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Mandarina (*) [Citrus reticulata Blanco | 11,2
[Za one proizvode oznaCene zvjezdicom (*) koji su proizvedeni kao sok, minimalnal
relativna  gustoca se odreduje kao takva u odnosu na vodu pri 20/20 °C|
[Za one proizvode oznacene dvjema zvjezdicama (**) koji su proizvedeni kao kasa,
odreduje se samo najmanja nekorigirana vrijednost stupnja Brixa (bez Kkorekcije
kiseline).
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vElT

Ha ocHoBy unana 17. ctaB 2. u unaHa 72. 3aKoHa 0 XpaHH
("Cayx6enu rnacauk buX", 6poj 50/04), u unana 17. 3akoHa o
Cagjery munucrapa bocue u Xepuerosune ("'CiykOeHHU TTaCHUK
buX", op. 30/03, 42/03, 81/06, 76/07, 81/07, 94/07 u 24/08),
Capjer mwmHncrapa bocHe u Xepreroune, Ha TpHjemIor
Arenije 3a 0Oe30jemHoct xpane bocHe m XepuerouwHe, y
capajiby ca HaJJIeKHAM OpraHnMa eHTHTeTa 1 bpuko /luctpukra
Bocue u Xepuerosune, Ha 178. cjemHuim, onpkanoj 12.
HoBeMOpa 2019. rogune, TOHUO je

ITPABUJTHUK
O UBMJEHAMA U JOITYHAMA ITPABUJIHUKA O
METOJAMA 3A KOHTPOJIY MEJA U IPYT'UX
IMYE/MIBUX ITPOU3BOJA

Unan 1.

V IlpaBWiHHKY O MeToJaMa 3a KOHTPOJIY Mela M JPYTHX
muenupux npomsBona ("Ciyx6enn rmacauk buX", 6poj 37/09) y
majeny [IOCEBHE OJPEJBE y umany 3. (Merome ¢u3HYKHX,
XEMHJCKHX 1 OHOJIOIIKUX aHAIN3a) m3a cTaBa (1) monaje ce HOBU
cTaB (2) KOju TacH:

"(2) 3a yrephuBame yckiaalheHocTH KBajMTeTa Mela M
APYTUX NMYeJHIBHX NMPOU3BOAA €a NMPONMMCAHMM 3aXTjeBHMA
KBaJINTeTAa NMPH3HAjy ce U cBe Apyre Melynapoano nmpusnarte
aKpeauToBaHe MeTose."

Unan 2.

V Amrekcy II Ilornaspy I Metone Qu3HUKIX, XEMUjCKUX H
OMONOLIKMX aHAJIW3a Mela M JAPYTHX IYEeIMEHX IPOU3BOAA, Y
Omjersky A. Merone (M3HMYKMX, XEMHjCKHX H OHOJOMIKHMX
aHamM3a m3a Tauke 1) "oxpeluBame caxaposel nomaje ce HOBa
Tauka €) koja Timacu: ''e) onpehuBame wehepa (HPLC)
metoma™?"

Tauka ¥) 1 j) MHjemsajy ce U riace:

"u) oapehuBame aKTHBHOCTH AMjacTase

"j) oapehuBame xuapoxcumeruiapypdypora HMF

(HPLC metona’, doTomerpujcka metoma mo Win-
kleru? m meroxama Ha JBHje TajacHe Ay/KHHE IO
Whiteu?)

"locapamme Tad.e), §), r), X), "), j), K), J), M) 1 H) 0CTajy
Tad. ), 1), X), H), ), K), 1), M), H), H 0)."

Y Tlormampy Il Meroge QU3NYKKX, XEMHUjCKUX H
OMOJIOIIKIX aHaIK3a KOjEMa Ce BPIIM KOHTPOJA Me/a U APYTHX
MUeNuBUX mpoussoaa, y Omjenky L. Onpehusame peaykoBanux
mehepa noxg taukom 6) "Meroga Bomymerpujcku 1o Luff-
Schoorlu" y nmujeny Pearencn craB (9) mujema ce W Iiiacu:
"Carrez pacrBop (II): pacrBoputn y Bomu 10,6 ¢
KajJujymoBor  xekcauujanogepara  (II)  Tpuxuapara
K4[Fe(CN)¢] -3H,0 u nagonmynutu Bogom 10 100 m."

Y Ogpjessky . OnpehuBame caxapoze y MOAOIjEIbKY
Pearencu craB (5) mujema ce u riacu: ''0,2%-HE pacTBOp
MeTHJIeH-T1aBor(2r/m)".

W3a Ogjesska [1. momaje ce HoBu Opjespak J11, koju rinacu:

1,200

"Ogjesak 1. OnpehuBame mehepa

a) wmeroma HPLC
Chromatography)

(High Performance Liquid

Oosact npumjeHe

Mertonom ce oapelyjy ¢pykTo3a, TiIyko3a, caxaposa,
TypaHO3a W Majro3a y Medy 3a KOju cy JOOWjeHH Hojalu o
HPELU3HOCTH.

Moske ce KOpHCTHUTH W 3a KBaHTHUTaTHBHO oxpehuBame
octaymx Imehepa y Mexy Kao INTO Cy MeJIELIHTO3a, €pJIo3a,
n30MaNTo3a, pauHO3a M JPYTH, Kao IITO je OIMCaHO Y
pBOOUTHO 00jaBibeH0j MeTou Bogdanov 1 Baumann.

Jepununnje

Vnuo cBakor ox mehepe je nedunrcan Kao OHaj U3padyHaT
u3 popmyite nate y meroau (1).
HpuHuun

OBa Meroia ce 3acHWBA Ha M3BOPHO 00jaB/bEHO] METOIN
Bogdanov u Baumann (1).

Haxon ¢unrpanuje pactBopa canpikaj mehepa ce onpehyje
nomohy HPLC ca RI pmerexktopom. IluxoBu 1mehepa ce
UJICHTU(UKYjy Ha OCHOBY BpeMeHa 3ajap)kaBarma (peTeHIje).
KBanTndukammja ce BpIIM METOJOM EKCTEPHOT CTaHAapaa
onpehrBambeM MOBPIIMHE WM BUCHHE ITHKA.

Pearencu

Axo HHje HaBeICHO Apyraddje, MOTPeOHO je KOPHCTUTH
peareHce aHanuTHIKe yrcTohe. Mopa ce KOpHCTUTH JeCTHIOBaHA
BOJIA WJIH IPYTH €KBUBAJICHTH aHAJIUTHUYKE YHCTOhE.

- Mertanosn, HPLC aucrohe

- Aueronutpui, HPLC uncrohe

[Naxma: ALICTOHUTPHI je OacHa CYTICTaHIA Te je TOTPeOHO
KOPHCTHUTH Mjepe Ompe3a M 3aIUTUTE MPH pyKoBamy. MoOmIHA
(aza (emyumonu pacteop 3a HLPC) cactoju ce on mjemasuse 80
BOJYMHHUX [HjeioBa areToHuTpwia u 20 BOMYMHHX JHjesoBa
Bozie. [ToTpeOHo je neracuparu npuje ynorpeoe.

CranmapaHe cyncraHne (pykrosa, IIIyKO3a, caxaposa,
TypaHO3a W MajTo3a MOTy ce¢ Ha0aBUTH Off yOOWYajeHHx
nobaBsbada, Kao U MENeUTo3a, pagrHo3a 1 u3omManTo3a. Bugjern
pe3oiylrje U BpeMeHa 3aipkaBarba CBUX Iiehepa y Meny.

[Munetnpatyn 25 mL MeTaHONa y KanuOpaoHe THKBUIIC OJT
100 mL. V 3aBucHocTH onm michepa KOjU CE aHAIH3HPA,
PacTBOPHTH OJIBary Kako je omucaHo Hike y oko 40 mL Boze u
KBaHTUTaTHUBHO MPEHUjETH Y THKBHILY, TPOMH]EIIATH U JIOIyHUTH
BOZIOM JI0 O3HAKe.

¢pykroza: 2.000 g; rykosa: 1.500 g; caxaposza: 0.250 g;
Typano3a: 0.150 g; mantosa: 0.150 g.

VY3 nomoh mmpune mpexo
MPEHUjETH Y30pKe Y O3HAUCHE BHAJIE.

PactBopn crammapaa Cy CTaOWIHM YETHPU CEAMHIE Y
dhpmwxunepy Ha 4°C wm miect mjecer Ha -18°C.

MeMOpaHckor — unTepa

IIpubop u onpema

- Buanure 3a y3opke
- YATpacoHUYHO KynaTHIIO

- Kanu6pucanu cynosu ox 100 mL

- IMumere ox 25 mL

- MewmbpaHcku (unTepu 3a BOEHE pacTBOpE, BENYHHA
mopa 0,45 um

- OnroBapajyha mmpuia ca agantepoM 3a MeMOpPaHCKe
(untepe

- HPLC ypehaj ca mymmom, oarosapajyhum
nnjextopoM, RI-nerekrop Tepmoctupan Ha 30°C,
TepMHdkn perymucaHa meh ma komonm Ha 30°C,
HHTETPaTOop

- HPLC xomona, Hmp. 4.6 mm aujamerap, 250 mm
AYXXHHaA, IYHBEHA aMI/IHOMOJlI/I(bI/IKOBaHI/IM CHUJIMKa
rejioM BEIMYMHE YecTula 5-7 pm.
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Ilpuje  ymorpebe HPLC  xomoHe  ypagutu  Tect
npukiIagHocTH (cucteM suitability Tect) ma Om ce yrBpamima
cerapanyja cBuX mrehepa.

Hamomena: Xpomatorpagucame ce MOXKe BpIINTH Ha
co0HOj TemrepaTypu 0e3 3Ha4ajHOT YTHILAja Ha PE3yiTaTre OCUM
€pJI03e U MEJELUTO3E.

HocTymak
IIpunpemame y30pka

AKo je moTpeOHO, MPUIPEMUTH MEI IMpeMa IOrJaBjby O
Y30pKOBamY U OIIITHM METOJaMa y CKJIajly ca XapMOHH30BaHOM
MetonoM MehyHaponHe KoMucHje 3a Meql.

Opnparatu 5 g Mena y garry u oronutd y 40 ml Boge. Y
HopManHu cyx of 100 ml nunerupatu 25 ml MetaHona a 3aTUM
KBAaHTHTATUBHO JIONATH BOJACHH pAacTBOp MeAa W3 dallle.
JIOIyHHUTH HOPMAJIHH CYJI Ca BOJIOM JI0 o3Hake. IIpodunrpuparu
Y30pKe U IIPEHUjETH y 03HaUcHe OGoumIle 3a y3opke. [1o motpebw,
YCKJIQIMIITUTH OOYHIIE 32 y30pKe Kao U pacTBOPE CTaHIap/a.

HPLC ycnoBu

Axo ce ymotpujebu xpomarorpad)cka KOJIOHA HPETXOIHO
OITICaHa, OHJIA CE 3aJI0BOJbaBajyhul pe3ynTaTn MOTy OUeKUBATH y
cipenehum  ycmoBuMa: mpoTok MobOwnmHe ¢asze 1.3 ml/min;
MoOmitHa (asa aneronutpui, Boma (80:20 v/v); TemmepaTypa
KoJoHe u ferekropa 30°C; BomyMeH uHjektipama 10 pl.

Hanomena 1: Axo HHje Moryhe obaBuUTH
XpoMmaTorpaducame ca TeMepaTypoM KOJOHE M JETEKTOpa Ha
30°C, oHma ce MOXKE PaJUTH y aMOWjCHTATHHM YyCJIOBHMA. Y
OBHM YCIIOBMMa celapalyja MeJenuTo3e W epio3e Hehe OuTH
yCIjelHa.

Hamomena 2: IloTpeOHO je UWHjEKTHpaTH HCTOBjETHH
BOJIYMEH y30pKa M CTaHJap/IHOT pacTBOpa.

I/IspaquaBaH)e U U3pakaBaibe pe3yJjarara

Wnentndukampja u xBantuukanyja mehepa y Mexy pamu
ce KOMITapalyjoM BpeMeHa 3aJpiKaBamba M IOBPILIHHA ITUKOBA Ca
CHUTHAJIMMA U3 pacTBopa cTaHaapa mehepa.

Macenu nponeHar oapehusanux miehepa (W), dpykrose,
roykoze, ura. u Manroe 'y 100 rpama y3opka (g/100g)
M3padyHaBa ce mpema cibenehoj GpopMyanm METOIOM EKCTepHOT
CTaHJapAa:

W =A; x Vi xmyg x 100/ Ay X Vo, X mg

roje je, A; = INOBpUIMHAa WIM BUCHMHA INuKa miehepa u3
pacTBopa craHmapaa; A, = MOBPIIMHA WM BUCHHA ITHKa Imehepa
W3 pacTBOpa y30pka; Vi; = YKyINHH BOJIYMEH pacTBOpa y30pKa
(mMim); V, = YKymHH BOIyMEH pacTBopa cTaHmapzaa (ml); m; =
Maca 1rehepa (g) y yKyImHOM BOyMeHy pactBopa cranaapaa (Vo).
My = oneara y3opka (g). Pesynrar ce 3aokpyxu Ha jeaHO
JICTIMAITHO MjecTo.

IpeuusHocT mocrynka

Tlapamerpu r mw R ogpeherm cy y punar DIN
MehynabopaTopHjcKkoM TecTHpamy (2).
Bpoj y3opka Dpykroza g/100 r R
1 31.2 0.8 1.6
2 42.4 0.9 2.3
3 37.9 1.0 1.6
bpoj yzopka I'nyko3za g/100 r R
1 23.0 0.9 2.1
2 28.5 0.8 1.8
3 32.0 11 14
bpoj y3opka Caxaposa g/100 r R
1 - - -
2 - - -
3 2.8 0.4 0.9
bpoj y3opka Typanosa g/100 I r I R |

1 2.1 0.4 0.8

2 17 0.3 05

3 13 0.3 0.8

Bpoj y3opka Mauiroza g/100 r R

1 48 0.5 25

2 2.0 0.6 13

3 2.3 0.5 0.7
[onoBmuBoct (r) u penpoxyuubunaoct (R) pesynrata
u3padyHaTH Cy Ha TpH BpCTE€ Y30pKa Mega YOCBUM

naboparoprjaMma Koje Cy Y4ECTBOBAJIC y TECTUPADY.

Pedepenue:

1.  Opnpehusame miehepa mena ca HPLC (S. Bogdanov, S. E.
Baumann, Bestimmung von Honigzucker mit HPLC.
Mitt.Gebiete Lebensm.Hyg., 79, 198-206. (1988)

2. OpnpehuBame campxkaja caxapuma. HPLC wmeroma (DIN
Norm 10758, Bestimmung des Gehaltes an Sacchariden.
HPLC Verfahren (1992).

IIpeyzero u3 Metoma MmelyHapomHe KoMHCHje 332 Men

(Harmonized methods of the International Honey Commission,

2009)."

Usan 3.
Opjespak [. OnpehuBame akTHBHOCTH JHjacTaze 3aMjemyje
ce HoBuM OpjespkoM L. xoju romacu:

"Ogjesak 1. OnpehuBame akTHBHOCTH AMjacTaze
al) Metoaa no IHC-u (onrosapa metonu Schade)
Oosnact npumjeHe

OBa MeToza MOJKE Ce TIPUMH]jCHUTH Ha CBE Y30pKe Meqa.
Jedununmje

Jenuamma  aktmBHOCTHM  mjactaze, Gothe jenuHmIa,
neduHUIIE ce Kao KOJMMYMHA eH3uMa koja he mpersopuru 0,01
rpaMa ckpoba JI0 TPOIHCAHE KPajib¢ TAYKe y jeHOM caTy Ha
40°C mox TecTHUM ycioBUMa. Pesynratu cy m3paxkenu y Gothe
jemmaumama (wm Schade jenHUIIAMA) IO TpaMy Mefa.
HpuHuun

OBa MeToza 3acCHMBA ce Ha XHAPOIm3H 1%-HOr pacTBopa
cKkpoba eH3MMOM U3 1 g Mezia y TOKy jeHOT cata Ha TeMIepaTypH
on 40°C. CtanmapiHu pacTBOp CKpoba y peakiiiji ca pacTBOPOM
joma Jaje WHTCH3WBHO o00Ojeme. Y peakiMju eH3uMa |
CTaHIApIHOT pacTBoOpa CKpoda yCIbed XUAPOH3e HACTaje IIaBa
0o0ja joma, uhje ce HecTajame MjepH y UHTepBanuMa. M3 omgHoca
armicopOaHIle W BpeMeHa onpehyje ce t, - peakmHoHO BpujeMe
HecTajama 60je 110 crienmpuiHe ancopbaHie unja je BPHjeIHOCT
0,235 . AKTHBHOCT JaMjacTa3e u3paxana ce kao 6poj 300/t,.

Oga MeTO/1a 3aCHMBA Ce Ha OpUrHHaIHOj Meroau Schade (1),
Moau¢ukoBaHoj o Hadorn u Ziircher (2) Te White u Pairent (3)
Metoau, u aata je y Codexu Alimentariusu.

Anapartypa u npudop

Ornpema He cMHje cajipKaBaTH TParose JAereplieHral
Ocum yobOuuajeHe 1abopaTopHjcke ompeme, ynotpedshaBajy

(1) ommjepue THkBHIE 3anpemute o 50, 100 1 500 ml;
(2) xomycHa TEKBHIA 3anpemuHe 250 ml;

(3) mnamenuk;

(4) Bomeno kymarmio Ha 40,0 = 0,2°C;

(5) wTonepua;

(6) xumBereon 1 cm;

(7) cmektpodoromerap ca ounrtamem Ha 660 nm.

Pearencu

(1) Maruunau pactBop joma: pactBopu ce 11,0 g joma ma.,
nomujerna ca 22,0 g kanujyM- joauaa u pactsopu y 30 mo 40
ml gecTuiOBaHe BOJIE, a 3aTUM pazbnaxku 10 500 ml.
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IIpunpemibeH pacTBOp 4yBaTH y 3aTBOPEHOj, TAMHO] OOLH,
Haj/y>ke OKO TOZIMHY JaHa.

(2) PasOnaxkeHH pacTBOp joja: MpHIPEMa CE y OJAMjEpPHO)
TtukBHIM 3anpemuHe 500 ml Tako mto ce pactBopu 20,0 g
KaJIjyM-jOIH/a 1.a. y ASCTHIOBAHOj BOM, y3 AoAaTak 2 ml
MaTHUYHOT PacTBOPA jOzia, HAKOH 4Yera ce JOIYHH BOJIOM JI0
O3HaKe.

PasbnaxxeHn pacTBOp joza mpHIpeMa ce Ha JaH yrnoTpede u
Tpeba ra dyBaTH Of yTHIlaja Ba3ayXa, 3aTBapajyhu THKBUILY
0JIMaxX HaKOH ynorpeoe.

(3) Auerarnu nmydep - pH 5,3: pactBoputu 43,5 T HATPUjyM-
arerata (CH3COONa-3H,O) y naecTunoBaHo] BOAH, Y3
momatak 5 ml emeHe cupheTHe KHCeNMHE —paad
nozeniaBama pH BpHjeaHOCTH, a 3aTHM JOMyHUTH 10 250
ml BomoMm. Ako je motpeOHO, pH BpujeaHOCT MoecuTH ca
HATPUjyM-alleTaTOM WM CHPRETHOM  KHCEJIMHOM Y3
kopuitheme pH metpa.

