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Stanovenie ropnych voskov vo véelom vosku
pomocou vysokoteplotnej kapilarnej plynovej chromatografie

JAN CEPCEK - ROBERT KUBINEC - RENATA GOROVA - GABRIELA ADDOVA

SUHRN. V ¢ldnku sa opisuje metdda stanovenia ropnych voskov vo véelich voskoch.
Analyzovali sa r6zne ropné vosky bezne pouzivané ako falSovadla v¢elich voskov. Metdda
umoziuje stanovit ropny vosk vo véelom vosku na koncentracnej urovni 0,1 %. Vo vacsi-
ne vzoriek vcelieho vosku, ktoré sa uvedenou metddou analyzovali, sa zistili ropné vosky.

KIUCOVE sLoVA: falSovanie; veeli vosk; ropny vosk; vysokoteplotnd plynovd chromato-
grafia

Veeli vosk, produkt brusnych Zliaz v¢iel, nasiel Siroké uplatnenie v mno-
hych odvetviach priemyslu, napr. v potravindrskom priemysle pri uskladneni
ovocia, vo farmaceutickom priemysle ako mastovy zdklad alebo emulgédtor,
ale aj v medicine na zastavenie vnutrokostného krvdcania alebo ako mode-
lovacia hmota v stomatoldgii [1]. Jeho trhova cena sa pohybuje na turovni
7 US dolérov za kilogram [2], ¢o je 1,5 az 3-krdt viac ako trhova cena rast-
linnych voskov a priblizne 8-krdt viac ako trhova cena ropnych voskov [3].
Vzhladom na uvedené rozdiely v cendch tychto komodit a zlozitost ich sta-
novenia v zmesi sa predpoklada falSovanie v¢elieho vosku lacnej$imi rastlin-
nymi alebo ropnymi voskami, ¢o moze spdsobit u spotrebitelov zdvazné
zdravotné komplikdcie. Vypracovand metdda stanovenia ropnych voskov
vo véelom vosku méd z uvedenych dévodov znaény vyznam pri overovani pra-
vosti tejto komodity v ramci predtrhovej a trhovej kontroly potravinarskych
produktov.

Informadcie o zloZeni véelieho vosku su netplné, kriticky boli zhodnotené
uz v roku 1963 [4], ale ani v Britskom farmaceutickom kddexe z roku 1973
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[5] sa informdcie o zloZeni vcelieho vosku od roku 1923 [6] vyznamne
nezmenili. V knihe [7] z roku 1978 o biochémii hmyzu sa uvddza, ze vceli
vosk sa sklada len z alkylesterov monokarboxylovych kyselin (72 %), volnych
mastnych kyselin (14 %) a uhlovodikov (11 %).

Specifické vlastnosti véelieho vosku st spdsobené prave roznym zlozenim
v porovnani s rastlinnym a ropnym voskom. V¢eli vosk je komplexna zmes
zlic¢enin rdznych skupin, v ktorych sa jednotlivé latky liSia dvomi atomami
uhlika v refazci. Pokrok v detailnom stanoveni zloZenia nastal az po roku
1960 aplikovanim modernych chromatografickych postupov, ako je plynova
rozdelovacia chromatografia (GLC).

Vseobecne je mozné vo vcelich voskoch identifikovat uhlovodiky (14 %),
estery (1 %), monoestery (35 %), diestery (14 %), triestery (3 %), hydroxy-
monoestery (4 %), hydroxypolyestery (8 %), polyestery (2 %), volné alko-
holy (1 %) a volné kyseliny (12 %) [8-14].

Nepoldrna cast vcelich voskov sa skladd z nasytenych aj nenasytenych
uhlovodikov s jednou dvojitou viazbou [15, 16], pricom pomer nasytenych
(C20—Cs31) a nenasytenych (C29—Css) uhlovodikov je 2:1.

Pri analyze prchavych zloziek véelieho vosku (s viac ako 14-timi uhlikmi)
kapilarnou plynovou chromatografiou v spojeni s hmotnostnou spektro-
metriou bolo detegovanych 111 zlicenin, ale iba 41 z nich identifikovanych
[17]. ZliCeniny, z ktorych kazdd predstavuje viac ako 1 % nefrakciono-
vaného vcelieho vosku a spolu tvoria 56 %, su nasytené uhlovodiky (Cz7 -
4 %, Ca9 - 2 %, C31 -1 %), nenasytené uhlovodiky (Cs1:1 - 1 %, C33:1 - 2 %),
nasytené monoestery (Cao - 6 %, C42 - 3 %, Ca4 - 3 %, Ca6 - 8 %, Cag - 6 %),
nenasytené monoestery (Cae:1 - 2 %, Cas:1 - 2 %), diestery (Cse - 2 %,
Css -2 %, Co0 - 2 %, Co2 - 3 %, Coa - 1 %), hydroxyester (Cas - 1 %) a volné
kyseliny (C24 - 6 %, Ca6 - 1 %, C28 - 1 %). Zvysnych 44 % s blizSie nespe-
cifikované zliceniny. Tato roznorodost, ako aj pritomnost zlic¢enin s hydro-
xylovou skupinou na predposlednom a poslednom uhliku a pritomnost
vysokého mnoZstva nenasytenych derivatov kyseliny olejovej je pravdepo-
dobne hlavnou pri¢inou tvdrnosti a relativne nizkej teploty topenia vcelie-
ho vosku (63-65 °C).

