeni produkti prolaze
kroz kataliti¢ku pe¢ zagrijanu na temperaturu od 700 °C na kojoj se zadrzavaju dusikovi oksidi
1 sumpor. Pritom se Hg prihvaca na amalgamator koji se kratko zagrije, te se Ziva otpusta, a
njezine se pare prenose u stanice za mjerenje. Atomi Hg apsorbiraju zracenje koje emitira zivina

lampa. Proporcionalno rastu broja atoma raste i koli¢ina apsorbiranog svijetla, a mjereci
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koli¢inu apsorbiranog svjetla na odgovarajucoj valnoj duzini odreduje se koncentracija Hg u

uzorcima voska. Uvjeti rada uredaja za odredivanje Hg navedeni su u tablici (tablica 10).

Slika 18. Uredaj za analiziranje uzoraka na prisutnost i kvantifikaciju zive AMA — 254.

Prije odredivanja koncentracija Hg u uzorcima voska potrebno je napraviti tzv. ¢is¢enje
uredaja (program L u sucelju softvera AMA-254) kako bismo izbjegli moguénost unutarnjeg
oneciS¢enja. Valjanost postupka ¢is¢enja potvrduje se mjerenjem slijepih proba. Slijepa proba
uredaja treba biti niza od 0,05 ng Hg. U uzorku se utvrduje koli¢ina apsorbiranog svjetla, a onda
se preko kalibracijskog pravca dobiva koli¢ina Hg (ng) koja sluzi za izracun koncentracije u

pojedinom uzorku voska.

Formula za izracun je: C (ng/mg) = ¢ (ng) / m (mg)

Pritom C oznacuje koncentraciju Zive u uzorku izrazenu u ng/mg, ¢ koncentraciju Hg

izrazenu u ng, a m masu uzorka voska izrazenu u mg.

Tablica 10. Uvjeti rada uredaja za odredivanja koncentracija Zive.

Uvjeti rada
parametar mjerenja apsorbancija
valna duzina 253,65 nm
vrijeme susenja 60 sek
vrijeme dekompozicije 150 sek
vrijeme ¢ekanja 45 sek
masa odvage 100 mg
naéin mjerenja au.
podrucje linearnosti 0,05 do 600 ng
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4.5. KONTROLA KVALITETE REZULTATA PROVEDENIH ANALIZA

Kontrola kvalitete dobivenih rezultata provedenih analiza provjerava se preko ICV-a,
CCV-a, kontrolom slijepih proba i kontrolnim kartama. Ukratko, otopina koja sadrzava analite
od interesa koncentracije unutar kalibracijskog pravca (10 pg/L), a pripravljena je iz mati¢ne
standardne otopine koja se razlikuje od pocetnih standardnih otopina za pripremu kalibracijskih
standarda. ICV se primjenjuje za provjeru kalibracijskog pravca i analizira se neposredno nakon
kalibracije. Takoder sluzi za povecanje tocnosti kalibracije tijekom analiza kao kontinuirana
provjera kalibracije (CCV) pri ¢emu se analizira svakih 20 uzoraka i/ili na kraju Batcha.

Vrijednosti koncentracije ne smiju se razlikovati vise od £+ 10 % (raspon 9 — 11 pg/L).

0,5 mL 10 mg/L. Multi elem. Calib std 2A+45,5 mL ultraciste vode — 100
ng/L 10 pg/L ICV

5 mL 100 ug/L+ 45 ml ultradiste vode — 10 pug/L

Slijepa proba kontrolira se kako bi se provjerila eventualno prisutna oneciS¢enja koja se
mogu dogoditi zbog necistog posuda, onecis¢enih kemikalija 1 sli¢no. Najprije se provjere
slijepe probe reagensa svih serija razgradenih uzoraka. Ako slijepa proba reagensa odredene
serije uzoraka ne odgovara zadanom Kkriteriju (treba biti ispod limita kvantifikacije), svi se
uzorci iskljuCuju iz postupka. U svakoj seriji uzoraka razgradivanoj u mikrovalnoj peénici treba
biti prisutan kontrolni materijal koji moze biti negativni uzorak ili odgovarajuéi certificirani
referentni materijal. Negativni se uzorak obogacuje na vrijednost od 1 mg/kg. Kontrolni se
materijal radi u duplikatu. Rrazdoblje kontrole procesa ovisi o ucestalosti mjerenja. U tablici

11 prikazan je sazetak kontrole kvalitete.
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Tablica 11. Sazetak kontrole kvalitete pretrazivanja uzoraka.

QC uzorak Mjerenje Minimalna ucestalost Kriterij Popravne radnje
prihvatljivosti
Kal. std. Linearnost ~ Jedanput/metodi/danu Koeficijent Ponovna analiza
kalibracijske korelacije
krivulje > 0,995
Interni Korekcija Svi standardi, sp, 80 do 120 % Ako je odziv IS
standard driftova uzorci u odnosu na izvan granica,
S) kalibracijski ~ ponovno analizirati
blank uzorak koji je
potrebno razrijediti
po potrebi.
Ako ne, uzorak je
potrebno analizirati
s drugom
kalibracijom.
ICV Kontrola rada Jedanput, nakon Iskoristenje 90  Ispraviti problem
sustava kalibracije —-110% prije nastavka
analize.
Rekalibrirati ako je
potrebno.
CCV Preciznost Nakrajui/ili svakih ~ IskoriStenje 85  Zaustaviti analizu,
20 uzoraka —115% ispraviti problem,
rekalibrirati 1
ponovno analizirati
obuhvacene
uzorke.*
Slijepa Oneciséenja Minimalno jedna po Vrijednost < Utvrditi i ukloniti
proba zbog batchu LOQ metode  uzrok oneciScenja.
(SP) reagensa, Zahvaceni uzorci
labortorijskog s€ moraju ponovno
posuda i sl. pripremiti i
analizirati.*
Matrica Provjera Po potrebi IskoriStenje Analizirati uzorke
obogacena matriks 75 do 125 % metodom
nakon interferencija standardne adicije.
pripreme
uzoraka
Kontrolni Preciznost Minimalno jedna po - Prema pravilima
materijal metode batchu kontrolne karte.
(KM)
(duplikat)

*Ako je koncentracija elementa od interesa znatno niza od NDK vrijednosti (< 50 % NDK),
uzorak nije potrebno ponovno analizirati.



4.6. STATISTISTICKA OBRADA PODATAKA

Dobiveni rezultati koncentracija 16 elemenata statisticki su obradeni programom Small
Stata 13.1 (StataCorp LP, 4905 Lakeway Drive, USA). Koncentracije elemenata u uzorcima
voska prikazane su kao minimum (Min) i maksimum (Max), srednja vrijednost (SV) i
standardna devijacija (SD). U statisti¢koj obradi primijenjen je Shapiro-Wilkov test za testiranje
distribucije podataka.

