"Sluzbeni glasnik BiH" broj: 37/09

Na osnovu €lana 17. stav 2. i ¢lana 72. Zakona o hrani ("Sluzbeni glasnik BiH", broj 50/04) i ¢lana 17.
Zakona o Vijecu ministara Bosne i Hercegovine ("Sluzbeni glasnik BiH", br. 30/03, 42/03, 81/06, 76/07,
81/07, 94/07 i 24/08), Vije¢e ministara Bosne i Hercegovine, na prijedlog Agencije za sigurnost hrane Bosne
i Hercegovine, u saradniji s nadleznim organima entiteta i Bréko Distrikta Bosne i Hercegovine, na 76.
sjednici odrzanoj 12. februara 2009. godine, donijelo je

PRAVILNIK
O METODAMA ZA KONTROLU MEDA | DRUGIH PCELINJIH PROIZVODA
DIO PRVI - OPCE ODREDBE
Clan 1.
(Predmet)

(1) Pravilnikom o metodama za kontrolu meda i drugih pc&elinjih proizvoda (u daljnjem tekstu: Pravilnik)
propisuju se metode za kontrolu kvaliteta meda i drugih p&elinjih proizvoda, te proizvoda na bazi meda i
drugih pcelinjih proizvoda (u daljnjem tekstu: proizvod).

(2) Pravilnikom su definirane:
a) metode uzimanja uzoraka,
b) metode fizi¢kih, hemijskih i bioloskih analiza za proizvode.

(3) Uzimanje uzoraka, fizicke, hemijske i bioloSke analize proizvoda vrse se po metodama koje su
navedene u aneksima I. i Il., koji su sastavni dio ovog pravilnika.

DIO DRUGI - POSEBNE ODREDBE
Clan 2.
(Metode uzimanja uzoraka)

Metode uzimanja uzoraka meda i drugih proizvoda kojima se utvrduju postupci i nacini uzimanja uzoraka na
kojima se vrsi kontrola kvaliteta tih proizvoda navedene su u Aneksu |. ovog pravilnika.

Clan 3.
(Metode fizickih, hemijskih i bioloskih analiza)

Metode fizi¢kih, hemijskih i bioloSkih analiza meda i drugih proizvoda kojima se utvrduju uslovi i postupci za
vrSenje fizickih, hemijskih i bioloSkih ispitivanja proizvoda radi provjeravanja kvaliteta navedene su u Aneksu
Il. ovog pravilnika.

Clan 4.
(Upotreba reagensa)

Svi reagensi koji se upotrebljavaju za hemijske analize proizvoda na koje se odnose odredbe ovog pravilnika
moraju biti propisane analitiCke Cisto¢e, a voda koja se koristi mora biti destilirana.
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"Sluzbeni glasnik BiH" broj: 37/09
Clan 5.

(Preciznost odredivanja)

(1) Preciznost odredivanja metoda fizic¢kih, hemijskih i bioloskih analiza, u skladu s ovim pravilnikom,
utvrduje se prema principima dobre laboratorijske prakse, a izraZzava se kao relativho odstupanje od
prosjeka dobivenog iz najmanje dva paralelna odredivanja.
(2) Dozvoljena razlika rezultata dva pojedinacna odredivanja, koja su izvrSena uporedno ili ubrzo jedno za
drugim, na istom uzorku za ispitivanje, istom metodom, u istim uslovima, koje je izvrsio isti analitiar i u istoj
laboratoriji, mora biti u granicama propisane metode, kako je to utvrdeno ovim pravilnikom.
DIO TRECI - PRIJELAZNE | ZAVRSNE ODREDBE

Clan 6.

(Prestanak vazenja odredbi)

Danom stupanja na snagu ovog pravilnika prestaju vaZziti odredbe Pravilnika o kvalitetu meda i drugih
pc&elinjih proizvoda i metodama za kontrolu kvaliteta meda i drugih pcelinjih proizvoda ("Sluzbeni list SFRJ",
br. 4/85 i 7/92), kojim se propisuju metode za kontrolu kvaliteta meda i drugih pcelinjih proizvoda.
Clan 7.
(Stupanje na snagu)

Ovaj pravilnik stupa na snagu osmog dana od dana objavljivanja u "Sluzbenom glasniku BiH".

VM broj 93/09
12. februara 2009. godine
Sarajevo

Predsjedavajuci
Vije¢a ministara BiH
Dr. Nikola Spiri¢, s. r.
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ANEKS L.
POGLAVLJIE L. METODE UZIMANIA UZORAKA
Odjeljak A. Uzimanje uzoraka

(1) Uzorci meda 1 drugth péelingih proizvoda, prilikom wvrienja inspekeijskog nadzora,
mogu se uzell u fazi proizvodnje, prerade, obrade 1 distribucije.

{2) Uzenn vzorak za ispitivanje mora predstavijati progjecan sastav cjelokupne kolicine
proizvoda od kojeg se uzorak uzima.

Odjeljak B. Proizvodna serija, ambalaina jedinica, pogiljka

(1) Pod protzvodnom serijjom, u smislu ovog pravilnika, podrazumijeva se odgovarajuca
koh¢ina proizvoda iste vrsie, proizvedena istog dana, odgovarajuée zapremine, s
obavernom oznakom za identifikaciju.

{2) Pod ambalaknom jedinicom meda i drugih péelingih proizvoda podrazumijevaju se
utvrdene kolitine proizvoda iste wvrste, upakovane u pojedinaéna pakovanja
odgovarajuée zapremine, s obaveznom oznakom za identifilcaciju.

(3) Ambalaine jedinice mogu biti upakovane u zbima transporina pakovanja, na koja =e
primjenjuju odredbe ovog pravilmka.

i(4) Pod podiljkom proizvoda podrazumijeva se istovremeno isporugena kolidina proizvoda
u pojedinaénim i zhirmim pakovanjima koja se stavljaju u promet.

Odjeljak C. Uzorak, zapisnik, pakovanje i éuvanje uzorka

(1) Uzorak za ispitivanje proizvoda &ine najmanje tn identiéne ambalaZne jedinice od
ukupno uzetog uzorka, s tim da te jedinice moraju biti identicnog sastava i jednake
zapremine.

(2) O uzimanju weoraka proizvoda zapisnik obavesno sadinjava ovlasteno lice koje uzima
uzorak za ispitivanje u koji unosi podatke znacajne za rezultat ispitivanja: mjesto,
datum 1 vrijeme vzimanja uzorka, svrhu uzimanja wzorka, vrstu 1 kolidinu proizvoda od
kojeg se uzima uvzorak. broj pojedinatno uwzetih vzoraka i kolidinu ukupno uzetog
uzorka, oznake za identifikaciju uwzorka 1 kolitinu uzorka koja se dostavija za
ispitivanje.

(3) Uzorak se pakuje u staklene ili plastitne sudove koji se zatvaraju Cistim i suhim
zatvaradima i oznaavaju tako da se oznaka ne moze lako skinuti i izbrisati. a zatim se
u njih wiskuje sluzbeni pedat ili stavlja plomba,

(4) Uzeti uzorci cuvaju se pod uslovima propisanim ovim pravilnikom za odgovarajuce
proizvode.

(5} Ake su proizvedi upakovani u originalne ambalazne jedinice manjih zapremina ili
masa, uzell uzorak moke biti svaka nasumice uzeta pojedinadna jedinica,
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POGLAVLJE IL UZIMANJE UZORAKA MEDA I DRUGIH PCELIN.JIH

PROIZVODA

Odjeljak A. Broj uzoraka, formiranje uzorka

(1) Broj jedinica uzetog uzorka za ispitivanje zavisi od wvrste proizvoda 1 wvelicine
proizvodne serije, odnosno posiljke.
(2) Broj jedimica uzetog uzorka utvrduje se na osnovu sljedeée tabele:

Vrsta pakovarnja

Kelicina od kaje
se wzorak wzima

\Broj ambalainih jedinica
kaje se uzimaju kao
uzorak

Masa  wkupno|
uzetog wzorka (u|
)

Fante il1 burad

|povecava se za 1.

