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1. UVOD

Dojenacke se formule prema Saveznom zakonu o hrani, lijekovima i kozmetici (engl. Federal
Food, Drug and Cosmetics Act, FDCA) definiraju kao hrana koja se predstavlja ili je
predstavljena za posebnu prehrambenu upotrebu, iskljuc¢ivo dojencadi, zbog svoje sli¢nosti
maj¢inom mlijeku ili zbog svoje prikladnosti kao djelomicne ili potpune zamjene za majc¢ino
mlijeko (Corkins i Shurley, 2016).

Pravilna prehrana dojencadi klju¢na je za njihov adekvatan rast i razvoj u kasnijoj zivotnoj dobi.
Takva prehrana sastoji se od maj¢inog mlijeka i/ili dojenackih formula koje su po svom sastavu
Sto sli¢nije majc¢inom mlijeku. Budu¢i da su jedini izvor prehrane za dojencad, podlijezu strogoj
zakonskoj regulativi te se svi sastojci u dojenackim formulama moraju smatrati ,,opéenito
priznatim sigurnima“ (engl. generally regarded as safe, GRAS) (Corkins i Shurley, 2016).
Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO) i Americka
pedijatrijska akademija (engl. American Academy of Pediatrics, AAP) preporucuju iskljucivo
dojenje do navrSenog 6. mjeseca starosti, medutim stvarna je situacija nesto drugacija. U svijetu
je manje od 40 % dojencadi iskljucivo dojeno, a u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama ¢ak vise
od 80 % dojencadi hranjeno je dojenackim formulama prije 6. mjeseca zivota (Gilmore i sur.,
2020; Burda, 2014). Unato¢ tako velikoj zastupljenosti upotrebe dojenackih formula, vecina
roditelja 1 skrbnika dobiva malo informacija i uputa o pravilnoj pripremi dojenacke formule te
samom hranjenju, $to moze dovesti do smanjenog i/ili pove¢anog energetskog i nutritivnog
unosa te posljedi¢no negativnih posljedica na rast i razvoj dojenceta, kao §to su na primjer brze
debljanje ili povecane razine masti (Gilmore i sur., 2020).

Dojenacke su formule, uz majcino mlijeko, jedini mlijecni proizvodi koje medicinska zajednica

smatra nutritivno prihvatljivim za djecu mladu od godinu dana (Purda, 2014).

Osnovni cilj ovog diplomskog rada bio je snimanje blisko-infracrvenog spektra te povezivanje
s nutritivnim sadrzajem 6 dojenackih formula, razli¢itih proizvodaca. U tu svrhu pratili su se
sljede¢i parametri: (i) slicnosti/razlike odvaga mjerica, (ii) energetski sastav i udio
makronutrijenata, (iii) boja, (iv) vodljivost i ukupne otopljene tvari te (v) blisko-infracrveni
(engl. Near Infrared, NIR) spektri ispitivanih dojenackih formula. U istrazivanju su koristena
dva razli¢ita mjerna uredaja blisko-infracrvene spektroskopije. Prvi je laboratorijski NIR ureda;j
s rasponom valnih duljina od 904 do 1699 nm, dok je drugi mikro NIR (koji je ujedno i

prijenosni) uredaj s rasponom valnih duljina od 900-1700 nm. Mikro NIR uredaj koriSten je sa



svrhom utvrdivanja njegove to¢nosti za jednostavnu i brzu analizu sastava dojenackih formula.
Dobiveni rezultati obradeni su standardnim statistickim metodama (srednja vrijednost i
standardna devijacija) te kemometrijskim alatima kao S$to su metoda analize glavnih

komponenata te parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PREHRANA DOJENCADI

Pravilnik o pocetnoj i prijelaznoj hrani za dojen¢ad (NN 122/2013-2618), definira ,,dojen¢ad*
kao djecu do 12 mjeseci starosti te ,,malu djecu* kao djecu u dobi od jedne do tri godine.
Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji pravilna prehrana dojencadi kljucan je faktor za
kontinuirano zdravlje djeteta, od rodenja pa sve do odrasle dobi. Tijekom prve tri godine Zivota,
pravilna prehrana osobito je vazna za smanjenje rizika od smrti te kroni¢nih bolesti tijekom
cijelog zivotnog vijeka, a takva prehrana ujedno promice i pravilan mentalni te tjelesni razvoj.
Idealan nacin prehrane za dojence tijekom prve godine zivota je dojenje, uz iskljucivo dojenje
tijekom prvih 4 do 6 mjeseci, kako bi se postigao optimalan rast, razvoj i zdravlje. Poslije Sestog
mjeseca, zbog rastucih nutritivnih potreba, uz dojenje je potrebno uvesti i dohranu (Vranesi¢
Bender, 2017; Cibari¢, 2016).

Dojencad, kao i djeca te odrasle osobe, imaju odredene potrebe za ugljikohidratima, proteinima,
lipidima, vodom, vitaminima i mineralima.

Energetske se potrebe za dojence tijekom prvih Sest mjeseci odreduju prema koli¢ini posisanog
mlijeka te u dobi od 0 do 3 mjeseca iznose oko 400-500 kilokalorija (kcal), $to je ekvivalent
oko 850 mL posisanog mlijeka (Matek Sari¢, 2023).

Dnevna bazalna potreba novorodenceta za vodom je 60 mL/kg tjelesne mase (TM), a dojenceta
100-150 mL/kg TM. Ta koli¢ina vode koja se unosi u organizam pokriva samo normalne
fizioloske gubitke djeteta koje leZi u krevetu. Potrebe za proteinima u prvim mjesecima zivota
iznose oko 2,3 g/kg TM/dan, a do kraja prve godine Zivota one se smanjuju te iznose 1,2 g/kg
TM/dan. Ugljikohidrati bi u ovoj dobi trebali osiguravati 30-40 % ukupnog energetskog unosa,
a masti 35-50 % (Cibari¢, 2016).

2.2. DOJENJE

Stvaranje maj¢ina mlijeka zapo€inje jo§ u trudno¢i, od 12. do 16. tjedna, a nakon poroda
zapocinje njegovo izlu€ivanje. Najbitnije mlijeko je ono koje se lu¢i u prvim danima i naziva
se kolostrum.

Kolostrum je gusto, zu¢kasto 1 pomalo ljepljivo mlijeko koje ima nizak sadrzaj masti te visok
sadrZaj proteina i zastitnih tvari, otkud 1 potjece njegova glavna vrijednost — zastita djeteta od
infekcija. Bogat je energijom (67 kcal/dL) te se izlu¢uje u vrlo malim koli¢inama, od 2 do 20

mL po obroku u prva tri dana (Armano i sur., 2018).



Dojenje je proces u kojem majka hrani dojence ili malo dijete mlijekom iz svojih grudi. Taj
proces je izrazito bitan zbog uspostavljanja osjecaja sigurnosti i topline kod dojenceta te se
njime stvara poseban odnos izmedu majke i djeteta (Armano i sur., 2018). Samim time, kravlje
mlijeko ili adaptirana mlije¢na formula ne mogu ga zamijeniti.

Svjetska zdravstvena organizacija te Medunarodni fond za djecu (engl. United Nations
International Children's Emergency Fund, UNICEF) opisuju strategiju za promicanje prirodne
prehrane dojencadi, prema kojima je upravo maj¢ino mlijeko najvrjednija hrana za dojencad
(Podgorelec i sur., 2015).

Ukoliko majka odluc¢i da nece dojiti, za nju i dijete javljaju se odredeni rizici. Kod djece dolazi
do povecanog rizika od viSe vrsta zaraznih bolesti (npr. infekcije probavnog i diSnog sustava,
infekcije uha, mokraénog sustava i slicno) te nezaraznih i kroni¢nih bolesti (npr. dijabetes tip I
i tip I, alergije, sindrom iznenadne smrti djeteta, hipertenzija, neki oblici karcinoma),
neuhranjenosti, malokluzije (nepravilnog zagriza), smrtnosti i hospitalizacije dojencadi i male
djece te smanjenog razvoja mozga.

Rizici koji se povecavaju kod majke su post porodajno krvarenje i sporija materni¢na
involucija, smanjeni intervali izmedu trudnoca i povecan gubitak krvi menstruacijom, sporiji
povratak na tjelesnu masu prije trudnoce, povecani rizik za karcinom dojke i jajnika te za
osteoporozu i lom kuka nakon menopauze (Armano i sur., 2018).

Na proces dojenja utjecu 1 razni zdravstveni problemi koji se mogu pojaviti kod majke, ali 1 kod
dojenceta. Oni koji se mogu pojaviti kod majke su: bol u bradavicama ili trauma, prepunjenost
dojki, upalna stanja dojki (npr. mastitis, absces dojke ili infekcija kandidom), krv u mlijeku,
nedostatak mlijeka, post porodajna depresija te drugi poremecaji mentalnog zdravlja, dok se
kod dojenceta mogu javiti: odbijanje dojke, bljuckanje 1 gastroezofagealni refluks, eozinofilni
ezofagitis, fizioloSka Zutica, dojenacka Zutica, ankiloglosija (vezan jezik) te orofaringealna

disfagija (Jovanovski Dasi¢ 1 sur., 2014).

2.2.1. Nutritivni sastav i vaznost majc¢inog mlijeka

Sastav maj¢inog mlijeka ¢ine nutrijenti u lako probavljivom obliku, §to novorodencetu i
odgovara s obzirom da njegovi tjelesni sustavi nisu funkcionalno zreli, te se mijenja kroz period
laktacije ovisno o potrebama djeteta. NajviSe promjena javlja se u prvom mjesecu nakon
poroda.

Kolostrum se lu¢i do petog dana nakon poroda, a od petog do petnaestog dana luci se prijelazno

mlijeko koje je u odnosu na kolostrum bogatije mastima, ugljikohidratima i vece je energetske



vrijednosti. Nakon Sesnaestog dana luéi se zrelo mlijeko, koje je bogato ugljikohidratima i
mastima te ima nesto manji udio proteina.

Zrelo maj¢ino mlijeko u prosjeku sadrzava do 4,5 % masti 1 ono ¢ini 50-60 % energetske
vrijednosti mlijeka, od ¢ega 98 % ¢ini triacilglicerol, 0,7 % fosfolipidi te oko 0,5 % kolesterol.
Esencijalne masne kiseline te viSestruko nezasi¢ene masne kiseline vazne su za razvoj mozga i
ziv€anog sustava.