Kruskal-Wallisovim testom ispitane su razlike u koncentracijama elemenata izmedu
slojeva R1 do R4 u istom terminu uzorkovanja, odnosno 1.1 7. dana (I, II). Wilcoxonovim rank-
sum (Mann-Whitney) testom ispitane su razlike u koncentracijama elemenata izmedu istih
slojeva uzorkovanih 1. (I), odnosno 7. (II) dana uzorkovanja. Shapiro-Wilkov test primijenjen
je za odredivanje distribucije podataka te je utvrdeno da rezultati niti jednog elementa (Ag, As,
Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V i Zn) nemaju normalnu distribuciju (p <
0,05).
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5. REZULTATI

Rezultati pokazuju da je kod veline elemenata primijenjena metoda dugotrajnog

hladenja i taloZenja voska tijekom njegove prerade dala pozitivan u¢inak s obzirom na znatno

smanjenje visokih koncentracija, posebice teSkih metala 1 toksi¢nih elemenata, prilikom

odbacivanja Cetvrtog sedimentiranog sloja voska prije druge faze prerade. Rezultati provedenih

analiza prikazani su u tablicama 12 — 14.

Tablica 12. Koncentracije As, Cd, Cr, Hg, Ni i Pb utvrdene u slojevima otopljenog voska
tijekom prve faze njegove prerade.

Uzorkovanje Razina . Statistika As * Cd * Cr * Hg * Ni * Pb *
uzorkovanja (ng/kg) (ng/kg) (ngkg) (ngkg) (ngkg) (ng/ke)

R1 Min 2,24 0,43 12,8 2,02 11,9 496

Max 3,02 1,60 489 2,67 76,0 154,6

SV 2,73 088 279 242 39,1 87,5

SD 0,42 0,63 18,8 0,35 33,1 58,3

I

R2 Min 2,62 147 435 234 44,1 192,2

Max 4,09 3,52 71,5 5,67 66,7  313,1

SV 3,21 2,35 55,1 3,49 542 2327

SD 0,78 1,05 14,7 1,89 11,6 69,7

R3 Min 8,77 9,84 11364 3,54 1359 8562

Max 10,3 10,5 2820,9 14,5 1348,6 987.4

SV 9,42 10,1 1733,5 10,1 661,1 9427

SD 0,81 037 9433 582 6224 75,0

R4 Min 92,8 90,6 1563 953 1057,9 8845,1
Max 2029 3104 2594 1480 28492 152976
SV 1349 1922 197,7 1152 19234 13386,3

SD 59,5 1109 54,5 28,6 897,2 39492

*Statisticki znacajne razlike koncentracija pretrazivanih elemenata izmedu Cetiri razine voska

(R1, R2, R3 i R4) tijekom prve faze prerade, a uzorkovanih nakon 1. dana (I), (p < 0,05).
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Detaljnije, tijekom prve faze prerade voska (I), u uzorcima otopljenog voska uzetim s
povrsine spremnika vidljivo je da su se vrijednosti koncentracija As kretale od 2,24 do 3,02
png/kg, Hg 2,02 do 2,67 pg/kg, Pb od 49,6 do 154 pg/kg, Cd od 0,43 do 1,60 pg/kg, Crod 12,8
do 48,9 ng/kg, Ni od 11,9 do 76,0 pg/kg. U uzorcima voska koji su uzeti iz srednjeg sloja
spremnika uslijedio je blagi porast utvrdenih vrijednosti pojedinih koncentracija, te su oni
iznosili za As 2,62 do 4,09 pg/kg, za Hg 2,34 do 5,67 pg/kg, za Pb 192,2 do 313,1 pg/kg, za Cd
1,47 do 3,52 pg/kg, za Cr 43,5 do 71,5 pg/kg, te za Ni 44,1 do 66,7 pg/kg. Kod uzoraka uzetih
s donje tre¢ine visine spremnika uocen je porast utvrdenih vrijednosti, te su one iznosile kod As
8,77 do 10,3 ng/kg, Hg 3,54 do 14,5 ng/kg, Pb 856,2 do 987,4 ng/kg, Cd 9,84 do 10,5 ng/kg,
Cr 1136,4 do 2820,9 ng/kg, te za Ni 135,9 do 1348,6 ng/kg. U uzorcima koji su uzeti iz
sedimentiranog tamnog sloja voska koji se odbacuje iz daljnje prerade uocene su statisticki
znacajno veée koncentracije navedenih teskih metala (p < 0,05), te su iznosile za As 92,8 do
202,9 ng/kg, za Hg 95,3 do 148,0 ng/kg, za Pb 8845,1 do 15297,6 ng/kg, za Cd 90,6 do 310,4
ug/kg, za Cr 156,3 do 259,4 ng/kg i za Ni 1057,9 do 2849,2 nug/kg.

Kod druge skupine pretrazivanih elemenata, a tijekom prve faze prerade voska u
uzorcima uzetima s povrSine otopljenog, homogeniziranog i steriliziranog voska, srednja
vrijednost utvrdenih koncentracija bila je 69,1 ng/kg za Mn, 1922 pg/kg za Zn, 3,64 pg/kg za
Se, 0,70 pg/kg za Co, 118,4 ng/kg Cu, te 3995,7 ng/kg za Fe. U uzorcima otopljenog voska
uzetih iz srednjeg sloja spremnika primijec¢ena je povecana srednja vrijednost koncentracija za
Mn koja je iznosila 238,6 ng/kg, za Zn 6666,5 ng/kg, za Co 2,01 pg/kg, za Cu 701,4 ng/kg, za
Fe 11596,1 pg/kg. No utvrdeno je smanjenje srednje vrijednosti koncentracija za Se, koja je
iznosila 3,58 pg/kg. Kod uzoraka voska uzetih s donje razine spremnika srednja vrijednost
utvrdenih koncentracija za Mn iznosila je 1039 ug/kg, za Zn 31022,7 pg/kg, za Se 5,18 pg/kg,
za Co 12,5 pg/kg, za Cu 2154,5 ng/kg te za Fe 46786,4 ng/kg. U uzorcima istalozenog voska
na dnu spremnika, odnosno s Cetvrte razine uzorkovanja vidljiv je statisticki znacajan porast
srednjih vrijednosti utvrdenih koncentracija (p < 0,05) koji je za Mn iznosio 15702,3 ng/kg, za
Zn 576766,5 ng/kg, za Se 49,8 ug/kg, za Co 179,5 pg/kg, te za Cu 27575,9 pg/kg.