1 jedinica
od 2 do 5 jedinica
= 5 do 60 jedinica
= 60 do B0 jedimica
= &0 do 100 jedinica

O

5

500
S00
1 000
1 000
1 000

La svaku daljnju stotinu 1l zapodetu stotinu kanti/badévi broj kanti/badvi za uzimanje uzoraka

Staklenke 1li tegle
(do 1 kg)

jedan uzorak.

od 1 do 100 jedinica
= 100 do 300 jedinica
= 500 do 1 000 jedinica
= 1000 do 10 000 jedinica

ted b —

=

Ostale vrste do 5 (M1 jedinica 1
pakovanja za svakih daljnjih 2 000 1
(do 250 g) jedinica

300
500
500
500

Ako Je posiljka veca od 10 000 staklenki, na svakih daljnjih 2 500 staklenki uzima se jo& pu.

(3) Ako svaki uzeti uzorak meda ukupno iznosi vise od tri ambalazne jedinice, od njih se
formira jedan uzorak. pri &emu za svaku ambalainu jedinicu uzorka mora imati istu
moguénost da bude 1zdvojena kao ambalaZna jedinica uzorka uzetog za ispitivanje.

{4) Za wzimanje uzoraka meda iz kante/badéve, koristi se metalna sonda sa odjeljcima
{slika 1.). Metalna sonda sastoji se od dvije koncentritne cijevi koje ulaze jedna u
drugu. Donji dio sonde je zadiljen. Unutrainja cijev sonde ima rulicu &ijim se
okretanjem za 90° sonda mo2e zatvoriti.

{3) Uzorak meda uzima se tako &to se zatvorena. &ista i osufena sonda potopi u med do
kraja zajednickog otvora. U medu se sonda otvori pa zatvori 1 sa uzetim uzorkom
izvule iz proizvoda,
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Slika 1. Metalna sonda za uzimanje nzoraka meda
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ANEKS IL

POGLAVLJE L. METODE FIZICKIH, HEMLISKIH I BIOLOSKIH ANALIZA
MEDA I DRUGIH PCELINJIH PROIZVODA

Odjeljak A. Metode fizickih, hemijskih i bioloskih analiza

Metode fizickih, hemijskih i biologkih analiza kojima se vrdi kontrola kvaliteta meda i
drugih péelingih proizvoda su:

a)
b)
)
d)
€)
)
g)
h)
i)
i)

k)
1)

priprema uzoraka za analizu;'
cdredivanje elektriéne pmvnd]jivnsli:" 2
odredivanje redukovanih Se¢era:’
odredivanje saharoze:'

odredivanje vode u medu:'

odredivanje materija nerastvorljivih u vodi (gravimetrijska metoda);”

odredivanje pepela;’®

odredivanje kiselosti:"*

odredivanje aktivnosti dijastaze;]

odredivanje hidroksimetilfurfurola HMF (fotometrijska metoda po Winkleru® i metoda
na dvije talasne duZine po White-u®);"

biolodka metoda polenske analize meda;

odredivanje vode v matiénoj mlijedi i polenu;

m) odredivanje proteina u matiénoj mlijedi;

nj

odredivanje ekstrakta propolisa u alkoholnom rastvoru,

! Codex standard for honey
! Uskladene metode Evropske komisije za med
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POGLAVLJE II. METODE FIZICKIH, HEMLISKIH I BIOLOSKIH ANALIZA
KOJIMA SE VRSI KONTROLA KVALITETA MEDA I DRUGIH PCELINJIH
PROIZVODA

Odjeljak A. Priprema uzorka za analizu

(1} Zavisno od konzistencije meda, uzorci za analizu pripremaju se na razlidite natine.

{2) Ako je med u teénom stanju, prije pocetka analize, lagano se 1zmijeSa Stapicem ili
muckanjem.

{3) Ako je med granuliran. zatvorena posuda sa uzorkom stavi se u vodeno kupatilo 1
zagrijava 30 minuta na temperaturi 60 “C, a po potrebi 1 na temperaturi od 65° C. U
toku zagrijavanja mofe se promijedati Stapidem ili kruZno promuckati, a zatim brzo
prohladiti.

(4) Ako se odreduje dijastaza ili hidroksimetilfurfurol. med se ne zagrijava,

{5) Ako med sadri strane materije. kao 5to je vosak. dijelovi peela ili dijelovi sada, vzorak
se zagrijava na temperaturi 40 “C u vodenom kupatilu. a zatim procijedi kroz thaninu
kaja se stavlja na lijepak zagrijavan toplom vodom,

(6) Ako je med u sadu, sale se otvori, procijedi kroz Zifano sito s kvadratnim otvorom
dimenzije (1.5 x 0.5 mm. Ako dio saca i voska prode kroz sito, uzorak se zagrije u
vodenom kupatilu na temperaturi 60 “C. a po potrebi zagrijava se 30 minuta 1 na
temperaturi od 65 “C. 1] toku zagrijavanja promijeda se Stapicem il promucka kruznim
pokretima, a zatim se brezo prohladi.

{7) Ako je med u sadéu granuliran, zagrijava se da bi se otopio vosak, promijeda se 1 ohladi
Poslije hladenja, vosak se odstrani.

Odjeljak B. Odredivanje elektriéne provodljivosti
Oblast primjene

Metoda je validna za odredivanje elekiniéne provoedljivost u medu v rasponu od 0.1 do 3
miliSimens/em "' (mS/em™).
Definicija

Elektriéna provodljivost u medu definirana je pomoéu 20 %-nog zapreminskog vodenog
rastvora meda na 20 °C, gdje se 20 %6 odnosi na suhu materiju meda. Rezultati su izrazeni u
miliSimens/em™.

Princip

Elektriéna provodljivost rastvora koji sadrqi 20 grama suhe materije meda u 100 ml
destilirane vode mjerise pomodu elektrokonduktometrijske éelije. Odredivanje elektriéne
provodljivosti zasniva se na mjerenju elekinéne otpornosti, koja je reciproéna elekiriéno
provodljivosti. Metoda je zasnovana na originalnom radu YVorwohl (1 - 5).

Reagensi

Ukoliko nije na drugi naéin precizirano, reagensi moraju biti prepoznatljive analiticke
Gistode il kvaliteta. Voda bi trebalo da bude svjeke destilirana ili ekvivalentnog kvaliteta.
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Rastvor kalijum-hlorida 0,1 M: Rastvoriti 74557 g KC1 (kalijum-hlorida). osusenog na
130 °C, u svjeie destilirano] vodi u odmjernoj tikvici od 1000 ml i nadopuniti do oznake
destiliranom vodom. Pripremiti je na dan koridtenja.

Oprema

Konduktometar, nizeg reda 10°S,

Konduktometrijske celije. platinske duple elektrode {imerzione elektrode).

Termometar sa osjetljivodén mjerenja 0,1 °C.

Vodeno kupatilo, termostaticke kontrole temperature na 20 + (0.5 °C.

Odmjerne tikvice, 100 i 1000 ml.

Menzura, visoka forma,

Procedura

Odredivanje konstante elije

Ukoliko konstanta konduktometrijske éelije nije poznata, procedura je sljedeéa: usuti 40 ml
rastvora  kalijum-hlorida v menzuru; podesiti konduktometrijsku éeliju na mjerenje
konduktivnosti; snakno isprati rastvorom kalijum-hlorida 1 uroniti éeliju u rastvor zajedno s
termometrom: olitati elekiriénu provodljivost rastvora u miliSimensima nakon postizanja
temperature od 20 "C,

Napemena

Da bi se izbjegle greske kod rezultata zbog efelda polarizacije, vijjeme mjerenja trebalo bi
da bude &to je moguce krace.

Izralunavanje konstante celije K vrii se pomodu sljedeée formule:

K =11691x /G|

gdje je
K- konstanta celije izraZena u em
G- elektriéna provodljivost u miliSimensima mjerena s kenduktometrijskom
celijom,
11,691- zbir srednje vrijednosti elektriéne provodljivosti svjeze destilirane vode u
miliSimensima po centimetru i elektriéne provodljivosti 0,1 M rastvora
kalijum-hlorida na 20 °C.

Elektrodu snazno isprati destiliranom vodom nakon odredivanja konstante celije. Kada mje
u upotrebi, elekiroda se drzi u destiliranoj vodi da bi se izbjeglo starenje platinske
elektrode.
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Priprema nzorka

Priprema uzorka vrii se prema metodi pripreme uzorka za analizu koja je propisana u
Odjeljku A ovog poglavlja.