Proteini ¢ine oko 20 % energetske vrijednosti mlijeka i ima ih u koli¢ini 11,5 g/L, a kao
najvazniji istic¢u se imunoglobulini sa svojom zastitnom ulogom.

Seéera u majé¢inom mlijeku ima 70 g/L te oni &ine oko 40% energetske vrijednosti mlijeka.
Glavni Secer je laktoza (disaharid sastavljen od glukoze i galaktoze) koji je potreban za
osiguravanje energije i razvoj mozga.

Vecina se potrebnih vitamina nalazi u maj¢inom mlijeku u dovoljnim koli¢inama, medutim
iznimka su vitamin K i vitamin D. Vitamin K se mora dodatno davati novorodencadi
neposredno nakon rodenja, a za postizanje adekvatnih razina vitamina D preporuca se umjereno

izlaganje djece suncu te suplementacija vitamina D u obliku kapi (Komes, 2019).

2.3. DOJENACKE FORMULE

Dvije su osnovne vrste dodatne hrane za dojencad — pocetna i prijelazna hrana. Prema
Pravilniku o pocetnoj i prijelaznoj hrani (NN 122/2013-2618), ,,po¢etna hrana“ je preradena
hrana za posebne prehrambene potrebe dojencadi u prvim mjesecima Zivota koja zadovoljava
prehrambene potrebe dojencadi do uvodenja odgovaraju¢eg dodatnog hranjena, a ,,prijelazna
hrana* je preradena hrana za posebne prehrambene potrebe dojencadi kada se uvodi

odgovarajuce dodatno, sve raznolikije, pretezno tekuce hranjenje.

2.3.1. Povijesni razvoj dojenackih formula

Upotreba Zivotinjskog mlijeka za prehranu dojencadi zabiljeZena je jo§ 2000 godina prije
Krista. Od tada pa do danas, razvili su se alternativni izvori mlijeka, odnosno umjetne dojenacke
formule. Vrsta zZivotinjskog mlijeka koja se koristila ovisila je o Zivotinji koja je bila dostupna,
a uglavnom je to bilo kravlje mlijeko. U 18. stolje¢u pocele su se provoditi prve kemijske
analize humanog i zivotinjskog mlijeka. Tada je Jean Charles Des-Essartz na temelju dobivenih
rezultata zakljucio da je humano mlijeko najbolji izvor nutrijenata za dojencad (Lemaire i sur.,

2018; Radbill, 1981).

1865. godine, Justus von Liebig razvio je, patentirao i plasirao na trziste prvu hranu za dojencad
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u tekué¢em obliku, a zatim i u obliku praha zbog boljeg ocuvanja. Njegova formula sastojala se
od kravljeg mlijeka, pSeni¢nog brasna, brasna je¢menog slada i kalijevog bikarbonata te se
smatrala savr§enom hranom za dojen¢ad (Lemaire i sur., 2018).

Do 1883.godine na trzistu se nalazi 27 razlicitih patentiranih dojenackih formula u obliku praha,
a sastojali su se od ugljikohidrata, kao Sto su Secer, Skrob i dekstrini. Takve formule povecavale
su tjelesnu masu dojencadi, no nedostajali su im proteini, vitamini i minerali. Ti su se nutrijenti
s vremenom individualno dodavali u dojenacke formule (Kouwenhoven i sur., 2022).

1920.-ih godina, znanstvenici su za dojencad alergi¢nu na kravlje mlijeko poceli razvijati
formule bez mlijeka. Prva ne mlijec¢na formula temeljila se na sojinom brasnu te je 1929.godine
postala dostupna javnosti. Kao i prethodno razvijenim formulama, i ovoj su nedostajali neki
kljuéni nutrijenti, ponajvise vitamini. Kasnije je taj problem rijeSen obogacivanjem formula
vitaminima (Stevens i sur., 2009).

Zatim su se pocele koristiti dojenacke formule koje su se temeljile na mlijeku u prahu. Prva
takva sadrzavala je mlijeko u prahu, vodu, ulje bakalara (zbog adekvatne opskrbe vitaminima
topljivim u mastima), naranc¢in sok ili sladilo kao $to je med.

Moderno doba dojenackih formula zapocelo je razvojem komercijalnih pripravaka na bazi
kravljeg mlijeka s dodatkom zivotinjske i biljne masti, kako bi se lipidni profil priblizio sastavu
humanog mlijeka. Danasnje se dojenacke formule dobivaju preradom kravljeg mlijeka, kako bi

bile prilagodenije potrebama dojencadi (Vranesi¢ Bender, 2017).

2.3.2. Nutritivni sastav poc¢etnih dojenackih formula

U tablici 1 prikazane su najmanje i najvecée koli¢ine osnovnih sastojaka koje pocetna hrana za
dojencad (proizvedena od proteina kravljeg mlijeka), pripravljena prema uputama proizvodaca,

treba sadrzavati.

Tablica 1. Koli¢ine osnovnih sastojaka pocetne hrane za dojencad prema Pravilniku o
pocetnoj i prijelaznoj hrani za dojencad (NN 122/2013-2618)

NUTRIJENT NAJMANJA KOLICINA NAJVECA KOLICINA
ENERGIJA (kcal/100 mL) 60 70
PROTEINI (g/100 kcal) 1,8 3
TAURIN (ako se dodaje) / 12
(mg/100 kcal)
KOLIN (mg/100 kcal) 7 50




Tablica 2. Koli¢ine osnovnih sastojaka po¢etne hrane za dojenc¢ad prema Pravilniku o
pocetnoj i prijelaznoj hrani za dojenc¢ad (NN 122/2013-2618) - nastavak

MAST]I (g/100 kcal) 4,4 6
Laurinska kiselina i / Posebno ili zajedno 20 % od
miristinska kiselina ukupnog sadrzaja masti
Trans-masne kiseline / 3 % ukupnog sadrzaja masti
Eruka kiselina / 1 % ukupnog sadrzaja masti
Linolna kiselina (mg/100 kcal) 300 1200
a-linolenska kiselina (mg/100 50 /
kcal)
FOSFOLIPIDI (g/1L) / 2
INOZITOL (mg/100 kcal) 4 40
UGLJIKOHIDRATI (g/100 9 14
kcal)
Laktoza (g/100 kcal) 4,5 /
Aktivirani i/ili Zelatinirani / 2130 % od ukupnog sadrzaja
§krob (g/100 mL) ugljikohidrata
FRUKTO-OLIGOSAHARIDI / 0,8 u kombinaciji 90%
i GALAKTO- oligogalaktozil-laktoze i 10 %
OLIGOSAHARIDI (g/100 mL) oligofruktozil saharoze velike Mr

Pravilnik o po€etnoj i prijelaznoj hrani za dojenc¢ad (NN 122/2013 — 2618) nalazZe 1 sljedece:

e SadrZaj bjelancevina racuna se kao sadrZzaj duSika pomnoZen sa faktorom 6,25.

e Aminokiseline se pocetnoj hrani za dojencad smiju dodavati samo za poboljSanje
prehrambene vrijednosti proteina i samo u koli¢inama potrebnima u tu svrhu.

e Od masti, zabranjena je uporaba sezamovog ulja te ulja sjemena pamuka.

e Linolna kiselina dodaje se u obliku glicerida = linoleata.

¢ (Odnos izmedu linolne 1 a-linolenske kiseline ne smije biti manji od 5 niti ve¢i od 15.

e Mogu se dodati dugolancane viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (20 1 22 C atoma),
ali one ne smiju prekoraciti 1 % ukupnoga sadrzaja masti za n-3 dugolancanih
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina i 2 % ukupnoga sadrzaja masti za n-6
dugolancanih viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina.

e Sadrzaj eikozapentaenske kiseline (EPA) ne smije prekoraciti sadrzaj




dokozaheksaenske kiseline (DHA).

e Sadrzaj DHA ne smije prekoraciti sadrzaj n-6 dugolancanih visestruko nezasi¢enih
masnih kiselina.

e Od ugljikohidrata smiju se upotrebljavati samo: laktoza, maltoza, saharoza, glukoza,
maltodekstrini, glukozni sirup ili osuseni glukozni sirup, aktivirani $krob — prirodno bez
glutena te zelatinirani §krob — prirodno bez glutena.

e Saharoza i glukoza smiju se dodavati samo poc¢etnoj hrani za dojenc¢ad proizvedenoj od
hidrolizata proteina.

e Zapripremu gotove pocetne hrane za dojenc¢ad dodaje se samo voda.

e Pocetna hrana za dojencad ne smije sadrzavati ostatke pojedinih pesticida u razinama
visim od 0,01 mg/kg u proizvodu koji je spreman za konzumaciju ili pripremljen prema

uputama proizvodaca.

U tablici 2 prikazane su najmanje i najvece koli¢ine mineralnih tvari na 100 kcal koje pocetna
hrana za dojencad (proizvedena od proteina kravljeg mlijeka), pripravljena prema uputama

proizvodaca, treba sadrzavati.

Tablica 3. Koli¢ine mineralnih tvari na 100 kcal koje pocetna hrana za dojen¢ad mora
sadrzavati prema Pravilniku o pocetnoj i prijelaznoj hrani za dojen¢ad (NN 122/2013-2618)

MINERALNE TVARI NAJMANJA KOLICINA | NAJVECA KOLICINA
Natrij (mg) 20 60
Kalij (mg) 60 160
Klorid (mg) 50 160
Kalcij (mg) 50 140
Fosfor (mg) 25 90

Magnezij (mg) 5 15
Zeljezo (mg) 0,3 1,3
Cink (mg) 0,5 1,5
Bakar (ug) 35 100
Jod (ug) 10 50
Selen (ug) 1 9
Mangan (ug) 1 100
Fluorid (ug) / 100




Pravilnik o pocetnoj i prijelaznoj hrani za dojenc¢ad (NN 122/2013 -2618) takoder nalaze da

odnos izmedu kalcija i fosfora ne bi trebao biti manji od 1 niti ve¢i od 2.

U tablici 3 prikazane su najmanje i najvece koli¢ine vitamina na 100 kcal koje pocetna hrana
za dojencad (proizvedena od proteina kravljeg mlijeka), pripravljena prema uputama

proizvodaca, treba sadrzavati.