U navedenoj fazi prerade voska jedino za utvrdene koncentracije Fe razlike
koncentracija pretrazivanih elemenata izmedu Cetiri razine voska tijekom prve faze prerade (I),

nije utvrdena statisticki znacajna razlika.
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Tablica 13. Koncentracije Co, Cu, Fe, Mn, Se i Zn utvrdene u slojevima otopljenog voska

tijekom prve faze njegove prerade.

Uzorkovanje Razina  Statistika Co Cusx Fe Mnx* Sex Zn*
uzorkovanja (ng/kg) (ngkg) (ngkg)  (ngkg)  (ngkg)  (ugke)
R1 Min 0,40 71,5 2341,357 42,5 3,27 9254
Max 0,89 1947  5650,0  106,0 4,08 3633,9
SV 0,70 1184 39957 69,1 3,64 1922,9
SD 0,26 66,6 16543 329 0,41 1488,5
R2 Min 1,29 602,6  16527,1 1835 2,53 4676,4
Max 3,29 866,8 92385 3483 4,86 10393,4
SV 2,01 7014  11596,1 2386 3,58 6666,5
. SD 1,11 1442 42718 95,0 1,18 3230,1
R3 Min 8,61 2099,7 436156 1011,5 4,56 29017,0
Max 19,8 2260,9 50124,7 1092,7 627 33271,6
SV 12,5 21545 467864 10392 5,18 31022,7
SD 6,33 92,1 3257,8 463 0,95 2137,7
R4 Min 1243 18214,6 274621,0 12074,6 309 324889,4
Max 273,1  40517,7 765992,1 53114 835 7501774
SV 179,5  27575,9 520306,6 15702,3 49,8 576766,5
SD 81,5 11574,6 2456856 12602,6 29,3 223237,9

*Statisticki znacajne razlike koncentracija pretrazivanih elemenata izmedu cetiri razine voska

(R1, R2, R3 i R4) tijekom prve faze prerade, a uzorkovanih 1. dana (I), (p <0,05).

Tijekom prve faze prerade voska u uzorcima uzetima s prve razine uzorkovanja utvrdene

su vrijednosti koncentracija koje su za iznosile Ag 0,001 do 0,68 nug/kg, za Ba 16,8 do 37,9

png/kg, za Mo 0,35 do 1,79 pg/kgiza 'V 1,02 do 1,69 pg/kg. Utvrdene vrijednosti koncentracija

pretrazivanih elemenata u uzorcima uzetima iz srednjeg sloja spremnika bile su vecée i iznosile

su za Ag 0,001 do 0,32 pg/kg, za Ba 64,6 do 111,6 png/kg, za Mo 1,47 do 2,21 ng/kg, te za V

2,20 do 4,81 pg/kg. Kod uzoraka voska uzetih s tre¢e razine iz spremnika utvrdene

koncentracije su iznosile za Ag 1,53 do 2,29 ng/kg, za Ba 299,2 do 344,3 ng/kg, za Mo 5,86

do 8,13 png/kg, te za'V 14,6 do 15,3 pg/kg. U uzorcima voska uzetih iz istaloZzenog tamnog sloja

utvrdene su vrijednosti iznosile za Ag 14,8 do 62,8 png/kg, za Ba 3985,4 do 9274,2 ng/kg, za
Mo 47,0 do 148, 0 ng/kgiza V 200,5 do 487,8 ng/kg.
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Ukratko, statisticka obrada razlika u koncentracijama elemenata primjenom Kruskal-
Wallisova testa izmedu Cetiri razine otopljenog voska R1, R2, R3 i R4 uzorkovanih nakon 1.
dana (I) prerade pokazala je statisticki znacajne razlike (p < 0,05) za sve elemente (Ag, As, Ba,
Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V i1 Zn) uz iznimku Fe za koji je utvrdeno da nema

statisticki znacajnih razlika (p > 0,05).

Tablica 14. Koncentracije Ag, Ba, Mo i V utvrdene u slojevima otopljenog voska

tijekom prve faze njegove prerade.

Uzorkovanje Razina Statistika Ag Bax Mo Vi
uzorkovanja (ng/kg)  (ngkg) (ngkg) (ng/kg)

R1 Min 0,001 16,8 0,35 1,02

Max 0,68 37,9 1,79 1,69

SV 0,23 254 0,87 1,32

SD 0,39 11,1 0,80 0,34

R2 Min 0,001 64,6 1,47 2,20

Max 0,32 111,6 2,21 481

SV 0,11 81,3 1,85 3,08

I SD 0,19 26,3 0,37 1,51
R3 Min 1,53 299,2 5,86 14,6

Max 2,29 3443 8,13 15,3

SV 1,88 3224 7,19 14,9

SD 0,38 22,6 1,19 0,37

R4 Min 14,8 39854 47,0 200,5

Max 62,8 92742 148,0  487,8

SV 354 6039,4 96,9 353,6

SD 24,7 2835,2 50,5 144,6

*Statisticki znacajne razlike koncentracija pretrazivanih elemenata izmedu Cetiri razine voska

(R1, R2, R3 i R4) tijekom prve faze prerade, a uzorkovanih 1. dana (I), (p < 0,05).
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Medusobnom usporedbom koncentracija elemenata utvrdene su razlike izmedu cetiri
razine voska (R1, R2, R3, R4) uzorkovane nakon 7. dana (II) u drugoj fazi prerade. Kruskal-
Wallisovim testom utvrdene su statisticki znac¢ajne razlike (p < 0,05) za elemente Ag, As, Ba,
Cd, Co, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Vi Zn. Iznimka su Cr i Se za koje nisu nadene statisticki
znacajne razlike izmedu koncentracija Cetiriju razina uzorkovanja voska. Rezultati su prikazani

u tablicama 15 — 17, te na slikama 19 — 22.

Tablica 15. Koncentracije As, Cd, Cr, Hg, Ni i Pb utvrdene u slojevima otopljenog

voska tijekom druge faze njegove prerade.

Uzorkovanje Razina . Statistika As * Cd = Cr Hg = Ni * Pb *
uzorkovanja (ng/kg) (ngkg) (ngkg) (ngkg) (nghkg) (ugkg)
RI Min 258 0432 128 0,60 242 42,6
Max 2,93 101 537 1,04 720 70,9
SV 271 075 325 082 49,1 57,7
SD 020 030 205 022 239 143
R2 Min 2,71 120 71,5 1,02 441 221,5
Max 757 230 7914 127 1341 8033
SV 535 193 4302 1,18 898 426,5
11 SD 245 0,63 3599 014 450 3268
R3 Min 716 818 1350 3,00 1400  766,1
Max 9,72 100  297,1 346 6693 11233
SV 8,59 9,11 190,7 3,16 3309 9342
SD 131 092 922 026 2939 1795
R4 Min 12,6 112 2050 162 9263 10643
Max 239 26,1 4527 202 12448 24372
SV 188 20,0 3100 188 11733 18584
SD 578 782 1281 225 2201 7113

*Statisticki znaCajne razlike koncentracija pretrazivanih elemenata izmedu Cetiri razine voska

(R1, R2, R3 i R4) tijekom druge faze njegove prerade, a uzorkovanih 7. dana (II), (p < 0,05).