(4) PacTBOp HaTpHjyM-XJOpHAA: PACTBOpH ce 2,9 g HATpHjyM-
xnopuna (NaCl) y oamjepHoj TukBuim ox 100 ml ca
JIECTUIIOBAHOM BOJIOM U pa30liaXku 0 O3HAKeE.

(5) Cxkpob pacTBOpJHUBH I1.2.

OxpehuBame Boje y pacTBOP/bHBOM CKPOOY

Onmjepu ce OkO 2 g pacTBOPJBHBOTI CKpoOa Wy TaHKOM
CJI0jy paclopear Ha JHY mocyauie (mpoMjepa 5 cm U BUCHHE 3
cm) ca nokyonueM. Baratu ca Taunomhy ox + 0,1 mg u cymmrti
90 muHyTa Ha TemnepaTypu oz 130°C. HakoH cyiema 3aTBOpeHy
TIOCY/IMIly XJIAQJUTH y €KCHKaTOpy T€ HAKOH jeJHOT caTa BaraTu.
I'yburak mace y omHocy Ha 100 g jecTe KOJIMYMHA BOJIE.

IIpunpemame pacTBopa ckpoda

Onmjepu ce Komm4IrHa ckpoda Koja oaroeapa macu of 2,000
g 6e3BomHOT ckpoba u m3mujema ca 90 ml nectuoBane Boue y
KoHycHOj THKBHIM oxf 250 ml. Hacrany cycneHsujy 6p30 noBectu
N0 Tauyke KJbydama, Te HENPecTaHO MUjellaTH W KyBaTH TpH
muHyTa. OnMax mnpebalTH PacTBOPEHH calpXkaj Y OIMjepHY
tukBuLy of 100 ml, Te xmamutm mox miazoM Boae. HakoH
mocTH3ama  COOHE  TeMmepatrype,  pacTBOp  JIONYHHUTH
JECTAIOBAHOM BOJIOM 10 O3Hake W JoOpo mpomyhkaru. PactBop
ce MpHIpeMa Ha JiaH yrorpeoe.

Hanomena: Kopuctutn pactBop ckpoba Koju TeHepuiie

IUIaBy ~ BPHMjEHOCT  TIpUXBaT/bMBE  arcopOaHie  (BHAjeTH
Kammbpanuja pacTBopa ckpoba/OnpehuBame TUIaBe
BPHjETHOCTH).
OnapehuBame

IIpunpemame y30pka 3a oapehuBame

Onmjepu ce 10,0 g mMena u pactBopu ca oko 15 ml
JIECTUIIOBAaHE BOJE, Ha XJIaJHO, y3 jgozjatak 5 ml areratHor
my¢epa. OBako NPUNIPEMIbEH CaIpXaj NMPeOallTH Y OAMjepHY
TuKBHLY of 50 ml y KOjy cMO HpeTXOAHO oTmmmeTupamd 3 ml
pacTBopa HAaTPUjyM-XJIOpHA, & 3aTHM JOIMYHHTH NECTHIIOBAHOM
BOJIOM 0 O3Hake. BaxxHo je ma y3opak Oyne mydepoBaH mpuje
MHjelama ca HATPHjyM-XJIOPUIOM. PacTBOp Mena NMpHIPEMHTH
HerocpeHo npuje oxpehuBama jep je crabunaH TeK HEKOIMKO
caTu.

Kammo0pauuja pactBopa ckpoda/oapeluBame niiase
BpHjeJHOCTH

[MocTynmak kanuOpauuje mMoMaxke HaM MpH oapehuBamy
notpebHe KOIMYMHE BOJE KOjy Tpeda I0aTH PeaKkiHoOHOj cMjecH
na O ce TOCTUrao MHTEpBal ancopOaHIe pacTBopa joI - CKpoo
oxn 0,745 - 0,770. Y koHyCHy THKBULly oTrunerupary no 20, 21,
22, 23, 24 m 25 ml pectunoBane Bozie. llpm wu3BOhewmy
KanuOpanyje, y CBaKy THKBHUIy nomaTh 5 ml pasOmaskeHor
pactBopa joxa, a 3atum 0,5 ml cmjece koja ce cacroju ox 10 ml
JecTriIoBaHe Bozie M 5 ml pactBopa ckpoba. JJoOpo u3mujerary u
OMax OJPEIUTH BPUjEAHOCT arcopOaHIe MjepemeM Ha

CHeKTpO(OTOMETPY Ha TaJlacHO] Ay>KHHH of 660 nm y oqHOCY Ha
cimjerry mpoOy Koja je amecTwioBaHa Boxja. Kommdmna Bone
onpeleHa Ha 0Baj HAYMH JI0fIaje Ce y Y30paK KOjH ce aHAIM3Hpa
NPUMjEHOM HCIIMTaHOT pPacTBOpa CKpoOa. AKO je IOCTHUTHYTa
arcopbanna mama on 0,745 mpu momatky 20 ml mecTuioBaHe
Boze, i Beha ox 0,770 npu momatky 25 ml gectuioBane Boze,
MPUIPEMJbEHH PACTBOP CKpoOa HUje NpHUMjeHHB 3a oapehuBame
aKTHBHOCTH JINjacTase.

OapehuBame ancopdaHue

Ormunerupatu 10 ml pacTBopa Mena y KOHYCHY THKBHILY
on 50 ml u craButu je y BomeHo kymaTtwio Ha 40°C, 3ajenHo ca
jOII jemqHOM THKBMIIOM Koja caapxku 10 ml pactBopa ckpoba.
Hakon 15 muHyta ormumerupatd 5 ml pactBopa ckpoba y
TUKBUIy Ca pacTBOPOM MeJa, INPOMHjElIaTH M IMOKPEHYTH
[TonepHLy. Y HEPHOAMYHMM HHTEpBAIMMA, & MPBU MYT HAKOH
neT MuHyTa, nunerupary 0,5 ml IpUIpeMIbEHOT ATMKBOTA KOjeM
nomajeMo 5 ml pasbnaxkeHor pactBopa joma. Tome momajemo
MPETXOIHO YTBpeHy KONMMYMHY BOJE, MHjEIIaMO CMjecy H
MjepuMO BpHjeJHOCT arcopOaHLe Ha CHEKTpO()OTOMETpY Ha
TaJIaCHOj Ty>KUHHU 071 660 nm y oHOCY Ha cimjerny npody (Boza),
IpHMjeHOM KuBeTa of 1 cm.

Hamomena: MHTepBanu u3/iBajama alMKBOTA U3 PEAKIIHOHE
cMjece HaKOH IIPBOT IyTa MOpPajy Ce MOJECUTH Ha TaKaB HAYMH Jia
ce MOCTUTHY TPH-YETHPH Mjepera YHyTap HHTEpBasia ancopOaHie
0,456 - 0,155 (;uHEApHU PACIIOH).

VYV cmenehnj Tabemu naTm Cy NpenopydeHH HHTEPBAIIH
W3/Bajarka aJIMKBOTA U3 PEaKLHOHE CMjece y OHOCY Ha JTOOHjeHy

BPHjeIHOCT arcopOaHIe:
Ancop6aHua Ha t =5 MuH. Bp KH MHTepBaJ
A>0,658 Buie ox 10 MuH.
0,658>A>0,523 5-10 MuH.
0,523>A>0,456 2-5 MUH.

Axo je ancopbania HAKOH t = 5 MuHYyTa Mama o 0,350
MOTPEOHO je CKPaTHTH BPHjeMe MPBOT Mjepemba.

[otpebHO je ypaauTu mpoBjepy amcopOaHIE y30pka 0Oe3
nejctBa ckpoba. Ilumermpatr 10 ml y3opka, momatu 5 ml
JIECTUIIOBaHE BOJIE M TeMeJsbuTo M3Mmujemari. On npunpeMibeHe
cmjece  ormmmernpatd 0,5 ml aIMKBOTa y  KOHYCHY
epieHMajepully, noaaTh 5 ml pa30iakeHOr pacTBopa joma Te
nperxonHo yrBpheHy kommumHy Bome. Canpkaj  oOpo
M3MHjENIaTH U MjEPUTH arcopOaHIly Ha CIIEKTPOPOTOMETpY Ha
TaJaCHOj My>KHHHU o1 660 nm, y kuBeTH ox 1 cm. Ako ce ouurta
onpehena BpujemHOCT armcopOaHile, MOTPEOHO je WCTy Ty
BPHjEIHOCT OJy3€TH Of BPHMjEIHOCTH JOOWjeHe TOKOM Iporieca
UCIUTHBAKA y30pKa.

H3pauyHaBam-€ M M3paKkaBabe pe3yjiraTa

VY rpadukoH ce YHOCH BpHjEIHOCT arcopOaHie Kao
¢yukipje BpemeHa (MuHyTa). Kpo3 HajMame TpH HOCIHEAHE
TayKe MOBYYe Ce MpaBa JIMHHja Ja OU ce OfipemIo BpHjeMe Kaj
peaKimoHa cMjeca J0CTHKe BpHjeaHOCT arcopbarue ox 0,235 .
Bpoj 1mwmjactaze nobumja ce nujesbemeM 300 ca BpeMeHOM
M3paKeHNUM Y MUHYyTaMa. Taj 6poj m3pakaBa akTUBHOCT WjacTa3e
kao ml 1%-Hor pacTBopa ckpoba KOjH je XHAPOIM30BaH E€H3UMOM
y 1 g mena 3a Bpujeme ox jeaHor cata npu 40°C. bBpoj aujactase
oarosapa 6pojy Ha Gothe cka.

AXTHBHOCT JiijacTa3e u3paxkasa ce kao 0poj aujacrase (DN)
KOjH ce padyHa Kao:

60 min 0,10

X
t. 0,01

1,0 300
20 t

&

DN =

ty - peakIMoHO BpHjeMe 3a Koje ce MOCTHIHe arncopbania A
=0,235.
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IIpeuusnocT nmocrynka

Ilapamerpu nonoBsbuBOCTH (1) M penpoayuubmmHocTu (R)
onpehenn cy y wmebynaboparopujckoM TectHpamy y 14
naboparopuja EBporcke yHuje (4, 5) Ha AeBeT y3o0paka Meaa, pu
yeMy Cy foOujenu cibenehu pesyararu:

DN | 87 | 142 | 164 | 195 | 236 | 242 | 255 | 298 | 377

r 064 | 215 | 1,48 | 0,92 1,20 | 3,07 1,87 | 2,06 5,35

R | 545 ] 9,01 | 10,40 | 10,22 | 12,33 | 13,93 | 15,82 | 15,79 | 23,68

W3 oBux momataka nobujeHe cy cibemehe KkopenmarpoHe
jeHaYMHE:

r=-0,721+0,126 DN

R =-0,0571+ 0,587 DN

Pedepenne:

1.  AKXTHMBHOCT aujactase U XHIAPOKCUMeTHI(Gypdypan y mMexy
1 BbUXO0BAa KOPHUCHOCT Y OTKpUBamy TOIUIOTHE az[ynTepauI/Ije
(J. E. Schade, G. L. Marsh and J. E. Eckert Diastase activity
and hydroxymethylfurfural in honey and their usefulness in
detecting heat adulteration. Food Research 23, 446-463
(1958).

2. JemHocrtaBHa KHMHETHMYKa Meroza 3a oxpehuBame Opoja
mujactasa y meny (H.Hadorn and K. Ziircher: Eine einfache
kinetische Methode zur Bestimmung der Diastasezahl in
Honig. Deutsche Lebensmittel Rundschau 68, 209-216
(1972).

3. UsBjemraj o anammsu mena (J. W. White and F. W. Pairent:
Report on the analysis of honey.
J.Assoc.Off. Agric.Chemists, 42, 341-348 (1959)).

4. OppehuBame akrtuBHOcTH aujactaze (DIN-Norm 10750
Bestimmung der Diastase-Aktivitit, (1990)".

5. Codexov craumapn 3a men (Codex Alimentarius Standard
for Honey, Ref. Nr. CL 1993/14-SH, FAO and WHO, Rome
(1993)).

6. MehynabopaTopujcko HCIHTHBAbE Mebhynaponne
komucuje 3a Men, Phadebas u Schade mujacrase, BnaxxaoCT
pedpakTomMeTprjoM U akTUBHOCT MHBepTase (S. Bogdanov
and P. Lischer, Interlaboratory trial of the International
Honey Commission, Phadebas and Schade Diastase
determination methods, Humidity by refractometry and
Invertase activity: Report for the participants (1993)).

a2) Metona no Codexovom cranaapay 3a mej (oAroBapa
metoau Schade)
Obaact npuMjene

OBa MeTo1a ce MOYKe TIPHMHjESHUTH Ha CBE Y30pKe Me[a.
MpuHIUn

OBa MeToza 3acHHMBa ce Ha XuAponmsu 1%-Hor pacTBopa
ckpoba eH3uMoM u3 1 gMena y TOKy jeIHOT caTa Ha TeMIIepaTypH
on 40°C. CtanmapaHu pacTBOp CKpoba y peakiiiji ca pacTBOPOM
joma Jaje WHTCH3WBHO O0Ojeme. Y peakiju eH3uMa |
CTAaHIAPAHOT PacTBOpa CKpoba yCIbe XUAPOIM3e HECTaje ILIaBa
00ja joma ymje ce HecTajame MjepH y MHTepBamMa. M3 omHOCa
ancopOaHIMje W BpeMeHa ofpehyje ce t, - PeakInMoHO BpHjeMe
HecTajama 0oje o crienmduyne ancopbanimje 0,235, AKTUBHOCT
JMjactase ce m3paxana kao 0poj 300/t,. Oa MeTona je 6azupana
Ha opuruHasiHOj MeTomu Schade u mpyru (1) u mara je y Codexu
Alimentariusu.

Anapartypa u npudop

Ornpema He cMHje capKaBaTH TParose aeTepeHral
OcuM yobuuajere 1abopaTopujcKe orpeme, yrnoTpedsbanajy
cen:
(1) onmjepue TukBHie 3ampemune | smrap, 0,5 nurapa, 0,1
JmTapa;
(2) xomycHa TukBHIa 3anpemue 0,250 nuTapa;
(3) mnamenwk;

(4) Bomeno kymarusio Ha 40 £ 0,2 °C;
(5) cnexrpodoromerap ca ounTaBameM Ha 660 nm.

Pearencu

(1) Matuynn pactBopu joja: pacTtBopu ce 8,8 g joma m.a.,
nomyjema ce ca 22 g Kanujym- joauzaa u pacteopu y 30-40
ml Boze, a 3aTiM pa30iiaXu 10 jeAHOT JUTpa.

(2) PasGnakeHd pacTBOp jojma: TpHIpEMa ce y OIMjEpPHO]
tukBunM 3anpemuse 500 ml Tako mro ce pactBopu 20 g K-
jomuna m.a. y 30-40 ml Boge. 3atiM ce goaa S ml MaTHIHOT
pacTBOpa jozia 1 IOIyHH BOJIOM JIO O3HAKE.

. of . .
PactBoOp jona C(T2 0,0007 mol/l) : y oaMjepHOj THKBHIIH

(3) Auerarnu mydep- pH 5,3: pactBopu ce 87 T HaTpujym-
arerata (CH3COONa 3H,0) y 400 ml Boxe, mona oko 10,5
ml niefieHe cupheTHe KMceniHe U A0MyHH BogoM 10 500 ml.
Axo je TO moTpebHO, pH BpHjeAHOCT perynuiie ce
HaTpHjyM-aLleTaToM Wi cupheTHOM KucenuHOM 710 5,3 y3
xopuinheme pH-Metpa, 1o notpedw.

(4) PactBop Hatpujym-xiopuza, c(NaCl) = 0,5 mol/l: pactBopu
ce 1,45 g HaTpujymM-XJIOpHa Y MPOKYBaHO] JICCTUIIOBAHOj
Bomu U nomyHu 1o 50 ml. Pox Tpajama Tor pactBopa je
OTpaHHYeH.

(5) Ckpob pacTBOPIJBHMBH I1.a. (HIIP. U3 KPOMITHPA).

(6) OunpehuBarbe BOsIE Y paCTBOPIEUBOM CKPOOY
Onmjepu ce oko 2 g pacTBOPJHHBOT CKpobOa U Y TaHKOM
CIIOjy pacnopeny Ha JHO mocyaune npomjepa S cm. Cymm
ce caT u 1o Ha Temreparype of 130°C. 3atum ce oxmamu y
eKCcHKaTopy H mpemjepu. I'youtak mace y omHocy Ha 100 g
jecTe KOJIM4MHA BOJIE.

(7) PacrtBop ckpoba
OmmMjepu ce KolM4MHa cKpoba Koja oxrosapa Macu of 2,0 g
6e3BoaHOT cKpoba u mmujema ca 90 ml Boie y KOHYCHO)
tukBuim 3anpemuHe 250 ml. Opmax ce mpeHece [0
IJIAMEHHKA TIPEKO KOjer je MOCTaBJbeHa a30eCTHa MPEXHUIIA
U OCTaBM Jia Oiaro kijby4a Tpu MuHyTe. IIoTOM ce pacTBop
CKJIOHH Ca IUIAaMEHHKA, TOKPHje U OCTaBHU Ja CE IIOCTEICHO
OXJIaM 10 COOHe TemrepaType. PacTBop ce 3aTuM npeHece
y oamMjepHy 6oiry ox 100 ml u cTaBu Ha BOAEHO KyNaTHIIO
3arpujano Ha 40°C. Kax pacTBop ZOCTHTHE Ty TeMIlepaType,
JIOIYHH C€ BOJIOM JI0 O3HAKe Ha GOIIH.

OnpehuBame
IIpunpemame y3opka 3a onpehuBame

Y3opak 3a ananuzy He cMuje ce 3arpujaBatu. Oamjepu ce 10
g y30pKka W mpeHece y damry sampemuHe 50 ml, goma 5 ml
aneratHor mygdepa u 20 ml Boge ma Ou ce y30pak pacTBOPHO H
npomyjema mramuheM. Y3opak ce Beh Ha XJIagHO TMOTIYHO
pacTBopH. 3aTHM ce Y OMjepHy TUKBHIY 3anpemuse 50 ml, moxa
3 ml pacTBOpa HaTPHjyM-XJIOpHIa U OTOIUBEH PacTBOp Mena W
JIOITyHH BOJIOM JIO O3HAKe.

VY3opak Mopa OuTH mydepusoBaH MpUje MUjElIama ca
HATPUjyM-XJIOPHIOM.
IIpunpemame cTaHIapAHOT PacTBOpa

PacTBOp ckpoba 3arpujaBa ce Ha Temrepatypu og 40°C, a
3atuMm ce 5 ml pactBopa ormumnetrupa y 10 ml Boze, uuja je
temreparypa 40°C u no6po m3mujema. On MpUIPEMIbEHOT
pactBopa ornunerupa ce 1 ml u noga y 10 ml 0,0007 mol/l

(ﬁ} pacTBopa joaa, pa3bnaxu ca 35 ml Bozie U U3Mujela.
2

Hacrana 6oja ountaBa ce Ha 660 nm npema ciujernoj npoodu.