Tablica 4. Koli¢ine vitamina na 100 kcal koje pocetna hrana za dojen¢ad mora sadrzavati
prema Pravilniku o poc¢etnoj i prijelaznoj hrani za dojencad (NN 122/2013-2618)

VITAMINI NAJMANJA KOLICINA | NAJVECA KOLICINA
Vitamin A (ug-RE)! 60 180
Vitamin D (ug)? 1 2,5
Tiamin (ug) 60 300
Riboflavin (ug) 80 400
Niacin (ug)? 300 1500
Pantotenska kiselina (ug) 400 2000
Vitamin Bs (L) 35 175
Biotin (pg) 1,5 7,5
Folna kiselina (pg) 10 50
Vitamin B2 (ug) 0,1 0,5
Vitamin C (mg) 10 30
Vitamin K (ug) 4 25
Vitamin E (mg a-TE)* 0,5/g visestruko nezasi¢enih 5
masnih kiselina, izrazenih
kao linolna kiselina i
izrazeno na dvostruku vezu®,
ali ne manje od 0,5 mg na
raspolozivih 100 kcal

1RE = svi ekvivalenti trans retinola.

2 U obliku kolekalciferola, od ¢ega 10 pg = 400 IU vitamina D.

% Niacin u gotovu, formiranom obliku.

* a-TE = ekvivalent d- o-tokoferola.

50,5 mg a-TE/1 g linolne kiseline (18:2 n-6); 0,75 mg a-TE/1 g a-linolenske kiseline (18:3 n-3); 1,0 mg o-TE/1 g
arahidonske kiseline (20:4 n-6); 1,25 mg a-TE/1 g eikozapentaenske kiseline (20:5 n-3); 1,5 mg a-TE/1 g
dokozaheksaenske kiseline (22:6 n-3).



Prema Pravilniku o pocetnoj 1 prijelaznoj hrani za dojencad (NN 122/2013-2618), u pocetnu
hranu za dojencad smiju se dodavati i odredeni nukleotidi, a njihova ukupna koncentracija ne

smije prekoraciti 5 mg/100 kcal.

U tablici 4 prikazane su najvece koli¢ine nukleotida koje se smiju dodavati u pocetnu hranu za

dojencad (proizvedenu od proteina kravljeg mlijeka), pripravljenu prema uputama proizvodaca.

Tablica 5. Najvece koli¢ine nukleotida koje po¢etna hrana za dojen¢ad mora sadrzavati

prema Pravilniku o pocetnoj i prijelaznoj hrani za dojen¢ad (NN 122/2013-2618)

NUKLEOTIDI NAJVECA KOLICINA (mg/100 kcal)
Citidin 5'-monofosfat 2,50
Uridin 5'-monofosfat 1,75
Adenozin 5'-monofosfat 1,50
Gvanozin 5'-monofosfat 0,50
Inozin 5'-monofosfat 1,00

2.3.3. Pracenje kvalitete dojenackih formula

Hrana namijenjena dojenc¢adi i maloj djeci uredena je zakonima Europske zajednice te se smatra
hranom za posebne prehrambene potrebe (dijetetskom hranom). Ona mora biti sigurna, imati
poseban sastav, razlikovati se od normalne hrane, biti prikladna za ispunjavanje odredenih
nutritivnih zahtjeva te treba, pri stavljanju na trziste, naznacivati takvu prikladnost (Idrio i sur.,
2022; Salminen i sur., 2020).

Odbor za prehranu Europskog drustva za pedijatrijsku gastroenterologiju, hepatologiju i
prehranu (engl. The European Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition, ESPGHAN) predlozio je odredena nacela kojih bi se u procjeni preinaka dojenackih
formula trebalo pridrzavati (s obzirom na njihovu prikladnost i sigurnost za posebne
prehrambene potrebe):

a) Promjene izvan utvrdenih standarda trebale bi se temeljiti na ocekivanoj Koristi
(prehrambenoj, tehnoloskoj, funkcionalnoj ili drugoj), na sustavnom pregledu koji
stvara jasnu hipotezu o oCekivanoj koristi i sigurnosti te biti temelj za odluke o daljnjim
pretklinickim ili klini¢kim ispitivanjima.

b) Adekvatne podatke potrebno je dostaviti za detaljan opis preinake (sastojak, sastav,

koriSteni postupak), kao i kompletan sastav (posebno za one spojeve koji mogu biti
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9)

h)

promijenjeni ili novo sintetizirani- ukljucuju¢i moguée kontaminante, necistoée, ostatke
alergena,...).

Potrebno je prikazati na¢in dodavanja novih sastojaka i opis tehnoloskog procesa (suho
ili mokro mijeSanje), kao i u¢inak na nove ili postojece sastojke procesa.

Potrebno je prijaviti sve dostupne bioloske 1 toksikoloSke informacije (bioraspolozivost,
metabolizam, distribucija, bioloski uéinci, interakcije i toksi¢ni uéinci).

Ako informacije o in vitro i in vivo studijama na zivotinjskim modelima osiguravaju
dodatne informacije o nutritivnoj adekvatnosti, potencijalnoj dobrobiti i sigurnosti,
moraju se navesti.

Ako inovacija spada pod definiciju nove hrane, moraju se slijediti odgovarajuce
direktive i smjernice.

Ako se Koristi genetski modificirani sastojak ili njegov izvor, potrebno je pratiti
smjernice Znanstvenog odbora za hranu (engl. The Scientific Committee on Food, SCF)
0 procjeni sigurnosti genetski modificiranih organizama.

Cesto su potrebna klini¢ka ispitivanja za daljnju karakterizaciju prikladnosti i sigurnosti
preinaka.

Za rast, potrebno je napraviti usporedbe ili s dojenom djecom ili s djecom hranjenom
referentnom formulom, u trajanju od najmanje 3 mjeseca, s mjerenjem duljine, tezine i

opsega glave najmanje jednom mjesec¢no (Hernell, 2012).

2.4. METODE PRACENJA KVALITETE HRANE

Pracenje kvalitete hrane iznimno je vazno iz nekoliko razloga, a kao dva najvaznija istiu se
zdravstvena ispravnost te ujednacenost zavrsnog proizvoda.

U proizvodnim pogonima, lancima distribucije te na prodajnim mjestima velika je mogucnost
kontaminacije proizvoda te je vrlo bitno pratiti zdravstvenu ispravnost proizvoda kako ne bi
doslo do stetnih i opasnih posljedica na krajnjeg konzumenta.

Istovremeno je bitno pratiti i ujednacenost proizvoda, kako ne bi doslo do velikih varijacija,
odnosno odstupanja u tezini ili obliku nekog proizvoda. Kada bi postojale velike razlike u tezini
proizvoda, nutritivne deklaracije na tom proizvodu vise ne bi bile odgovarajuce zbog velikih

razlika u koli¢inama makro- i mikronutrijenata.
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2.4.1. Spektroskopija

Spektroskopija je grana analiticke kemije koja se bavi dobivanjem informacija o kemijskom
sastavu i strukturi tvari na temelju separacije, detekcije i mjerenja energetskih promjena koje
se dogadaju u atomskim jezgrama, atomskom elektronskom omotacu ili u molekulama kao
rezultat njihove interakcije s elektromagnetskim zracenjem sa ¢esticama (Jurinjak Tusek i sur.,
2021).

Razne spektroskopske metode omogucavaju dobivanje velikog broja kvalitativnih 1
kvantitativnih informacija te se mogu primjenjivati u laboratoriju, u industrijskom pogonu ili
naterenu. U prehrambenoj industriji, upotreba i primjena spektroskopskih metoda sve viSe raste
te nam one omogucavaju rjesavanje raznih problema u proizvodnji, ali i1 distribuciji hrane

(Matijevi¢ i Blazi¢, 2008).

2.4.2. NIR spektroskopija

Tijekom posljednjih 40 godina, bliska infracrvena (engl. Near-infrared, NIR) spektroskopija
postala je jednom od najkoriStenijih metoda za analizu i kontrolu kvalitete hrane, a temelji se
na apsorpciji elektromagnetskog zracenja u podrucju raspona od 780 nm (nanometara) do 2500
nm (Bec i sur., 2022; Osborne, 2006). NIR se, kao i svako zragenje, ponasa kao val sa svojstvom
jedinstvenog harmonijskog gibanja (Osborne, 2006).

Prehrambeni proizvodi, kao i njihova pouzdanost, ovise o kvaliteti proizvoda od kojih su
dobiveni. Jednom od najboljih metoda za predvidanje primarnih karakteristika proizvoda, a to
su: ukupna topljivost Cvrste tvari, sadrzaj topljivih Cvrstih tvari, titrabilna kiselost 1 pH
vrijednost, smatra se upravo NIR spektroskopija (Pandiselvam i sur., 2022).

NIR spektroskopija, kao i svaka metoda, ima odredene prednosti i nedostatke. Njegove glavne
prednosti su $to obi¢no nije potrebna prethodna priprema uzorka, analiza je ne destruktivna,
jednostavna i brza (izmedu 15 1 90 sekundi) i ¢injenica da za analizu nisu potrebna nikakva
dodatna kemijska otapala, $to ga ¢ini ekoloski prihvatljivijom metodom analize u odnosu na
neke druge poznate i dostupne metode. Takoder, ona omogucuje istovremeno mjerenje
nekoliko razlic¢itih sastojaka te je moguca analiza hrane s visokim sadrzajem vlage (Bec i sur.,
2022; Osborne, 2006).

Neki nedostatci primjene NIR spektroskopije su standardna pogreska u laboratoriju koja
uzrokuje standardnu pogresku u predvidanju 1 problemi u izvedbi zbog bioloskih varijacija, a
glavno ograni¢enje NIR spektroskopije u analizi hrane je njegova ovisnost 0 manje preciznim

referentnim metodama (Pandiselvam i sur., 2022; Osborne, 2006).
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2.4.3. Kolorimetar

Kolorimetar je relativno jednostavan senzorski uredaj sastavljen od izvora svjetlosti, drzaca
uzorka (odnosno kivete), senzora intenziteta svjetlosti te sredstva za kontrolu izvora svjetlosti i
integriranje intenziteta propustene svjetlosti. Koriste¢i CIELAB skalu boja, prati svjetlinu
(engl. Lightness, L") od crne do bijele na ljestvici od 0-100, kao i kromati¢nost s parametrima
a i b". Negativan a” odgovara zelenoj boji, pozitivan - crvenoj, negativan b* odgovara plavoj,
a pozitivan — zutoj.