Priprema rastvora sa uzorkom

Rastvoriti kolifinu meda koja je ekvivalentna 20 g anhidriranog meda u destiliranoj vodi.
Prenijeti kvantitativno rastvor u volumetrijski sud od 100 ml 1 dopuniti do oznake
destiliranom vodom.

Presuti 40 ml rastvora u menzuru koju nakon toga treba staviti u vodeno kupatilo na 20 °C,
Isprati snaino konduktometrijsku Geliju sa znatajnim dijelom rastvora urzorka. Uroniti
konduktometrijsku celiju u rastvor uzorka. O¢itati provodljivest u miliSimensima nakon
§to se postigne navedena temperatura.

Napomena:

1. Mijerenje bi se trebalo obaviti Sto je mogude brie da bi se izbjegle greike u
rezultatu.

2. Ako je odredivanje radeno na razliéitim temperaturama, ¥bog nedostatka
termostatidke éelije. tada se za izradunavanje mofe konstiti korekeijski faktor za
20 °C, #a temperaturu tznad 20 °C umanjujemo za 3.2 % od vrijednosti za svaki °C,
a za temperaturu ispod 20 °C uvedavamo za 3.2 % vrijednost za svaki °C.

Podatke mjerenja koje smo Korigirali s navedenim vrijednostima faktora, ne mofemo
validirati u ring kontrolama. Medutim, nema #nacajne razlike izmedu konduktivnosti 50
medova mjerenih na 20 °C i na temperaturama koje variraju od 20 do 26 "C nakon
primjene navedenih faktora korekeije.

Tzradunavangje i izraiavanje rezultata

Lzrafunavanje elekiriéne provodljivosti vii se prema sljededo) formuli

Sy =kK=G

H

gdje je:
Sh- elektriéna provodljivost rastvora meda u miliSimensima‘cm:
G provodljivost u miliSimensima;
K konstanta éelije u cm.

Odjeljak C. Odredivanje reduciranih Seéera
a) Metoda s Fehlingovim rastvorima
Princip

Princip ove metode zasniva se na redukeiji Fehlingovog rasivora titracijom rastvorom
reduciranih federa meda vz koristenje metilen-plavog kao indikatora.
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Reagensi

i1} Fehlingov rastvor

a) Rastvor A: rastvori se 69,28 g bakar-sulfata (CuS0Oy SH;0) i do jednog litra dopund
destiliranom vodom. Rastvor se priprema dan ranije prije postupka titracije.

b} Rastvor B: rastvor se 346 g kalijjum-natrijum-tartarata (CyH,KNaOg 4H20) 1 100
g natrijum-hidroksida (NaOH) u jednom litru destilirane vode. Rastvor se zatim
filtrira.

{2) Standardni rastvor invertnog Sedera (10 g/l vode): odmjeri se 9.5 g Liste saharoze, doda
5 ml rastvora hlorovodoniéne kiseline HCI (oko 36,5 %) 1 dopuni destiliranom vodom
do 100 ml Rastvor se moke Suvati nekoliko dana. zavisno od temperature: na
temperaturi 12 °C do 15 °C do sedam dana. a na temperaturi 20 °C do 25 “C do tri
dana. Pripremljeni rastvor dopuni se vodom do jednog litra. Neposredno prije upotrebe,
odgovarajuéa zapremina rastvora neutralizira se sa 1 mol rastvorom NaOH/1 i zatim se
razblazi do zahtijevane potrebne koncentracije (2 g/1) - standardni rastvor.

Napomena:1 “o-ni zakiseljen rastvor invertnog seéera stabilan je nekoliko mjeseci.

{3) Rastvor metilen-plavog: rastvori se 2 g metilen-plavog u destiliranoj vodi, a zatim do
jednog litra razblazi vodom.
i(4) Stipsa (alaun)
a) Rastvor stipse: pripremi se hladno zasicen rastvor (RSO AL(SOy) 24H,0) u vodi,
Zatim se. uz konstantno mijesanje Stapicem. doda amonijum-hidroksid dok rastvor
ne postane alkalan, $lo se utvrduje lakmus papirom. Rastvor se ostavi da se slegne i
ispire vodom uz dekantovanje sve dok voda daje blag pozitivan test na sulfate, to
se ulvrduje rastvorom barijum-hlorida. Visak vode se odlije, a preostala pasta
ostavlja u boei sa slifovanim zatvaradem.

Pripremanje uzorka
L. Postupak - Primjenjivo za med koji mo#e da sadrzi talog

a) Odmjeri se 25 g (W) homogeniziranog meda i prenese u odmjernu tikvicu zapremine
100 ml., doda 3 ml stipse. dopuni se vodom do oznake pri temperaturi od 20°C, pa se
rastvor filtrira.

b) U odmjernu tikvicu zapremine 300 ml pipetira se 10 ml vzorka pod _a“ i razblaZi
destilitanom vodom do oznake na tikvici (razblaZeni rastvor meda).

II. Postupak

a) Odmjent se 2 g homogeniziranog meda (W), prenese u odmjernu tikvieu zapremine
200 ml, rastvori u vodi 1 dopuni vodom do oznake na tikviei (rastvor meda).

b) Odmjeri se 30 ml rastvora meda pod .a" i dopuni destiliranom vodom do 100 ml
(razblaZeni rastvor meda).

Standardizacija Fehlingoveg rastvora

Fehlingov rastvor standardizira se tako #o se otpipetira 5 ml Fehlingovog rastvora A i
pomijeda sa 5 ml rastvora B (Fehlingov rastvor). Taj rastvor mora ukupno reagirati sa
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0,050 g invertnog decera dodatog u kolitini od 25 ml kao standardni rastvor invertnog
Secera (2 g/l).

Prethodna titracija

Ukupna zapremina materija koje reagiraju na kraju redukcione titracije mora iznositi 35
ml, §to se postize dodavanjem odredene koliéine vode prije pocetka titracije. 8 obzirom na
to da se posebnim propisom o medu 1 drugim péelinjim proizvodima propisuje vise od 60
% reduciranih secera (ratunato kao invertni secer), potrebno je prethodno obaviti titraciju
da bi se utvrdila taéna zapremina vode koja se dodaje, kako bi se u postupku analize
osigurala redukeija pri konstantno] zapremini. Zapremina potrebne kolidine vode dobiva se
oduzimanjem utrodene zapremine razblaZenog rastvora meda u prethodnoj titracip (X

ml*) od 25 ml (25 ml -, X*).

Pipetom se odmjeri 5 ml Fehlingovog rastvora A 1 prenese u konusnu Erlenmajer tikvicu,
zapremine 250 ml, doda se 5 ml Fehlingovog rastvora B. 7 ml destilirane vode, malo
plovuéea ili drugog slitnog sredstva i 15 ml razblakenog rastvora meda iz birete. Medna
mjedavina zagrijava se do kljutanja i dvije minute odrzava umanjeno kljuCanje. Zatim se,
za vrijeme kljulanja rastvora, doda 1 ml 0.2 %e-nog rastvora metilen-plavog i titracija
zavréi za ukupno tri minute, uz ponovljeno dodavanje razblazenog rastvora meda, sve dok
ii¢ezne boja indikatora. Ttrodena zapremina razhlazenog rastvora meda koji je kompletno
reduciran obiljezava se sa X ml*.

Odredivanje. Pipetom se odmijeri 5 ml Fehlingovog rastvora A i prenese u konusnu
erlenmajer tikvicu zapremine 230 ml 1 doda 5 ml Fehlingovog rastvora B. Zatim se doda
(25 ml — X ml") destilirane vode, malo kamena-plovucea ili drugog odgovarajuceg
sredstva i iz birete doda razblazeni rastvor meda, tako da za kompletnu titraciju ostane oko
L5 ml (X ml - 1.5ml). Zatim se hladna mjefavina zagrijava do kljuéanja 1 dvije minute
odrzava umjereno kljuéanje. U toku kljuéanja doda se 1.0 ml 0,2 %e-nog rastvora metilen-
plavog. pa se titracija, dodavanjem razblaZenog rastvora meda do obezbojenja mdikatora,
mora zavriiti za tri minute ulupnog kljudanja. Utrofena kolid¢ina razblaZenog rastvora
meda obiljezava se sa Y ml*.

Tzradunavanje

Invertmi Seder izrakava se u g/100 g meda (") 1 izradunava se zavisno od nalina
pripremanja uzoraka (L ili 1. postupak).