Bpujennoct ancopbanimje tpeda ma 6yae 0,760 £+ 0,020.
Axo je moTpeOHO, MoXe ce JoaaTu onpehena 3anpeMuHa Boze ,
TaKo Jia ce J00uje MCTpaBHa aricopIIIHja.
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OapehuBame ancopdanumje

ITumerom ce ommjepu 10 ml pacTBopa Mema, mpeHece y
rpagupany wiMHAap o4 50 ml u cTaBM y BOAEHO KyNaTWIO Ha
temmneparypu o 40°C + 0,2°C, 3ajeqHo ca mocyaoM y Kojoj je
pactBop ckpoba. [locimuje 15 MunHyTa TmeroM ce oaMjepu 5 ml
pacTBopa ckpoba U J07a y pacTBOp Meza, POMHjeIla U YKIbYIH
car. Y MHTepBaJIMa OJ IO IIeT MUHyTa u31Boju ce 1 ml anmukBoTta
upoxay
10 ml 0,0007 mol/Il (szrastvorajoda.

2
TIpomujemma ce n pa3bmaxu ca 3anpeMHHOM Boze ox 35 ml
(ppHnpeMame CTaH#apIHOT PacTBOpA).
Ancopbanimja ce onmax oapehyje Ha 660 nm, HacTaBu ce
y3UMaTH aJMKBOT CBE JOK ce amcopOaHIja HE CMamu 0
Bpujentoctu ox 0,235.

H3pauyHaBame 1 H3pakaBame pe3y/raTa

VY rpadukoH ce YHOCH BpHUjEHOCT arcopOaHIuje Kao
¢dyHKIMje BpeMeHa (MUH).

Kpo3 HajMame Tpu INOC/bEIEE Tadyke MOBy4YE CE MpaBa
IUHUja Ta OW ce OApeAWsIo BpHjeMe Kaj peakIFioHa cMjeca
JocTke BpujenHocT arncopoanimje ox 0,235. IMoaujemm ce 300
ca BpEMEHOM M3paXEHHM Yy MHHyTama jga Ou ce obmo Opoj
nujactaze (DN). Taj O6poj n3paxkaBa akTUBHOCT aujacTase kao ml
1%-nor pacTBOpa CcKpoOa KOjH je XHAPOIN30BaH CH3UMOM y 1 g
Mena 3a BpujeMe ox jemHor cata npu 40°C. Bpoj mmjacraze
oxrosapa 6pojy Ha Gothe ckaii.

AxrtuBHocT aujactaze DN = ml 1%-nor pactBopa ckpoba 1o
g Mena/x ipu Temmepatype ox 40°C

. 60 010 10 300
Opoj mmjactaze (DN)= —x x——=—
t 0,01 2 t
rije je: t - peayKuuja y MUHyTama.
Pedepenue:
Codex standard for honey (AOAC 958.09)
0) Metona no Codexovom ctangapay 3a mea u IHC-u
(OnpehuBame akTuBHOCTH THjacTase ca Phadebas)
Obaact npumjene

OBa MeTo/1a MOXeE Ce IPUMHjEHUTH Ha CBE Y30pKe Me/Ia.
Hepunmmja

Jenuamma  akTMBHOCTH — 1ujactaze, (Gothe jemumHmIa,
neuHUIE ce Kao KOJIWYMHA eH3uMa koja he mperBoputm 0.01
rpaMa ckpoba Ha PONHCaHy Kpajiby Tauky 3a jemaH cat Ha 40°C
MOl TECTHMM YyclioBMMa. Pesynrtatn ce m3paxkaBajy y Gothe
jenuuuiama (mma Schade jenuHuIIaMa) TI0 TpaMy Mena.

HpuHun

OnpehuBame  aWjacTaTcke  aKTHBHOCTH — Mema  je
(doTomeTpHjcKka MeToa IO KOjOj C€ HEepacTBOpPJHHBA IUIABO
o0ojeHa yMpekeHa BpcTa CKpoOa KOPHCTH Kao CyICTpar.
Xunponusyje ra emsuM pajyhm mmaBe QparmeHte Koju cy
PacTBOPJHUBH Y BOAW M Koju ce onpelyjy poromerpujcku Ha 620
nm. ArncopbaHuyja pacTBOpa je AWUPEKTHO MPOMOPLHOHATHA
QIMjacTaTCKO] AKTUBHOCTH Yy30pKa. Meroma ce 3acHHBA Ha
npBoOUTHO  00jaBibeHOj  Siegenthalerovoj wmeromm (1) u
n3MujemeHoj 1o Bogdanovu (2).

Pearencu

(1) Phadebas Tabnere, Pharmacia Diagnostics;

(2) Harpujym-xuapokeun 0.5M.

(3) Auneraran mydep (0.1M, pH 5.2): PactBoputru 13.6 g
HaTpUjyM aueraT Tpuxuzapata y Boxu. Ilomecutun pX
pacTBopa 110 5.2 ca rilanujatHoM cupheTHoM KucemrHOM (1
- 2 ml) u pa36maxkuty Bogom 1o 1L.

Onpema

(1) doromerap/criekTpoporomerap
(2) Vortex

(3) TepmocTaTcko BOACHO KYITATHIIO
(4) Wronepuua

IIpouenypa
IIpunpema Tect y3opaka
OapehuBame

Ommjeputu 1.00 g Mena y oamjepHy THkBHIy ox 100 ml,
pPacTBOPUTH y aLeTaTHOM Iydepy M HONYHHTH JO O3HAKe.
JloBpmmTy nponenypy y poky of jentor cara. [Ipebarmru 5.0 ml
pacTBOpa y TECTHY ETPYBETY 1 ITIOCTABUTH y BOACHO KYNaTHIIO Ha
40°C. Ilpmmpemutn cimjerry mnpoOy mocraBbameMm 5.0 ml
AIMKBOTA ameTaTr mydepa y APYry TECTHY €NpYyBETy Koja ce
TPETHPA MCTO K0 PACTBOP y30pKa.

V o6a pactBopa nogatu Phadebas Tabnere nomohy nuniera
U YKJBYYUTH ITonepuiy. Vismujematn pactBope Ha Vortexu J0K
ce Tabmere He pacmagHy (oko 10 cekyHIW) W BpaTHTH HX Y
BOJICHO KYTIaTHIIO.

[pexunyTn peakuujy HakoH TauHo 30 MHHYyTa JOAABAH-EM
1 ml pactBopa HarpujyM-xuapokcuaa. I[loHOBO —cmjecy
u3MHjentaTd Ha Vortexu NpuOMMmKHO meT cekyHau. Onmax
¢waTpupaTH  pacTBope Kpo3 (QuiaTep mHamuMpe W HM3MjepHTH
arcopbaHIyjy y kuBerama o 1 cm Ha 620 nm nomohy Boze kao
pedepennie. Amncopbannuja cnujerie mpobe omy3uMma ce U3
pactBopa y3opka (AA 620). Ako je amcopbanumja Beha ox 1.0,
pa3OyaXuTH y30pak ca BOAOM. Y3eTH Yy o03up dakrop
pasOaxera PHIMKOM pauyHama pe3yirara.

PauyHame U U3pazkaBamse pe3yJiraTa

Knacuyna merona 3a onpeluBame AujacTaTcke aKTUBHOCTH
Mena je Schadeova metona (3,4).

JujacTaTcka akTHBHOCT ce M3pakaBa Kao Opoj Iaujactase
(DN) y jenununama Schade u neduHmIIIe ce Kako CIHjeau: jeaHa
IIjacTaTCKa jeAMHMIA OroBapa €H3UMCKOj aKTHBHOCTH ox 1 g
Mena, koju Moxe xunaponm3oBatd 0.01 g ckpoba 3a jenqan cat Ha
40°C.

H3Benena cy ucroBpeMeHa Mjepersa 1o Merozama Phadebas
u Schade 57 pasnmuuTrxX y30paka Meia KOjH TOKPHBAjy pactoH
IIMjacTaTCKe aKTHBHOCTH 011 8 110 40.

Ioctoju Beoma moGap omHoc (r=0.987) wusmehy mBa
Mjepema. JluneapHa perpecuja y (DN) naspram x (AA620)
JoBena je 1o cibeneher ogHoca:

DN =28.2 x AA 620 + 2.64

ragje cy 282 m 2.64 pemoMm HaBemeHH HaruO (slope) u
npecjex (intercept) HajOosbe TpaBe NHHHjE HOOHMjeHEe MOMOhy
nHeapHe perpecuje AA 620 (x oca) Ha DN (y ocwm).

3a Hucke aujactatcke BpujeaHoctr (m3melhy 0 u 6 DN) Bpio
nobap oxnoc (R2 = 0,927) ca cibenehom JMHEApHOM perpecHjoM
y (DN) Hacrnipam x (AA620) nana je cibenehn oHOC:

DN =35.2 x AA 620-0.46

ragje cy 352 u 0.46 pemoMm HaBeneHH Harmd W TIpecjek
Haj0oJbe MpaBe JIMHUje 100ujeHe TIoMohy JIMHeapHe perpecuje AA
620 (x oca) va DN (y ocwm).

OBy jemHaumHy TpeOa KOPHUCTHTH 3a oapehuBame
JIMjacTaTCKe aKTUBHOCTH JIO 8 MjaCTaTCKHX jeIHMHHIIA.

IIpemm3nocT

a) Tlomaim 0 HPELU3HOCTH yrBphenu y
Mehymabopatopujckom mopehemy maboparopmja y
[1IBajuapckoj (5):

1.  Tpwu pa3nuuurte BpcTe Meza Cy Ouiie TeCTHpaHe y
Tpu Jsabopatopuje. MakCHMaaHO OACTYMAbe
(paction) DN ytBpheHo ca TaOmerama u3 HcTe
cepuje, mmehy maboparopuja, 6uio je 3.7%.
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2. CrangapaHo OJICTyHame JIjacTaTcKe
aKTUBHOCTH YTBpleHe ca Tabierama W3 IBHje
pa3IMUHUTe CepHje Ca HCTHM MEIOM, y jeIHO]
nabopatopuju, 6m1o je 3.7% (za n=24, n mrto je
0poj aHaNM3a 1O CepUju).

3. Pacnon texune, 3a y3opak ox 20 Tabnera, 6uo je
5%, ca cTaHIapIHIM OACTYyIAamkeM of 2%.

Mehymaboparopujcko UCIIUTUBAC crpoBenma  je
Mebhynapogna xomumcmja 3a Men 1992. rommme ca 14
mabopatopuja  EBporcke  yHmje w21 mBajmapckom

naboparopujom npuMjeHoM Mmerone Phadebas ca cemam memoa
yHje cy BpHjeIHOCTH Agyo Bapupaie on 0,31 mo 1,29 (6). Hucy
Ome Ha3HaueHe cepuje peareHca Phadebas.
Jobujene cy cipenehe BpHjeIHOCTH IIOHOBJEMBOCH (I) H
enpoayrmonHocTy (R):
A620 [0.212] 0,314 | 0414 | 0588 | 0,704 | 0,705 | 0,734 | 0970 | 1,004

r 0,034| 0,032 | 0,032 | 0,042 | 0049 | 0,043 | 0,050 | 0,065 | 0,060
R 0,07]| 0,134 | 0161 | 0202 | 0273 | 0311 | 0,250 | 0,336 | 0,428

raje je A-620 BpujenHoCT anicopOaHIyje.

On oBUX ToOJaTaka M3padyHaTe Cy cibenehe KopenamyoHe
jeHaYMHE:

r=0.02 + 0.03 x A620

R =0.04 +0.32 x A620

Pedepenne

1.  OppehuBame amMmiiaze y Medy ca KOMEPIHjaTHO JOCTYITHIUM
cyrcrparoMm o3HadeHnM Gojom (U. Siegenthaler, Mitt Geb.
Lebensm. Hyg 66, 393-399 (1975).

2. Tlopeheme pazmuuutux Metoza onpehusama (S. Bogdanov,
Honig diastase, Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 75, 214-220
(1984)

3. AKTHBHOCT [ujacTa3e M XUIPOKCUMeTHIdyphypan y Memy
Y BHX0BA KOPHCHOCT Y OTKPHBAmY TOIUIOTHE ajyJTeparyje
(J. E. Schade, G. L. Marsh i J. E. Eckert: Food Research 23,
446-463 (1958).

4. OppehuBame  axtuBHocTH  aujactaze  (DIN-NORM
10750((1990).

5. OgnpehuBame amunmoaktuBHOocTH (Tpema  Phadebasu),
[IBajuapcka kmwura xpane Ilormaeibe 23: Med, EDMZ,
Bern (1995).

6. Mehynabopatopujcko HCTTUTUBALC Mehynapoane

KoMucHje 3a Mex: Metone oapehusama Phadebas u Schade
diastase, BmaxHOCT pedpakTOMETpUjOM H aKTHBHOCT
uHBepTaze: U3Bjemraj 3a ydecHuke (S. Bogdanov i P.
Lischer, Interlaboratory trial of the International Honey
Commission, Phadebas and Schade Diastase determination
methods, Humidity by refractometry and Invertase activity:
Report for the participants (1993)).

7. Hayuna manomena o Phadebasovoj meromu 3a mace ca
HUCKUM caapxkajeM eHzuma (L. Persano Oddo, P. Pulcini,
Apidologie 30, 347-348 (1999).

Ipey3ero w3 metoma MeljyHapomHe KOMHCHje 3a Men

(Harmonized methods of the International Honey Commission,

2009)."

Unan 4.

Y Omjemky J. OnmpehuBame xumpokcumerunidypbypoia
Jocajaimka Tadka ""a)" mujema ce u rimacu: ''a) OapehuBame
xuapoxkcumetniipyppypona (HMF) meronom HPLC (High
Performance Liquid Chromatography)" , a mocamaurme Tad.
""a) m 6)"' nocrajy Tauke "6) mm)"".

Onpehusame xuapoxcumerniipypdypona (HMF) merorom
HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
Oobaact npumjene

Meroza ce MOXKe TIPUMHJjEHUTH Ha CBE y30pKe Meza. Mame
y30pKa je moTpeOHo Kana je konueHTpanuja HMF Bpio Bucoka.

Canpxaj

Mertoznom ce oapehyje KOHLIEHTpauuje S- (XMAPOKCHMETHIT)
(dypan-2-kapbanmexuma. Pesyarar ce o0OM4HO u3paxkaBa Y
MUJIMTPaMHUMa [0 KWIIOTPamy.

HpuHuun

HMF ce ompemu y OwmctpoMm, QuiTpupaHoM BOJIEHOM
pactBopy Mema ymorpebom HPLC pesepsne ¢aze ca VB
nerekupjom. CurHan ce ymopehyje ¢ oHMMa u3 y3opaka
CTaHAap/ia MOo3HaTe KOHIEHTpalje.

Pearencu

MobmiHa dasa: Boga-meranon (90:10, v/v), HPLC uucrohe.

Cranmapmgau  pacTBOp:  S-(xmapoxcumerwn) — QypaH-2-
kapbannexun (HMF), (amp. Merck 6p. 820 678 wm Fluka 6p.
55690). Op ocHoBHOr pactBopa HMF-a npunpemuru
kanOpanumone pactsope 1, 2, 5 u 10 mg/L BomeHor pactBopa.
PactBOpe TpebGa mpunpeMuTH Ha 1aH KopHIIhema.

OnpehuBame canpxaja y cranmapay HMF-a: Anicopbannmja
A TmipunpeMIbeHOr CTaHAapAHOT pacTBopa oxpehena je momohy
VB cnekrpodoromerpa Ha 285 nm y 1 cm KBapIHHM KHBETaMa
ca BozoM y mpa3Hoj hemmju. KonueHnTpammje cranaapaa pacteopa
MOTY C€ M3payyHaTH U3 JIMTEPATypPHUX BPHjEAHOCTH 32 MOJAPHY
ancopriuyjy, € = 16830 wm ancoprmumjy, aleml%=133.57 (3).

: 4 . .
gonentpauma y mgl = PP 21,000, rje je & amcopbarmaja cragmapaEer pacteopa

W3padyHati caapixaj Mopa OAroBapaTH crenudukanmjama
nobasspaua. Cranmapa ce mopa uyBatu Ha 4 - 8§8°C. CraHmapn
HMF-a je u3y3eTHO XUTPOCKOMAaH.

Ipenopyka: Hajoosse je HMF cranmapn dyBatu mox
a30TOM.

Anaparypa u npudop

- Teunn xpomarorpa¢p (HPLC) ca VYB gmerexkropom u
HHTErpaTopoM

- Komona: Ommo xoja ca RP Cl18-peBep3nom dazom

marepujana. Hip. Hypersil ODS 5 um, 125 mm x 4 mm wiu
250 mm x 4 mm.
- Mewmb6pancku dunrep, 0.45 pm (amnp. Dynagard).

MocTtynak

[permmsHo m3Mjeputu oko 10 g TpHIIPpEeMIBLEHOT Y30pKa
Mena y nocyny ox 50 ml. Oromutu y3opak y oko 25 ml Boge u
KBaHTUTATUBHO NPEHHJETH Y BOTYMETPHUjCKY THKBHIY o1 S0 ml.
Paspujenutn 1o 50 ml ca Bogom. DuntpupaTé y30pak Kpo3
MeMOpaHcku durep o 0,45 um ga 6u ce 100HO PacTBOpP y30pKa
crpeMaH 3a xpoMarorpadujy.

YcaoBu xpomatorpagucama:

- Op3uHa npotoka 1,0 ml/mMuH.

- BOJyMeH wuHjekTHpama 20 pl. y30pka WM CTaHIapIHOT
pacTBOpa

- nereknrja YB 285 nm; pacmon: 0,2 AUFS

Hauun uzpauynaBama:

Canpxaj HMF-a y y3opky m3padyHaBa ce ymnopehuBamem
KA W3 y30paKka M CTaHAApIHUX pacTBopa, y3umajyhm y o03up
paspjehuBame. [Toctoju nuHeapHu 0nHOC U3Meljy KOHIICHTpaIHje
n nospinHe uka HMF. Pesynratu ce u3paxasajy y mg/kg, Ha
JETHO IEIMMAITHO MjecTo.

IpermsHocT MeToze onpeniia je MehyHaponHa komucuja
3a Mez. [lorHoBsbMBOCT (1) 1 penpomyrmomtHOCT (R)

U3padyHaTH Cy M3 pe3yJiTaTta TpU BPCTE Me/ja aHAIM3HUPaHOT
y CBHUM JlabopaTopHjuMa Koje Cy YYecTBOBAJIC Yy IOPEAOCHUM
TECTHpamkHMa, LITO je MPHUKa3aHo y cibenehoj tabenu.

bpoj y3opka HMF mg/kg r R
1 5.2 04 16
2 22,8 12 4,9
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| 3 | 42,3 | 21 | 73 |

Ha nuckum konuentpaumjama HMF-a (oko 5 mg/kg)
BpHUjeHOCTH JI0OMjeHe OBOM METOIOM YIOpEIHBE Cy C OHHMa
nooujearnM White metodom, anu cy HWke O] OHUX JOOHWjCHHX
MeTo/IoM M-TonyuanHa. Ha BummM koHieHtpanmjama HMF-a (20
u 40 mg/kg) BpHjemHOCTH CBe TPH METO/e HeMmajy 3HaudajHe
MelhycoOHe paziuke.

Hanomena

3a ¢ypbypan, Koju ce Haa3W CcaMO Yy BpJIO MajuM
konmunHama y nopehemy ca HMF-oMm, MoXe ce KOPUCTUTH HCTa
merona. Dypdypan enyupa oxo 1,5 munyra Hakon HMF-a.