Kolorimetrijske se metode naSiroko koriste u prehrambenoj industriji, posebice za ispitivanje

hrane kao $to su kruh, mlijeko ili ¢okolada tijekom njihova skladistenja (Anzalone i sur., 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Osnovni cilj istrazivanja je pra¢enje nutritivnog sastava dojenackih formula koje su kupljene

u slobodnoj prodaji.

Pribor:

6 djecjih bocica volumena 250 mL
Staklena ¢aSa volumena 2 L
Staklena ¢aSica od 100 mL

Lijevak

Aparatura:

Analiticka vaga

Konduktometar (Omron uredaj, SevenCompact. MettlerToledo, Svicarska)

Stolni NIR spektrometar (Control Development inc., NIR-128-1.7-USB/6.25/50um, s
instaliranim Control Development softverom Spec32)

Prijenosni, Mikro-NIR spektrometar (NIR-S-G1, InnoSpectra Corporation, Kina)
Kolorimetar (CM-700d (Konica Minolta Sensing INC, New York, USA))

Android tablet s aplikacijom za pohranjivanje spektralnih podataka (ISC-NIRScan,
InnoSpectra Corporation, Kina)

3.1. MATERIJALI

Ukupno je ispitano 6 dojenackih formula koje su kupljene u slobodnoj prodaju te ¢uvane na

sobnoj temperaturi u laboratoriju. U tablici 5 prikazane su oznake ispitivanih dojenackih

formula.

Tablica 6. Oznake dojenackih formula

Dojenacka formula 1

Dojenacka formula 2

Dojenacka formula 3

Dojenacka formula 4

Dojenacka formula 5

M m| O O W >

Dojenacka formula 6
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3.1.1. Priprema uzoraka

Svaki uzorak odredene dojenacke formule pripremio se prema uputama na pakiranju, a ovisio
je o dobi dojenceta.

Broj pripremljenih uzoraka za svaku dojenacku formulu prikazan je u tablici 6.

Tablica 6. Broj pripremljenih uzoraka dojenac¢kih formula

DOJENACKA FORMULA  BROJ UZORAKA
(volumeni u mL)
6 (60-210)

5 (90-210)

4 (90-210)

4 (90-180)

4 (90-180)

6 (60-210)

m m U O @ >

Postupak pripreme svakog uzorka dojenacke formule:

Na analitickoj vagi odvagana je definirana masa (prema uputi s ambalaze) dojenacke formule
koja je ovisila o broju mjerica potrebnim za pripremu svakog uzorka. Na primjer, za dojenacku
formulu A prosjecna masa jedne mjerice na pakiranju je deklarirana kao 4,3 grama te se za
svaki uzorak te dojenacke formule A broj mjerica mnozio sa faktorom 4,3. Isti postupak
primjenjuje se i na ostale dojenacke formule. Zatim se svaki uzorak pomijesao sa koli¢inom
prokuhane vodovodne vode koja je navedena na pakiranju. Temperatura prokuhane vode koja
se koristila ovisila je o temperaturi navedenoj na pakiranju. Na primjer, za dojenac¢ku formulu
A vodu je potrebno ohladiti na 40-50 °C, dok je za dojenac¢ku formulu C vodu potrebno ohladiti
na priblizno 37 °C. Svi uzorci mijesali su se u kupovnim dje¢jim boc¢icama, oznacenim od 1 do

6, ovisno o broju uzorka koji se pripremao (slika 1).
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Slika 1. Bocice u kojima su se mijesali uzorci dojenackih formula, na primjeru dojenacke

formule A (vlastita fotografija)

Nacini pripreme svake dojenacke formule prikazani su u nadolaze¢im tablicama.

U tablici 7 prikazana je priprema uzoraka dojenacke formule A.

Prosje¢na masa jedne mjerice na pakiranju je deklarirana kao 4,3 grama.

Tablica 7. Nacin pripreme uzoraka dojenacke formule A

BROJ UZORKA

BROJ MJERICA

KOLICINA VODE (mL)

60

90

120

150

180

(o2 RIS REF RGO RN \ SRR

~N o o wbdN

210

U tablici 8 prikazana je priprema uzoraka dojenacke formule B.

Prosjecna masa jedne mjerice na pakiranju je deklarirana kao 4,5 grama.

Tablica 8. Nacin pripreme uzoraka dojenacke formule B

BROJ UZORKA BROJMJERICA KOLICINA VODE (mL)
1 3 90
2 4 120
3 5 150
4 6 180
5 7 210
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U tablici 9 prikazana je priprema uzoraka dojenacke formule C.

Prosjecna masa jedne mjerice na pakiranju je deklarirana kao 4,5 grama.

Tablica 9. Nacin pripreme uzoraka dojenacke formule C

BROJ UZORKA BROJMJERICA  KOLICINA VODE (mL)

1 3 90

2 5 150
3 6 180
4 7 210

U tablici 10 prikazana je priprema uzoraka dojenackih formula D te E.

Prosjecna masa jedne mjerice na pakiranju je deklarirana kao 4,5 grama.

Obje dojenacke formule pripremaju se na jednak nacin te su iz toga razloga prikazane u samo

jednoj tablici.

Tablica 10. Nacin pripreme uzoraka dojenackih formula D i E

BROJ UZORKA BROJ MJERICA KOLICINA VODE (mL)
1 3 90
2 4 120
3 5 150
4 6 180

U tablici 11 prikazana je priprema uzoraka dojenacke formule F.

Prosje¢na masa jedne mjerice na pakiranju je deklarirana kao 4,3 grama.

Tablica 11. Nacin pripreme uzoraka dojenacke formule F

BROJ UZORKA BROJ MJERICA KOLICINA VODE (mL)

60
90
120
150
180
210

o Ol B W N
~N oo o B 0PN
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3.2. METODE

Uzorci prokuhane i ohladene vodovodne vode te uzorci pripremljenih dojenackih formula prvo

su pripremljeni u zadanom volumenu.

3.2.1. Energetsko-nutritivni i kemijski sastav dojenackih formula
Za svaki pripremljeni volumen dojenacke formule izra¢unat je energetsko-nutritivni sadrzaj te
kemijski sastav, na osnovu podataka iz priloga 1 i 2. U prilogu 1 i 2 prikazane su energetske i
nutritivne vrijednosti ispitivanih dojenackih formula te njihov sastav. Za energetsku i nutritivou
vrijednost (prilog 1) izradene su matrice sastavljene od 9 stupaca te 59 redaka te se u njima
nalaze informacije preuzete sa nutritivnih deklaracija ispitivanih formula. U prilogu 2 nalaze se
informacije o kemijskom sastavu ispitivanih dojenackih formula, preuzete sa pakiranja te su

prikazane u obliku matrice sastavljene od 8 stupaca i 66 redaka.

3.2.2. Voadljivost i ukupna otopljena kruta tvar

Pri sobnoj temperaturi (cca 22 °C) mjerena je elektricna vodljivost i sadrzaj ukupne otopljene
krute tvari (engl. total disolved solids, TDS). Koristen je konduktometar Omron
(SevenCompact. MettlerToledo, Svicarska) &ija je sonda uronjena u pripremljeni volumen
dojenacke formule te je ovisno o uklju¢enoj skali mjerena vodljivost (uS/cm) ili otopljena kruta
tvar (TDS). Sva mjerenja provedena su u triplikatu.

Prema Rusydi (2017) iz vrijednosti vodljivosti lako se mogu izracunati vrijednosti ukupnih
otopljenih krutih tvari te se njthova medusobna ovisnost moZe procijeniti sljedeCom

jednadzbom:

TDS (22) = k - vodljivost(%) [1]

Vrijednost K rasti ¢e proporcionalno s povecanjem koncentracije iona u vodi. Medutim odnos
izmedu vodljivosti 1 TDS-a nece biti i nije izravno linearan, zato $to on ovisi o aktivnosti
specifi¢nih otopljenih iona, prosje¢noj aktivnosti svih iona u tekuéini te ionskoj jakosti (Rusydi,

2017).
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3.2.3. Apsorpcijski spektri u blisko-infracrvenom podrucju

Dva mjerna uredaja blisko-infracrvene spektroskopije koristena su u ovom radu — laboratorijski
i mikro uredaj. Prvo su snimani praskasti uzorci dojenackih formula te su nakon pripreme
razli¢itih volumena dojenacke formule otpipetirana 4 mL u plasti¢ne kivete i mjerene su

apsorbancije tekucih uzoraka.

3.2.3.1. Laboratorijski NIR instrument

KoriSten je procesni NIR spektrometar Control Development inc., NIR-128-1.7-
USB/6.25/50um, s instaliranim Control Development softverom Spec32 (slika 2). Uzorci su
snimani pomocu sonde (prah i formule). Pripremljene dojenacke formule snimane su u
kivetama, u tamnoj posudici, sa §to manje svjetla iz okoline. Valno podrucje mjerenja stolnog

instrumenta je 904 do 1699 nm. Spektar svakog uzorka sniman je u triplikatu.

Slika 2. Laboratorijski NIR instrument (vlastita fotografija)

3.2.3.2.Mikro NIR instrument

Raspon mjernog podruc¢ja mikro-NIR spektrometra (NIR-S-G1, InnoSpectra Corporation,
Kina) je 900-1700 nm (to¢nost £ 1nm). Mikro-NIR spojen je putem bluetooth-a s tabletom, s
instaliranom aplikacijom za Android, ISC-NIRScan (InnoSpectra Corporation, Kina) (slika 3).

Apsorpcijski spektri su i na ovom uredaju snimani u triplikatu.
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Pafiectance  Absorbance  Watenslty  Reference

Lamp-Stable Time (ms} 625

Scan Configuration Column 1

Start Scan

Normal  Quick Set  Manual Mantan

Slika 3. Mikro NIR instrument (Cori¢, 2023)

3.2.4. Boja pripremljenih dojenackih formula

Za pracenje boja uzoraka, koristen je kolorimetar CM-700d (Konica Minolta Sensing INC,
New York, USA) (slika 4), a biljezene su vrijednosti prema uputama internacionalne komisije
zarasvjetu (franc. Commision Internationale de [’Eclairage, CIE) te je koristena CIELAB skala
boja. U triplikatu su biljeZeni sljede¢i parametri: svjetlina (L"), raspon od crvene (a*) do zelene
(-a”), raspon od zute (b”) do plave (—b"), ton boje (Hue) te zasi¢enje (Chroma) (Strgar Kure¢i¢,
2023; HunterLab, 2008).