Tijekom druge faze prerade obradenog voska, odnosno nakon 7. dana taloZzenja ponovno

su uzeti uzorci voska s Cetiri razine spremnika. Prema utvrdenim koncentracijama elemenata
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vidljiva je smanjena koncentracija svih elemenata u usporedbi s prvom fazom prerade. Za As
vrijednosti koncentracija iznosile su 2,58 do 2,93 pg/kg, za Hg 0,60 do 1,04 ng/kg, za Pb 42,6
do 70,9 ng/kg, za Cd 0,432 do 1,01 pg/kg, za Cr 12,8 do 53,7 pg/kg, te za Ni 24,2 do 72,0
ug/kg. U uzorcima voska uzetih iz druge razine spremnika uslijedilo je blago povecanje
koncentracije elemenata u odnosu na uzorke uzete s povrsine (R1) i one su iznosile za As 2,71
do 7,57 ng/kg, za Hg 1,02 do 1,27 pg/kg, za Pb 221,5 do 803, 3 ng/kg, za Cd 1,20 do 2,30
png/kg, za Cr 71,5 do 791,4 pg/kg i za Ni 44,1 do 134,1 pg/kg. U uzorcima uzetima iz trece
razine spremnika uoceno je daljnje smanjivanje koncentracija pretraZivanih elemenata, a u
odnosu na prvu fazu prerade voska. Tako su za As utvrdene koncentracije varirale od 7,16 do
9,72 ng/kg, za Hg 3,00 do 3,46 png/kg, za Cd 8,18 do 10,0 pg/kg, za Cr 135,0 do 297,1 ng/kg,
te za Ni 140,0 do 669,3 pg/kg. No za Pb je uoceno povecanje utvrdenih vrijednosti, i to od 766, 1
do 1123,3 pg/kg. U uzorcima voska uzetima iz Cetvrte razine spremnika vrijednosti
koncentracije su se kretale za As 12,6 do 23,9 ng/kg, za Hg 16,2 do 20,2 ng/kg, za Cd 11,2 do
26,1 ng/kg, za Cr 205,0 do 452,7 ng/kg, te za Ni 926,3 do 1244,8 pg/kg. Za Pb zabiljezeno je
kretanje vrijednosti njegovih koncentracija od 1064,3 do 2437,2 pg/kg.

Tijekom druge faze u uzorcima uzetim s povrsine vidi se smanjenje srednje vrijednosti
u odnosu na prvu fazu, i to kod Mn 55,2 ng/kg, Zn 1034,3 pg/kg, Co 0,60 ng/kg, Cu 87,1 pg/kg,
dok je povecéana srednja vrijednost kod Se 3,64 ng/kg, a kod Fe 4897,872 ng/kg. U uzorcima
uzetima iz srednjeg sloja povecana je srednja vrijednost u odnosu na prvu fazu Mn 511,2 pg/kg,
Zn 14340,8 ng/kg, Se 3,30 ng/kg, Co 2,89 ng/kg, Cu 1326,6 pg/kg, Fe 15639,755 pg/kg. U
uzorcima koji su uzeti s dna smanjena je srednja vrijednost u odnosu na prvu fazu, i to kod Mn
924.5 ng/kg, Zn 26732,1 ng/kg, Co 7,73 pg/kg, Cu 2059,5 ng/kg, te povecana kod Se 5,95
ug/kg, 1 Fe 49218,129 pg/kg. Na zadnjoj razini smanjena je srednja vrijednost u odnosu na prvu
fazu, 1 to kod Mn 2015,365 ng/kg, Zn 60299,3 ng/kg, Se 7,77 ng/kg, Co 14,8 ng/kg, Cu 4839,9
png/kg, Fe 95582,166 pg/kg.

Takoder, u R1 koncentracije Ag kretale su se od 0,001 do 0,62 pg/kg, Ba 16,8 do 26,7
pg/kg, Mo 2,07 do 2,21 pg/kg i V 1,02 do 2,07 pg/kg. U uzorcima uzetima iz R2 raspon
minimalnih 1 maksimalnih koncentracija iznosio je za Ag 0,04 do 1,19 ng/kg, za Ba 77,4 do
293,2 ng/kg, za Mo 4,70 do 6,19 ng/kg, te za V 2,21 do 7,41 pg/kg. Za R3 uzorke voska
utvrdene su vrijednosti za Ag 0,49 do 1,27 pg/kg, za Ba 236,8 do 310,3 ng/kg, za Mo 6,74 do
12,8 ug/kgizaV 7,74 do 10,5 ng/kg. U istalozenom R4 sloju koncentracije Ag kretale su se od
1,37 do 4,51 pg/kg, za Ba 374,5 do 810,1 ug/kg, za Mo 7,01 do 15,4 ng/kg 1V 12,3 do 28,6

ng/kg.
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Slika 19. Usporedni prikaz kretanja utvrdenih koncentracija As, Hg, Cd i Se tijekom prve (I) 1
druge (II) faze prerade voska.
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Slika 20. Usporedni prikaz utvrdenih koncentracija Pb, Cr, Ni, Mn i Ba tijekom prve (I) i
druge (II) faze prerade voska.
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Tablica 16. Koncentracije Co, Cu, Fe, Mn, Se i Zn utvrdene u slojevima otopljenog

voska tijekom druge faze njegove prerade.

Uzorkovanje Razina ' Statistika Cox* Cux* Fex Mn Se Znx
uzorkovanja (ng/kg)  (ngkg)  (ngkg) (ng’kg)  (ngkg) (ng/kg)
R1 Min 0,40 71,5 24854 42,5 2,41 854,3
Max 0,74 112,8 9022,6 64,9 443 13232
SV 0,60 87,1 4897,9 552 3,64 1034,3
SD 0,18 22,4 3589,2 11,5 1,08 252,7
R2 Min 1,45 991,2 9238,5 250,1 1,90 58232
Max 3,81 1869,6 195845 1011,6 4,95 30561,8
SV 2,89 1326,6  15639,8 511,2 3,30 14340,8
I SD 1,26 474.,6 5593,3 4334 1,54 14053,7
R3 Min 5,85 1933,1 387458 802,3 4,11 23404,7
Max 10,3 21882 626519 1011,9 7,10 28585,1
SV 7,73 2059,5  49218,1 924,5 5,95 26732,1
SD 2,33 127,5 12225,1 109,0 1,61 2887,8
R4 Min 8,61 2470,6 563824 1166,6 6,32 33652,7
Max 19,9 6957,6 1242332 26034 9,78 79882,7
SV 14,8 4839,9 955822 20154 777 60299,3
SD 5,70 22540 351339 753,0 1,79 23910,7

*Statisticki znacajne razlike koncentracija pretrazivanih elemenata izmedu Cetiri razine voska

(R1, R2, R3 i R4) tijekom druge faze njegove prerade, a uzorkovanih 7. dana (II), (p < 0,05).
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Tablica 17. Koncentracije Ag, Ba, Mo i V utvrdene u slojevima otopljenog voska

tijekom druge faze njegove prerade.