Pedepenne:

1. Bucoko edukacHa TeuHa xpomarorpaduja dypdypama u
xuapokcuMeTIIdGypdypana y ankoxony u Meny (J. Jeuring i
F. Kuppers, J. Ass. Chem. 63, 1215 (1980).

2.  OppehuBame xuapoxcumermindypdypama momohy HPLC
(Swiss Food Manual, Kapitel Honig, Eidg. Druck und
Material Zentrale (1995).

3. Coekrpodoromerpujcka  MeToga  3a onpehuBame
xunpokcumetiadypdypana y meny (J. White, J. Ass Off.
Chem. 62, 509 (1979).

4. UsBjemraj o mehymaboparopujckom ncrmtrBary HMF-a
Mehynaponae kxommcuje 3a wmen, Basel, V. Figueiredo
(1991)

Y maukn 6) ,,Onpehusame xuapoxcumerwipypdypoia Ha jBHje TaJacHe JYKHHE

(meToxa no Whiteu) y nogosjesbky Pesyararu, popmyna: ,,h49,7 w@m’rop“

16830+10+5
126+1000+1000

MHjerba ce M riacH: ,,149,7 ST

paxTop™.

IIpeyzero u3 meroma MelyHaponHe KkommcHje 3a Mex
(Harmonized methods of the International Honey Commission,
2009)."

Unan 5.
(Ycxmahenoct ca nmpornmcuma EVY)
OBHM MPABUITHUKOM MPEY3HMajy ce oapende wiana 4. cTaB
1. qupexruse Casjera 2001/110/E3 on nenembpa 2001. o Meny u
onpende [upexruBe 2014/63/EY EBporckor mnapiameHTa H
Cagjera oz 15. maja 2014. romune.

Unas 6.
(Cryname Ha cHary)
OBaj MpaBWIHUK CTylla Ha CHAr'y OCMOT JaHa O] JaHa
o0jaBsprBama y "Ciyx0eHoM rimacHuKy buX".

CM 6poj 175/19
12. mHoBemOpa 2019. roguse
CapajeBo

[pencjenasajyhin
Casjera muancTapa buX
Jp denuc 3Buzauh, c. p.

vElT

Na osnovu ¢lana 17. stav 2. i ¢lana 72. Zakona o hrani
("Sluzbeni glasnik BiH", broj 50/04), i ¢lanka 17. Zakona o Vije¢u
ministara Bosne i Hercegovine ("Sluzbeni glasnik BiH", br. 30/03,
42/03, 81/06, 76/07, 81/07, 94/07 i 24/08), Vijece ministara Bosne
i Hercegovine, na prijedlog Agencije za sigurnost hrane Bosne i
Hercegovine, u saradnji s nadleznim organima entiteta i Brcko
Distrikta Bosne i Hercegovine, na 178. sjednici, odrZzanoj 12.
novembra 2019. godine, donijelo je

PRAVILNIK
O IZMJENAMA | DOPUNAMA PRAVILNIKA O
METODAMA ZA KONTROLU MEDA | DRUGIH
PCELINJIH PROIZVODA
Clan 1.

U Pravilniku o metodama za kontrolu meda i drugih
péelinjih proizvoda ("Sluzbeni glasnik BiH", broj 37/09) u dijelu
POSEBNE ODREDBE u ¢lanu 3. (Metode fizickih, hemijskih i
bioloskih analiza) iza stava (1) dodaje se novi stav (2) koji glasi:

"(2) Za utvrdivanje uskladenosti kvaliteta meda i drugih
pcelinjih proizvoda s propisanim zahtjevima kvaliteta
priznaju se i sve druge medunarodno priznate
akreditirane metode."

Clan 2.

U Aneksu II. Poglavlje I. Metode fizickih, hemijskih i
bioloskih analiza meda i drugih pcelinjih proizvoda, u Odjeljku A.
Metode fizickih, hemijskih i bioloskih analiza iza tatke d): "
odredivanje saharoze' dodaje se nova tacka e) koja glasi: ')
odredivanje Seéera (HPLC) metoda™?"

Tacke 1) 1 j) mijenjaju se i glase:

") odredivanje aktivnosti dijastaze

"j) odredivanje hidroksimetilfurfurola HMF( HPLC

metoda®, fotometrijska metoda po Winkleru? i
metodama na dvije talasne duZine po Whiteu?) **

"Dosadasnje tac.e, f, g, h, i, j, Kk, I, mi n postaju ta¢. f, g, h, i,
Kk I,m,nio"

U Poglavlju II. Metode fizickih, hemijskih i bioloskih
analiza kojima se vr$i kontrola meda i drugih pcelinjih proizvoda,
u Odjeljku C. Odredivanje reduciranih Sefera pod tatkom b)
"Metoda volumetrijski po Luff-Schoorlu™ u dijelu Reagensi stav
(9) mijenja se i glasi: ""Carrez rastvor (I1): rastvoriti u vodi 10,6
g kalijevog heksacijanoferata (1) trihidrata K,[Fe(CN)g]
*3H,0 i nadopuniti vodom do 100 ml."

U Odjeljku D. Odredivanje saharoze u pododjeljku Reagensi
stav (5) mijenja se i glasi: "0,2%-tni rastvor metilen-
plavog(2g/1)".

1za Odjeljka D dodaje se novi Odjeljak D1. koji glasi:
"Odjeljak D1. Odredivanje Secera

a) metoda HPLC (High Performance
Chromatography)

Oblast primjene

Metodom se odreduju fruktoza, glukoza, saharoza, turanoza
i maltoza u medu za koji su dobiveni podaci o preciznosti.

Moze se koristiti i za kvantitativno odredivanje ostalih
SeCera u medu kao $to su: melecitoza, erloza, izomaltoza, rafinoza
i drugi kao §to je opisano u izvorno objavljenoj metodi Bogdanov
i Baumann.

Definicije

Udio svakog od Secera definiran je kao onaj izraCunat iz
formule date u metodi (1).

Princip

Ova metoda zasniva se na izvorno objavljenoj metodi
Bogdanov i Baumann (1).

Nakon filtracije rastvora sadrzaj Secera odreduje se pomocu
HPLC s RI detektorom. Pikovi Secera identificiraju se na osnovu
vremena zadrZavanja (retencije). Kvantifikacija se vr§i metodom
eksternog standarda odredivanjem povrSine ili visine pika.

Reagensi

Ako nije navedeno drugadije, potrebno je koristiti reagense
analiticke Cisto¢e. Mora se koristiti destilirana voda ili drugi
ekvivalenti analiCke Cistoce.

- Metanol, HPLC ¢istoce

- Acetonitril, HPLC ¢istoce

Paznja: Acetonitril je opasna supstanca te je potrebno
koristiti mjere opreza i zaStite pri rukovanju. Mobilna faza
(elucioni rastvor za HLPC) sastoji se od mjeSavine 80 volumnih
dijelova acetonitrila i 20 volumnih dijelova vode. Potrebno je
degasirati prije upotrebe.

Standardne supstance: fruktoza, glukoza, saharoza, turanoza
i maltoza mogu se nabaviti od uobicajenih dobavljaca, kao i
melecitoza, rafinoza i izomaltoza. Vidjeti rezolucije i vremena
zadrZavanja svih Secera u medu.

12u

Liquid
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Pipetirati 25 mL metanola u kalibracione tikvice od 100 mL.
U zavisnosti od $ecera koji se analizira rastvoriti odvagu kako je
opisano dolje u oko 40 mL vode i kvantitativno prenijeti u tikvicu,
promijesati i dopuniti vodom do oznake.

fruktoza: 2.000 g; glukoza: 1.500 g; saharoza: 0.250 g;
turanoza: 0.150 g; maltoza: 0.150 g.

Uz pomoc¢ $price preko membranskog filtera prenijeti uzorke
u oznacene viale.

Rastvori standarda stabilni su Cetiri sedmice u frizideru na 4
°C ili Sest mjeseci na -18 °C.
Pribor i oprema

- Vialice za uzorke

- Ultrasoni¢no kupatilo

- Kalibrirani sudovi od 100 mL

- Pipete od 25 mL

- Membranski filteri za vodene rastvore, veli¢ina pora 0,45
pm

- Odgovarajuca $prica s adapterom za membranske filtere

- HPLC uredaj s pumpom, odgovarajuéim injektorom, RI-
detektor termostiran na 30 ° C, termicki regulirana pe¢ na
koloni na 30 ° C, integrator

- HPLC kolona, npr. 4.6 mm dijametar, 250 mm duZina,
punjena aminomodificiranim silika- gelom veli¢ine Gestica
5-7 um.
Prije upotrebe HPLC kolone uraditi test prikladnosti (system

suitability test) da bi se utvrdila separacija svih Secera.
Napomena: Hromatografiranje se moze vrsiti na sobnoj

temperaturi bez znaajnog uticaja na rezultate osim erloze i

melecitoze.

Postupak
Priprema uzorka

Ako je potrebno, pripremiti med prema poglavlju o
uzorkovanju i op¢im metodama u skladu s harmoniziranom
metodom Medunarodne komisije za med.

Odvagati 5 g meda u ¢asu i rastvoriti u 40 ml vode. U
normalni sud od 100 ml pipetirati 25 ml metanola a zatim
kvantitativno dodati vodeni rastvor meda iz case. Dopuniti
normalni sud vodom do oznake. Profiltrirati uzorke i prenijeti u
oznacene bocCice za uzorke. Po potrebi, uskladistiti bocice za
uzorke kao i rastvore standarda.

HPLC uslovi

Ako se upotrijebi prethodno opisana hromatografska kolona,
onda se zadovoljavajuéi rezultati mogu ocekivati u sljede¢im
uslovima: protok mobilne faze 1.3 ml/min; mobilna faza
acetonitril; voda (80:20 v/v); temperatura kolone i detektora 30°C;
volumen injektiranja 10 pl.

Napomena 1: Ako nije moguée hromatografiranje provesti s
temperaturom kolone i detektora na 30°C, onda se moze raditi u
ambijentalnim uslovima. U ovim uslovima separacija melecitoze i
erloze nece biti uspjesna.

Napomena 2: Treba se injektirati istovjetni volumen uzorka i
standardnog rastvora.

Proracun i izraZavanje rezultata

Identifikacija i kvantifikacija Seéera u medu radi se
komparacijom vremena zadrzavanja i povrSina pikova sa
signalima iz rastvora standarda Secera.

Maseni procenat odredivanih Secera (W), fruktoze, glukoze
itd. i maltoze u 100 grama uzorka (g/100g) izracuna se prema
sljedec¢oj formuli metodom eksternog standarda:

W= A; x Vi xmy x 100/ Ay, X Vo X Mg

gdje je, A; = povrsina ili visina pika Secera iz rastvora
standarda; A, = povrSina ili visina pika $eCera iz rastvora uzorka;
V; = Ukupni volumen rastvora uzorka (ml); V, = Ukupni volumen
rastvora standarda (ml); m; = masa Secera (g) u ukupnom

volumenu rastvora standarda (V,). my = odvaga uzorka (g).
Rezultat se zaokruzi na jedno decimalno mjesto.

Preciznost postupka

Parametri r i R su odredeni u ring DIN medulaboratorijskom
testiranju (2).

Broj uzorka Fruktoza g/100 r R
1 31.2 0.8 1.6
2 42.4 0.9 2.3
3 37.9 1.0 1.6
Broj uzorka Glukoza g/100 r R
1 23.0 0.9 2.1
2 28.5 0.8 1.8
3 32.0 1.1 14
Broj uzorka Saharoza g/100 r R
1 - - -
2 - - -
3 2.8 0.4 0.9
Broj uzorka Turanoza g/100 r R
1 2.1 04 0.8
2 1.7 0.3 0.5
3 13 0.3 0.8
Broj uzorka Maltoza g/100 r R
1 4.8 0.5 25
2 2.0 0.6 1.3
3 2.3 0.5 0.7

Ponovljivost (r) i reproducibilnost (R) rezultata izracunati su
na tri vrste uzorka meda kod svih laboratorija ucesnica u
testiranju.

Reference:

1. Odredivanje Secera meda s HPLC (S. Bogdanov, S. E.
Baumann, Bestimmung von Honigzucker mit HPLC.
Mitt.Gebiete Lebensm.Hyg., 79, 198-206. (1988)

2. Odredivanje sadrzaja saharida. HPLC metoda. (DIN Norm
10758, Bestimmung des Gehaltes an Sacchariden. HPLC
Verfahren. (1992)

Preuzeto iz metoda Medunarodne komisije za med

(Harmonized methods of the International Honey Commission,

2009)".

Clan 3.
Odjeljak 1. Odredivanje aktivnosti dijastaze zamjenjuje se
novim Odjeljkom I. koji glasi:
""Odjeljak I. Odredivanje aktivnosti dijastaze
al) Metoda po IHC-u (odgovara metodi Schade)
Oblast primjene

Ova metoda moze se primijeniti na sve uzorke meda.
Definicije

Jedinica aktivnosti dijastaze, Gothe jedinica, definira se kao
koli¢ina enzima koja ¢e pretvoriti 0,01 grama Skroba do propisane
krajnje tacke u jednom satu na 40 °C pod uslovima testa. Rezultati
su izrazeni u Gothe jedinicama (ili Schade jedinicama) po gramu
meda.
Princip

Ova metoda zasniva se na hidrolizi 1%-nog rastvora $kroba
enzimom iz 1 g meda u toku jednog sata na temperaturi od 40 °C.
Standardni rastvor Skroba u reakciji s rastvorom joda daje
intenzivno obojenje. U reakciji enzima i standardnog rastvora
Skroba usljed hidrolize nastaje plava boja joda Cije se nestajanje
mijeri u intervalima. 1z odnosa apsorbance i vremena odreduje se ty
— reakciono vrijeme nestajanja boje do specifiéne apsorbance cija
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je vrijednost 0,235". Aktivnost dijastaze izrazava se kao broj
300/t

Ova metoda bazirana je na originalnoj metodi Schade (1),
modificiranoj po Hadorn i Ziircher (2) te White i Pairent (3)
metodi, i data je u Codexu Alimentariusu.

Aparatura i pribor

Oprema ne smije imati tragove deterdzenta!
Pored uobicajene laboratorijske opreme upotrebljavaju se i:
(1) odmjerne tikvice zapremine od 50, 100 i 500 ml;
(2) konusna tikvica zapremine 250 ml;
(3) plamenik;
(4) vodeno kupatilo na 40,0 +0,2 °C;
(5) stoperica;
(6) kivete od 1 cm;
(7) spektrofotometar sa ocitanjem na 660 nm.

Reagensi

(1) Mati¢ni rastvor joda: rastvori se 11,0 g joda p.a. pomijesa sa
22,0 g kalijevog jodida i rastvori u 30 do 40 ml destilirane
vode, a zatim razblazi do 500 ml.

Pripremljen rastvor cuvati u zatvorenoj, tamnoj boci,
najduze oko godinu dana.

(2) RazblaZeni rastvor joda: priprema se u odmjernoj tikvici
zapremine 500 ml tako $to se rastvori 20,0 g kalijevog jodida
p-a. u destiliranoj vodi, uz dodatak 2 ml mati¢nog rastvora
joda nakon ¢ega se dopuni vodom do oznake.

Razblazeni rastvor joda priprema se na dan upotrebe i treba
ga Cuvati od uticaja zraka, zatvarajuci tikvicu odmah nakon
upotrebe.

(3) Acetatni pufer - pH 5,3: rastvoriti 43,5 g natrijevog acetata
(CH3COONa-3H,0) u destiliranoj vodi, uz dodatak 5 ml
ledene sircetne kiseline radi podeSavanja pH vijednosti, a
zatim vodom dopuniti do 250 ml. Ako je potrebno, pH
vrijednost podesiti s natrijevim acetatom ili siréetnom
kiselinom uz koristenje pH metra.

(4) Rastvor natrijevog hlorida: rastvori se 2,9 g natrijevog
hlorida (NaCl) u odmjernoj tikvici od 100 ml s destiliranom
vodom i razblazi do oznake.

(5)  Skrob rastvorljivi p.a.

Odredivanje vode u rastvorljivom skrobu

Odmjeri se oko 2 g rastvorljivog Skroba i u tankom sloju
rasporedi na dnu posudice (promjera 5 cm i visine 3 c¢cm) s
poklopcem. Vagati s tacnos¢u od + 0,1 mg i susiti 90 minuta na
temperaturi od 130 °C. Nakon su$enja zatvorenu posudicu hladiti
u eksikatoru te nakon jednog sata vagati. Gubitak mase u odnosu
na 100 g je koli¢ina vode.

Priprema rastvora Skroba

Odmjeri se koli¢ina skroba koja odgovara masi od 2,000 g
bezvodnog skroba i izmijesa sa 90 ml destilirane vode u konusnoj
tikvici od 250 ml. Nastalu suspenziju brzo dovesti do tacke
kljucanja, te neprestano mijeSati i kuhati tri minute. Odmah
prebaciti rastvoreni sadrzaj u odmjernu tikvicu od 100 ml, te
hladiti pod mlazom vode. Nakon postizanja sobne temperature,
rastvor dopuniti destiliranom vodom do oznake i dobro
promuckati. Rastvor se priprema na dan upotrebe.

Napomena: Koristiti rastvor Skroba koji generira plavu
vrijednost prihvatljive apsorbance (vidjeti: Kalibracija rastvora
Skroba/Odredivanje plave vrijednosti).

Odredivanje
Priprema uzorka za odredivanje

Odmijeri se 10,0 g meda i rastvori sa oko 15 ml destilirane
vode, na hladno, uz dodatak 5 ml acetatnog pufera. Ovako
pripremljen sadrzaj prebaciti u odmjernu tikvicu od 50 ml u koju
smo prethodno otpipetirali 3 ml rastvora natrijevog hlorida, a

zatim dopuniti destiliranom vodom do oznake. Vazno je da uzorak
bude puferovan prije mijeSanja s natrijevim hloridom. Rastvor
meda pripremiti neposredno prije odredivanja jer je stabilan tek
nekoliko sati.

Kalibracija rastvora §kroba/Odredivanje plave vrijednosti

Postupak kalibracije pomaze nam pri odredivanju potrebne
koli¢ine vode koju treba dodati reakcionoj smjesi da bi se postigao
interval apsorbance rastvora jod - $krob od 0,745 do 0,770. U
konusnu tikvicu otpipetirati po 20, 21, 22, 23, 24 i 25 ml
destilirane vode. Pri izvodenju kalibracije, u svaku tikvicu dodati 5
ml razblazenog rastvora joda, a zatim 0,5 ml smjese koja se sastoji
od 10 ml destilirane vode i 5 ml rastvora Skroba. Dobro izmijeSati
i odmah odrediti vrijednost apsorbance mjerenjem na
spektrofotometru na talasnoj duzini od 660 nm u odnosu na slijepu
probu koja je destilirana voda. Koli¢ina vode odredena na ovaj
nacin dodaje se u uzorak koji se analizira primjenom ispitanog
rastvora Skroba. Ako je postignuta apsorbanca manja od 0,745 pri
dodatku 20 ml destilirane vode, ili ve¢a od 0,770 pri dodatku 25
ml destilirane vode, pripremljeni rastvor $kroba nije primjenjiv za
odredivanje aktivnosti dijastaze.