Racunate su i razlike za mjerene uzorke u odnosu na mlijeko u prahu (AL", Aa", Ab™ i AE").
AE vrijednost ratuna se kao srednja vrijednost razlika izmedu L", a" i b” vrijednosti standarda

(mlijeko u prahu) i vrijednosti izmjerene na uzorku (dojenacke formule), prema navedenoj

formuli:
AE = ((AL)? + (Aa)? + (Ab)?)1/2 [2]
gdje je:
AL = L1- L2, razlika u svjetlini uzorka (-L" do L") [3]
Aa =ai —ay, razlika u dominaciji crvene (+a”) / zelene (-a") boje [4]
Ab = b1 — by, razlika u dominaciji zute (+b”) / plave (-b") boje. [5]

*1 —mlijeko u prahu ; 2 — dojenacka formula
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Slika 4. Kolorimetar (Gramed, 2023)

3.2.5. Obrada podataka

Rezultati su prikazani u tablicama i grafovima. Za sve mjerene parametre je kao mjera centralne
tendencije racunata aritmeticka sredina, a kao mjera rasprSenja — standardna devijacija.

Za obradu spektralnih podataka koristeni su MS Excel te dodatni program XL STAT (Free
Trial verzija), a multivarijatni alati koristeni u obradi NIR spektara su: analiza glavnih
komponenata (engl. Principal Component Analysis, PCA) te parcijalna regresija metodom
najmanjih kvadrata (engl. Partial Least Squares regression, PLS). Navedeni modeli procijenjeni
su na temelju parametara: (i) koeficijenta determinacije (R?), (ii) standardne pogreske
predikcije (engl. The ratio of prediction to deviation, RPD) te (iii) omjera standardne pogreske

predikcije i raspona mjernih podataka (engl. ratio of error range, RER) (Sun i sur., 2021).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

S obzirom na zadani cilj ovoga istrazivanja, ispitivani parametri te dobiveni rezultati podijeljeni
su u 6 glavnih skupina:
Q) Sli¢nosti/razli¢itosti odvaga mjerica razli¢itih dojenackih formula (slike 5-6) ,
(i) Energetska vrijednost i udio makronutrijenata u dojenac¢kim formulama (slike 7-9),
(ili)  boja (L"a"b”) dojenackih formula (slike 10-16) ,
(iv)  vodljivost i ukupne otopljene krute tvari (TDS) u dojenackim formulama (slika 17),
(V) analiza NIR spektara (slike 18-35) te
(vi)  kemometrijska analiza dojenackih formula (slike 36-39, tablica 12).

Sli¢nosti/razlike odvaga mjerica prikazane su pomocu stupicastih dijagrama te se pomocu njih
nastoje uociti razlike u deklariranim masama mjerica razli¢itih proizvodaca te vrhom punih i
priblizno napunjenih mjerica. Iz dobivenih rezultata dolazi se do zaklju¢aka o tocnosti
deklariranih podataka te energetskom i nutritivnom unosu dojencadi.

Energetske vrijednosti ispitivanih dojenackih formula (preuzete sa pakiranja) prikazane su za
razliCitu starosnu dob pomocu stupicastih dijagrama, dok su udjeli makronutrijenata za svaku
dojenacku formulu (preuzeti sa pakiranja) prikazani kruznim dijagramima. Pomocéu ovih
dijagrama nastoje se uociti razlike u energetskim vrijednostima ovisno o starosnoj dobi te
razlike u udjelima makronutrijenata.

Stupicastim dijagramima prikazani su parametri boje L™, a", b", C"i h” za sve uzorke ispitivanih
dojenackih formula, a radar-dijagramima prikazana su odstupanja boje uzoraka ispitivanih
dojenackih formula u odnosu na boju mlijeka u prahu. Dobiveni podatci omogucuju
razlikovanje boje uzoraka iste dojenacke formule te razlikovanje izmedu uzoraka razli¢itih
dojenackih formula.

Vodljivost i ukupne otopljene krute tvari (TDS) prikazane su takoder stupi¢astim dijagramima,
s ciljem utvrdivanja potencijalnih odstupanja izmedu uzoraka.

Spektroskopska analiza uzoraka provedena je i pomocu dva razlicita NIR spektrometra
(laboratorijskog i mikro) kako bi se istrazio makronutritivni sastav na molekularnoj razini te
uocile kvalitativne sli¢nosti 1/ili razlike.

Na kraju je provedena kemometrijska analiza na svim prikupljenim podacima.
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4.1. SLICNOSTI / RAZLICITOSTI ODVAGA MJERICA

Na slikama koje slijede prikazana su odstupanja priblizno napunjenih i vrhom punih mjerica

(slika 5) te odstupanja vrhom punih mjerica u odnosu na masu mjerice navedene na pakiranju
(slika 6).

4.1.1. Sli¢nosti / razli¢itosti priblizno napunjenih i vrhom punih mjerica

Svi su uzorci vagani na analitickoj vagi, a svaka se odvaga ponovila pet puta. Iz tih odvaga

kasnije se izracunala srednja vrijednost mase mjerice.

10 9,1
8
~ 6
s 3,2
5 4
=
= 2
j=
£ 0
=
o _2 .
-4
. 4,1

m dojenacka formula A m dojenacka formula B mdojenacka formula C

dojenacka formula D m dojenacka formula E mdojenacka formula F

Slika 5. Odstupanje masa priblizno uzetih mjerica i vrhom napunjenih mjerica

S obzirom da dio roditelja i/ili skrbnika dobivene mjerice ne napuni vrhom, ve¢ ih napune
priblizno, potrebno je promotriti masenu razliku do koje u tom slucaju dolazi. Poznato je da se
velika odstupanja masa mjerica povezuju sa povecanim rizikom te pojavno$cu debljine uslijed
povecanog energetskog unosa, a tu hipotezu potvrduju i Appleton i sur. (2018) koji su otkrili
da je kod dojencadi hranjenje dojenackim formulama, a kod kojih su te iste formule bile

napravljene s veCom energetskom vrijednoscu, tjelesna teZzina nakon 6 mjeseci bila veca.

Kod svih uzoraka dojenackih formula postoji odredena razlika u masama priblizno napunjenih
i vrhom punih mjerica, §to je i za oCekivati s obzirom da je preciznost mjerenja kod priblizno
napunjenih mjerica narusena. Kod 5 od 6 ispitivanih dojenackih formula (83,3 %) ustanovljeno
je da je priblizno napunjena mjerica ve¢a od vrhom napunjene mjerice. Tako je kod dojenacke

formule A priblizno napunjena mjerica za 8,8 % veca od vrhom napunjene mijerice, kod
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dojenacke formule D to odstupanje iznosi 9,1 %, kod dojenacke formule E 8,9 % te kod
dojenacke formule F 8,6 %. Vrlo malo odstupanje prisutno je kod dojenacke formule C te ono
iznosi 3,2 %. Iznimku predstavlja dojenacka formula B kod koje je priblizno napunjena mjerica

za 4,1 % manja u odnosu na vrhom napunjenu mjericu (slika 5).

4.1.2. Sli¢nosti / razli¢itosti deklariranih masa mjerica te vrhom punih mjerica

Postotci odstupanja vrhom punih mjerica u odnosu na masu mjerice navedene na pakiranju

prikazani su stupiCastim dijagramom, a svaka je odvaga ponovljena pet puta.
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-6.,6 _6.12

odstupanje od deklaracije (%)
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m dojenacka formula A m dojenacka formula B mdojenacka formula C

dojenacka formula D m dojenacka formula E mdojenacka formula F

Slika 6. Postotak odstupanja vrhom pune mjerice u odnosu na masu mjerice na pakiranju

Usporedujuc¢i mase vrhom punih mjerica te mase deklarirane na pakiranju, vidljivo je da je kod
pola uzoraka dojenackih formula (50 %) masa mjerice manja u odnosu na onu deklariranu na
pakiranju te da je kod druge polovice uzoraka ta masa veca u odnosu na onu deklariranu na
pakiranju. Manje mase mjerica vidljive su kod uzoraka dojenackih formula A, C i F, dok su

veée mase primijecene kod uzoraka B, D i E (slika 6).

Masa mjerice uzorka A manja je za 6,6 % od one deklarirane, uzorka C 1,7 %, a uzorka F 6,2
%. S druge strane, masa mjerice uzorka B vecéa je od one deklarirane za 1,8 %. Znacajna
odstupanja u masama mjerica u odnosu na deklarirane pokazuju uzorci D i E, gdje uzorak D
odstupa za ¢ak 13,3 %, a uzorak E za 10,7 % (slika 6).
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Prema studiji Altazan i sur. iz 2019.godine, koriste¢i standardne upute pripreme proizvodaca,

80 % pripremljenih dojenackih formula sadrzavalo je koli¢ine formule u prahu veée od

preporucene, §to je dovelo do potencijalnog prekomjernog unosa od priblizno 11 % dnevnih

energetskih potreba.

4.2. ENERGETSKA VRIJEDNOST I UDIO MAKRONUTRIJENATA U
DOJENACKIM FORMULAMA

Energetska vrijednost te udio makronutrijenata u dojenackim formulama s obzirom na dob,

izraCunati su prema podatcima navedenim na pakiranju.

Na slici 7 prikazane su energetske vrijednosti dojenackih formula s obzirom na starosnu dob,

preuzete sa deklaracije.
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Slika 7. Energetske vrijednosti dojenackih formula A(1)-F(6) prema starosti dojencadi
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Slika 7. Energetske vrijednosti dojenackih formula A(1)-F(6) prema starosti dojencadi -
nastavak

Iz slike 7 vidljiv je trend povecéanja energetske vrijednosti dojenackih formula sa starosnom
dobi. Dojenacka formula A najvecu energetsku vrijednost pokazuje za starosnu dob od 5
mjeseci, jednako kao i dojenacka formula F. Dojenacke formule C, D te E najvise vrijednosti

energetskog unosa pokazuju za starosnu dob od 4 mjeseca.