Uzorkovanje Razina Statistika Ag Bax Mo Vi
uzorkovanja (ng/kg)  (ngkg) (ngkg) (ng/kg)

R1 Min 0,001 16,8 2,07 1,02

Max 0,62 26,7 2,21 2,07

SV 0,21 21,4 2,12 1,63

SD 0,36 5,00 0,08 0,55

R2 Min 0,04 77,4 4,70 2,21

Max 1,19 293,2 6,19 7,41

SV 0,60 150,7 5,31 4,76

1 SD 0,58 123,4 0,78 2,60

R3 Min 0,49 236,8 6,74 7,74

Max 1,27 310,3 12,8 10,5

SV 0,81 281,3 8,84 9,47

SD 0,41 39,1 3,44 1,51

R4 Min 1,37 374,5 7,01 12,3

Max 4,51 810,1 15,4 28,6

SV 3,20 627,3 11,5 21,3

SD 1,64 226,1 422 8,30

*Statisticki znacajne razlike koncentracija pretrazivanih elemenata izmedu Cetiri razine voska

(R1, R2, R3 i R4) tijekom druge faze njegove prerade, a uzorkovanih 7. dana (II), (p < 0,05).
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Slika 21. Usporedni prikaz utvrdenih koncentracija Ag, Co, V i Mo tijekom prve (I) i druge
(IT) faze prerade voska.
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Slika 22. Usporedni prikaz utvrdenih koncentracija Zn, Fe i Cu tijekom prve (I) 1 druge (II)
faze prerade voska.
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Takoder, utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu koncentracija pretrazivanih
elemenata za iste slojeve voska uzorkovane 1. dana (I) i 7. dana (II) za: Hg i Mo za R1; Hg, Cu
i Mo za R2; Ag, Cr, Hg, Zn i V za R3; Ag, As, Ba, Cd, Co, Cu, Hg, Mo, Mn, Pb, Se ZniV za
R4. Jedino u slu¢aju Fe 1 Ni nisu utvrdene znacajne razlike izmedu istih slojeva uzorkovanih u

ta dva navrata uzorkovanja. Analiza rezultata prikazana je u tablici 18.

Tablica 18. Statisticki znacajne razlike izmedu koncentracija elemenata za iste slojeve
uzorkovane 1. dana (I) 1 7. dana (II).

Slojevi Ag As Ba Cd Co Cr Cu Fe Hg Mo Mn Ni Pb Se Zn V
voska

RIT:RITI + o+

R21:R21I n TR

R31:R31I + + + + o+
R4T1:R411 + + + + + + + + + + 4+ 4+ o+

+ oznacuje da je utvrdena statistiCki znacajna razlika (p < 0,05) izmedu pojedinih slojeva
voska.
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6. RASPRAVA

Vosak je pcelinji proizvod koji nije hrana te se s ekotoksikoloskog gledista rijetko
pretrazuje (HASSONA 1 ABD EL-WAHED, 2023.). No pcelinji se vosak ucestalo upotrebljava
u prehrambenoj, kozmetickoj, kemijskoj 1 farmaceutskoj industriji (AL-WAILI, 2005;
SVECNJAK i sur., 2019.; CHAIREH i sur., 2020.). Najvise se upotrebljava u okviru dobrih
pcelarskih praksi i biosigurnosnih mjera jer uspjesnost pcelarenja, kao i proizvodnost pcelinjih
zajednica, uvelike ovise o ucinkovitoj zamjeni starog saca 1 njegovoj preradi u nove satne
osnove (SMITH i sur., 2017.). S obzirom na to da se sa¢e u kosnici drzi i po nekoliko uzastopnih
godina te da je gradeno od izrazito liposolubilnog materijala (FRATINI i sur., 2016.), moze
sluziti kao bioindikator za prikupljanje podataka o stupnju oneciS¢enja okoliSa opasnim
onecis¢ivac¢ima (TLAK GAJGER i sur., 2019.; KAST 1 sur., 2022.). Primjerice, teski metali 1
drugi toksi¢ni elementi mogu se u sacama nakupljati tijekom duljih razdoblja te pritom izazivati
nezeljene posljedice za konzumente pcelinjih proizvoda ili, c¢es¢e, pcelinju zajednicu
(BOSANCIC i sur., 2020.; NGAT i sur., 2020.; CIRIC i sur., 2021.). Nakupljanjem pojedinih
teSkih metala u biljkama, preko peluda i nektara, kukci opraSivaci postaju izlozeni Stetnosti

zagadenja iz okolisa (TOMCZYK i sur., 2023.).

Naime, opisani su negativni uc¢inci teSkih metala na razvoj i njegu pcelinjeg legla, ucenje
1 pamcenje, dugozivost odraslih pcela, ukupnu proizvodnost zajednice kao i na ponasajne
obrasce pri uzimanju hrane (HESKETH 1 sur., 2016.; BURDEN i sur., 2019.; MONCHANIN i
sur., 2021.). Metalni ioni mogu u pcela izmijeniti funkcije perifernih receptora ukljucenih u
obrasce ponasanja vodene okusima, posebice smanjenjem osjetljivosti okusnih neurona za
Secere (KOUL, 2008.). Uvijek su aktualna istrazivanja o razumijevanju ekotoksikoloskih rizika,
odnosno sposobnosti Zivotinja pri izbjegavanju uzimanja hrane koja sadrzava Stetne tvari. Za
medonosne je pcele utvrdena moguénost izbjegavanja uzimanja hrane oneciS¢ene velikim
koncentracijama Pb i Zn u pokusnim uvjetima, no pcele ipak ne prepoznaju njihovu otrovnost
u realisticnim dozama u polju (MONCHANIN 1 sur., 2022.), dok As, Se 1 Cd uopce ne
izbjegavaju (HLADUN 1 sur., 2012.; XUN i sur., 2018.; BURDEN i sur., 2019.). Uzimanje
hrane koja sadrzava metale u tragovima, mikronutrijente, potrebno je jer su nuzni za obavljanje
niza fizioloskih funkcija (HERBERT i SHIMANUKI, 1978.). Objavljeni rezultati pokazuju da
pcele ne razlikuju esencijalne mikronutrijente poput Zn od jako toksi¢nih elemenata poput Pb
ili As, odnosno ne reagiraju promijenjenim ponaSanjem na koncentracije koje odgovaraju