QOdredivanje apsorbance

Otpipetirati 10 ml rastvora meda u konusnu tikvicu od 50 ml
i staviti je u vodeno kupatilo na 40 °C, zajedno s jo$ jednom
tikvicom koja sadrzi 10 ml rastvora Skroba. Nakon 15 minuta
otpipetirati 5 ml rastvora Skroba u tikvicu s rastvorom meda,
promijesati i pokreniti Stopericu. U periodi¢nim intervalima, a prvi
put nakon pet minuta, pipetirati 0,5 ml pripremljenog alikvota
kojem dodajemo 5 ml razblazenog rastvora joda. Tome dodajemo
prethodno utvrdenu koli¢inu vode, mijeSamo smjesu i mjerimo
vrijednost apsorbance na spektrofotometru na talasnoj duzini od
660 nm u odnosu na slijepu probu (voda), primjenom kiveta od 1
cm.

Napomena: Intervali izdvajanja alikvota iz reakcione smjese
nakon prvog puta moraju se podesiti na takav nacin da se postignu
3-4 mjerenja unutar intervala apsorbance 0,456 - 0,155 (linearni
raspon).

Sljede¢a tabela daje preporucene intervale izdvajanja
alikvota iz reakcione smjese u odnosu na dobivenu vrijednost

apsorbance:
Apsorbanca nat =5 min Vremenski interval
A>0,658 vise od 10 min
0,658>A>0,523 5-10 min
0,523>A>0,456 2-5min

Ako je apsorbanca nakon t = 5 minuta manja od 0,350,
potrebno je skratiti vrijeme prvog mjerenja.

Potrebno je izvrSiti provjeru apsorbance uzorka bez
djelovanja Skroba. Pipetirati 10 ml uzorka, dodati 5 ml destilirane
vode i temeljito izmijeSati. Od pripremljene smjese otpipetirati 0,5
ml alikvota u konusnu erlenmajericu, dodati 5 ml razblaZenog
rastvora joda te prethodno utvrdenu koli¢inu vode. Sadrzaj dobro
izmijeSati i mjeriti apsorbancu na spektrofotometru na talasnoj
duzini od 660 nm, u kiveti od 1 cm. Ako se oéita odredena
vrijednost apsorbance, potrebno je tu istu vrijednost oduzeti od
vrijednosti dobivene tokom procesa ispitivanja uzorka.

Izra¢unavanje i izraZavanje rezultata

U grafikon se unosi vrijednost apsorbance kao funkcije
vremena (minuta). Kroz najmanje tri posljednje tacke povuce se
prava linija da bi se odredilo vrijeme kad reakciona smjesa dostize
vrijednost apsorbance od 0,235". Broj dijastaze dobiva se
dijeljenjem 300 s vremenom izrazenim u minutama. Taj broj
izrazava aktivnost dijastaze kao ml 1%-nog rastvora $kroba koji je
hidroliziran enzimom u 1 g meda za vrijeme od jednog sata pri 40
°C. Broj dijastaze odgovara broju na Gothe skali.
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Aktivnost dijastaze se izrazava kao broj dijastaze (DN) koji
se racuna kao:

dl 60 min
t

4
t, - reakciono vrijeme za koje se postigne apsorbanca A =
0,235.

Preciznost postupka

Parametri ponovljivosti (r) i reproducibilnosti (R) odredeni
su u medulaboratorijskom testiranju u 14 laboratorija Evropske
unije (4, 5) na devet uzoraka meda pri ¢emu su dobiveni sljedeci
rezultati:

0,10 1,0 300

001 20 L

=

DN

DN | 87 | 142 | 164 195 | 236 | 24,2 255 | 298 | 37,7

r 064 | 215 | 1,48 | 0,92 1,20 | 3,07 1,87 | 2,06 5,35

R | 545 | 9,01 | 10,40 | 10,22 | 12,33 | 13,93 | 15,82 | 15,79 | 23,68

1z ovih podataka dobivene su sljedece korelacione jednacine:
r=-0,721+0,126 DN
R =-0,0571 + 0,587 DN

Reference:

1. Aktivnost diastaze i hidroksimetilfurfural u medu i njihova
korisnost u otkrivanju toplotne adulteracije (J. E. Schade, G.
L. Marsh and J. E. Eckert Diastase activity and
hydroxymethylfurfural in honey and their usefulness in
detecting heat adulteration. Food Research 23, 446-463
(1958).

2. Jednostavna kineticka metoda za odredivanje broja dijastaza
u medu (H. Hadorn and K. Ziircher: Eine einfache kinetische
Methode zur Bestimmung der Diastasezahl in Honig.
Deutsche Lebensmittel Rundschau 68, 209-216 (1972).

3. Izvjestaj o analizi meda (J. W. White and F. W. Pairent:

Report on the analysis of honey.
J.Assoc.Off. Agric.Chemists, 42, 341-348 (1959)).
4.  Odredivanje aktivnosti diastaze (DIN-Norm 10750

Bestimmung der Diastase-Aktivitit, (1990)".

5. Kodeksov standard za med (Codex Alimentarius Standard
for Honey, Ref. Nr. CL 1993/14-SH, FAO and WHO, Rome
(1993)).

6. Medulaboratorijsko ispitivanje Medunarodne komisije za
med, Phadebas i Schade dijastaze, vlaznost refraktometrijom
i aktivnost invertaze (S. Bogdanov and P. Lischer,
Interlaboratory trial of the International Honey Commission,
Phadebas and Schade Diastase determination methods,
Humidity by refractometry and Invertase activity: Report for
the participants (1993)).

a2) Metoda po Kodeksovom standardu za med (odgovara
metodi Schade)
Oblast primjene

Ova metoda moze se primijeniti na sve uzorke meda.
Princip

Ova metoda zasniva se na hidrolizi 1%-nog rastvora Skroba
enzimom iz 1 g meda u toku jednog sata na temperaturi od 40 °C.
Standardni rastvor Skroba u reakciji s rastvorom joda daje
intenzivno obojenje. U reakciji enzima i standardnog rastvora
Skroba uslijed hidrolize nestaje plava boja joda ¢ije se nestajanje
mijeri u intervalima. 1z odnosa apsorbacije i vremena odreduje se t,
- reakciono vrijeme nestajanja boje do specificne apsorbancije
0,235. Aktivnost dijastaze izrazava se kao broj 300/t,. Ova metoda
bazirana je na originalnoj metodi Schade i drugi (1) i data je u
Codexu Alimentariusu.

Aparatura i pribor

Oprema ne smije imati tragove deterdzenta!
Pored uobicajene laboratorijske opreme, upotrebljavaju se i:

(1) odmijerne tikvice zapremine 1 litar, 0,5 litara, 0,1 litara;
(2) konusna tikvica zapremine 0,250 litra;

(3) plamenik;

(4) vodeno kupatilo na 40 + 0,2 °C;

(5) spektrofotometar sa ocitavanjem na 660 nm.

Reagensi

(1) Mati¢ni rastvori joda: rastvori se 8,8 g joda p.a., pomijeSa se
sa 22 g kalijevog jodida i rastvori u 30-40 ml vode, a zatim
razblazi do jednog litra.

(2) RazblaZeni rastvor joda: priprema se u odmjernoj tikvici
zapremine 500 ml tako $to se rastvori 20 g K-jodida p.a. u
30-40 ml vode. Zatim se doda 5 ml mati¢nog rastvora joda i
dopuni vodom do oznake.

. J. . e
Rastvor joda C(TZ 0,0007 mol/1) : u odmjernoj tikvici

(3) Acetatni pufer- pH 5,3: rastvori se 87 g natrijevog acetata
(CH;COONa 3H,0) u 400 ml vode, doda oko 10,5 ml
ledene sircetne kiseline i dopuni vodom do 500 ml. Ako je to
potrebno, pH vrijednost regulira se natrijevim acetatom ili
sir¢etnom kiselinom do 5,3 uz koristenje pH metra, po
potrebi.

(4) Rastvor natrijevog hlorida, c(NaCl) = 0,5 mol/l: rastvori se
1,45 g natrijevog hlorida u prokuhanoj destiliranoj vodi i
dopuni do 50 ml. Rok trajanja tog rastvora je ogranicen.

(5)  Skrob rastvorljivi p.a. (npr. iz krompira)

(6) Odredivanje vode u rastvorljivom $krobu
Odmijeri se oko 2 g rastvorljivog Skroba i u tankom sloju
rasporedi na dno posudice promjera 5 cm. Susi se sat i po na
temperaturi od 130 °C. Zatim se ohladi u eksikatoru i
premjeri. Gubitak mase u odnosu na 100g jeste koliCina
vode.

(7) Rastvor $kroba
Odmjeri se koli¢ina $kroba koja odgovara masi od 2,0 g
bezvodnog Skroba i izmijeSa sa 90 ml vode u konusnoj
tikvici zapremine 250 ml. Odmah se prenese do plamenika
preko kojeg 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 temperaturu, dopuni se vodom do oznake na boci.

Odredivanje
Pripremanje uzorka za odredivanje

Uzorak za analizu ne smije se zagrijavati. Odmijeri se 10 g
uzorka i prenese u ¢asu zapremine 50 ml, doda 5 ml acetatnog
pufera i 20 ml vode da bi se uzorak rastvorio i promijesa Stapi¢em.
Uzorak se ve¢ na hladno potpuno rastvori. Zatim se u odmjernu
tikvicu zapremine 50 ml doda 3 ml rastvora natrijevog hlorida i
otopljen rastvor meda i dopuni vodom do oznake.

Uzorak mora biti puferiziran prije mijeSanja s natrijevim
hloridom.

Pripremanje standardnog rastvora

Rastvor $kroba zagrijava se na temperaturi od 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 1 ml i

doda u 10 ml 0,0007 mol/I (Jz j rastvora joda, razblazi sa 35

2
ml vode i izmijeSa.
Nastala boja ocitava se na 660 nm prema slijepoj probi.
Vrijednost apsorbancije treba da bude 0,760 + 0,020. Ako je
potrebno, moze se dodati odredena zapremina vode tako da se
dobije ispravna apsorpcija.
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Odredivanje apsorbancije

Pipetom se odmjeri 10 ml rastvora meda, prenese u gradirani
cilindar od 50 ml i stavi u vodeno kupatilo na temperaturi od 40
°C £ 0,2 °C, zajedno s posudom u kojoj je rastvor skroba. Poslije
15 minuta, pipetom se odmjeri 5 ml rastvora $kroba i doda u
rastvor meda, promijeSa i ukljuci sat. U intervalima od po pet
minuta izdvoji se 1 ml alikvota i doda u 10 ml 0,0007

mol/l (‘]2 ) rastvora joda.

2

Promijesa se i razblazi sa zapreminom vode od 35 ml
(Pripremanje standardnog rastvora ).

Apsorbancija se odmah odreduje na 660 nm, nastavi se
uzimati alikvot sve dok se apsorbancija ne smanji do vrijednosti
od 0,235.

Izracunavanje i izraZavanje rezultata

U grafikon se unosi vrijednost apsorbancije kao funkcije
vremena (min).

Kroz najmanje tri posljednje tacke povuce se prava linija da
bi se odredilo vrijeme kad reakciona smjesa dostize vrijednost
apsorbancije od 0,235. Podijeli se 300 s vremenom izraZenim u
minutama da bi se dobio broj dijastaze (DN). Taj broj izrazava
aktivnost dijastaze kao ml 1%-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%-nog rastvora $kroba po g
meda/h pri temperature od 40 °C

broj dijastaze (DN)= @xwx 10,30
0,01 2 t

gdje je: t- redukcija u minutama.
Reference:
Codex standard for honey (AOAC 958.09)

b) Metoda po Kodeksovom standardu za med i IHC-u
(Odredivanje aktivnosti dijastaze sa Phadebas)
Oblast primjene

Ova metoda moze se primijeniti na sve uzorke meda.
Definicija

Jedinica aktivnosti dijastaze, Gothe jedinica, definira se kao
koli¢ina enzima koja ¢e pretvoriti 0,01 grama Skroba na propisanu
krajnju tacku za jedan sat na 40 °C pod testnim uslovima.

Rezultati se izrazavaju u Gothe jedinicama (ili Schade jedinicama)
po gramu meda.
Princip

Odredivanje dijastatske aktivnosti meda je fotometrijska
metoda po kojoj se nerastvorljiva plavo obojena umrezena vrsta
Skroba koristi kao supstrat. Hidrolizira ga enzim dajuéi plave
fragmente koji su topivi u vodi i koji se odreduju fotometrijski na
620 nm. Apsorbancija rastvora je direkino proporcionalna
dijastatskoj aktivnosti uzorka. Metoda se zasniva na prvobitno
objavljenoj Siegenthalerovoj (1) metodi i izmijenjenoj po
Bogdanovu (2).
Reagensi

(1) Phadebas tablete, Pharmacia Diagnostics;

(2) Natrijev hidroksid 0.5M.

(3) Acetatni pufer (0.1M, pH 5,2): Rastvoriti 13,6 g natrijevog
acetat trihidrata u vodi. Podesiti pH rastvora do 5.2 s
glacijalnom siréetnom kiselinom (1 - 2 ml) i razblaziti do 1L

s vodom.
Oprema
(1) fotometar/spektrofotometar
(2) Vortex

(3) Termostatsko vodeno kupatilo
(4) Stoperica

Procedura
Priprema testnog uzoraka
QOdredivanje

Odmijeriti 1.00 g meda u odmjernu tikvicu od 100 ml,
rastvoriti u acetatnom puferu i dopuniti do oznake. DovrSiti
proceduru u roku od jednog sata. Prebaciti 5.0 ml rastvora u testnu
epruvetu i postaviti u vodeno kupatilo na 40 °C. Pripremiti slijepu
probu postavljanjem 5.0 ml alikvota acetat pufera u drugu testnu
epruvetu koja se tretira isto kao rastvor uzorka.

U oba rastvora dodati Phadebas tablete pomocu pinceta i
ukljuciti Stopericu. Izmijesati rastvore na Vortexu dok se tablete ne
raspadnu (oko 10 sekundi) i vratiti ih u vodeno kupatilo.

Prekinuti reakciju nakon ta¢no 30 minuta dodavanjem 1 ml
rastvora natrijevog hidroksida. Ponovo smjesu izmijeSati na
Vortexu priblizno pet sekundi. Odmah filtrirati rastvore kroz filter
papire i izmjeriti apsorbanciju u kivetama od 1 ¢cm na 620 nm
pomocu vode kao reference. Apsorbancija slijepe probe oduzima
se iz rastvora uzorka (AA 620). Ako je apsorbancija veéa od 1.0,
razblaziti uzorak s vodom. Uzeti u obzir faktor razblaZenja
prilikom ra¢unanja rezultata.

Racunanje i izraZavanje rezultata

Klasi¢na metoda za odredivanje dijastatske aktivnosti meda
je Schadeova metoda (3,4).

Dijastatska aktivnost izrazava se kao broj dijastaze (DN) u
Schade jedinicama i definira se kako slijedi: jedna dijastatska
jedinica odgovara enzimskoj aktivnosti od 1 g meda, koji moze
hidrolizirati 0,01 g skroba za jedan sat na 40 °C.

Izvedena su istovremena mjerenja po metodama Phadebas i
Schade 57 razli¢itih uzoraka meda koji pokrivaju raspon
dijastatske aktivnosti od 8 do 40.

Postoji veoma dobar odnos (r=0.987) izmedu dva mjerenja.
Linearna regresija y (DN) naspram x (AA620) dovela je do
sljede¢eg odnosa:

DN =28.2x AA 620+ 2.64

gdje su 28.2 i 2.64 redom navedeni nagib (slope) i presjek
(intercept) najbolje prave linije dobijene pomocu linearne regresije
AA 620 (x osa) na DN (y osi).

Za niske dijastatske vrijednosti (izmedu 0 i 6 DN) vrlo dobar
odnos (R2 = 0,927) sa sljedeCom linearnom regresijom y (DN)
naspram X (AA620) dala je sljedeci odnos:

DN =35.2x AA 620-0.46

gdje su 35.2 i 0.46 redom navedeni nagib i presjek najbolje
prave linije dobivene pomocu linearne regresije AA 620 (x osa) na
DN (y osi).

Ovu jednacinu treba koristiti za odredivanje dijastatske
aktivnosti do 8 dijastatskih jedinica.

Preciznost

a) Podaci o preciznosti utvrdeni u medulaboratorijskom
poredenju laboratorija u Svicarskoj (5):
1. Tri razlicite vrste meda bile su testirane u tri
laboratorije. Maksimalno odstupanje (raspon)
DN utvrdeno s tabletama iz iste serije izmedu
laboratorija bilo je 3.7%.
2. Standardno odstupanje dijastatske aktivnosti
utvrdene s tabletama iz dvije razliCite serije sa
istim medom, u jednoj laboratoriji, bilo je 3.7%
(za n=24, n §to je broj analiza po seriji).
3 Raspon tezine, za uzorak od 20 tableta, bio je
5%, sa standardnim odstupanjem od 2%.
Medulaboratorijsko ispitivanje provela je Medunarodna
komisija za med 1992. s 14 laboratorija Evropske unije i 21
S$vicarskom laboratorijom primjenom Phadebasove metode sa
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sedam medova &ije su vrijednosti Agy varirale od 0,31 do 1,29 (6).
Nisu bile naznacene serije reagensa Phadebas.
Dobivene su sljedece vrijednosti
reproducibilnosti (R):
A620 | 0212 | 0314 | 0414 | 0588 | 0,704 | 0,705 | 0,73 [ 0,970 | 1,204

r 0,034 | 0032 | 0032 | 0,042 | 0,049 | 0,043 | 0,050 | 0,065 | 0,060
R 0,107 | 0,134 | 0,161 | 0,202 | 0,273 | 0,311 | 0,250 | 0,336 | 0,428

gdje je A-620 vrijednost apsorbancije.

Od ovih podataka izraCunate su sljedece
jednacine:

r=0.02 +0.03 x A620

R =0.04 +0.32 x A620

Reference

ponovljivosi (1) i

korelacione

1.  Odredivanje amilaze u medu s komercijalno dostupnim
supstratom oznacenim bojom, (U. Siegenthaler, Mitt Geb.
Lebensm. Hyg 66, 393-399 (1975)

2. Poredenje razli¢ith metoda odredivanja (S. Bogdanov,
Honig diastase, Mitt.Gebiete Lebensm. Hyg. 75, 214-220
(1984)

3. Aktivnost diastaze i hidroksimetilfurfural u medu i njihova

korisnost u otkrivanju toplotne adulteracije ( J.E. Schade,

G.L.Marsh i J.E.Eckert: Food Research 23, 446-463 (1958)

Odredivanje aktivnosti diastaze (DIN-NORM 10750((1990)

Odredivanje amiloaktivnosti (prema Phadebasu), Svicarska

knjiga hrane Poglavlje 23: Med, EDMZ, Bern, (1995)

6. Medulaboratorijsko ispitivanje Medunarodne komisije za
med: Metode odredivanja Phadebas i Schade diastase,
Vlaznost refraktometrijom i aktivnost invertaze: Izvjestaj za
ucesnike (S. Bogdanov i P. Lischer, Interlaboratory trial of
the International Honey Commission, Phadebas and Schade
Diastase determination methods, Humidity by refractometry
and Invertase activity: Report for the participants (1993))

7. Naucna napomena o Phadebasovoj metodi za mase s niskim
sadrzajem enzima ( L. Persano Oddo, P. Pulcini, Apidologie
30, 347-348 (1999)

Preuzeto iz metoda Medunarodne komisije za med

(Harmonized methods of the International Honey Commission,

2009)".

o s

Clan 4.