Kod dojenackih formula A, C, D, E i F energetska vrijednost nakon 4. ili 5.mjeseca starosti
(ovisno o dojenackoj formuli) pada, Sto se povezuje sa potrebom za uvodenjem dohrane kako
bi se zadovoljile potrebe dojencadi (UNICEF Parenting, 2023; Babycentre, 2021). Jedina je
iznimka dojenacka formula B kod koje energetska vrijednost nakon 5.mjeseca sStarosti ne pada

radi uvodenja dohrane, ve¢ nastavlja rasti, i to za ¢ak 117 kcal.

Energetske potrebe dojen¢adi hranjene dojenackim formulama, u dobi od jednog mjeseca, vece
su za oko 15 %, dok su u dobi od 6 mjeseci te potrebe za oko 7 % vece, u usporedbi s dojenom
djecom. Takva dojencad unosi oko 26 % viSe energije te pokazuje visi prosjek povecanja
tjelesne tezine u odnosu na dojenu dojenc¢ad. Ova povecana brzina ranog debljanja povezuje se
sa povecanjem rizika od razvoja pretilosti 1 dijabetesa tip 2 u kasnijoj zivotnoj dobi

(Fleddermann i sur., 2014).

2005.godine objavljen je rad u kojemu se navode energetske potrebe dojencadi (djecaka i
djevojCica) hranjene iskljucivo dojenackim formulama (Butte, 2005). Prema tome je radu
energetska potreba dojencadi starosne dobi jednog mjeseca priblizno 534 kcal, dok su kod
ispitivanih dojenackih formula te vrijednosti u rasponu od 452 do 536 kcal. Energetske potrebe
dojencadi starosne dobi dva mjeseca prema istome radu iznose oko 583 kcal, dok ispitivane
dojenacke formule za istu starosnu dob sadrzavaju 528 do 578 kcal. Za starosnu dob tri do Cetiri

mjeseca energetske potrebe dojencadi prema Butte (2005) iznose oko 609 odnosno 584 kcal,
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dok ispitivane dojenacke formule sadrzavaju izmedu 561 te 683 kcal. Energetske potrebe za
dojencad starosne dobi pet do Sest mjeseci prema navedenom radu iznose izmedu 619 te 642
kcal, dok ispitivane dojenacke formule sadrzavaju izmedu 620 te 787 kcal. Dakle, te se
energetske vrijednosti u odnosu na energetsku vrijednost ispitivanih dojenackih formula
minimalno razlikuju, ali s obzirom da se radi o radu iz 2005.godine, za vjerovati je da su se

vrijednosti do danas korigirale.

DOJENACKA FORMULA A DOJENACKA FORMULA B

1 2
mmasti mugljikohidrati m proteini mmasti Wugljikohidrati ™ proteini
DOJENACKA FORMULA € DOJENACKA FORMULA D
3 4 .
mmasti  Wugljikohidrati  ® proteini mmasti  Wugljikohidrati ™ proteini
DOJENACKA FORMULA E DOJENACKA FORMULA F
5 mmasti mugljikohidrati = proteini 6 mmasti Wugljikohidrati m proteini

Slika 8. Udjeli makronutrijenata za uzorke dojenackih formula A(1)-F(6)

1z slike 8 vidljivo je da gotovo sve ispitivane dojenacke formule sadrzavaju jednake koli¢ine
proteina, dok se udjeli masti i ugljikohidrata razlikuju. Sve dojenacke formule sadrzavaju oko

8-9 % proteina, $to se povezuje sa sporijim debljanjem te smanjenim rizikom od razvoja
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pretilosti kod djece do 6 godina (Echavez, 2019). Tako uzorci A i F sadrzavaju 43 %
ugljikohidrata te 49 % masti, dok uzorci B, C, D i E sadrzavaju 47-48 % ugljikohidrata te 43-
45 % masti. Dakle, uzorci A 1 F sadrzavaju veéi udio masti i manji udio ugljikohidrata, dok je

kod uzoraka B, C, D i E obrnuto - ve¢i je udio ugljikohidrata te je manji udio masti.

Prema Cibari¢ (2016), masti bi u ovoj dobi trebale osiguravati 35-50 % ukupnog unosa
energije, Sto odgovara dobivenim vrijednostima. Ugljikohidrati bi trebali osiguravati 30-40 %
ukupnog unosa energije, medutim sve ispitivane dojenacke formule sadrze neSto vece

vrijednosti (u rasponu su od 43 % do 48 %).

Usporedujué¢i udjele makronutrijenata ispitivanih dojenackih formula sa udjelima
makronutrijenata u maj¢inom mlijeku prema Komes (2019) vidljivi su sljedeéi rezultati — udio
masti u dojenackim formulama (43-49 %) manji je u odnosu na udio masti u maj¢inom mlijeku
(50-60 %), udio proteina (8-9 %) gotovo je upola manji u odnosu na udio proteina u maj¢inom
mlijeku (20 %), dok je udio ugljikohidrata u dojenac¢kim formulama (43-48 %) veéi u odnosu

na maj¢ino mlijeko (40 %).

Sastav makronutrijenata dojenackih formula razlikuje se od proizvodaca do proizvodaca, a na
rast i razvoj dojencadi ima znacajan utjecaj. Prema Mennella i sur. (2018) razlike u sastavu
makronutrijenata utje¢u na okus, zasi¢enost te brzinu povecanja tjelesne tezine u dojenéadi koja
se njima hrani. Takoder je ustanovljeno da se razlike u sastavu makronutrijenata povezuju i sa
razlikama u antropometrijskim parametrima dojencadi (Young, 2020). Nadalje, Mennella i sur.
(2022) dokazali su povezanost izmedu razlika u makronutritivnom sastavu razli¢itih dojenackih

formula te sastava crijevne mikrobiote.

lako su nutritivne 1 energetske vrijednosti dojenackih formula standardizirane te nastoje biti Sto
slicnije maj¢inom mlijeku, to moze biti i problem. Naime, energetske i hranjive potrebe
dojencadi ovise o mnogim ¢imbenicima, kao $to su dob, tjelesna visina te brzina rasta. Dojena
su djeca obi¢no sposobna regulirati unos hrane kako bi zadovoljili svoje energetske potrebe, a
1 majcino tijelo moZe proizvesti takvo mlijeko koje ¢e sastavom biti prilagodeno djetetovim
energetskim te makronutritivnim potrebama u razli¢itim fazama rasta. Nasuprot tome,
dojenacke formule zbog svojih standardiziranih vrijednosti mogu osigurati dojencadi pretjeranu
energetsku vrijednost te hranjive tvari ovisno o stupnju razvoja, a i hranjenje na bocicu ¢esto
potice dojencad da jede viSe od onoga Sto im je potrebno. Iz toga su razloga mnoga istrazivanja
pokazala da dojenéad hranjena dojenackim formulama ima veéu vjerojatnost razvoja

prekomjerne tjelesne mase (Liu, 2013; Hester i sur., 2012).
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Kako bi se ispitala slicnost medu dojenackim formulacijama, svi podaci o nutritivnom sastavu
za svih 6 dojenackih formula analiziran je primjenom toplinske mape (slika 9). Analiza
znacajnosti varijabli pokazala je kako se parametri do karnitina (prilog 1) trebaju uzeti u
razmatranje slicnosti i1 razlika. Toplinske mape bojom pokazuju sli¢nosti/razlike te je u ovom
prikazu — tamnocrveno ono $to je koli¢inski najniZe, pa preko bijele (srednje vrijednosti) do
tamnoplave koje predstavljaju najvece koli¢ine promatranog parametra. Ista boja ukazuje na
iste ili vrlo sli¢ne koli¢ine promatranog parametra. U studiji Chen-a i suradnika (2022) upravo
su toplinske mape koriStene u istrazivanju formula za dojen¢ad nadopunjenu 1,3-olein-2-
palmitinom koja regulirala imunitet, crijevnu mikrobiotu i metabolite miSeva koloniziranih

izmetom zdrave dojencadi (Chen i sur., 2022).
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Slika 9. Toplinska mapa za osnovni kemijski sastav za analizirane dojenacke formule

Analizom toplinske mape (slike 9), vodoravni dendrogram pokazuje kako se navedenih 6

dojenackih formula moze podijeliti u dvoje osnovne skupine, gdje zadnje tri ¢ine jednu skupinu,
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a prve tri drugu skupinu, medutim u toj skupini je veca sli¢nost izmedu dojenacke formule B i
D. Okomiti dendrogram upucuje grupiranje promatranih energetsko-nutritivnih parametara
(koji su izdvojeni kao znacajni) te je po bojama vidljivo kako su zadnje dvije (formula A i F)
gotovo identi¢ne po sadrzaju promatranih parametara te se znacajno razlikuju od dojenacke
formule B u gotovo svim promatranim parametrima, osim sadrzaju proteina Koji su 1,4 vs 1,5
g u promatranim dojenackim formulama. Toplinske mape se koriste kao alat za kvalitativno
utvrdivanje sli¢nosti uzoraka (Barton i sur., 2020), §to potvrduje i primjena na grupiranju
dojenackih formula prema kemijskom sastavu (tj. varijablama koje su se izdvojile kao

znacajne).

4.3. BOJA DOJENACKIH FORMULA

4.3.1. Kolorimetrija

Boja je temeljno opti¢ko svojstvo prehrambenih proizvoda, zbog svoje uloge u pokazivanju
kriti¢nih podataka kao §to su ispravnost, dozrijevanje ili svjezina proizvoda. Vrijednost L*
opisuje stupanj svjetline boje te moZe imati vrijednosti od 0 (crno) do 100 (bijelo). Ona se
povezuje sa ukupnim sadrzajem pigmenata u prehrambenim proizvodima, 0dnosno veéi sadrzaj
pigmenata podrazumijeva vecu apsorpciju svjetlosti te posljedicno manju refleksiju ili
propusnost, ¢ineéi proizvod tamnijim ili neprozirnijim. Zasiéenje boje (C) i ton boje (h")
izravno se dobivaju iz vrijednosti a” i b" te su bolje u korelaciji s ljudskom vizualnom
percepcijom boja (Saluena i sur., 2019). Vrijednost a” predstavlja kretanje boje od crvene (+a”)
do zelene (-a"), dok vrijednost b* predstavlja kretanje boje od zute (+b”) do plave (-b")
(Milovanovic i sur., 2020).