relevantnim poljskim dozama (CHICAS-MOSIER i sur., 2017.).
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Onecis¢enje metalima drugih pcelinjih proizvoda, poput meda i peludi, pa i odraslih
pcela, detaljnije su istrazivana i dobro dokumentirana (CONTI i BOTRE. 2001., FORMICKI i
sur., 2013.; BILANDZIC i sur., 2014.a; BILANDZIC i sur., 2017.; CIRIC i sur., 2021.). No
pcele u saée pohranjuju med i pelud, te metali iz saca, slicno kao i pesticidi, mogu nepovoljno
djelovati na razvoj pcelinjeg legla, vitalnost pcela nakon izlaska iz stanica saca, na proizvodnost
zajednice i1 dugozivost odraslih pcela (WU 1 sur.,, 2011.; COLLINS i PETTIS, 2013,
BONMATIN i sur., 2015.). Zato posljednjih godina zabrinjava Cinjenica da tako vrijedan i
vazan repromaterijal, nuzno koristen u pcelarstvu, nizu ljudskih djelatnosti te apiterapiji, nije
redovito pretrazivan na prisutnost ksenobiotika. Posebice vazan tehnoloski dio za pretrazivanje
sigurnosti, kvalitete 1 prisutnosti rezidua razlicitih oneci$¢ivaca iz okoliSa ¢ini prerada saca u

satne osnove.

Iako je poznato da se tijekom prerade vosak procisti, posebice su metali otporni na
visoke temperature pri preradi i mogu se nakupljati godinama jer je stalna pcelarska praksa
reciklirati sa¢e u satne osnove koje se ponovno koriste u pcelarskoj proizvodnji. Takoder,
REDDY i suradnici (2012.) utvrdili su da je izgradeno pcelinje sace vrijedna biomasa za okolis$
1 predlozili primjenu saca kao atraktivnu mogucnost za uklanjanje teSkih metala i drugih
toksi¢nih elemenata iz pitke vode, kao i otpadnih voda. No zasad se vosak ne pretrazuje rutinski

na prisutnost i kvantifikaciju kemijskih elemenata.

Ciljevi ovoga istrazivanja zasnovani su na ranije objavljenim preliminarnim rezultatima
o mogucoj primjeni tehnologije lijevanja voska s produljenom fazom hladenja i talozenja kao
potvrdenoj mogucénosti uklanjanja znatne koli¢ine teskih metala i drugih toksi¢nih elemenata iz
sirovine voska tijekom prerade sac¢a u satne osnove (TLAK GAJGER 1 sur., 2014.; TLAK
GAJGER i sur., 2016.a; TLAK GAJGER i sur., 2016.b). Takoder, zbog nedostatka podataka o
sadrzaju razli¢itih elemenata u pcelinjem vosku, kao 1 o utjecaju njihova sadrzaja na kvalitetu
saca (BOMMURAIJ i sur., 2019.; TLAK GAJGER i sur., 2019.; ULLAH 1 sur, 2022.),
provedeno je istrazivanje o prisutnosti i kretanju koncentracija niza esencijalnih i toksi¢nih
elemenata (Ag, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V i Zn) u uzorcima voska
tijekom inovativne tehnike prerade sac¢a u satnu osnovu u dvije uzastopne faze, primjenom

tehnike ICP-MS.

U ovom su istrazivanju utvrdene statisticki znacajne razlike u koncentracijama svih
pretrazivanih elemenata izmedu cCetiri razine voska u spremniku (R1, R2, R3 i R4) tijekom prve
faze prerade, a uzorkovanih 24 sata nakon otapanja od pcelara prikupljenih blokova voska (p <

0,05). Iznimka je Fe kod kojega su razlike uoCene, no nisu statisticki znacajne. Pritom su
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najmanje koncentracije svih pretrazivanih elementa utvrdene u slojevima otopljenog voska R1
i R2, §to je bio ocekivani rezultat, posebice vazan s obzirom na to da taj vosak ide u daljnju
preradu do zavrSnog proizvoda, odnosno satne osnove. Najvece su koncentracije svih
ispitivanih elemenata u prvoj fazi prerade voska u satne osnove bile utvrdene u uzorcima
otopljenog voska uzetima iz razine sedimentiranog sloja R4 koji se nakon talozenja uobicajeno

odbacuje iz daljnje prerade.

Iznimka su bile visoke koncentracije Cr utvrdene u trecoj razini voska talozenog u
spremniku, no tijekom daljnjeg taloZenja u drugoj fazi prerade takva razlika viSe nije bila
vidljiva. Inace, Cr se svrstava u Stetne metale i najéeS¢e onecis¢ivace okolisa, ali i u esencijalne
elemente u tragovima. Sadrzaj Cr u uzorcima saca ili voska varira ovisno o geografskim i
klimatskim prilikama na razli¢itim mjestima i namjenama uzorkovanja, kao i o primjenjivanim
pcelarskim praksama. Svakako su vidljive razlike u sadrzaju Cr (a i drugih elemenata), ovisno
o ucestalosti zamjene sa¢a za nove satne osnove, nafinima prerade te uvjetima i trajanju

skladiStenja izgradenih saca, blokova voska ili satnih osnova.

Tako su u rijetkim ranije objavljenim radovima podaci o utvrdenim koncentracijama
pojedinih kemijskih elemenata u vosku varijabilni 1 izrazavani u razli¢itim mjernim jedinicama
(HASSONA 1 ABD EL-WAHED, 2023.). Primjerice, koncentracije Cr utvrdene u uzorcima
saca (voska) iznosile su 432 pg/kg (BOMMURAJ i sur., 2019.); 82 — 982 ng/kg (ZAFEIRAKI
i sur., 2022.); 247,600 pg/kg (CIRIC i sur., 2021.); 2,016, 2,300 i 3,920 mg/kg (ALJEDANI,
2020.); te 41,030 — 56, 280 ppm (TLAK GAJGER 1isur., 2019.). U ovom je istrazivanju najveca
utvrdena koncentracija Cr izmjerena u sloju voska R3 (1733,5 pg/kg) u prvoj fazi prerade, te je
u odnosu na vrijednosti izmjerene u ostalim razinama svijetlog voska (R1 — R2) iznosila i do
dvadesetak puta vise. U drugom dijelu postupka prerade voska srednje vrijednosti koncentracija
Cr za slojeve R1, R2 1 R3, koji su bili osnova za lijevanje satne osnove, utvrdena je konacna
koncentracija 217,8 pug/kg, Sto je za 64,02 % manje u usporedbi s koncentracijom utvrdenom
nakon zavrSetka prve faze prerade (605,5 pg/kg). Statisticki znacajna razlika izmedu prve i

druge faze prerade utvrdena je za uzorke voska iz sloja R3 (p < 0,05).