Rychlou a relativne jednoduchou metddou stanovenia frakcif véelieho
vosku je tenkovrstvovd chromatografia (TLC), ktorou je mozné identifiko-
vat vSetky skupiny zlucenin, avSak iba kvalitativne, a nie je mozné stanovit
dizky refazcov v jednotlivych frakcidch. Porovnanim véelich voskov eurdp-
skeho (Apis mellifera), afrického (Apis mellifera adansonii) a azijského pdvo-
du (Apis dorsata, Apis cerana, Apis florea) su z TLC chromatogramu zrejmé
série Skvin typické pre vcelie vosky a podobnost spomenutych druhov vce-
lich voskov [9].
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GLC analyza doplia informécie ziskané pomocou TLC [17, 18] a daji sa
fiou zistit presné dizky retazcov zloziek frakcii. Nevyhodou je skuto¢nost, ze
iba niektoré zlozky su dostato¢ne prchavé a pri beznych analyzach sa neroz-
kladaju. Metyldciou vcelieho vosku diazometdnom je mozné stanovit dalSie
latky, napr. volné kyseliny [19]. V porovnani s rastlinnymi voskami poskytu-
je vceli vosk odlisny subor pikov [20]. Rozdielne su aj chromatogramy vce-
lich voskov r6zneho povodu [21, 22].

Pri zistovani pritomnosti ropného, resp. rastlinného vosku vo vcéelom
vosku [5, 21, 23-30], sa sleduje farba, aréma, teplota topenia, obsah esterov,
obsah kyselin, pomer obsahu esterov a kyselin, bod zdkalu [31] s medzami
stanovenia okolo 6 % a robi sa chromatografickd analyza s medzou stanove-
nia od 2 do 6 % v zavislosti od typu ropnych parafinov.

Z porovnania GLC analyz izolovanych uhlovodikov vcelich a ropnych
voskov je zrejmé, Ze vcelie vosky obsahuju takmer vyluéne uhlovodiky
s neparnym poctom uhlikov [15, 32-34] a ropné vosky uhlovodiky vSetkych
dizok uhlikovych retazcov [22, 35]. Tieto poznatky sa vyuzili pri vypracovani
novej metddy stanovenia ropnych voskov vo véelom vosku.

Materidal a metédy

Chemikdlie a vzorky
silikagél pre stlpcovii chromatografiu (Supelco, Bellefonte, PA, USA),
izohexdn p. a. (Loba-Chemie, Fischamend, Rakisko),
chloroform (Loba-Chemie, Wien-Fischamend, Rakusko),
ropné parafiny (Slovnaft a. s., Slovensko),
nefalSovany vceli vosk (vceldr - sikromnik),
komerc¢né véelie vosky (bratislavské vianoc¢né trhy),

Pristroje a zariadenia

Presné vdhy typ 754,05 (OWA Labor, WEB Wigetechnik Rapido,
Oschatz, NDR),

Analytické vahy (Mettler H10T, 381173, Greifensee, Svajéiarsko),

Muflova pec typ LM 212, 11, MLW (VEB Elektro, Bad Frankenhausen,
NDR).

Plynovochromatografickd analyza

Na plynovochromatograficki analyzu sa pouzil plynovy chromatograf
HP 5890 Series II s automatickym injektorom HP 7673 A a FID detektorom
(Hewlet Packard Company, Avondale, PA USA).
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KedzZe vceli vosk obsahuje vysokopoldrne aj nepoldrne zlozky, na priamu
analyzu sa ako rozpustadlo pouzil chloroform. Davkoval sa 1 pl chlorofor-
mového roztoku s koncentraciou 5 000 mg.kg-1 metddou splitless.