Ako se primijeni postupak L, izradunavanje se vrii po sljedeco) formuli:

Procent invertnog Secera C= 25 e Licsc

W, Y,

gdje je
[ invertn Seder, v g,
W) - masauzetog uzorka, u g:
Y- zapremina razblazenog rastvora meda utrofenog za odredivanje, u ml,

Ako se primjeni postupak 1L, izradunavanje se vrii po sljededoj formuli:
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Procent invertnog decera C= : % W
W. Y.
gdje je: . .
C- mvertm Seder u g.
Wi-  masa uzetog uzorka u g
5=  zapremina razblaZenog rastvora meda utrofenog za odredivanje u ml,

Napomena: |Za preciznost 1 ponovljivost rezultata neophodno je da se za svaku probu
odredi potrebna zapremina dodate vode da bi ukupna zapremina iznosila

35 ml. U sljedecoj tabeli date su priblizne vrijednosti pod pretpostavkom da je
[podetna masa uzorka iznosila 25 g, odnosno 2 g.
Sadrza) invertnog Sedera, Potrebna koliéina vode,
u procentima u ml
6l 83
65 9.6
70 10,7
75 11.6

Ponovijivost:

Razlika izmedu titracija dva odredivanja izvriena uporedo ili ubrzo jedno za drugim ne
iznosi vide od 0.1 ml.

b) Metoda volumetrijski po LafT - Schoorlua

Ova metoda zasniva se na principu da v odredenim vslovima reducirajudi Secer (prirodni
. Y S i 3 Snga : sy %

invert) prevede Cu®" jone u Cu' jone. Neutrodena koliina Cu®* jona retitrira se rastvorom
tiosulfata. [z razlike utrotka za slijepu probu i probu otita se kolidina decera iz tabele.

MNereducirajuci disaharid (saharoza) mora se prethodno invertirati, odnosno hidrolizirati na
nereducirajuée monosaharide pomocu kiseline, a zatim se odreduju pomocu Luffovog
reagensa. Na ovaj nadin dobiva se podatak o ukupnoj koli¢ini fecera u ispitivanom uzorku.

Razlika izmedu dobivenog ukupnog inverta i prirodnog inverta daje koli¢inu reducirajucih
secera nastalih inverzijom saharoze,

Reagensi:
{1) Luffov reagens:

- rastvor bakar-sulfata (25g CuS0y x SH20 u 100 em’ destilirane vode):
- rastvor limunske kiseline (50 g CsHsO- x H20 u 50 em’ destilirane vode):

— rastvor natrijum-karbonata (143 g bezvodnog Na;CO; u oko 300 cm * tople destilirane
vode).
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U odmjernu tikvicu od 1 000 cm® unese se rastvor natrijum-karbonata i, uz Oprezno
mijesanje, doda rastvor limunske kiseline. Mijeia se do nestanka ugljendioksida, a zatim se
doda rastvor bakar-sulfata i odmjerna tikvica se dopuni destiliranom vodom do oznake.

{2) Natrijum-tiosulfat, rastvor 0.1 mol/dm’;

(3) Skrob, (1.5 %a-tni rastvor;

(4) Sumporna kiselina, rastvor 6 mol/dm’

(5) Kalijum- jodid. 30 %e-tni rastvor,

(6) Natrijum- hidroksid, rastvor 0,1 mol/dm®

(7) Natrijum- hidroksid, rastvor 1 mol/dm’

(8) Carrez 1 (21,95 g Zn(CH;COO0); x 2H,0 ili 24 g Zn(CH;C00); x 3H;0 1 3 g glacijalne
sircetne kiseline rastvori dr i dopuni do oznake destiliranom vodom u odmjermoj tikvici
od 100 em’):

(%) Carrez I1 (10.6 g KFe{CN)s x 3H20 se rastvori u destiliranoj vodi i dopuni do oznake u
odmjernoj tikvici od 100 em’),

(107 Hlorovodoniéna kiselina, koncentrirana,

Postupak

Odvaze se oko 5 g uzorka (s taénodéu od + 0,001 g). Uzorak se sa 200 cm” destilirane vode
kvantitativno prenese u &asu od 400 cm’. Balastne materije uklone se dodatkom po 5 em’
rastvora Carrez [ 1 [I. Nakon svakog dodavanja sadrzaj se dobro promijefa. Cjelokupni
sadrzaj iz éae prenese se u odmjernu tikvicu od 250 em’ , dopuni do oznake destiliranom
vodom, promijesa i filtrira. To je filtrat L

U odmjernu tikvicu od 100 em’ otpipetira se 10 em’ filtrata T i dopuni destiliranom vodom
do oznake na tikvict. Sadrza) u tikvici dobro se promijesa 1 u Erlenmajer tikvien do 300
cm’ se otpipetira 25 em® Luffovog reagensa i 25 em® razrijedenog filtrata 1. Erlenmajer
tikvica se stavi na zagrijano tijelo i sadriaj treba da prokljuéa za dva minuta. a zatim se na
tikvicu stavlja povraino hladilo i sadriza) u tikviel treba da kljuéa 10 minuta. Nakon toga
tikvica se hladi pod vodenim mlazom 1 nakon hladenja ostavi da stoji pet minuta. Poslije
toga u tikvicu se doda 10 cm’ rastvora kalijum-jodida i 25 cm’ rastvora sumpome kiseline,
Sumpoma kiselina dodaje se polako i oprezno zbog moguénosti stvaranja pjene. Zatim se
sadrzaj u tikvici titrira rastvorom natrijum-tiosulfata dok sadrzaj u tikvici ne dobije
svijetlofutu boju, tada se doda nekoliko em’ rastvora skroba i titracija se nastavi do
nastanka plave baje.

U istim uslovima izvréi se i slijepa proba sa istom koli¢inom Luffovog reagensa, a umjesto
razrijedenog filtrata I, doda se 25 em” destilirane vode.

Od ukupnog utrodka rastvora natrijum-tiosulfata (em’) za titraciju slijepe probe oduzme se
utrosak rastvora natrijum-tiosulfata za probu i za tabele za odredivanje Secera po Luffu
ofita se koliGina invertnog Secera u mg, koja odgovara toj razlici.
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Sadrzaj prirodnog inverta izralunava se prema sljedecoj formuli:

Izradunavanje:

I’lexa
%
Uk!I(’Lx[,-rlx]ﬂ{JU

Sadria) prirodnog inverta (%)=

edje je:
V- em mati¢nog rastvora,
Vi—  om'filtrata T
Va—  em’ razrijedenog filtrata I,
Vi— em’ razrijedenog filtrata I u kojima se odreduju sederi;
a kolicina invertnog Secdera oitana ix tabele (mg);
Ok —  odvagana koliina uzorka (g).

Koliéina ukupnog inverta odreduje se tako da se ofpipetira 10 cm’ filirata T u odmjernu
tikvicu od 100 cm’, razrijedi se sa 30 cm’ destilirane vode i doda 0.5 cm® koncentrirane
hlorovodoniéne kiseline. Odmjema tikvica sa sadrzajem stavi se u kljucalo vodeno
kupatilo, da se 1zvréi inverzija u trajanju od 30 minuta. Nakon toga, sadrzaj v tikvic
neutralizira se rastvorom natrijum-hidroksida koncentracije 1 molidm® i dopuni
destiliranom vodom do oznake na tikvici. Iz odmjerne tikvice otpipetira se 25 em’ uzorka
za titraciju, a daljnji postupak je isti Kao 1 kod prirodnog inveria.

Sadria) vkupnog inverta izradunava se prema sljedecoj formuli:

Izracunavanje:

I’xV}xa

100
Ok x|/, x|, 1000

Sadrizajukupnog inverta (%) =

gdje je
YV - om’ matiénog rastvora,
V-  em filtrata I:
Vi—  om’ razrijedenog filtrata 1 nakon inverzije:
Vi— om’ razrijedenog filtrata I u kojima se odreduju Sederi:
a — kolidina invertnog feéera oditana iz tabele (mg);
Ok —  odvagana koliZina vzorka (g).