U Odjeljku J. Odredivanje hidroksimetilfurfurola,
dosadasnja tacka "'a)" mijenja se i glasi: "a) Odredivanje
hidroksimetilfurfurola (HMF) metodom HPLC (High
Performance Liquid Chromatography)" , a dosada$nje ta¢. "'a)
i b)" postaju tacke "'b) i c)".

"QOdredivanje hidroksimetilfurfurola (HMF) metodom
HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Oblast primjene

Metoda se moze primijeniti na sve uzorke meda. Manje
uzorka je potrebno kada je koncentracija HMF vrlo visoka.
Sadrzaj

Metodom se odreduje koncentracije 5- (hidroksimetil) furan-
2-karbaldehida. Rezultat se obi¢no izrazava u miligramima po
kilogramu.

Princip

HMF se odredi u bistrom, filtriranom, vodenom rastvoru
meda upotrebom HPLC reverzne faze s UV detekcijom. Signal se
uporeduje s onima iz uzoraka standarda poznate koncentracije
Reagensi

Mobilna faza: voda-metanol (90:10, v/v), HPLC ¢istoce.

Standardni rastvor: 5-(hidroksimetil) furan-2-karbaldehid

(HMF), (npr. Merck br. 820 678 ili Fluka br. 55690). Od
osnovnog rastvora HMF-a pripremiti kalibracione rastvore 1, 2,5 i

10 mg/L vodenog rastvora. Rastvore treba pripremiti na dan
koristenja.

Odredivanje sadrzaja u standardu HMF-a: Apsorbancija A
pripremljenog standardnog rastvora odredena je pomoéu UV
spektrofotometra na 285 nm u 1 cm kvarcnim kivetama s vodom u
praznoj ¢eliji. Koncentracije standarda rastvora mogu se izraCunati
iz literaturnih vrijednosti za molarnu apsorpciju, € = 16830 ili
apsorpciju, alem1%=133.57 (3).

koncentracijau mg/L = ﬁxmoo, gdie je A apsorbancija standardnog rastvora

Izracunati sadrzaj mora odgovarati specifikacijama
dobavljaca. Standard se mora Cuvati na 4 - 8 °C. Standard HMF-a
je izuzetno higroskopan.

Preporuka: Najbolje je HMF standard ¢uvati pod dusikom.

Aparatura i pribor

- Tecni hromatograf (HPLC) s UV detektorom i integratorom

- Kolona: bilo koja sa RP C18-reverznom fazom materijala.
npr. Hypersil ODS 5 pm, 125 mm x 4 mm ili 250 mm x 4
mm.

- Membranski filter, 0.45 um (npr. Dynagard).

Postupak

Precizno izmjeriti oko 10 g pripremljenog uzorka meda u
posudu od 50 ml. Otopiti uzorak u oko 25 ml vode i kvantitativno
prenijeti u volumetrijsku tikvicu od 50 ml. Razrijediti do 50 ml s
vodom. Filtrirati uzorak kroz membranski filter od 0,45 pm da bi
se dobio rastvor uzorka spremna za hromatografiju.

Uslovi hromatografiranja:

- brzina protoka 1,0 ml/min

- volumen injektiranja 20 pL uzorka ili standardnog rastvora
- detekcija UV 285 nm; raspon: 0,2 AUFS

Nacdin izracunavanja:

Sadrzaj HMF-a u uzorku izraCunava se poredenjem pika iz
uzoraka i standardnih rastvora, uzimajuci u obzir razrjedivanje.
Postoji linearni odnos izmedu koncentracije i povrSine pika HMF.
Rezultati se izrazavaju u mg/kg, na jedno decimalno mjesto.

Preciznost metode odredila je Medunarodna komisija za
med. Ponovljivost (r) i reproducibilnost (R) izracunati su iz
rezultata tri vrste meda analiziranog u svim laboratorijima koje su
ucestvovale u poredbenim testiranjima, §to je prikazano u
sljedecoj tabeli.

Broj uzorka HMF mg/kg r R
1 5,2 0,4 1,6
2 22,8 12 4,9
3 42,3 2,1 7,3

Na niskim koncentracijama HMF-a (oko 5 mg/kg)
vrijednosti dobivene ovom metodom su uporedive s onima
dobivenim White metodom, ali su nize od onih dobivenih
metodom p-toluidina. Na vi§im koncentracijama HMF-a (20 i 40
mg/kg) vrijednosti sve tri metode nemaju znacajne medusobne
razlike.

Napomena

Za furfural, koji se nalazi samo u vrlo malim koli¢inama u
poredenju s HMF-om, moze se koristiti i ista metoda. Furfural
eluira oko 1,5 minuta nakon HMF-a.

Reference:

1. Visoko efikasna te¢na hromatografija furfurala i
hidroksimetilfurfurala u alkoholu i medu ( J. Jeuring i F.
Kuppers, J. Ass. Chem. 63, 1215 (1980)

2. Odredivanje hidroksimetilfurfurala pomo¢u HPLC, (Swiss
Food Manual, Kapitel Honig, Eidg. Druck und Material
Zentrale (1995)
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3. Spektrofotometrijska metoda za odredivanje
hidroksimetilfurfural u medu,( J. White, J. Ass Off. Chem.
62, 509 (1979)

4. Izvjestaj  medulaboratorijskom  ispitivanju = HMF-a
Medunarodne komisije za med, Basel, V. Figueiredo,
(1991)"
U tacki b) ,Odredivanje hidroksimetilfurfurola na dvije talasne duzine (metoda po
Whiteu) u pododjeljku Rezultati. formula: ,,349,7 %ﬁmtm“ mijenja se i
glasi: ,149,7 = 22220020 faktor,

Preuzeto iz metoda Medunarodne komisije za med

(Harmonized methods of the International Honey Commission,
2009)

Clan 5.
(Uskladenost sa propisima EU)

Ovim pravilnikom preuzimaju se odredbe ¢lana 4. stav 1.
Direktive Vije¢a 2001/110/EZ od decembra 2001. o medu i
odredbe Direktive 2014/63/EU Evropskog parlamenta i Vijeca od
15. maja 2014. godine.

Clan 6.
(Stupanje na snagu)

Ovaj pravilnik stupa na snagu osmog dana od dana

objavljivanja u "Sluzbenom glasniku BiH".

VM broj 175/19 Predsjedavajuci
12. novembra 2019. godine Vijeca ministara BiH
Sarajevo Dr. Denis Zvizdi¢, s. r.

vElT

Na temelju ¢lanka 17. stavak 2. i ¢lanka 72. Zakona o hrani
("Sluzbeni glasnik BiH", broj 50/04) i ¢lanka 17. Zakona o Vije¢u
ministara Bosne i Hercegovine ("Sluzbeni glasnik BiH", br. 30/03,
42/03, 81/06, 76/07, 81/07, 94/07 i 24/08), VijeCe ministara Bosne
i Hercegovine, na prijedlog Agencije za sigurnost hrane Bosne i
Hercegovine, u suradnji s nadleznim tijelima entiteta i Brcko
distrikta Bosne i Hercegovine, na 178. sjednici odrzanoj 12.
studenoga 2019. godine, donijelo je

PRAVILNIK
O IZMJENAMA | DOPUNAMA PRAVILNIKA O
METODAMA ZA KONTROLU MEDA | DRUGIH
PCELINJIH PROIZVODA

Clanak 1.

U Pravilniku o metodama za kontrolu meda i drugih
pcelinjih proizvoda ("Sluzbeni glasnik BiH", broj 37/09), u dijelu
POSEBNE ODREDRBE, u ¢lanku 3. (Metode fizikalnih, kemijskih
i bioloskih analiza) iza stavka (1) dodaje se novi stavak (2), koji
glasi:

"(2) Za utvrdivanje sukladnosti kvalitete meda i drugih
pCelinjih proizvoda s propisanim zahtjevima kvalitete
priznaju se i sve druge medunarodno priznate ovlastene
metode."’

Clanak 2.

U Aneksu Il. Poglavlja I. Metode fizikalnih, kemijskih i
bioloskih analiza meda i drugih pcelinjih proizvoda, u Odjeljku A.
Metode fizikalnih, kemijskih i bioloSkih analiza iza tocke d):
"odredivanje saharoze' dodaje se nova tocka e) koja glasi: "'e)
odredivanje Secera (HPLC) metoda?"

Tocke i) 1 j) mijenjaju se i glase:

") odredivanje aktivnosti dijastaze'?

j)  odredivanje hidroksimetilfurfurola HMF (metoda

HPLC? Winklerova fotometrijska metoda® i
Whiteove metode na dvije valne duljine?) .

Dosadasnje to¢.e, f, g, h, i, j, k, I, m i n postaju to¢. f, g, h, i,

LK1, mnio.

U Poglavlju II. Metode fizikalnih, kemijskih i bioloskih
analiza kojima se obavlja kontrola meda i drugih pcelinjih
proizvoda, u Odjeljku C. Odredivanje reduciranih Secera pod
totkom b) Volumetrijska metoda po Luff-Schoorlu u dijelu
Reagensi stavak (9) mijenja se i glasi:

""Otopina Carrez (1l): otopiti u vodi 10,6 g kalijevog
heksacijanoferata (I1) trihidrata K,Fe(CN)s] -3H,O i
nadopuniti vodom do 100 ml*".

U Odjeljku D. Odredivanje saharoze u pododjeljku Reagensi
stavak (5) mijenja se i glasi:

"'0,2%-na otopina metilenskog plavog (2g/1)".

I1za Odjeljka D. dodaje se novi Odjeljak D1. koji glasi:

"Odjeljak D1. Odredivanje Secera

a) metoda HPLC (High Performance Liquid
Chromatography)
Podrucje primjene

Metodom se odreduju fruktoza, glukoza, saharoza, turanoza
i maltoza u medu za koji su dobiveni podaci o preciznosti.

Moze se koristiti i za kvantitativno odredivanje ostalih
SeCera u medu, kao $to su melecitoza, erloza, izomaltoza, rafinoza
i drugi, kako je to opisano u izvorno objavljenoj Bogdanovoj i
Baumannovoj metodi.

Definicije

Udjel svakog Secera definiran je kao onaj izraunat iz
formule dane u metodi (1).

Princip

Ova metoda temelji se na izvorno objavljenoj Bogdanovoj i
Baumannovoj metodi (1).

Nakon filtriranja otopine sadrzaj Secera odreduje se pomocu
HPLC-a s RI detektorom. Pikovi Secera se identificiraju na osnovi
vremena zadrzavanja (retencije). Kvantifikacija se izvodi
metodom eksternog standarda, odredivanjem povrsine ili visine
pika.

Reagensi

Ako nije drukcije navedeno, treba koristiti reagense
analiticke Cistoe. Moraju se koristiti destilirana voda ili drugi
ekvivalenti analicke Cistoce.

- Metanol, HPLC ¢istoce

- Acetonitril, HPLC ¢istoce

Paznja: acetonitril je opasna tvar te je potrebno koristiti
mjere opreza i zastite pri rukovanju. Mobilna faza (elucija otopine
za HLPC) sastoji se od mjeSavine 80 volumnih dijelova
acetonitrila i 20 volumnih dijelova vode. Potrebno je degasirati
prije upotrebe.

Standardne tvari fruktoza, glukoza, saharoza, turanoza i
maltoza mogu se nabaviti od uobicajenih dobavljaca, kao i
melecitoza, rafinoza i izomaltoza. Vidjeti rezolucije i vremena
zadrZavanja svih Secera u medu.

Pipetirati 25 mL metanola u kalibracijske tikvice od 100 mL.
Ovisno o Seceru koji se analizira, otopiti odvagu kako je nize
opisano u oko 40 mL vode i kvantitativno prenijeti u tikvicu,
promijesati te dopuniti vodom do oznake.

fruktoza: 2.000 g; glukoza: 1.500 g; saharoza: 0.250 g;
turanoza: 0.150 g; maltoza: 0.150 g.

Pomocu Sprice preko membranskog filtra prenijeti uzorke u
oznacene vijalice.

Otopine standarda su stabilne 4 tjedna u hladnjaku na 4 °C
ili Sest mjeseci na -18 °C.

Pribor i oprema

- Vijalice za uzorke
- Ultrazvucna kupelj
- Kalibrirane posude od 100 mL
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- Pipete od 25 mL

- Membranski filtri za vodene otopine, veli¢ina pora 0,45 pm

- Odgovarajuca Sprica s adapterom za membranske filtre

- Uredaj za HPLC s pumpom, odgovaraju¢im injektorom, RI-
detektor termostiran na 30 °C, toplinski regulirana pe¢ na
stupcu na 30 °C, integrator

- HPLC stupac, npr. 46 mm dijametar, 250 mm duljina,
punjena aminomodificiranim silika-gelom veli¢ine Gestica 5-
7 pm.
Prije upotrebe HPLC stupca, obaviti test prikladnosti

(system suitability test) da bi se utvrdila separacija svih Secera.
Napomena: kromatografiranje se moze obavljati na sobnoj

temperaturi bez znatnog utjecaja na rezultate, osim erloze i

melecitoze.

Postupak
Priprema uzorka

Ako je potrebno, pripremiti med prema poglavlju o
uzorkovanju i opéim metodama sukladno harmoniziranoj metodi
Medunarodne komisije za med.

Odvagati 5 g meda u ¢asu i otopiti u 40 ml vode. U normalni
sud od 100 ml pipetirati 25 ml metanola, a zatim kvantitativno
dodati vodenu otpinu meda iz ¢aSe. Dopuniti normalni sud vodom
do oznake. Profiltrirati uzorke i prenijeti u oznacene bocice za
uzorke. Po potrebi, uskladistiti boCice za uzorke kao i otopine
standarda.

Uvjeti za HPLC

Ako se koristi prethodno opisan kromatografski stupac, onda
se zadovoljavajuci rezultati mogu ocekivati u sljedeéim uvjetima:
protok mobilne faze 1.3 ml/min; mobilna faza acetonitril; voda
(80:20 v/v); temperatura stupca i detektora 30 °C; volumen
injektiranja 10 pl.

Napomena 1: ako nije moguée provesti kromatografiranje s
temeraturom stupca i detektora na 30 °C, onda se moze raditi u
ambijentalnim uvjetima. U tim uvjetima separacija melecitoze i
erloze nece biti uspjesna.

Napomena 2: treba se injektirati istovjetni volumen uzorka i
standardne otopine.

Racunanje i izraZavanje rezultata

Identifikacija i kvantifikacija Se¢era u medu radi se
usporedbom vremena zadrzavanja i povrSina pikova sa signalima
iz otopina standarda Secera.

Maseni postotak odredivanih Se¢era (W), fruktoze, glukoze,
itd. i maltoze u 100 grama uzorka (g/100g) izra¢una se prema
sljede¢oj formuli metodom eksternog standarda:

W =A; x Vi xmyg x 100/ Ay x Vo, X mg

gdje je: A; = povrSina ili visina pika Secera iz otopine
standarda; A, = povrsina ili visina pika Secera iz otopine uzorka;
V1 = ukupni volumen otopine uzorka (ml); V, = ukupni volumen
otopine standarda (ml); m; = masa Secera (g) u ukupnom
volumenu otopine standarda (V,). mg = odvaga uzorka (g).
Rezultat se zaokruzi na jedno decimalno mjesto.

Preciznost postupka

Parametri r i R su odredeni u ring DIN medulaboratorijskom
testiranju (2).

Broj uzorka Saharoza g/100 r R
1 - - -
2 - - -
3 2.8 0.4 0.9
Broj uzorka Turanoza g/100 r R
1 2.1 0.4 0.8
2 17 0.3 0.5
3 13 0.3 0.8
Broj uzorka Maltoza g/100 r R
1 4.8 0.5 25
2 2.0 0.6 1.3
3 2.3 0.5 0.7

Broj uzorka Fruktoza g/100 r R
1 31.2 0.8 1.6
2 42.4 0.9 2.3
3 37.9 1.0 16

Broj uzorka Glukoza g/100 r R
1 23.0 0.9 2.1
2 28.5 0.8 1.8
3 32.0 11 14

Ponovljivost (r) i reproducibilnost (R) rezultata su izracunati
na tri vrste uzorka meda u svim laboratorijima koji su sudjelovali
u testiranju.

Reference:

1. Odredivanje $e¢era meda pomo¢u HPLC-a (S. Bogdanov, S.
E. Baumann, Bestimmung von Honigzucker mit HPLC.
Mitt.Gebiete Lebensm.Hyg., 79, 198-206. (1988)

2. Odredivanje sadrZaja saharida. Metoda HPLC (DIN Norm
10758, Bestimmung des Gehaltes an Sacchariden. HPLC
Verfahren. (1992).

Preuzeto iz metoda Medunarodne komisije za med

(Harmonized methods of the International Honey Commission,

2009)".

Clanak 3.

Odjeljak 1. Odredivanje aktivnosti dijastaze zamjenjuje se
novim Odjeljkom I. koji glasi:
"Odjeljak I. Odredivanje aktivnosti dijastaze
al) Metoda po IHC-u (odgovara Schadeovoj metodi)
Podrudje primjene

Ova metoda moze se primijeniti na sve uzorke meda.
Definicije

Jedinica aktivnosti dijastaze, jedinica Gothe, definira se kao
koli¢ina enzima koja ¢e pretvoriti 0,01 grama kroba do propisane
krajnje tocke u jednom satu na 40 °C pod testnim uvjetima.
Rezultati su izrazeni u jedinicama Gothe (ili jedinicama Schade)
po gramu meda.
Princip

Ova metoda temelji se na hidrolizi 1%-ne otopine $kroba
enzimom iz 1 g meda tijekom jednog sata na temperaturi od 40
°C. Standardna otopina Skroba u reakciji s otopinom joda daje
intenzivno obojenje. U reakciji enzima i standardne otopine
Skroba uslijed hidrolize nastaje plava boja joda, Cije se nestajanje
mjeri u intervalima. Iz odnosa apsorbancije i vremena odreduje se
t, - reakcijsko vrijeme nestajanja boje do specifi¢ne apsorbancije,
¢ija je vrijednost 0,235". Aktivnost dijastaze izrazava se kao broj
300/t,.

Ova metoda zasnovana je na izvornoj Schadeovoj metodi
(1), modificiranoj po Hadornovoj i Ziircherovoj (2) te Whiteovoj i
Pairentovoj (3) metodi, te je dana u Codex Alimentariusu.

Aparatura i pribor

Oprema ne smije imati tragove deterdzenta!

Uz uobicajenu laboratorijsku opremu, koriste se i:

(1) odmjerne tikvice volumena od 50, 100 i 500 ml
(2) konusna tikvica volumena 250 ml

(3) plamenik

(4) vodena kupelj na 40,0 £0,2 °C

(5) Stoperica

(6) kiveteod1cm

(7) spektrofotometar s o¢itanjem na 660 nm.
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Reagensi

(1) Mati¢na otopina joda: otopi se 11,0 g joda p.a., pomijesa s
22,0 g kalijevog jodida i rastvori u 30 — 40 ml destilirane
vode, a zatim razblazi do 500 ml.

Pripremljenu otopinu cuvati u zatvorenoj tamnoj boci
najdulje oko godinu dana.