Na slikama 10-15 prikazane su L*, a*, b*, C” i h” vrijednosti za dojenacke formule A-F.
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L* za dojenacku formulu A h™1 C” za dojenacku formulu A

60,2 180 3
160
60 140 2,5
- - 120 2
~ : = 100
= < gp 15 )
S 596 60 1L
g 40
= 59,4 0,5
= ' 20
- 0 0
59,2 i W e
S W \ ks)
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.r:b £ {b {b {b- {b
9° $ © © S9° uzorei dojenacke formule
NN R CEEE U ]
A uzorci dojenacke formule B mh* XC*
a”1b" za dojenacku formulu A
2
= n 01 B b 0 B
20
Z ugllk A1l @Bk A2 uEBk A3 ugBlhk A4 U@k AS @Bk AG
£
2
5 -2
-3 S
uzorci dojenacke formule
C

Ha* mb*

Slika 10. Vrijednosti (A) svjetline L*,(B) parametri h*, C" te (C) parametri boje a” i b*,za

dojenacku formulu A

Zasiéenje bojom (Croma, C”), odnosno svjetlina (L"), mijenja se ovisno o dojenackoj formuli

pripremljenoj za razli¢itu starosnu dob, za koju je taj uzorak namijenjen.

Za dojenacku formulu A najsvjetlijim se uzorkom pokazao uzorak A3 (L"=59,9), koji je
namijenjen dojencadi dobi 5-8 tjedana, zatim uzorak A4 (L"=59,85) za starosnu dob 3-4
mjeseca, A2 (L"=59,8) za starosnu dob 3-4 tjedana, A5 (L"=59,4) za starosnu dob 5 mjeseci te
A6 (L"=59,3) za starosnu dob starijih od 6 mjeseci. Najmanje svijetlim pokazao se uzorak Al
(L"=59,1), namijenjen za dojenéad dobi 1-2 tjedna. Dakle, iz dobivenih rezultata vidljivo je da
su svi uzorci dojenacke formule A priblizno jednako svijetli (slika 10). Nijansa boje (h")
najizrazenija je za uzorak Al te iznosi 154,5, dok je najmanje izrazena za uzorak A5 te iznosi
149,7. Sukladno tim vrijednostima, uzorak A1 pokazuje najmanje zasi¢enje boje (C* = 2,4),

dok najvece zasi¢enje boje pokazuje uzorak A4 (C"=2,5). Vrijednost a” za sve je uzorke
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dojenacke formule A negativna te iznosi izmedu -2,1 i -2,2 $to govori o dominaciji zelene boje.
Obrnuto vrijednosti a”, vrijednosti b” za sve su uzorke pozitivne te iznose izmedu 1,0 i 1,2 §to

ukazuje na dominaciju Zute boje.

L* za dojenacku formulu B h*1 C" za dojenacku formulu B
61,5 160 3
140 25
. 6l 120
N 100 2
z 605 ‘= 80 15 %
-+ 60 1
2 60 40
B 0,5
” 595 20
0 0
59 R S AR a2
N o, - & ~ &?\’b & & & &
o oy o
P PR & ¢ & & ¢
F & & F &
& & & & & o
R N U G uzorci dojenacke formule
A uzorci dojenacke formule B mh* xC*
a”1b" za dojenacku formulu B
2

[y

o

lkBl Ik B2 Ik B3 Ik B4 Ik B

uzorci dojenacke formule
C ma* mb*

vrijednosti a” i b"
=

Slika 11. Vrijednosti (A) svjetline L*,(B) parametri h*, C" te (C) parametri boje a” i b*,za

dojenacku formulu B

1z dobivenih rezultata vidljivo je da su svi uzorci dojenacke formule B priblizno jednako svijetli
(L") te im se vrijednosti kreéu izmedu 60,1 za uzorak B2 i 61,1 za uzorak B3 (slika 11). Nijansa
boje (h") najizrazenija je za uzorak B2 te iznosi 145,7, dok je najmanje izraZena za uzorak B5
te iznosi 138,3. Sukladno tome, uzorak B2 sa najizrazenijom nijansom boje pokazuje najmanje
zasi¢enje boje (C"=2,2), a uzorak B5 sa najmanje izrazenom nijansom boje pokazuje najvede
zasi¢enje boje (C"=2,5). Vrijednost a” za sve je uzorke dojenacke formule B negativna te iznosi
izmedu -1,8 i -1,9 §to govori o dominaciji zelene boje. Obrnuto vrijednosti a”, vrijednosti b* za

sve su uzorke pozitivne te iznose izmedu 1,3 i 1,7 §to ukazuje na dominaciju Zute boje.
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L"* za dojenacku formulu C h™1 C" za dojenacku formulu C
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uzorak uzorak uzorak uzorak
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vrijednosti L"

uzorak wuzorak uzorak uzorak AU
C1 2 C3 C4 uzorci dojenacke formule

A uzorci dojenacke formule B mh* XC*

a1 b” za dojenacku formulu C
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vrijednosti a" i b"
[en]

uzorci dojenacke formule
C ma* mb*

Slika 12. Vrijednosti (A) svjetline L*,(B) parametri h*, C" te (C) parametri boje a” i b*,za

dojenacku formulu C

Svi uzorci dojenacke formule C priblizno su jednako svijetli te poprimaju vrijednosti izmedu
L"=60,6 za uzorak C2 i L"=61 za uzorak C1 (slika 12). Nijansa boje (h*) najizraZenija je za
uzorak C2 te iznosi 121,7, dok je najmanje izraZzena za uzorak C3 te iznosi 120,6. Sukladno tim
vrijednostima, uzorak C2 pokazuje najmanje zasi¢enje boje (C* = 3,0). Najvedée zasi¢enje boje
pokazuje uzorak C1 (C"=3,1). Vrijednost a" za sve je uzorke dojenacke formule C negativna te
iznosi izmedu -1,58 i -1,61 §to govori o dominaciji zelene boje. Obrnuto vrijednosti a”,
vrijednosti b* za sve uzorke poprimaju pozitivne vrijednosti te iznose izmedu 2,6 i 2,7 §to

ukazuje na dominaciju Zute boje.
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L* za dojenacku formulu D h* 1 C* za dojenacku formulu D
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Slika 13. Vrijednosti (A) svjetline L*,(B) parametri h*, C" te (C) parametri boje a” i b*,za

dojenacku formulu D

Za dojenacku formulu D, najsvjetlijim se uzorkom pokazao D4 (L"=56,1) namijenjen dojencadi
od navrSenih 4 mjeseca, zatim D2 (L"=56,0) namijenjen starosnoj dobi od 3 mjeseca te D1
(L"=55,8) namijenjen starosnoj dobi od 2-8 tjedana, dok se najmanije svijetlim pokazao uzorak
D3 (L"=54,3) namijenjen dojendadi starosne dobi 4 mjeseca (slika 13). Nijansa boje
najizraZenija je za uzorak D3 (h"=188,1), dok je zasi¢enje boje za isti uzorak najmanje (C"=1,3).
Uzorak D4 pokazuje najmanje izrazeni h"=158,2, a sukladno tome taj isti uzorak pokazuje
najvece zasiéenje boje (C"=1,4). Vrijednost a" za sve uzorke dojenacke formule D poprima
negativne vrijednosti izmedu -1,3 i -1,34, §to upuéuje na dominaciju zelene boje. Vrijednosti
b” za uzorke D1 (0,4), D2 (0,5) i D4 (0,52) poprimaju pozitivne vrijednosti $to upuéuje na
dominaciju Zute boje. Uzorak D3 pokazuje negativnu b” vrijednost (-0,2) $to, uz dominaciju

zute boje, ukazuje i na dominaciju plave boje.
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L* za dojenacku formulu E h™ i C" za dojenacku formulu E
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Slika 14. Vrijednosti (A) svjetline L*,(B) parametri h”", C* te (C) parametri boje a” i b*,za

dojenacku formulu E

Kod dojenacke formule E, svjetlina uzoraka poprilicno je ujednacena te se krece izmedu
vrijednosti L"=54,6 za uzorak E1 i L"=55,3 za uzorak E4 (slika 14). Najvece zasi¢enje boje
(C") pokazuje uzorak E2 (1,3), dok najmanje zasiéenje boje pokazuje uzorak E4 (1,2).
Zanimljivo je da uzorak E2 sa najve¢im zasi¢enjem boje pokazuje i najizrazeniju nijansu boje
(h"=189,4), dok uzorak E4 sa najmanjim zasiéenjem boje pokazuje najmanje izrazenu nijansu
boje (h"=174,3). Vrijednosti a” poprimaju negativne vrijednosti za sve uzorke u rasponu od -
1,2 do -1,3 §to ukazuje na dominaciju zelene boje. Vrijednosti b* za uzorke E1, E2 i E3
poprimaju negativne predznake te iznose -0,19, -0,21 i -0,1 $§to ukazuje na dominaciju plave

boje, dok uzorak E4 poprima pozitivan predznak (0,1) $to ukazuje na dominaciju zute boje.
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L* za dojenacku formulu F h*1 C* za dojenacku formulu F
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Slika 15. Vrijednosti (A) svjetline L*,(B) parametri h”", C* te (C) parametri boje a” i b*,za

dojenacku formulu F

Vrijednosti svjetline uzoraka (L) za dojenacku formulu F pokazuju najvie vrijednosti kod
uzorka F2 (61,2) sto ukazuje da je on najsvjetliji (slika 15). Suprotno tome, najmanje svijetli
uzorak, sa najnizom vrijednosti L", je uzorak F6 (60,6). Nijansa boje najizrazenija je za uzorak
F6 te iznosi h"=145,5, dok je najmanje izraZena nijansa boje primijeéena za uzorak F5 te iznosi
h"=141,7. Sukladno tome, najmanje zasi¢enje boje (C*) primijeceno je za uzorak F6 sa
najizrazenijom nijansom te iznosi 1,9. Najvece zasi¢enje boje primijeceno je za uzorak F2 te
iznosi 2,0. Vrijednosti a” za sve uzorke dojenacke formule F poprimaju negativne vrijednosti
te iznose izmedu -1,55 i -1,6 §to ukazuje na dominaciju zelene boje, dok vrijednosti b* za sve

uzorke poprimaju pozitivne vrijednosti izmedu 1,1 i 1,2 §to ukazuje na dominaciju Zute boje.
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Svjetlina uzoraka ispitivanih dojenackih formula (L") poprili¢no je ujednadena za sve uzorke te

se krec¢e u rasponu od 54,3 do 61,1.