Sadrzaj saharoze (%o) v uzorky izralunava se prema sljededoj formuli:

[Sadrzajsaharoze (%) = (B— A)x 0,95|

gdje je ] _
A procenat pritodnog inverta;
B-  procenat ukupnog inverta,

Tabela za odredivanje kolidine Seéera sa 23 em’ Luffovog reagensa
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Rastvor Glukoza, frukioza ili Rastvor natrijum Glukoza, fruktoza
natrijum invertni Seder trosulfata ili inverini $eder
tiosulfata C = 0.1 mol/dm’
C = mol/dm’
me | razlika mg | razlika
1 2.4 | 13 33.0 | 2.7
2 4,8 2.4 14 35.0 | 2,7
3 7.2 2.4 15 38,5 | 2.8
| 0.7 2.5 16 41.3 | 2.8
5 12,2 2.5 17 44,2 | 2.9
[ 14.7 2.5 18 47.1 | 29
T 17.2 25 19 500 | 2,9
8 19.8 2.6 20 53.0 | 3.0
9 22.4 2.6 21 56,0 | 3.0
10 25.0 2.6 22 59.1 | 3.1
11 276 2.6 23 62,2 | 3.1
12 30.3 2.7 |

Odjeljak D. Odredivanje saharoze

Princip

Princip ove metode zasniva se na hidrolizi saharoze, redukeiji Fehlingovog rastvora

titracijom s reduciranim Seéerima iz hidrolizata meda uz metilen-plavog.

Reagensi

(1) Fehlingov rastvor (A i B), utvrden metodom odredivanja reduciranih Secera.

(2) Standardni rastvor invertnog secera, utvrden metodom odredivanja reduciranih Secera,
(3} Hlorovedoniéna kiselina C (HCI) = 6,34 mol/l.
(4) Rastvor natrijum-hidroksida C (NaOH) = 5 mol/1.

(5} 2 “o-tni rastvor metilen-plavog (2 g/1).

Pripremanje uzorka

L. Postupak

Odmjeri se 25 g (W) homogeniziranog meda i prenese u odmjernu tikvicu zapremine 100
ml, doda se 5 ml stipse. dopuni se vodom do oznake na tikvici, pri temperaturi od

“C, pa se rastvor filtrira.

Odmjeri se 10 ml tog rastvora i dopuni destiliranom vodom do 250 ml rastvora meda (za

odredivanje saharoze).

IL. Postupak

Odmyjeri se 2 g (W) homogeniziranog meda i prenese u odmjernu tikvicu, rastvori u

destiliranoj vodi i dopuni v tikviei do 200 ml (rastvor meda).

20
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Hidroliza nzorka

Rastvor meda (50 ml) prenese se u odmjernu tikvicu zapremine 100 ml i doda 25 ml
destilirane vode. Termometar se zaroni u pripremljeni vzorak i zagrijava se do 65 “Cu
kljuéalom vodenom kupatilu. Tikvica se zatim iznese 1z vodenog kupatila 1 doda 10 ml
hlorovodoniéne kiseline [C{HC1) = &6 mol/1]. Rastvor ostaviti da se hladi 15 minuta, zatim
se temperatura podesi na 20 "C 1 neutralizira sa 5 mol rastvora NaOH/l, uz konétenje
lakmus-papira kao indikatora, ponove ohladi (20 "C) 1 dopuni do 100 ml (razblaZeni
rastvor meda).

(dredivanje

Odredivanje je istovjetno kao 1 odredivanje reduciranih secera. a odnosi se na prethodnu
titraciju 1 postupak odredivanja koli¢ine invertnog Sedera prije inverzije.

Tzrafunavanje

MNajprije se¢ obradunava procenal inverlnog Sedera poslije inverzije, s lim Sto se pritom
koristi formula predvidena za odredivanje procenta inverlnog federa prije inverzije.

Saharoza se izrafava u g/100 g meda i izradunava se po sljedecoj formuli:

asa saharoze, g/100 g = kolitina invertnog Sedera poslije inverzije — kolidina inwﬂnog‘

ecera prije inverzije x 0,93

Odjeljak E. Odredivanje vode nu medu

a) Refraktometrijsko odredivanje
Princip
Princip ove metode zasniva se na refrakiometrijskom odredivanju.
Aparatura i pribor
Pored uobidajene laboratorijske opreme. potreban je 1 refrakiometar.
Pripremanje uzorka
Uzorak se priprema na natin predviden za metodu pripremanja uzorka za analizu, a zatim
se indeks refrakeije wzorka odredi refrakiometrom, pri konstantnoj temperaturi od 20 °C.
Na osnovu indeksa refraketje. izratunava se kolidina vode (% m/m) pri temu se koristi

priloZena tabela. Ako se indeks ne odredi na temperaturi od 20 C. uzima se u obzir
korekeija temperature 1 rezultati se svode na temperaturn od 207 C.
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Tabela za izratunavanje sadrfaja vode u medu

Indeks Sade?al b deks Sade2s] ks —
refrakcije refrakeije refrakeije .

pgee vode P vode vode
(20°C) %) (20°C) %) (20°C) %)
1.53044 13.0 1.4935 17.2 1.4830 21.4
1.5038 13.2 1.4930 17.4 14825 21.6
1.5033 134 1.4925 17.6 1.4820 21.8
1.5028 13.6 14920 17.8 1.4815 22.0
15023 13.8 1.4915 18,0 145810 22.2
1,5018 14,0 1.4910 18,2 1, 4805 224
1.5012 14.2 1.4905 18.4 1.4800 22.6
1.5007 14.4 1.4900 18,6 14795 228
1.3002 14,6 14895 188 1.4790 23.0
1. 4997 14.8 1. 4890 19.0 1.4785 23.2
1.,4992 15.0 1.4885 19,2 1, 4780 23,4
1. 4987 15.2 1, 4880 19.4 1. 4775 23.6
1.4982 15.4 1,4875 19.6 1.4770 238
1.4976 15.6 1.4870 19.8 1.4765 24.0
1.4971 15.8 1.4865 2000 1.47a0 24.2
14966 16,0 1. 4860 20,2 1.4755 24.4
1,4961 16,2 1,4855 20,4 1.4750 24.6
14956 16.4 1,4850 20.6 1.4745 24.8
1,4951 16.6 1.4845 20,8 1.4740 25.0
1,4946 16.8 14840 21,0
1. 49400 17.00 1.4835 21.2

Napomena: Korekeija temperature - indeks refrakeije:

- temperatura preko 20 °C - dodati 0,00023 za svaki °C;

- temperatura do 20 "C - oduzeti (,00023 za svaki "C.

b) Odredivanje vode metodom sufenja, standardni postupak

Princip

Metoda odredivanja vode sufenjem zasniva se na sufenju uzoraka do konstantne mase u

raznim vrslama sudnica.

Sufenje u obidnoj sudnici.
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Postupak:

Posuda za suienje snabdjevena odgovarajuéim poklopcem (posuda za vaganje staklena,
aluminijska i niklovana) sudi se u sufnici najmanje 1 sat na temperaturi od 100-105 °C,
ohladi u eksikatoru na sobnu temperaturu i izmjeri s taénoédéu + (L001 g, U posudu se brzo
stavi odredena koli¢ina meda (1 ~ 2 g), pokrije poklopcem 1 mjeri. Posuda sa urorkom se
stavi u sudnicu, s koso postavljenim poklopcem. Susi se odredeno vrijeme (4 do 5 sati).
Poslije zavrienog sufenja posuda se pokrije poklopcem 1 stavlja u eksikator 1 poslije
hladenja {od 45 minuta do 1 sata) s¢ vaga. Ponovo se stavi u sufnicu od pola sata do sat,
hladi 1 ponovo mjeri. To se ponavlja dok se ne postigne konstanina masa.

Iradunavanje:

Iz razlike u tefini posude sa uzorkom prije 1 poslije susenja izraduna se sadrza) vode:

a = 100

Sadriajvode =
e

gdje je:
a — razlika v lezini posude sa uzorkom prije 1 poslije susenja (g)
Ok — odmjerena kolidéina uzorka {g)
Odjeljak F. Odredivanje nerastvorljivih materija u vodi (gravimetrijska metoda)
Pripremanje nuzorka

Odmjert se 20 g wrorka s taénoiéu +10 meg, rastvori se u odredenoj koli¢ini destilirane
vode na temperaturi od 80 °C i dobro izmijesa.