(2) RazblaZzena otopina joda: priprema se u odmjernoj tikvici
volumena 500 ml tako §to se otopi 20,0 g kalijevog jodida
p-a. u destiliranoj vodi, uz dodatak 2 ml mati¢ne otopine
joda, nakon ¢ega se dopuni vodom do oznake.

Razblazena otopina joda priprema se na dan upotrebe i treba
je Cuvati od utjecaja zraka, zatvarajuéi tikvicu odmah nakon
upotrebe.

(3) Acetatni pufer - pH 5,3: otopiti 43,5 g natrijevog acetata
(CH;COONa-3H,0) u destiliranoj vodi, uz dodatak 5 ml
ledene octene kiseline radi podeSavanja pH vijednosti, a
zatim dopuniti vodom do 250 ml. Ako je potrebno, pH
vrijednost podesiti s natrijevim acetatom ili octenom
kiselinom uz koristenje pH metra.

(4) Otopina natrijevog klorida: otopi se 2,9 g natrijevog klorida
(NaCl) u odmjernoj tikvici od 100 ml s destiliranom vodom i
razblazi do oznake.

(5)  Skrob topljivi p.a.

Odredivanje vode u topljivom §krobu

Odmjeri se oko 2 g topljivog $kroba i u tankom sloju
rasporedi na dnu posudice (promjera 5 c¢cm i visine 3 cm) s
poklopcem. Vagati s to¢nos¢u od + 0,1 mg i susiti 90 minuta na
temperaturi od 130 °C. Nakon suSenja zatvorenu posudicu hladiti
u eksikatoru te poslije jednog sata vagati. Gubitak mase u odnosu
na 100 g je koli¢ina vode.

Priprema otopine §kroba

Odmjeri se koli¢ina skroba koja odgovara masi od 2.000 g
bezvodnog $kroba i izmijesa s 90 ml destilirane vode u konusnoj
tikvici od 250 ml. Nastalu suspenziju brzo dovesti do tocke
kljucanja, te neprestano mijeSati i kuhati 3 minute. Odmah
prebaciti otopljeni sadrzaj u odmjernu tikvicu od 100 ml, te hladiti
pod mlazom vode. Nakon postizanja sobne temperature, otopinu
dopuniti destiliranom vodom do oznake i dobro promuckati.
Otopina se priprema na dan upotrebe.

Napomena: koristiti otopinu Skroba koja generira plavu
vrijednost prihvatljive apsorbancije (vidjeti Kalibracija otopine
Skroba/odredivanje plave vrijednosti).

Odredivanje
Priprema uzorka za odredivanje

Odmijeri se 10,0 g meda i otopi s oko 15 ml destilirane vode,
na hladno, uz dodatak 5 ml acetatnog pufera. Ovako pripremljen
sadrzaj prebaciti u odmjernu tikvicu od 50 ml u koju smo
prethodno otpipetirali 3 ml otopine natrijevog klorida, a zatim
dopuniti destiliranom vodom do oznake. Vazno je da uzorak bude
puferiran prije mijeSanja s natrijevim kloridom. Otopinu meda
pripremiti neposredno prije odredivanja jer je stabilna tek nekoliko
sati.

Kalibracija otopine Skroba/odredivanje plave vrijednosti

Postupak kalibracije pomaze nam pri odredivanju potrebne
koli¢ine vode koju treba dodati reakcijskoj smjesi za postizanje
intervala apsorbancije otopine jod — $krob od 0,745 — 0,770. U
konusnu tikvicu otpipetirati po 20, 21, 22, 23, 24 i 25 ml
destilirane vode. Pri izvodenju kalibracije u svaku tikvicu dodati 5
ml razblaZzene otopine joda, a zatim 0,5 ml smjese koja se sastoji
od 10 ml destilirane vode i 5 ml otopine $kroba. Dobro izmijesati i
odmah odrediti  vrijednost apsorbancije  mjerenjem na
spektrofotometru na valnoj duljini od 660 nm u odnosu na slijepu
probu koja je destilirana voda. Koli¢ina vode odredena na ovaj

nacin dodaje se u uzorak koji se analizira primjenom ispitane
otopine $kroba. Ako je postignuta apsorbancija manja od 0,745 pri
dodatku 20 ml destilirane vode, ili ve¢a od 0,770 pri dodatku 25
ml destilirane vode, pripremljena otopina skroba nije primjenjiva
za odredivanje aktivnosti dijastaze.

Odredivanje apsorbancije

Otpipetirati 10 ml otopine meda u konusnu tikvicu od 50 ml
i staviti je u vodenu kupelj na 40 °C, zajedno s jo§ jednom
tikvicom koja sadrzi 10 ml otopine Skroba. Nakon 15 minuta
otpipetirati 5 ml otopine Skroba u tikvicu s otopinom meda,
promijesati i pokreniti $topericu. U periodi¢nim intervalima, a prvi
put nakon 5 minuta, pipetirati 0,5 ml pripremljene alikvote kojoj
dodajemo 5 ml razblazene otopine joda. Tome dodajemo
prethodno utvrdenu koli¢inu vode, mijeSamo smjesu i mjerimo
vrijednost apsorbancije na spektrofotometru na valnoj duljini od
660 nm u odnosu na slijepu probu (voda), primjenom Kiveta od 1
cm.

Napomena: intervali izdvajanja alikvote iz reakcijske smjese
nakon prvog puta moraju se podesiti na takav nacin da se postignu
3-4 mjerenja unutar intervala apsorbancije 0,456 - 0,155 (linearni
raspon).

U sljedecoj tablici dani su preporuceni intervali izdvajanja
alikvote iz reakcijske smjese u odnosu na dobivenu vrijednost

apsorbancije:
Apsorbancija nat=5min Vremenski interval
A>0,658 vise od 10 min
0,658>A>0,523 5-10 min
0,523>A>0,456 2-5min

Ako je apsorbancija nakon t = 5 minuta manja od 0,350,
treba skratiti vrijeme prvog mjerenja.

Potrebno je provjeriti apsorbanciju uzorka bez djelovanja
Skroba. Pipetirati 10 ml uzorka, dodati 5 ml destilirane vode i
temeljito izmijesati. Iz pripremljene smjese otpipetirati 0,5 ml
alikvote u konusnu Erlenmayerovu tikvicu, dodati 5 ml razblazene
otopine joda te prethodno utvrdenu koli¢inu vode. Sadrzaj dobro
izmijeSati i mjeriti apsorbanciju na spektrofotometru na valnoj
duljini od 660 nm, u kiveti od 1 cm. Ukoliko se ocita odredena
vrijednost apsorbancije, istu tu vrijednost treba oduzeti od
vrijednosti dobivene tijekom postupka ispitivanja uzorka.

Racunanje i izraZavanje rezultata

U grafikon se unosi vrijednost apsorbancije kao funkcije
vremena (minuta). Kroz najmanje tri posljednje tocke povuce se
ravna crta kako bi se odredilo vrijeme kad reakcijska smjesa
doseZe vrijednost apsorbancije od 0,235, Broj dijastaze dobiva se
dijeljenjem 300 s vremenom izraZzenim u minutama. Taj broj
izrazava aktivnost dijastaze kao ml 1%-ne otopine Skroba koja je
hidrolizirana enzimom u 1 g meda za vrijeme od jednog sata pri
40 °C. Broj dijastaze odgovara broju na Gotheovoj ljestvici.

Aktivnost dijastaze izrazava se kao broj dijastaze (DN) koji
se racuna na sljedeci nacin:

60min 0,10 1,0 300
DN = X ——X—— = —
. DUl 28 &

t, - vrijeme reakcije za koje se postigne apsorbancija A =
0,235.

Preciznost postupka

Parametri ponovljivosti (r) i reproducibilnosti (R) odredeni
su medulaboratorijskim testiranjem u 14 laboratorija Europske
unije (4,5) na devet uzoraka meda, pri ¢emu su dobiveni sljedeci
rezultati:

DN | 87 | 142 | 164 | 195 | 236 | 242 | 255 298 | 37,7

r 1 064]215| 148 | 092 | 120 | 307 | 1,87 | 206 | 535

R | 545 | 9,01 | 10,40 | 10,22 | 12,33 | 13,93 | 15,82 | 15,79 | 23,68




Bpoj 84 - Crpana 360

CIVXBEHU I'TACHHUK buX

VYropak, 24. 12. 2019.

Iz ovih su podataka dobivene
jednadzbe:

r=-0,721+0,126 DN

R =-0,0571+ 0,587 DN

Reference:

1.  Aktivnost dijastaze i hidroksimetilfurfurala u medu i njihova
korisnost u otkrivanju toplinske adulteracije (J. E. Schade,
G. L. Marsh and J. E. Eckert Diastase activity and
hydroxymethylfurfural in honey and their usefulness in
detecting heat adulteration. Food Research 23, 446-463
(1958).

2. Jednostavna kineticka metoda za odredivanje broja dijastaza
u medu (H. Hadorn and K. Ziircher: Eine einfache kinetische
Methode zur Bestimmung der Diastasezahl in Honig.
Deutsche Lebensmittel Rundschau 68, 209-216 (1972).

3. IzvjeS¢e o analizi meda (J. W. White and F.W. Pairent:
Report on the analysis of honey.
J.Assoc.Off. Agric.Chemists, 42, 341-348 (1959)).

4.  Odredivanje aktivnosti dijastaze (DIN-Norm 10750
Bestimmung der Diastase-Aktivitit, (1990)".

5. Codexov standard za med (Codex Alimentarius Standard for
Honey, Ref. Nr. CL 1993/14-SH, FAO and WHO, Rome
(1993)).

6. Medulaboratorijsko ispitivanje Medunarodne komisije za
med, Phadebas i Schade dijastaze, vlaznost refraktometrijom
i aktivnost invertaze (S. Bogdanov and P. Lischer,
Interlaboratory trial of the International Honey Commission,
Phadebas and Schade Diastase determination methods,
Humidity by refractometry and Invertase activity: Report for
the participants (1993)).

a2) Metoda po Codexovom standardu za med (odgovara
Schadeovoj metodi)
Podrudje primjene

sljede¢e korelacijske

Ova metoda moze se primijeniti na sve uzorke meda.
Princip

Ova metoda temelji se na hidrolizi 1%-ne otopine $kroba
enzimom iz 1 g meda tijekom jednog sata na temperaturi od 40
°C. Standardna otopina Skroba u reakciji s otopinom joda daje
intenzivno obojenje. U reakciji enzima i standardne otopine
Skroba uslijed hidrolize nestaje plava boja joda, Cije se nestajanje
mjeri u intervalima. Iz odnosa apsorbacije i vremena odreduje se ty
- reakcijsko vrijeme nestajanja boje do specificne apsorbancije
0,235. Aktivnost dijastaze izrazava se kao broj 300/t,. Ova metoda
je zasnovana na izvornoj Schadeovoj metodi i drugim (1) i dana je
u Codex Alimentariusu.

Aparatura i pribor

Oprema ne smije imati tragove deterdzenta!
Uz uobicajenu laboratorijsku opremu, koriste se i:

(1) odmjerne tikvice volumena 1 litra, 0,5 litre, 0,1 litre

(2) konusna tikvica volumena 0,250 litre

(3) plamenik

(4) vodena kupelj na 40 +0,2 °C

(5) spektrofotometar s o¢itanjem na 660 nm.

Reagensi

(1) Mati¢ne otopine joda: otopi se 8,8 g joda p.a., pomijesa se s
22 g kalijevog jodida i rastvori u 30-40 ml vode, a zatim
razblazi do jedne litre.

(2) Razblazena otopina joda: priprema se u odmjernoj tikvici
volumena 500 ml tako $to se otopi 20 g K-jodida p.a. u 30-
40 ml vode. Zatim se doda 5 ml mati¢ne otopine joda i
dopuni vodom do oznake.

J
Otopina joda 0(72 0,0007 mol/1) : u odmjernoj tikvici

(3) Acetatni pufer- pH 5,3: otopi se 87 g natrijevog acetata
(CH;COONa 3H,0) u 400 ml vode, doda oko 10,5 ml
ledene octene kiseline i dopuni vodom do 500 ml. Ako je to
potrebno, pH vrijednost regulira se natrijevim acetatom ili
octenom kiselinom do 5,3 uz koriStenje pH metra, po
potrebi.

(4) Otopina natrijevog klorida, c(NaCl) = 0,5 mol/l: otopi se
1,45 g natrijevog klorida u prokuhanoj destiliranoj vodi i
dopuni do 50 ml. Rok trajanja te otopine je ogranicen.

(5)  Skrob topljivi p.a. (npr. iz krumpira)

(6) Odredivanje vode u topljivom Skrobu
Odmjeri se oko 2 g topljivog Skroba i u tankom sloju
rasporedi na dno posudice promjera 5 cm. Susi se sat i pol na
temperaturi od 130 °C. Zatim se ohladi u eksikatoru i
premjeri. Gubitak mase u odnosu na 100 g jest koliina
vode.

(7) Otopina skroba
Odmyjeri se koli¢ina $kroba koja odgovara masi od 2,0 g
bezvodnog $kroba i izmijeSa s 90 ml vode u konusnoj tikvici
volumena 250 ml. Odmah se prenese do plamenika preko
kojeg je postavljena azbestna mrezica i ostavi da blago
kljuca tri minute. Potom se otopina skloni s plamenika,
pokrije i ostavi da se postupno ohladi do sobne temperature.
Otopina se zatim prenese u odmjernu bocu od 100 ml i stavi
na vodenu kupelj zagrijanu na 40°C. Kad otopina dosegne tu
temperaturu, dopuni se vodom do oznake na boci.

Odredivanje
Priprema uzorka za odredivanje

Uzorak za analizu ne smije se zagrijavati. Odmjeri se 10 g
uzorka i prenese u ¢asSu volumena 50 ml, doda 5 ml acetatnog
pufera i 20 ml vode kako bi se uzorak otopio i promijesa Stapicem.
Uzorak se ve¢ na hladno potpuno otopi. Zatim se u odmjernu
tikvicu volumena 50 ml doda 3 ml otopine natrijevog Klorida i
rastvorena otopina meda i dopuni vodom do oznake.

Uzorak mora biti puferiziran prije mijeSanja s natrijevim
kloridom.

Priprema standardne otopine

Otopina Skroba zagrijava se na temperaturi od 40 °C, a zatim
se 5 ml otopine otpipetira u 10 ml vode, ¢ija je temperatura 40 °C,
i dobro izmijesa. Od pripremljene otopine otpipetira se 1 ml i
doda u 10 ml 0,0007 mol/I [Jz j otopine joda, razblazi s 35 ml

2
vode i izmijesa.
Nastala boja ocitava se na 660 nm prema slijepoj probi.
Vrijednost apsorbancije treba biti 0,760 + 0,020. Ako je
potrebno, moze se dodati odredena zapremina vode, tako da se
dobije ispravna apsorpcija.
Odredivanje apsorbancije

Pipetom se odmjeri 10 ml otopine meda, prenese u gradirani
cilindar od 50 ml i stavi u vodenu kupelj na temperaturu od 40 °C
+ 0,2 °C, zajedno s posudom u kojoj je otopina skroba. Poslije 15
minuta, pipetom se odmjeri 5 ml otopine Skroba i doda u otopinu
meda, promijeSa i ukljuc¢i sat. U intervalima od po pet minuta
izdvoji se 1 ml alikvote i doda u 10 ml 0,0007 mol/I

J, ) otopine joda.
&

Promijesa se i razblazi sa zapreminom vode od 35 ml
(Priprema standardne otopine).

Apsorbancija se odmah odreduje na 660 nm, nastavi se
uzimati alikvota sve dok se apsorbancija ne smanji do vrijednosti
od 0,235.
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Racunanje i izraZavanje rezultata

U grafikon se unosi vrijednost apsorbancije kao funkcije
vremena (min).

Kroz najmanje tri posljednje tocke povuce se ravna crta kako
bi se odredilo vrijeme kad reakcijska smjesa doseze vrijednost
apsorbancije od 0,235. Podijeli se 300 s vremenom izraZenim u
minutama kako bi se dobio broj dijastaze (DN). Taj broj izrazava
aktivnost dijastaze kao ml 1%-ne otopine Skroba koja je
hidrolizirana enzimom u 1 g meda za vrijeme od jednog sata pri
40 °C. Broj dijastaze odgovara broju na Gotheovoj ljestvici.

Aktivnost dijastaze DN = ml 1%-ne otopine $kroba po g
meda/h pri temperaturi od 40 °C

60 0,10

broj dijastaze (DN)= —x x L0 = @
it

001 2 t

gdje je: t - redukcija u minutama.
Reference:
Codex standard for honey(AOAC 958.09)

b) Metoda po Codexovom standardu za med i IHC-u
(Odredivanje aktivnosti dijastaze po Phadebasu)
Podrudje primjene

Ova metoda moze se primijeniti na sve uzorke meda.
Definicija

Jedinica aktivnosti dijastaze, jedinica Gothe, definira se kao
koli¢ina enzima koja ¢e pretvoriti 0.01 grama Skroba na propisanu
krajnju tocku za jedan sat na 40 °C pod testnim uvjetima. Rezultati
se izrazavaju u jedinicama Gothe (ili jedinicama Schade) po
gramu meda.
Princip

Odredivanje dijastatske aktivnosti meda je fotometrijska
metoda po kojoj se netopljiva plavo obojena umrezena vrsta
Skroba koristi kao supstrat. Hidrolizira ga enzim dajuéi plave
fragmente koji su topivi u vodi i koji se odreduju fotometrijski na
620 nm. Apsorbancija otopine je izravno proporcionalna
dijastatskoj aktivnosti uzorka. Metoda se zasniva na prvotno
objavljenoj Siegenthalerovoj metodi (1) i izmijenjenoj po
Bogdanovu (2).
Reagensi

(1) Tablete Phadebas, Pharmacia Diagnostics

(2) Natrijev hidroksid 0,5M

(3) Acetatni pufer (0,1M, pH 5.2): otopiti 13.6 g natrij-acetat-
trihidrata u vodi. Podesiti pH otopine do 5.2 s ledenom
octenom kiselinom (1 - 2 ml) i razblaziti vodom do 1 L.

Oprema
(1) Fotometar/spektrofotometar
(2) Vortex

(3) Termostatska vodena kupelj
(4) Stoperica.
Postupak

Priprema testnih uzoraka
Odredivanje

Odmijeriti 1.00 g meda u odmjernu tikvicu od 100 ml, otopiti
u acetatnom puferu i dopuniti do oznake. Dovrsiti postupak u roku
od jednog sata. Prebaciti 5.0 ml otopine u testnu epruvetu i
postaviti u vodenu kupelj na 40 °C. Pripremiti slijepu probu
postavljanjem 5.0 ml alikvote acetatnog pufera u drugu testnu
epruvetu koja se tretira isto kao otopina uzorka.

U obje otopine dodati tablete Phadebas pomocu pinceta i
ukljugiti Stopericu. Izmije$ati otopine na VVortexu dok se tablete ne
raspadnu (oko 10 sekundi) i vratiti ih u vodenu kupel;.

Prekinuti reakciju nakon to¢no 30 minuta dodavanjem 1 ml
otopine natrijevog hidroksida. Ponovno izmijeSati smjesu na
Vortexu priblizno 5 sekundi. Odmah filtrirati otopine kroz filtar-
papire i izmjeriti apsorbanciju u kivetama od 1 cm na 620 hm
pomoéu vode kao reference. Apsorbancija slijepe probe se
oduzima iz otopine uzorka (AA 620). Ako je apsorbancija veca od
1.0, razblaziti uzorak vodom. Uzeti u obzir faktor razblaZenja
prilikom ra¢unanja rezultata.