Koncentracije vec¢ine pretrazivanih elemenata smanjivale su se sljede¢im redoslijedom
R4 >R3>R2>R1. Utvrdene koncentracije Hg bile su oko sedam puta manje u uzorcima voska
uzetima iz slojeva R1 do R3 u usporedbi s koncentracijama u sedimentiranom vosku iz sloja
R4. Vrijednosti koncentracija Pb u sloju voska R4, koji se nakon prve faze prerade voska
odbacuje, bile su do sto pedeset puta ve¢e nego u svijetlim slojevima voska sloja R1, a

koncentracije su mu se povecavale slijedom R1 <R2 <R3 <R4. Koncentracije Cd povecavale
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su se istim redoslijedom, a utvrdene su vrijednosti u svjetlijim slojevima voska bile nize ili
sli¢ne prethodno objavljenim rezultatima (FORMICKI i sur., 2013., TLAK GAJGER 1 sur.,
2016.a). Sadrzaj As, Hg, Cd i Pb u slojevima voska koji se prenose u drugu fazu na daljnju
preradu kretao se unutar maksimalno dopustenih razina u skladu s propisima za prehrambene
dodatke i aditive (EUROPEAN COMMISSION, 2002.; FAOLEX, 2006.; EFSA, 2007.,
COMMISSION REGULATION, 2014.). Sadrzaj As u slojevima voska koji se koriste za izradu
osnova nije se znacajno razlikovao 1.1 7. dana nakon pocetka prerade, no utvrdena je statisticki
znaCajna razlika u odbacenom vosku (p < 0,05) nakon prvog (134,9 ng/kg) 1 drugog
uzorkovanja (18,8 ug/kg). Nakon prve faze prerade koncentracija As u odbac¢enom je sloju R4

bila za 88,61 % veca u usporedbi s voskom koji je dalje preradivan.

Srednje vrijednosti koncentracija Hg utvrdene u uzorcima svjetlijih slojeva voska (R1 —
R3) bile su za 67,72 % manje nakon 7. dana talozenja, a u usporedbi s koncentracijama
utvrdenima nakon prvog uzorkovanja. To je jedini pretrazivani element za koji su utvrdena
statisticki znac¢ajna smanjenja koncentracija u svakom pojedina¢nom sloju voska (p < 0,05) ako
usporedujemo prvu i drugu fazu prerade. Zanimljiv je podatak da je 83,94 % ovog teskog metala

izlu€eno iz proizvodnje nakon prve faze prerade.

Koncentracije Cd u vosku za izradu satne osnove bile su sli¢ne nakon oba uzorkovanja,
no duljim taloZenjem u drugim dijelu prerade izbaceno je dodatnih 18,04 % u usporedbi s
koncentracijama utvrdenima u R4 nakon prvog uzorkovanja (192,2 pg/kg). U okviru
monitoringa oneciScenja okoliSa objavljeni su rezultati uglavnom manjih koncentracija za
vosak kako slijedi: 29 — 60 pg/kg (ZAFEIRAKI i sur., 2022.); 470-9870 pg/g (FORMICKI i
sur., 2013.); 0,059-0,075 mg/g (ALJEDANI, 2020.). Prema rezultatima HASSONA i1 ABD EL-
WAHED (2023.) sace tijekom godina upotrebe u kosnici kontinuirano kumulira Cd: nakon
jedne godine 0,024 ppm; nakon dvije godine 0,040 ppm; nakon tre¢e godine 0,043 ppm; nakon
cetvrte godine 0,048 ppm, te nakon pete godine 0,054 ppm.

U ovom se istrazivanju koncentracije Pb u uzorcima voska iz slojeva namijenjenima
izradi satne osnove nisu znacajno razlikovale nakon 1. i 7. dana. No utvrdena je statisticki
znacajna razlika izmedu koncentracija Pb u sedimentiranim slojevima R4 prve i druge faze
prerade voska (p < 0,05). Pritom je 86,11 % Pb odbaceno iz daljnje proizvodnje nakon prvog
dijela postupka prerade voska. Zanimljivo je da su rezultati istrazivanja TLAK GAJGER i
suradnika (2016.a) pokazali visoke koncentracije Pb i u satnim osnovama iako su mu u
prethodnim koracima prerade izlu¢ene znatne koli¢ine. No o ovakvim je rezultatima tesko

raspravljati zbog nedostatka detaljnih podataka o pcelarskim praksama koje obuhvacaju
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rukovanje i nacine skladiStenja blokova voska prije njegove dostave u radionicu za preradu.
Rezultati provedenih istrazivanja o koncentracijama Pb i Cd u nizu p¢elinjih proizvoda dobiveni
u okviru pracdenja zdravlja okoliSa uglavnom pokazuju manje vrijednosti koje pozitivno
koreliraju sa stupnjem onecis¢enja okoliSa na mikrolokacijama iz kojih potjecu pretrazivani
uzorci razliCitih materijala iz koSnice (BOGDANOV, 2006.; FORMICKI 1 sur., 2013.;
BOMURAJ i sur., 2019.; TLAK GAJGER i sur., 2019., ALJEDANI i sur., 2020.; CIRIC i sur.,
2021.; HASSONA i ABD EL-WAHED, 2023.). Olovo se smatra jednim od najStetnijih toksina
iz okoli$a, a otrovanje njime u sisavaca uzrokuje niz organskih poremecaja (BOSKABADY i

sur., 2018.).

Najveca je koncentracija Ni izmjerena u uzorcima voska iz razine R4, a vrijednost joj
je bila oko pedeset puta veca u usporedbi s izmjerenom vrijednos¢u u uzorcima voska iz sloja
R1. Slojevi voska koriSteni za izradu satnih osnova sadrZzavali su za 64,02 % manje Ni od sloja
R4 koji je odbacen iz daljnje prerade. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u izmjerenim
koncentracijama Ni izmedu pojedinih slojeva istaloZzenog voska (R4) u spremnicima nakon 1.
kao ni nakon 7. dana. Takvi su rezultati u suglasju s rezultatima koncentracija teSkih metala u
sacu razliite starosti, gdje koncentracije Ni utvrdene u sedimentiranom R4 sloju voska
odgovaraju koncentracijama utvrdenima u sacu koristenom cetiri do pet godina (HASSONA i
ABD EL-WAHED, 2023.). U dosad objavljenim publikacijama vezanima za pracenje
oneciS¢enja okolisa koncentracije Ni u uzorcima pcelinjeg voska kretale su se od 194 do 1019
ng/kg (ZAFEIRAKI i sur., 2022.); 15313 pg/g (FORMICKI i sur., 2013.); 0,474 — 0,678 ng/g
(ALJEDANI, 2020.); 0,251 ng/g (ULLAH 1 sur., 2022.) te 12,170 — 17,830 ppm (TLAK
GAJGER i sur., 2019.).