Odredivanje

Pripremljeni uzorak se najprije filtrira kroz osusen 1 odmjeren sinterovani lijevak, velitine
pora 15 do 40 pm. Talog se ispere vrelom vodom (80 “CY, pri femu se oslobodi Seder, Sto
se uivrduje testom po Mohr. Lijevak se osudi za jedan sai na temperaturi od 135 °C,
ohladi 1 mjert s tadnoééu od 0,1 mg.

Tzradunavanje

Kolitina materija nerastvorljivih v vodi izraZava se u procentima (m/m) i izralunava po
sljedecoj formuli:

100 = kolicina ostatka

procent materija nerastvorljivih u vodi = : -
odmjereni uzorak

Odjeljak G. Odredivanje pepela
Princip

Princip ove metode zasniva se na postupku sagorijevanja uzorka na 600 “C do konstantne
mase.
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Aparatura i pribor
Pored uobiéajene laboratorijske opreme, koristi se i

(1) platinska posuda, posuda od silicija ili londié za Zarenje,
(2) vodeno kupatilo:

(3) pjeicano kupatilo ili Bunsenov plamenik;

(4) peC za Zarenje.

Odredivanje

U wzarenom platinskom ili porculanskom lonéicu izvaga se 3 do 10 g uzorka i zagrijava
na vodenom kupatilu dok veéi dio vode ispari. Nakon toga, uzorak se stavi na pjeséano
kupatilo ili Bunsenov plamenik do ugljenisanja. Ostatak se zatim Zari u peéi za Zarenje, na
temperaturi 600 °C, do konstantne mase. Prije mjerenja uzorak se ohladi.

Tzralunavanje

Masa pepela izrazava se u g/100 g proizvoda 1 izraéunava po sljedecoj formuli:

ostatak = 1K)
odmjereni  uzorak

masapepela g/] 00 g =

Odjeljak H. Odredivanje kiselosti
Princip

Pripremljeni wzorak tirira se u prisusivu fenolflaleina rastvorom (.1 mol/l natrijum-
hidroksida do pojave svijetloruzifaste boje.

Aparatura i pribor

Pri odredivanju stepena kiselosti koristi se uobiéajena laboratorijska oprema
Reagensi

(1) Rastvor natrijum-hidroksida, ¢ (NaOH) = 0.1 mol/l {bez karbonata);

{2) 1 %o-ni rastvor fenolftaleina (m/V) v etanolu, neutraliziran;

{3) destilirana voda bez CO4. dobivena kuhanjem a zatim ohladena.
Odredivanje

Odmyjeri se 10 g uzorka 1 rastvori u 75 ml destilirane vode.

Pripremljeni uzorak titrira se sa 0.1 mol rastvorom (NaOHYl uz cetin do pet kapi
fenolftaleina kao indikatora. Na kraju titracije boja se mora odrzati 10 sekundi.

Za uzorke tamne boje odmjerava se manja kolidina urorka.
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Alternativno se moze koristiti pH-metar i titrirati uzorak do pH - 8,3,
Izradunavanje

Kiselost se iskazuje u milimolima kiseline/kg i izratunava se po formuli:

[kiselost =10 = V]

gdje je:
WV - broj utrogenith ml 0,1 mol (NaOHY'1 za neutralizaciju 10 g meda.

Odjeljak 1. Odredivanje aktivnosti dijastaze
Princip

Princip ove metode zasniva se na hidrolizi 1 %e-nog rastvora skroba enzimom iz 1 g meda u
toku jednog sata na temperaturt od 40 “C.

Aparatura i pribor
Pored vobi¢ajene laboratorijske opreme, upotrebljavaju se i:

(1) odmjerne tikvice zapremine 1 litar, 0.5 litara, 0,1 litara,
(2) konusna tikvica zapremine 0,250 litra;

(1) plamemk;

(4) vodeno kupatilo na 40 + 0,2 °C;

(5) spektrofotometar s oitavanjem na 660 nm.

Reagensi

(1) Matiéni rastvor joda: rastvor sa 8.8 g joda p.a. pomijeda se sa 22 g kalijum-jodida i
rastvori u 3 - 40 ml vode, a zatim razblazi do jednog litra.

(2) Rastvor joda priprema se u odmjernoj tikvici zapremine 300 ml tako 3to se rastvori 20
g K-jodida p.a u 30 - 40 ml vode. Zatim se doda 5 ml matitnog rastvora joda 1 dopuni
vodom do omake.

Rastvor joda ¢ {%ﬂ,ﬂﬂﬂ? mol/1): u odmjernoj tikviei

(3} Acetatni pufer - pH 5,3; rastvori se 87 g natrijum-acetata (CH;COONa 3H:0) u 400 ml
vode, doda oko 10.5 ml ledene siréetne kiseline i dopuni vodom do 300 ml. Ako je to
potrebno, pH-vrijednost regulira se natrijum-acetatom ili siréetnom kiselinom do 5.3 uz
koristenje pH-metra, po potrebi.

{4) Rastvor natrjjum-hlorida, ¢(NaCl) = 0.5 moll: rastvori se 14.5 g natrijum-hlorida u
prokuhanoj destiliranoj vodi i dopuni do 50 ml. Rok trajanja tog rastvora je ograniéen.
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{5) Pripremanje topivog skroba: uw konusnu tikviceu s povratnim hladnjakom, koja je
uronjena u vodeno kupatilo, odmjeri se 20 g skroba, doda se mjefavina 100 ml
95 %-nog etanola 1 7 ml 1 moll hlorovodoniéne kiseline 1 ostavi da kljuéa jedan sat.
Rastvor se ohladi, filtrira. kroz filter (veli¢ine pora 90 do 150 pum) i ispire vodom sve
dok voda za ispiranje prestane da pokazuje reakeiju na hloride.

Skrob se potpuno osuii na zraku &ija je temperatura 35 “C. Rastvor skroba mora se
duvati u dobro zatvorenoj tikvici.

{6) Odredivanje vode u topivem skrobu

Odmjeri se oko 2 g topivog skroba 1 u tankom sloju rasporedi na dno posudice predénika 5
cm. Sufl se 1.5 sal na temperaturi od 180 "C. Zatim se ohladi u eksikatoru 1 premjeri.
Gubitak mase u odnosu na 100 g jeste kolidina vode. Kolitina vode pripremljenog skroba
mora iznositi 7 do 8 % (m/m), zavisno od vlaknosti zraka na kojem je uzorak osufen.

{7) Rastvor skroba

Upotrebljava se skrob &ija je plava vrijednost izmedu 0.5 do 0,55 odredena prema nike
opisanom postupku i ofitana u kiveti od 1 cm.

Odmjeri se kolidina skroba koja odgovara masi od 2,0 g bezvodnog skroba 1 izmijesa sa
90 ml vode v konusnoj tikvici zapremine 250 ml. Odmah se prenese do plamenika preko
kajeg je postavljena azbestna mreZica i ostavi da blago kljuca tri minute, Potom se rastvor
skloni s plamenika. pokrije i ostavi da se postepeno ohladi do sobne temperature. Rastvor
se zatim prenese u odmjernu bocu od 100 ml i stavi na vodeno kupatilo zagrijano na
40 °C. Kad rastvor dostigne tu temperature, dopuni se vodom do oznake na hoei.

Urvrdivanje plave vrijednosti skroba

Koliina skroba koja odgovara masi od 1 g bezvodnog skroba rastvori se prema opisanom
postupku, chladi se i doda 2,5 ml acetatnog pufera i dopuni vodom u odmjernoj tikvici do
100 ml. U odmjernu tikvieu zapremine 100 ml doda se 75 ml vode, 1 ml

J
1mol/1{HC1)i 1,5 ml rastvora 0,02 mol/l [E]

Rastvor se ostavi jedan sat na tamnom myjestu 1 ofita apsorpeija na spekirofotometru pri
660 nm. u kiveti od 1 cm. prema slijepoj probi koja sadrii sve sastojke osim rastvora
skroba,

Otitana apsorpeija = plava vrijednost.

Odredivanje

Pripremanje uzorka za odredivanje

Uzorak za analizu ne smije se zagrijavati. Odmjeri se 10 g uzorka 1 prenese u adu
zapremine 50 ml, doda 5 ml acetatnog pufera 1 20 ml vode da b se vzorak rastvorio i
promijesa stapicem. Uzorak se ved na hladno potpuno rastvori. Zatim se u odmjernu

tikvicu zapremine 30 ml, doda 3 ml rastvora natrijum-hlorida 1 otoplien rastvor meda i
dopuni vodom do oznake.
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Uzorak mora biti puferizovan prije mijefanja s natrijum-hloridom.
Pripremanje standardnog rastvora
Rastvor skroba zagrijava se na temperaturi 40 °C, a zatim se 5 ml rastvora otpipetira u 10

ml vode, &ija je temperatura 40 °C i dobro izmijesa. Od pripremljenog rastvora otpipetira
se | mlidodau 10 ml.