Po odstraneni polarnych zloZiek vosku postupom uvedenym nizsie sa pre-
Cisteny roztok v izohexdne davkoval do plynového chromatografu v objeme
1 ul

GC parametre pre analyzu

Injektor: Split/Splitless 2 min, 380 °C
Koloéna: 15m x 0,32 mm x 0,1 um, OV-1
Detektor: FID, 380 °C

Teplotny program pece: 60 °C, 1 minuta izotermicky, potom so stipa-
nim 15 °C/min do 380 °C, 6 mintt izotermicky

Nosny plyn: hélium (99,996 %) so vstupnym tlakom
100 kPa

Cistenie véelieho vosku

7. dovodu komplexného charakteru matrice, a teda zjednoduSenia chro-
matografického zdznamu, bolo potrebné vceli vosk precistit. Na odstrdnenie
poldrnych zloZiek bol pouzity aktivovany silikagél. Po optimalizovani postu-
pu Cistenia sa ako najvhodnejsi ukdzal nasledujici postup: 0,5 g véelieho
vosku sa pridalo k 100 ml izohexdnu, roztok sa vlozil na 10 minut do ultra-
zvuku, k roztoku sa pridali 3 g aktivovaného silikagélu a takto vzniknutd
zmes sa 30 minut intenzivne pretrepala na laboratdrnej trepacke. Po usade-
ni silikagélu sa odobral 1 ml ¢ireho roztoku a 1 pl sa ddvkoval do injektora
plynového chromatografu.

Vysledky a diskusia

Na obr. 1 je chromatogram ziskany priamou analyzou véelieho vosku.
Je zrejmé, Ze vceli vosk v zhode s literatirou obsahuje velké mnozstvo latok.
Majoritnymi zlozkami su alkdny Czs5—C33 s nepdrnym poctom uhlikov
v molekule a monoestery mastnych kyselin C40—Cas.

Chromatograficky zdznam ziskany analyzou precisteného vosku je
na obr. 2. Precistenim vcelieho vosku boli odstranené vSetky poldrne zloZzky
a na chromatograme sa nachdadzaju iba alkdny a alkény v tom istom pomer-
nom zastipen{ ako pri priamej analyze vcelieho vosku.

Na obr. 3 su chromatografické zdznamy troch rdznych ropnych parafinov
(A, B, C), ktoré sa liSia roznou distribuciou n-alkdnov a rozdielnou Sirkou
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OBR. 1. Chromatograficky zdznam vcelieho vosku.
FiG. 1. Chromatogram of the bees wax.
1 -n-Cp, 2 - n-Cas, 3 - n-Czo, 4 - n-Css, 5 - n-Cao, 6 - n-Cas, a - n-Cz7, b - n-Cao, ¢ - n-Csj,
d - n-Cs3, e - monoester-C49, f - monoester-Cs2, g - monoester-Cs4, h - monoester-Css,
i - monoester-Css.
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OBR. 2. Chromatograficky zdznam v¢elieho vosku po precistent.
Fi1G. 2. Chromatogram of the bees wax after purification.
1-n-Ca, 2 - n-Czs, 3 - n-Cs, 4 - n-Css, 5 - n-Cao, 6 - n-Css, a - n-Ca7, b - n-Cpg, ¢ - n-Csy,
d-n-Css,
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OBR. 3. Chromatografické zdznamy réznych ropnych parafinov (A, B, C).
Fi1G. 3. Chromatograms of various petroleum waxes (A, B, C).
1-n-Co, 2 - n-Cas, 3 - n-Cszp, 4 - n-Css, 5 - n-Cap, 6 - n-Css.

destilacného rezu. V dalSej Studii sa pouZili uvedené ropné parafiny s takou
teplotou topenia, aby po pridani do v¢elieho vosku vyrazne nemenili jeho
fyzikdlne vlastnosti a boli tak vhodné ako falSovadlo v¢elieho vosku.

Z uvedeného vyplyva, Ze pre stanovenie ropného parafinu vo véelom
vosku nie je moZzné jeho obsah prepocitat na obsah niektorého parneho
n-alkdnu, kedZe obsah daného alkdnu vyznamne zavisi od typu parafinu.
Chromatogramy Studovanych voskov su zlozité a nedd sa ocakdvat uplnd
separdcia vSetkych latok obsiahnutych vo vzorke. Na kvantitativne vyhodno-
tenie takychto zloZitych chromatogramov sa pouZiva distribu¢nd analyza
poctu uhlikov, pri ktorej sa kvantifikuje mnozstvo n-alkdnu, ako aj skupiny
rozvetvenych alkdnov a cykloalkdnov s rovnakym poctom atomov uhlika
v retazci.

Po integrdcii a vypocte mnozstva jednotlivych n-alkdnov a sumdrneho
mnozstva izoalkdnov a cykloalkdnov zodpovedajucich prislusSnému n-alkdnu
bol vypocitany pomer izoalkdnov a cykloalkdnov oproti zodpovedajicemu
n-alkdnu (Kp). Na obr. 4 je grafickd zavislost pomeru Ky od poctu uhlikov
v retazci. Z tejto zdvislosti je zrejmé, Ze obsah izoalkdnov a cykloalkdnov
oproti zodpovedajicemu n-alkdnu rastie s poctom uhlikovych atémov
v molekule a od Css predstavuje viac ako 50 % (Kn > 0,5). Hodnota K;
sa zvySuje s poc¢tom uhlikovych atdmov v molekule, ¢o stvisi so zmenSujicim
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sa rozdielom fyzikdlnochemickych vlastnosti prislusného n-alkdnu a izoal-
kdnu. Z obr. 4 je tiez zrejmé, zZe hodnoty Ky vyrazne zavisia od poctu uhliko-
vych atdmov, ale pre jednotlivé typy Studovanych ropnych parafinov (A, B,
C) su takmer zhodné.