Racdunanje i izraZavanje rezultata

Klasi¢na metoda za odredivanje dijastatske aktivnosti meda
je Schadeova metoda (3,4).

Dijastatska aktivnost izrazava se kao broj dijastaze (DN) u
jedinicama Schade i definira se kako slijedi: jedna dijastatska
jedinica odgovara enzimskoj aktivnosti od 1 g meda, koji moze
hidrolizirati 0.01 g skroba za jedan sat na 40 °C.

Izvedena su istovremena mjerenja po Phadebasovim i
Schadeovim metodama na 57 razlicitih uzoraka meda koji
pokrivaju raspon dijastatske aktivnosti od 8 do 40.

Postoji veoma dobar odnos (r=0.987) izmedu dva mjerenja.
Linearna regresija y (DN) naspram x (AA620) dovela je do
sljedeceg odnosa:

DN =28.2 x AA 620 + 2.64

gdje su 28.2 i 2.64 redom navedeni nagib (slope) i presjek
(intercept) najbolje ravne crte dobivene pomocu linearne regresije
AA 620 (x osa) na DN (y osi).

Za niske dijastatske vrijednosti (izmedu 0 i 6 DN) vrlo dobar
odnos (R2 = 0,927) sa sljedeCom linearnom regresijom y (DN)
naspram X (AA620) dala je sljedeéi odnos:

DN =35.2x AA 620-0.46

gdje su 35.2 i 0.46 redom navedeni nagib i presjek najbolje
ravne crte dobivene pomocu linearne regresije AA 620 (x osa) na
DN (y osi).

Owvu jednadzbu treba koristiti za odredivanje dijastatske
aktivnosti do 8 dijastatskih jedinica.

Preciznost

a) Podaci o preciznosti utvrdeni u medulaboratorijskoj
poredbi laboratorija u Svicarskoj (5):
1.  Tri razlicite vrste meda bile su testirane u tri
laboratorija. Maksimalno odstupanje (raspon)
DN utvrdeno s tabletama iz iste serije, izmedu
laboratorija, bilo je 3,7%.
2. Standardno odstupanje dijastatske aktivnosti
utvrdene s tabletama iz dvije razliCite serije s
istim medom, u jednom laboratoriju, bilo je 3,7
% (za n=24, n §to je broj analiza po seriji).
3. Raspon tezine, za uzorak od 20 tableta, bio je
5%, sa standardnim odstupanjem od 2%.
Medulaboratorijsko  ispitivanje  provela je = 1992.
Medunarodna komisija za med s 14 laboratorija Europske unije i
21 $vicarskim laboratorijem koriStenjem Phadebasove metode sa
sedam medova Cije su vrijednosti Agy varirale od 0,31 do 1,29 (6).
Nisu bile nazna¢ene serije reagensa Phadebas.
Dobivene su sljede¢e vrijednosti ponovljivosti (r) i
reproducibilnosti (R):
A620 | 0212 | 0314 | 0414 | 0588 | 0,704 | 0,705 | 0,734 | 0,970 [ 1,204
r 0034 | 0032 | 0032 | 0042 | 0049 | 0043 | 0,050 | 0,065 | 0,060

R 0,107 0,134 0,161 | 0,202 | 0,273 | 0,311 | 0,250 | 0,336 | 0,428

gdje je A-620 vrijednost apsorbancije.

Iz ovih podataka izraunate su sljede¢e korelacijske
jednadzbe:

r=0.02 +0.03 x A620

R =0.04 +0.32 x A620
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Reference:

1. Odredivanje amilaze u medu s komercijalno dostupnim
supstratom oznacenim bojom, (U. Siegenthaler, Mitt Geb.
Lebensm. Hyg 66, 393-399 (1975).

2. Usporedba razli¢itth metoda odredivanja, (S. Bogdanov,
Honig diastase, Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 75, 214-220
(1984)

3. Aktivnost dijastaze i hidroksimetilfurfurala u medu i njihova
korisnost u otkrivanju toplinske adulteracije.( J. E. Schade,
G. L. Marsh i J. E. Eckert: Food Research 23, 446-463
(1958).

4.  Odredivanje
10750((1990).

5. Odredivanje amiloaktivnosti (prema Phadebasu), Svicarska
knjiga hrane Poglavlje 23: Med, EDMZ, Bern, (1995).

6. Medulaboratorijsko ispitivanje Medunarodne komisije za
med: Metode odredivanja dijastaze po Phadebasu i Schadeu,
Vlaznost refraktometrijom i aktivnost invertaze: Izvjesce za
sudionike (S. Bogdanov i P. Lischer, Interlaboratory trial of
the International Honey Commission, Phadebas and Schade
Diastase determination methods, Humidity by refractometry
and Invertase activity: Report for the participants (1993)).

7. Znanstvena napomena o Phadebasovoj metodi za mase s
niskim sadrzajem enzima,( L. Persano Oddo, P. Pulcini,
Apidologie 30, 347-348 (1999).

Preuzeto iz metoda Medunarodne komisije za med

(Harmonized methods of the International Honey Commission,

2009)".

aktivnosti dijastaze. (DIN-NORM

Clanak 4.
U Odjelku J. Odredivanje hidroksimetilfurfurola dosadasnja
tocka @) mijenja se i glasii "a) Odredivanje

hidroksimetilfurfurola (HMF) metodom HPLC-a (High
Performance Liquid Chromatography)'’, a dosada$nje to¢. a) i
b) postaju to¢. b) i c).
QOdredivanje hidroksimetilfurfurola (HMF) metodom HPLC-
a (High Performance Liquid Chromatography)
Podrucje primjene

Metoda se moze primijeniti na sve uzorke meda. Potrebno je
manje uzorka kada je koncentracija HMF-a vrlo visoka.

Sadrzaj

Metodom se odreduju koncentracije 5-(hidroksimetil) furan-
2-karbaldehida. Rezultat se obi¢no izrazava u miligrama po
kilogramu.

Princip
HMF se odredi u bistroj filtriranoj vodenoj otopini meda

koristenjem reverzne faze HPLC-a s UV detekcijom. Signal se
usporeduje s onima iz uzoraka standarda poznate koncentracije.

Reagensi

Mobilna faza: voda-metanol (90:10, v/v), HPLC ¢istoce.

Standardna otopina: 5-(hidroksimetil) furan-2-karbaldehid
(HMF), (npr. Merck br. 820 678 ili Fluka br. 55690). Od osnovne
otopine HMF-a pripremiti kalibracijske otopine 1, 2, 5 i 10 mg/L
vodene otopine. Otopine treba pripremiti na dan koristenja.

Odredivanje sadrzaja u standardu HMF-a: A apsorbancija
pripremljene standardne otopine odredena je pomocéu UV
spektrofotometra na 285 nm u 1 cm kvarcnim kivetama s vodom u
praznoj ¢eliji. Koncentracije standarda otopine mogu se izracunati
iz literaturnih vrijednosti za molarnu apsorpciju, € = 16830 ili
apsorpciju, alem1%=133.57 (3).

koncentrarijau mgl = L\l:ﬁ x1,000, gdie je & apsorbancija standardne otapine.

Izraunati sadrzaj mora odgovarati specifikacijama
dobavljaca. Standard se mora ¢uvati na 4 - 8 °C. Standard HMF-a
je izuzetno higroskopan.

Preporuka: najbolje je standard HMF-a ¢uvati pod dusikom.
Aparatura i pribor
- Tekuéi kromatograf (HPLC) s
integratorom
- Stupac: bilo koji s RP C18-reverznom fazom materijala, npr.
Hypersil ODS 5 pum, 125 mm x 4 mm ili 250 mm x 4 mm
- Membranski filtar, 0.45 um (npr. Dynagard).
Postupak
Precizno izmjeriti oko 10 g pripremljenog uzorka meda u
posudu od 50 ml. Otopiti uzorak u oko 25 ml vode i kvantitativno
prenijeti u volumetrijsku tikvicu od 50 ml. Razrijediti vodom do
50 ml. Filtrirati uzorak kroz membranski filtar od 0,45 pm kako bi
se dobila otopina uzorka spremna za kromatografiju.
Uvjeti kromatografiranja:
- brzina protoka 1,0 ml/min

- volumen injektiranja 20 puL uzorka ili standardne otopine
- detekcija UV 285 nm; raspon: 0,2 AUFS.

Nacdin ra¢unanja:

UV  detektorom i

Sadrzaj HMF-a u uzorku izracunava se usporedbom pika iz
uzoraka i standardnih otopina, uzimajuci u obzir razrjedivanje.
Postoji linearni odnos izmedu koncentracije i povrsine pika HMF-
a. Rezultati se izraZzavaju u mg/kg, na jedno decimalno mjesto.

Preciznost metode odredila je Medunarodna komisija za
med. Ponovljivost (r) i reproducibilnost (R) izracunati su iz
rezultata tri vrste meda analiziranog u svim laboratorijima koji su
sudjelovali u poredbenim testiranjima, $to je prikazano u sljede¢oj
tablici.

Broj uzorka HMF mg/kg r R
1 52 0,4 1,6
2 22,8 12 4,9
3 42,3 2,1 7,3

Na niskim koncentracijama HMF-a (oko 5 mg/kg)
vrijednosti dobivene ovom metodom su usporedive s onima
dobivene Whiteovom metodom, ali su niZze od onih dobivenih
metodom p-toluidina. Na vi§im koncentracijama HMF-a (20 i 40
mg/kg) vrijednosti sve tri metode nemaju znacajne medusobne
razlike.

Napomena

Za furfural, koji se nalazi samo u vrlo malim koli¢inama u
usporedbi s HMF-om, moZe se koristitii ista metoda. Furfural
eluira oko 1,5 minuta nakon HMF-a.

Reference:

1. Visoko ucinkovita tekuéa kromatografija furfurala i
hidroksimetilfurfurala u alkoholu i medu.( J. Jeuring i F.
Kuppers, J. Ass. Chem. 63, 1215 (1980).

2. Odredivanje hidroksimetilfurfurala pomo¢u HPLC-a, (Swiss
Food Manual, Kapitel Honig, Eidg. Druck und Material
Zentrale (1995).

3. Spektrofotometrijska metoda za odredivanje
hidroksimetilfurfurala u medu,( J. White, J. Ass Off. Chem.
62, 509 (1979).

4. Izvjes¢e o medulaboratorijskom ispitivanju HMF-a
Medunarodne komisije za med, Basel, V. Figueiredo,
(1991)".

U tocki b) Odredivanje hidroksimetilfurfurola na dvije valne duljine (Whiteova metoda)

126+1000+1000

u pododjeljku Rezultati formula: ,,349,7 Tesso.ios laktor* mijenja se i glasi:

126+1000+1000
»149,7 teas0.10.s Taktor®,

Preuzeto iz metoda Medunarodne komisije za med
(Harmonized methods of the International Honey Commission,
2009)".
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Clanak 5.
(Uskladenost sa propisima EU)

Ovim pravilnikom preuzimaju se odredbe ¢lanka 4. stavak 1.
Direktive Vije¢a 2001/110/EZ od prosinca 2001. o medu i
odredbe Direktive 2014/63/EU Evropskog parlamenta i Vije¢a od
15. svibnja 2014. godine.

Clanak 6.
(Stupanje na snagu)
Ovaj pravilnik stupa na snagu osmoga dana od dana objave
u "Sluzbenom glasniku BiH".

VM broj 175/19 Predsjedatelj
12. studenoga 2019. godine Vije¢a ministara BiH
Sarajevo Dr. Denis Zvizdi¢, v. .

MHUHUCTAPCTBO CIIO/BHE TPITOBUHE
N EKOHOMCKHX OJJHOCA
BOCHE U XEPUHEI'OBUHE

870

Ha ocHoBy wnmana 12. Omiyke o ympapibamy Tapu(pHUM
kBoTama yrBphennm [IpoTokoiom y3 Cropazym o crabmim3anuju
u npuapyxuBamy u3Mely EBporckux 3ajemHuma M EHBHXOBHX
JpKaBa WIAHWIA, C jeHe cTpaHe, U bocHe m Xeprerosuue, ¢
JpyTe cTpaHe, Kako OU ce y3eno y o03up nmpucTymname Pemyommke
Xpsatcke EBponckoj yauju ("Coryx0enu rmacHuk buX", 6p. 8/17
u 50/17), n unmana 61. ctaB (2) 3akoHa o ynpasu ("CiyxOeHH
rinacHuk buX", 6p. 32/02 u 102/09), MuHHCTap CIIOJBHE TPTOBHHE
U eKOHOMCKUX oiHoca bocHe u Xepueropnse goHocH

YIOYTCTBO
O UBMJEHHU YITYTCTBA O TIPOBOBEBY OJAJIYKE O
YIIPAB/bABY TAPUOHUM KBOTAMA YTBPBEHUM
MMPOTOKOJIOM Y3 CITIOPA3YM O CTABWJIM3ALINJHA
N IIPUAPYKUBAY UBMEBY EBPOIICKUX
3AJE/ITHULIA 1 BBbUXOBHUX JIP2KABA YIAHUIIA, C
JEJHE CTPAHE, 1 BOCHE U XEPIIEI'OBUHE, C
JAPYT'E CTPAHE, KAKO BH CE Y3EJIO Y OB3UP
MNPUCTYHAIBE PENYBJIMKE XPBATCKE EBPOIICKOJ
YHUJHN

Unan 1.

Y Voyretey o mnpoohemy Omiayke 0 yIpaBbamy
tapudHUM KBOoTaMa yTBpheruMm [Iporokonom y3 Cropasym o
cTaOWIM3aLMju ¥ TIpUApyXuBawy m3Mely EBponckux 3ajennuia
U BHHUXOBHX JpKaBa 4YiaHWIA, C jelHE cTpaHe, W bocHe u
Xeplieropude, ¢ Ipyre CTpaHe, Kako OW ce y3elno y 003up
npuctyname  PenmyOmuke — XpBarcke — EBporickoj  yHHjU
("Ciyx6enn rinacauk buX", 6poj 33/17) unan 7. ctaB (1) Mujema
ce U IIacH:

"(1) Munucrapctso uznaje Ono0peme o MoBIavety U3 TapupHe
kBote (y nmasbeM TekcTy: OmoOpeme) Ha oOpaciy U3
ITpunora 2. oBor VYmyrcra, koje mormucyje ITomohHMK
MHUHHICTpA 32 HAPUHCKY MOJUTHKY U Tapude."

Unaw 2.
OBOo VYmyTcTBO CTyma Ha CHary JaHOM JIOHOIICHA WU
o0jaBipyje ce y "CmyxberHoM riacHuky buX".
Bpoj 07-4-20-4474/19
17. neuem6pa 2019. rogune

Munuctap
Mmupko Llaposuh, c. p.

Na osnovu ¢lana 12. Odluke o upravljanju tarifnim kvotama
utvrdenim Protokolom uz Sporazum o stabilizaciji i pridruzivanju
izmedu Evropskih zajednica i njihovih drzava ¢lanica, s jedne
strane, i Bosne i Hercegovine, s druge strane, kako bi se uzelo u
obzir pristupanje Republike Hrvatske Evropskoj uniji ("Sluzbeni
glasnik BiH", br. 8/17 1 50/17), i ¢lana 61. stav (2) Zakona o

upravi ("Sluzbeni glasnik BiH", br. 32/02 i 102/09), ministar
vanjske trgovine i ekonomskih odnosa Bosne i Hercegovine
donosi

UPUTSTVO

O IZMJENI UPUTSTVA O PROVODENJU ODLUKE O

UPRAVLJANJU TARIFNIM KVOTAMA UTVRDENIM

PROTOKOLOM UZ SPORAZUM O STABILIZACIJI |
PRIDRUZIVANJU IZMEDU EVROPSKIH ZAJEDNICA I

NJIHOVIH DRZAVA CLANICA, S JEDNE STRANE, I
BOSNE | HERCEGOVINE, S DRUGE STRANE, KAKO BI

SE UZELO U OBZIR PRISTUPANJE REPUBLIKE
HRVATSKE EVROPSKOJ UNIJI

Clan 1.

U Uputstvu o provodenju Odluke o upravljanju tarifnim
kvotama utvrdenim Protokolom uz Sporazum o stabilizaciji i
pridruzivanju izmedu Evropskih zajednica i njihovih drzava
Clanica, s jedne strane, i Bosne i Hercegovine, s druge strane, kako
bi se uzelo u obzir pristupanje Republike Hrvatske Evropskoj uniji
("Sluzbeni glasnik BiH", broj 33/17) ¢lan 7. stav (1) mijenja se i
glasi:

"(1) Ministarstvo izdaje Odobrenje o povlacenju iz tarifne kvote
(u daljem tekstu: Odobrenje) na obrascu iz Priloga 2. ovog
Uputstva, koje potpisuje Pomo¢nik ministra za carinsku
politiku i tarife."

Clan 2.

Ovo Uputstvo stupa na snagu danom donoSenja i objavljuje
se u "Sluzbenom glasniku BiH".

Broj 07-4-20-4474/19
17. decembra 2019. godine

Ministar
Mirko Sarovié, s. r.

Temeljem ¢lanka 12. Odluke o upravljanju tarifnim kvotama
utvrdenim Protokolom uz Sporazum o stabilizaciji i pridruzivanju
izmedu Europskih zajednica i njihovih drzava ¢lanica, s jedne
strane, i Bosne i Hercegovine, s druge strane, kako bi se uzelo u
obzir pristupanje Republike Hrvatske Europskoj uniji ("Sluzbeni
glasnik BiH", br. 8/17 i 50/17), i ¢lanka 61. stavak (2) Zakona o
upravi ("Sluzbeni glasnik BiH", br. 32/02 i 102/09), ministar
vanjske trgovine i ekonomskih odnosa Bosne i Hercegovine
donosi

UPUTU
O IZMJENI UPUTE O SPROVOPENJU ODLUKE O
UPRAVLJANJU TARIFNIM KVOTAMA UTVRDENIM
PROTOKOLOM UZ SPORAZUM O STABILIZACIJI |
PRIDRUZIVANJU IZMEDU EUROPSKIH ZAJEDNICA I
NJIHOVIH DRZAVA CLANICA, S JEDNE STRANE, I
BOSNE | HERCEGOVINE, S DRUGE STRANE, KAKO BI
SE UZELO U OBZIR PRISTUPANJE REPUBLIKE
HRVATSKE EUROPSKOJ UNI1JI

Clanak 1.

U Uputi o sprovodenju Odluke o upravljanju tarifnim
kvotama utvrdenim Protokolom uz Sporazum o stabilizaciji i
pridruzivanju izmedu Evropskih zajednica i njihovih drzava
Clanica, s jedne strane, i Bosne i Hercegovine, s druge strane, kako
bi se uzelo u obzir pristupanje Republike Hrvatske Evropskoj uniji
("Sluzbeni glasnik BiH", broj 33/17) ¢lanak 7. stavak (1) mijenja
se i glasi:

"(1) Ministarstvo izdaje Odobrenje o povlacenju iz tarifne kvote
(u daljem tekstu: Odobrenje) na obrascu iz Priloga 2. ovog
Uputstva, koje potpisuje Pomocnik ministra za carinsku
politiku i tarife."