Za metale Co, Cu, Mn, Fe, Se i Zn koncentracije su se smanjivale redoslijedom R4 >
R3 > R2 > RI. Pritom su srednje vrijednosti koncentracija metala u sloju voska R4 bile vec¢e u
odnosu na koncentracije odredene u slojevima R1: za Co oko 250 puta, za Cu oko 230 puta, za
Mn oko 230 puta, za Fe 130 puta, za Se 14 puta, te Zn oko 300 puta. Koncentracije Fe, Zn i Cu
bile su u odnosu na druge pretrazivane elemente vrlo visoke, no ako ih promatramo kao
esencijalne elemente nuzne za proizvodnju proteina i kolagena, vezivnog tkiva, kao i njihova
medusobnog iskoriStavanja, posebice su vazni u sacu plodista pcelinje zajednice. Naime, u sa¢u
se razvija pcelinje leglo koje za razvoj, rast i niz presvlaenja ovojnica koze (egzoskeleta)
tijekom metamorfoze u odraslu pcelu zasigurno zahtijeva povecane koncentracije navedenih
elemenata. Poznate su posljedice njihova nedostatka na zaostali rast i razvoj, poremecaje

enzimskih sustava, a posebice Zn na osjetljivost prema koZznim infekcijama (PRASAD 2020.,
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HASSONA i ABD EL-WAHED, 2023.; LU i sur., 2023.). No utvrdene koncentracije Fe u prvoj
fazi prerade saca u satne osnove nisu se statisticki razlikovale izmedu pojedinih slojeva voska
uzorkovanih iz spremnika, kao $to se nisu razlikovale niti usporedujuéi koncentracije izmedu
pojedinih slojeva voska prve i druge faze prerade. Ipak, velike koli¢ine otopljenog
homogeniziranog voska u spremniku pokazale su vece koncentracije veéine pretrazivanih
elemenata, a posebice esencijalnih, u usporedbi s objavljenim rezultatima ispitanih uzoraka sa¢a
u okviru geografskih istrazivanja i istrazivanja okolisa (FORMICKI i sur., 2013.; TLAK
GAJGERisur., 2019.; ALJEDANTI i sur., 2020.; ULLAH i sur., 2022.; HASSONA i ABD EL-
WAHED, 2023.).

Mangan, Se i Co su esencijalni elementi u tragovima i mikronutrijenti nuzni za odvijanje
niza metabolickih funkcija, no potencijalno toksi¢ni u ve¢im koli¢inama (LEYSSENS i sur.,
2017.). S obzirom na to da su potrebni za metabolizam energije, posebice glukoze i lipida, vazni
su za koordinirani rad pcelinje zajednice. U ovom su se istrazivanju koncentracije navedenih
ispitivanih elemenata takoder smanjivale redoslijedom: R4 > R3 > R2 > R1. Pritom se srednje
vrijednosti svjetlijih slojeva voska (R1 — R3) nisu statisticki znacajno razlikovale od vrijednosti
u istim slojevima druge faze prerade voska. No u usporedbi sa svjetlijim slojevima nakon 1.
dana sedimentacije voska u spremniku utvrdene su za 97,14 % (Mn), 91,70 % (Se) 1 97,1 %
(Co) vece koncentracije elementa u sloju R4 koji je izbacen iz daljnje prerade. Nakon 7. dana
sedimentacije, u usporedbi s prvom fazom prerade u R4, iz prerade je izlu¢eno dodatnih 12,84

% (Mn), 15,621% (Se) i 8,25% (Co).

Za skupinu elementa Ag, Ba, Mo i1 V, prema naSim saznanjima, zasad nema publiciranih
dostupnih podataka. Za sve je navedene elemente utvrdena statisticki znacajna razlika u
koncentracijama pretrazivanih elemenata izmedu cetiri razine voska tijekom prve i druge faze
prerade saca u satnu osnovu (p < 0,05). Pritom je u sloju voska R4 u usporedbi sa svjetlijim
slojevima voska (R1 — R3) nakon 24 sata sedimentacije utvrdena za 93,72 % (Ag), za 92,89 %
(Ba), za 89,77 % (Mo) 1 za 94,54% (V) veca koncentracija pojedinih elemenata. Statisticki
znacCajna razlika izmedu koncentracija elemenata za iste slojeve voska uzorkovanog 1.1 7. dana
utvrdena je kod Ag za slojeve R3 i R4, Ba za sloj R4, Mo za slojeve R1, R2 1 R4 te V za slojeve
R31R4.

Primjenom dobrih pcelarskih, veterinarskih i okoli$nih praksi vezanih za zamjenu saca

1 preradu sirovog pcelinjeg voska pridonosi se u¢inkovitoj i uspjesnoj pcelarskoj proizvodnji.
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7. ZAKLJUCCI

1. Pcelinji vosak vazan je bioindikator stupnja oneciS¢enja okoliSa teskim metalima i/ili
metaloidima.

2. Zamjena tamnog saca i prerada sirovog voska u satne osnove nuzna je pcelarska praksa
koja znatno pridonosi uspjeSnom pcelarenju.

3. Prva faza prerade voska, koja ukljucuje sve korake — od otapanja blokova voska,
homogenizaciju, sterilizaciju i taloZenje tijekom 24 sata, do izrade satnih osnova —
zadovoljavajuce prociscuje vosak.

4. Tijekom prve faze prerade voska koncentracija pretrazivanih elemenata u slojevima
voska koji sluze za izradu satne osnove u usporedbi sa slojem koji je odbacen iz daljnje
prerade smanjena za: Cr 64,02 %; As 88,61 %; Hg 83,94 %; Cd 81,6 %; Pb 86,11 %;
Mn 97,14 %; Se 91,70 %; Ni 64,02 %; Co 97,1 %, Ag 93,72 %; Ba 92,89 %; Mo 89,77
% 1V 94,54 %.

5. Pretrazivanje saca i/ili sirovog voska primjenom tehnike ICP-MS na prisutnost i
kvantifikaciju teSkih metala i metaloida moze biti jedan od pokazatelja oneciS¢enja
okolisa te pomo¢i pcelarima pri izboru primjerene lokacije za smjestaj ili preseljenje

pcelinjaka.
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