0,0007 maol/1 [‘%J rastvora joda, razblazi sa 35 ml vode i dobro izmijesa.

Mastala boja otitava se na 660 nm prema slijepoj probi,

Vrijednost apsorpeije treba da bude 0,760 + 0,020, Ako je potrebno, moze se dodati
odredena zapremina vode, tako da se dobije ispravna apsorpeija.

Odredivanje apsorpcife

Pipetom se odmjeri 10 ml rastvora meda, prenese u graduirani cilindar od 50 ml i stavi v
vodeno kupatilo na temperaturi od 40 °C 4 0.2° C, zajedno s posudom u kojoj je rastvor
skroba. Poslije 13 minuta, pipetom se odmjeri 3 ml rastvora skroba i doda u rastvor meda,
promijesa i ukljuci sat. Ul intervalima od po pet minuta izdvoji se | ml alikvota i doda u

10 ml (LOOOT moll (J2/2) /1 rastvora joda

Promijeda se 1 razblaii do zapremine 35 ml (pripremanje urorka za odredivanje).
Apsorbancija se odmah odreduje na 660 nm, nastavi se uwzimati alikvot sve dok se
apsorbancija ne smanji do vrijednosti od 0.235.

Tzradunavangje i izraiavanje rezultata
U grafikon se unosi viijednost apsorbaneije kao luinkeije vremena (mm).

Kroz najmanje tri posljednje tacke povude se prava linija da bi se odredilo vrijeme kad
reakciona smjesa dostize vrijednost apsorbancije od 0,235, Podijeli se 300 s vremenom
tzradenim u minutama da bi se dobio broj dijastaze (DN). Taj broj izrakava akiivnost
dijastaze kao ml 1 %e-nog rastvora skroba koji je hidroliziran enzimom u 1 g meda za
vrijeme od jednog sata pri 40 “C. Broj dijastaze odgovara broju na Gothe-skali.

Aktivnost dijastaze DN = ml 1 %o-nog rastvora skroba po g meda'h pri temperaturi od
40 °C.

T _60 010 L0 _300
MNapomena : broj dijastaze = : x[}‘{}]x : l

gdje je

t— redukcija u minutama.
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Odjeljak J . Odredivanje hidroksimetilfurfurola

a) Fotometrijska metoda po Winklern
Princip

Princip ove metode zasniva se na reakeiji hidroksimetilfurfurola s barbitumom kiselinom i
p-toluidinom, pri éemu nastaje ruzidasto obojenje koje se mora mjeriti na talasnoj dufini
od 5350 nm.

Aparatura i pribor
Pored uobiéajene laboratorijske opreme, koriste se i;

(1) odmjerne tikvice zapreming 50 ml i 100 ml;
(2) vodeno kupatilo;
(3) spektrofotometar (ofitavanje na 330 nm).

Reagensi

i 1) Rastvor barbiturne kiseline: odmjeri se 300 mg barbiturme kiseline i sa 70 ml vode
prenese u odmjernu tikvicu zapremine 100 ml. Stavi se u vodeno kupatilo da se
rastvort, a zatim se ohladi 1 dopuni vodom do oznake.

(2) Rastvor p-toluidina: odmjerni se 10 g p-toluidina 1 laganim zagrijavanjem na vodenom
kupatilu rastvori u priblizno 50 ml izopropanola. Sa izopropanolom se prenese u
odmjernu tikvicu zapremine 100 ml i doda 10 ml ledene sirceine kiseline, ohladi i
dopuni 1zopropanolom do onake. Rastvor se Cuva na tamnom mjesiu 1 ne koristi
najmanje 24 sata.

(3) Destilirana voda bez kiseonika: kroz vruén vodu propusdta se azot. Voda se zatim
ohladi.

Pripremanje uzorka

Uzorak se priprema na natin predviden za metodu pripremanja uzorka za analizu, bez
zagrijavanja,

Odredivanje

Odmyjeri se 10 g uzorka 1 bez zagrijavanja rastvori u 20 ml destilirane vode bez kiseonika,
Latim se prenese u odmjernu tikvicu zapremine 50 ml i dopuni do oznake (rastvor meda).
Odmah poslije pripremanja nastavlja se odredivanje.

Od pripremljenog vzorka odmjeri se pipetom 2 ml, prenese se u svaku od dvije epruvete i
doda 5 ml p-toluidina. U jednu epruvetn pipetira se 1 ml vode, a v drugu 1 ml rastvora
barbiturne kiseline, pa se sadrza) dobro promijefa. Epruveta u kojoj je voda sluZi kao
slijepa proba. Reagens treba dodavati bez prekida i to zavriiti za 1 do 2 minute. Kad
intenzitet boje dostigne maksimum (3 do 4 minute), oéita se apsorbancija na 550 nm u
kiveti od 10 mm.
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Koli¢ina hidroksimetilfurfurola izraZava se uw mg/l00 g meda i grubo izratunava prema
formuli:

apsorbancija

mg HMEF/100 g meda = x19,2

debljina sloja

Napomena: Kolitina HMF moZe se izrafunati pomodu bazdarenog dijagrama primjenom
standardnih rastvora od 5 do 300/ ug,.

b) Odredivanje hidroksimetilfurfurola na dvije talasne dukine { metoda po Whiteu)
Princip:

Odredivanje  =adrzaja  hidroksimetilfurfirela  zasnovano  je  na  apsorbanciji
hidroksimetilfurfurola u UV dijelu spekira 284 nm. Kako bi se sprijeila interferencija

drugih komponenata na ovoj talasnoj duzini, odreduju se razlike izmedu apsorbancije Ciste
solucije meda i nakon dodavanja disulfita.

Reagensi:
Carrez I:

- rastvoriti 15 g KyFe (CN)g % 310 u vodi 1 dosuti 100ml v odmyjemo) tikviei
Carrez II:

- rastvoriti 30 g Zn (CH3CO00); 5 2H20 1 nadopuniti do 100 ml v edmjernu tikvicu
Wa-bisulfit rastvor
- 0,20 gr./100 g

Rastvoriti 0,20 g évrstog NaHS0; (metabisulfit) 1 razrijediti do 100 ml Dnevno se
priprema svjez rastvor.

Oprema

— spekirofotometar - talasna duZina 284 1 336 nm;
—  kvarcne kivele, 1 em;
— filter papir.

Procedura:

Odvagati 5 g meda i rastvoriti u 25 ml destilirane vode, Kvantitativino prenijeti rastvor u
omjernu tikvieu od 50 ml, dodati 0.5 ml Carrez | rastvora i promijedati, a zatim dodati
0.5 ml Carrez 1L ponovo promijefati 1 dopuniti do linije s destiliranom vodom (Kapljica
etancla moze se dodati kako bi se sprijeilo stvaranje pjene). Sadriaj iz tikvice profiltrirati
kroz filter papir s tim 3to se prvih 10 ml odbaci, Od filtrata otpipetiramo 5 ml u svaku od
test epruveta (18 x 150 mm). Dodati 5 ml vede u jednu od test epruveta i dobro izmijefati
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{(rastvor sa uzorkom), a u drugu dodati 5 ml 0,2 %-tnog rastvora Na-bisulfita i dobro

izmijesati (referentni rastvor).