Pri stanoveni obsahu ropného parafinu vo véelom vosku sa vychddzalo
z predpokladov, Ze vceli vosk obsahuje iba uhlovodiky s neparnym poctom
uhlikovych atémov; pomer medzi izoalkdnmi a cykloalkdnmi k zodpoveda-
jucemu n-alkdnu zavisi od poctu atémov uhlika a nezavisi od typu parafinu;
a obsah n-alkdnov s parnym poctom atomov uhlika v molekule je zhodny
s obsahom alkdnov s neparnym poctom atémov uhlika pre vSetky typy rop-
nych parafinov. Na zdklade uvedeného sa pre vypocet koncentracie parafinu
vo v¢elom vosku odvodila nasledujuica rovnica:

Cow =2.2¢,(1+Kp,)

kde cpw je koncentrécia parafinu, cn - koncentracia n-alkdnu s pdrnym poctom
uhlikov, Ky - koeficient charakterizujici pomer izoalkdnov a cykloalkdnov
k zodpovedajicemu n-alkdnu a n - pocet atémov uhlika v molekule alkanu.
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OBR. 4. Graficka zavislost hodnoty Ky od poctu atémov uhlika
v molekule alkdnu rdznych ropnych parafinov (A, B, C).
K - koeficient charakterizujici pomer izoalkdnov a cykloalkdnov k zodpovedajicemu n-alkdnu,
n - pocet atomov uhlika v molekule alkdnu.

F1G. 4. Plots of the K, value vs. carbon atom number
in the alkane molecule for various petroleum waxes (A, B, C).
Ka - coefficient characterizing the ratio of isoalkanes and cycloalkanes to the corresponding
n-alkane, n - number of carbon atoms in the alkane molecule.
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Na obr. 5 je chromatograficky zdznam vcelieho vosku ziskaného na via-
noc¢nych trhoch v roku 1999. Obsah ropnych parafinov, ktory bol vypocitany
pomocou uvedenej rovnice je 1,8 %.
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OBR. 5. Chromatograficky zdznam redlnej vzorky vcelicho vosku s obsahom 1,8 % parafinu.
F1G. 5. Chromatogram of the bees wax containing 1.8 % of the petroleum wax.
1-n-Coo, 2 - n-Cps, 3 - n-C30, 4 - n-Css, 5 - n-Cap, 6 - n-Css.

Zaver

V tejto préci bola optimalizovand plynovochromatografickd separdcia
jednotlivych zloziek vcelich voskov a ropnych voskov tak, aby boli uhlovo-
diky vcelieho vosku a uhlovodiky ropného vosku rozliSené a vypracoval sa
pomerne jednoduchy a ucinny postup odstranenia poldrnych ldtok z véelie-
ho vosku. Na zdklade merani obsahu jednotlivych alkdnov v r6znych vzor-
kach ropnych parafinov sa zistilo, Ze pomer medzi izoalkdnmi, cykloalkdnmi
a prisluSnymi n-alkdnmi zdvisi od poctu atomov uhlika v molekule a nezavi-
st od typu parafinu. Na zdklade uvedeného bol odvodeny vztah pre vypocet
ropnych parafinov vo vcelom vosku, ktory vyuziva na vypocet obsah
n—alkdnov s parnym poctom atomov uhlika v molekule. Meranim redlnych
vzoriek sa zistilo, Ze metdda umoznuje stanovit ropné parafiny vo véelom
vosku na koncentracnej urovni 0,1 %.
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Stanovenie ropnych voskov vo véelom vosku ...

Determination of petroleum waxes in bees waxes
by high-temperature capillary gas chromatography

CEPCEK, J. - KUBINEC, R. - GOROVA, R. - ADDOVA, G.:
Bull. potrav. Vysk., 4, 2002, p. 279-289.

SUMMARY. A method for the determination of petroleum waxes as adulterants in bees waxes
is described. Various petroleum waxes commonly used for adulteration of bees waxes were
analysed. The described method facilitates the determination of adultering petroleum waxes
in the bees wax on a concentration level of 0.1 %. In a majority of the bees waxes analysed
by this method, adultering petroleum waxes were detected.

KEYWORDS: adulteration; bees wax; petroleum wax; high-temperature gas chromatography
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