Dodati u test epruvete

Rastvor sa nzorkom

Referentni rastvor

Inicijalni rastvor meda 5.0 ml 5.0 ml
Vaoda 5.0 ml -
Na-hisulfat - 5.0 ml

Odrediti apsorbanciju rastvora sa uzorkom nasuprot referentnog rastvora na 284 1 336 nm u
kvarcnoj kiveti od 10 mm u toku 1 sal. Ako apsorbanecija na 284 nm prelazi vrijednost 0,6,
potrebno je razrijediti rastvor uzorkom destilirane vode, a referentni rastvor Na-bisulfatom
u istom odnosu da bi se dobila dovoljno niska apsorbancija. Ako je potrebno razjedivanje
rastvora, neophodno je izvriiti korekeiju rezultata,

konadni rastvor uzorka
10

D=

Rezulrasi:
HMF umgkg = ( Ami— Az ) x 149,72 S X D'W
Ay Je apsorbancija na 284

Az Je apsorbancija na 336

126 x 100D 5 1000

1497 = = faktor

16830x10x35
126 - je molekulska masa HME;
16 830 = je molarna apsorbancija na 284 nm;
1000 - je konverzija grama u kg;
5 « je teoretska teZina uzorka;
I3 - je faktor razrjedenja ako je razrjedenje neophodno;
W - je teFina uzorka meda u g
A - je 284 nm,

Rezultati se izrazavaju u mg'kg na jednu decimalu,
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Odjeljak K. Biolofka metoda polenske analize meda

Odvaga se 10 g dobro izmijesanog meda i otopi u 20 ml vode i stavi u vodeno kupatilo na
temperaturu od 45 °C. Rastvor se centrifugira 15 minuta na 3 500 obrtaja. Tekuéi dio se
odlije, a sediment se prenese mikropipetom na predmetno staklo 1 ravnomjerno razmase na
povriinu 13 x 20 mm. Preparat se osuii u termostatu na temperaturi ne visoj od 45 °C i
uklopi u glicerin Zelatinu. Nakon toga, preparat se boji dodavanjem kapi fuksina u glicerin
Zelatinu. Uzorak se pokrije pokrovnim staklom 1 vrada u termostat na sufenje. Uvijek se
rade dva paralelna uzorka istog meda. Mikroskopira se pri povedanju 200 do 600 puta.
Mijenjaju se vidna polja dok se ne 1zbroji 300 polenovih zma. Prebrojana polenova zma
razvrstavaju se prema biljnoj vrsti.

Biljne wrste determiniraju se na osnovu oblika polenoveg zma. velidtine zma. grade
stijenke. te prema vrsti. obliku i broju otvora za klijanje. Polenova zra uporeduju se s

referentnim preparatima i slikom iz atlasa. Ovom analizom utvrduje se botanilko porijeklo
meda.

Odjeljak L. Odredivanje vode u matiénom mlijeéu i polenu

Princip

Princip ove metode zasniva se na predestilaciji vode iz spitivanog uzorka u specijalnom
aparatu pomodéu organskog rastvarala koji se ne mijesa s vodom, a zatim se predestilirana
koliina izmjeri u graudirano] menzuri.

Metoda se primjenjuje prilikom odredivanje vode u matiénom mlijedu 1 evijetnom prahu.
Aparatura i pribor

Pored uobitajene laboratorijske opreme, koriste se 1@

(1) aparat za odredivanje vode po Dean-Starku (sl. 2), zapremine 250 ml:

(2) analiti¢ka vaga:

{3) menzure zapremine 10 ml i 100 ml

Reagens: ksilol

Odredivanje

Odmjeri se 5 g matiénog mlijeca, odnosno 30 g polena, stavi u tikvicu za destilaciju 1
prelije sa 150 ml ksilola. Zatim se aparat sastavi, voda pusti kroz hladnjak 1 pristupi
destilaciji. Smjesa se lagano destilira, pri femu se vodena para i para organskog rastvarata
kondenziraju i skupljaju u graduiranoj cijevi, a visak rastvarada vrada se natrag. Destilacija
traje sve dok kondenzat ne postane potpuno bistar. Tada se zagrijavanje prekida i
kondenzat ostavi izvjesno vrijeme da se voda potpuno izdvoji, Donji (vodeni) sloj ispusti
s¢ umenzury i ofita se kolifina vode.

Izradunavanje

Koli¢ina vode izrazava se u procentima i izradunava po sljedecéoj formuli:
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procenat vode = LI
B
gdje je:
a—  broj ml ofitane vode,
B-  odmjereni uzorak, u g,

K=l

Voda

Cirijanje

Slika 2. Aparat za destilaciju po Dean-Starku
Odjeljak M. Odredivanje proteina u maticnom mlijeéu
Princip

Princip ove melode se zasmiva na biuret - reakeiji, odnosno reakeiji bakra s peplidnom
vezom, pri femu nastaje ljubitasta boja, koja se odreduje spektrofotometrijski na 546 nm.
lzmjerena apsorbancija srazmjerna je koncentraciji proteina u rastvoru,

Aparatura i pribor
Pored vobidajene laboratorijske opreme, koriste se i;

(1) spektrofotometar;

(2) analiticka vaga;

(3) centrifuga;

i(4) odmjerna tikvica zapremine 100 ml i 1 (00 ml,
(5) kiveta,

(6) pipeta od 1 mli 10 ml.
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Reagensi

(1) Biuretski reagens: 4,5 g kalijjum-natrijum-tartarata rastvori se u 40 ml NaOH 0,2 mol/l,
doda se 1.5 g CuSOy x 5H0 prethodno rastvorenog u 10 ml destilirane vode 1 0.5 g
kalijum-jodida. Rastvor se lagano izmijesa, kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
zapremine 100 ml i dopuni do 100 ml sa 0,2 mol/l rastvora NaOH.

Rastvor mora biti bistar i bez taloga.

(2) Rastvor natrijum-hidroksida, ¢{NaOH) = 0.2 mol/l; u odmjernu tikvicu zapremine
1 0 ml rastvori se 8.4 g NaOH u oko 950 ml destilirane vode.

Rastvor se ohladi 1 dopuni vodom do oznake.

{3) Rastvor za stabilizaciju: rastvori se 5 g kalijum-jodida u 0.2 mol1 NaOH 1 dopuni
rastvorom (1,2 mol/l NaOH do 1 000 ml.

{4) Proteinski standard 6 g/l: serum krvi u kojem je poznata koli¢ina proteina ili
kristaliziran ljudski albumin,

Odredivanje

Na aluminijsko) foliji dimenzija 15 mm x 15 mm odmjeri se na analitickoj vagi 100 mg
matiénog mlijeéa. Sve se prenese u kivetu za centrifugiranje | pomodu staklenog iapica
potopl do dna kivete. Pipetom se doda 8 ml rastvora za stabilizaciju 1 jog jednom dobro
promijesa da bi se mlije¢ rastopio. Centrifugira se 10 minuta na 3 000 obrtaja. Poslije
centrifugiranja. odmjeri s¢ 4 ml rastvora mlijeda. prenese u drugu kivetu 1 doda 1 ml

biuretskog reagensa.

Istovremeno se pripremi slijepa proba od 4 ml reagensa #a stabilizaciju 1 1 ml biuretskog
reagensa. Poslije 30 minuta mjeri se apsorbancija na talasnoj duzini od 546 nm.

Pod istim uslovima odredi se 1 apsorbancija standardnog rastvora,
[zradunavanye

Koli¢ina proteina izrazava se u procentima i izradunava po sljedeéoj formuli:

(Av- AsVf x 22100}

procent profeina =

a
gde je:
Av —  apsorbancija uzorka;
Asl —  apsorbancija slijepe probe;
—_— As— Asl
f - faktor = ——
Cs
a kolidina uzorka, umg;

As —  apsorbancija standarda;
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Cs —  koliGina proteina u standardu,
Odjeljak N. Odredivanje ekstrakta propolisa u alkoholnom rastvorn
Aparatura i pribor

Fa odredivanje ekstrakta propolisa u alkoholnom rastvorn  konsti se uobiéajena
laboratorijska oprema.

Reagens: etanol

Odredivanje

Odmjeri se 5 g propolisa 1 prenese u konusnu tikvicu (Erlenmajer), prelije sa 50 g etanola i
ostavi na sobnoj temperaturi da se ekstrahuje preko noéi. Nakon toga, teénost se filtrira i
uzima alikvot od tri grama filtrata koji se dva sata suéi u susnici, na temperaturi od 105 °C,
Poslije dva sata, uzorak se 1zvadi iz sufnice, stavi u eksikator i ohladi. Ohladen uzorak se
mjeri.

Izradunavanje

Koli¢ina suhe materije (ekstrakta) izrazava se u procentima 1 izradunava po sljedeco)
Formuli:

100 = bxc
procent ekstrakta = ik e
d= {a - c}
adje je

a—  masa filtrata, u g:

b—  masa rastvarata, u g:

¢—  masasuhog ostatka, u g

d- masa uzorka, u g
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