Vrijednosti a” za sve su uzorke ispitivanih dojenackih formula negativnog predznaka, §to

ukazuje na dominaciju zelene boje.

Vrijednosti b* pozitivnog su predznaka za sve uzorke dojenackih formula A, B, C i F, §to
upucuje na dominaciju Zute boje. Medutim, kod uzoraka D3 te El, E2 i E3 te vrijednosti
poprimaju negativan predznak Sto upucuje na dominaciju plave boje. S obzirom da uzorci D1,
D2 i D4 poprimaju pozitivne vrijednosti, u ovome se slu¢aju vjerojatno radi o ljudskoj pogresci

ili neujednacenosti sastava te dojenacke formule.

Kod dojenackih formula A, B te D moze se vidjeti da su vrijednosti C* i h” obrnuto —
proporcionalne, odnosno da je kod uzoraka sa najveéim C” prisutan najmanji h*, i obrnuto. Ta
obrnuto — proporcionalna povezanost ovih parametara dokazana je i u istrazivanju Maji¢
(2023). Dojenacka formula E za najveéu vrijednost C* pokazuje i najveéu vrijednost h”, ali isto
tako za najmanju vrijednost C” pokazuje najmanju vrijednost h” te se na nju ne moze primijeniti

obrnuto — proporcionalno svojstvo.

4.3.2. Usporedba boja dojenackih formula i mlijeka u prahu

Prema Strgar Kureci¢ (2023), jedna od najvaznijih prednosti kolorimetra je moguénost izracuna
delta E (AE) vrijednosti — vrijednosti razlike boja na temelju razlika u svjetlini, tonu i

kromati¢nosti.

Na osnovi vrijednosti kolorimetrijske razlike moze se provesti jednostavno ocjenjivanje

odstupanja boja i to prema slijede¢im kriterijima:
Ukoliko je: AE < 0,2 ; razlika boja nije primjetna
AE = 0,2 -1 ; razlika boja je primjetna
AE =1 -3 ; razlika boja se vidi
AE =3 -6 ; razlika boja se dobro vidi
AE > 6 ; postoje oCigledna odstupanja boja (Strgar Kureci¢, 2023).

Koriste¢i AE vrijednost, naslici 16 prikazane su razlike u boji dojenackih formula A-F u odnosu

na mlijeko u prahu.
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Dojenacka formula A Dojenacka formula B

uzorak Al uzorak B1

6 7

5 6,

uzorak A6 uzorak A2
uzorak B5S uzorak B2
uzorak A5 uzorak A3
l uzorak B4 uzorak B3
uzorak A4 2
Dojenacka formula C Dojenacka formula D

uzorak C1 uzorak D1

8

2
uzorak C4 uzorak C2 uzorak D4 uzorak D2
uzorak C3 4 uzorak D3
Dojenacka formula E Dojenacka formula F

uzorak E1 uzorak F1

2 8
15

uzorak F6 uzorak F2
uzorak E4 uzorak E2
uzorak F5 uzorak F3

uzorak E3 uzorak F4

Slika 16. Razlike u boji dojenackih formula A(1)-F(6) i mlijeka u prahu

Boja je jedna od osnovnih percepcija te je od iznimne vaznosti za povezivanje i procjenjivanje

sli¢nosti uzoraka, upravo sa parametrom kao $to je AE (Mokrzycki i Tatol, 2011).

Vrijednosti AE za uzorke dojenackih formula D i E iznose izmedu 1,3 1 2, §to ukazuje na razlike

u boji ovih dojenackih formula i mlijeka u prahu koja je vidljiva.

AE za uzorke dojenacke formule A varira izmedu 4,5 te 5,3 Sto znaci da se razlika u boji ove

dojenacke formule i mlijeka u prahu dobro vidi.

Kod uzoraka dojenacke formule C, AE vrijednost iznosi > 6, §to ukazuje na postojanje

ociglednog odstupanja u boji ove dojenacke formule u odnosu na mlijeko u prahu.
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Kod dojenackih formula B i1 F, AE vrijednosti variraju izmedu 5,5 te 6,4. S obzirom na vecu
prisutnost rezultata > 6, kod ovih dojenackih formula postoje ocigledna odstupanja u boji u

odnosu na mlijeko u prahu.

U istrazivanju Maji¢ (2023), gdje su proucavane razlike u boji dojenackih formula za posebne
potrebe 1 mlijeka u prahu, ustanovljeno je pak da niti jedna dojenacka formula ne pokazuje

ocigledno odstupanje u boji u odnosu na boju mlijeka u prahu (AE > 6).

4.4. VODLJIVOST | UKUPNE OTOPLJENE KRUTE TVARI (TDS) U
DOJENACKIM FORMULAMA
Vodljivost je mjera sposobnosti vode da provodi elektri¢nu struju i uobicajeno se mjeri u mikro-
ili milisiemensima po centimetru (uS/cm ili mS/cm). Ta sposobnost izravno se povezuje s
koncentracijom iona u vodi, a ovi vodljivi ioni potjecu od otopljenih soli i anorganskih
materijala kao $to su luzine, kloridi, sulfidi i karbonati. Spojevi koji se otapaju u ione, takoder
su poznati kao elektroliti. Vodljivost vode biti ¢e veca §to je u njoj viSe iona prisutno, odnosno
njena vodljivost biti ¢e manja $to je u vodi prisutno manje iona (Fondriest, 2014). U nekoliko
objavljenih istrazivanja, vodljivost se koristila za mjerenje sadrzaja soli u suhoj Sunki,

oslobadanja soli u ustima te kvalitete krvi i vode (Ali i sur., 2023).

Ukupne otopljene krute tvari (TDS) zbroj su svih ionskih ¢estica manjih od 2 mikrona (0,0002
cm). To ukljucuje sve disocirane elektrolite te druge spojeve kao Sto su otopljene organske

tvari, a naj¢esce se izrazavaju u miligramima po litri (mg/L) (Fondriest, 2014).

Izvori materijala za vodljivost 1 TDS mogu potjecati iz prirode, to jest geoloskih uvjeta i morske
vode, ali i iz ljudskih aktivnosti, odnosno kuénog i industrijskog otpada te poljoprivrede
(Rusydi, 2017).
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Slika 17. Vodljivost i TDS (ukupne otopljene krute tvari) za sve uzorke dojenackih

formula

Iz slike 17 vidljivo je da vrijednosti TDS-a prate vrijednosti vodljivosti te da su one vrlo sli¢ne
za sve uzorke odredene dojenacke formule, §to je i za o€ekivati s obzirom da vodljivost i TDS
medusobno ovise. Takoder je uo¢eno da najveée vrijednosti TDS-a pokazuju uzorci dojenacke

formule C te dojenacke formule D.

4.5. ANALIZA NIR SPEKTARA

NIR spektroskopija uobiéajeno se koristi za odredivanje sastava te funkcionalnu i senzorsku
analizu sastojaka hrane (Osborne, 2006). Prema Matijevi¢ i Blazi¢ (2008) spektroskopija se,
osim za kvalitativnu i kvantitativnu analizu sastojaka mlijeka i mlije¢nih proizvoda, moze
koristiti i za utvrdivanje ukupnog broja bakterija u sirovom mlijeku. Balabin i Smirnov (2011)
utvrdili su da je upravo NIR spektroskopija u¢inkovit alat za otkrivanje melamina u mlije¢nim

proizvodima, kao $to su mlijeko, mlijeko u prahu ili dojenacke formule.

Implementacija NIR spektroskopije u prehrambenoj industriji nudi brojne prednosti koje
ukljucuju optimizaciju i kontrolu sirovina, smanjenje vremena procesiranja, zamjenu skupih 1
sporih laboratorijskih ispitivanja, a Sto je najvaZznije, omogucava kontinuirano ucenje,

zamisljanje i inovaciju proizvoda (Grassi i Casiraghi, 2022).

Apsorbancija mjerena laboratorijskim NIR spektrometrom mjerena je kako bi se ustanovile
potencijalne slicnosti 1 razlike uzoraka dojenackih formula na molekularnoj razini.

Laboratorijski NIR spektrometar imao je raspon valnih duljina od 904 do 1699 nm.
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4.5.1. Spektri apsorbancije (AU) snimljeni laboratorijskim NIR spektrometrom

Slikama 18-23 prikazane su sli¢nosti i razlike spektara razli¢itih volumena dojenackih formula

te suhih uzoraka.

Dojenacka formula A

35
3
2,5
% ﬂH‘/"'--h“‘_“-ﬁ--nﬁfl/’
’ — J
1,5
1
904 1004 1104 1204 1304 1404 1504 1604 1704

valna duljina (nm)

—UA 70mL —UA 100 mL UA 135mL UA 170
—UA 200mL ——TUA 235mL. ——TUA suhiuzorak

Slika 18. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule A (UA), snimljeni
laboratorijskim NIR spektrometrom

Dojenacka formula B

3,5

2,5

AU

1,5

904 1004 1104 1204 1304 1404 1504 1604 1704
valna duljina (nm)

—UB_100 mL —UB_135mL UB 170 mL
UB 200mL =——TUB 235mL ——UB suhi uzorak

Slika 19. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule B (UB), snimljeni

laboratorijskim NIR spektrometrom
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Dojenacka formula C

904 1004 1104 1204 1304 1404 1504 1604 1704
valna duljina (nm)

—UC_100mL ——UC_170mL ——UC_200mL

UC 235mL  ——7UC_suhi uzorak

Slika 20. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule C (UC), snimljeni

laboratorijskim NIR spektrometrom

Dojenacka formula D

AU

—/

904 1004 1104 1204 1304 1404 1504 1604 1704
valna duljina (nm)

—UD _100 mL —UD _135mL —UD_170 mL
UD 200mL  ——UD suhiuzorak

Slika 21. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule D (UD), snimljeni

laboratorijskim NIR spektrometrom
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Dojenacka formula E

3,5
2,5

2 _/

1,5

AU

1
904 1004 1104 1204 1304 1404 1504 1604 1704

valna duljina (nm)
—UE_100 mL —UE _135mL UE 170 mL

UE 200mL  ——TUE suhi uzorak

Slika 22. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule E (UE), snimljeni

laboratorijskim NIR spektrometrom

Dojenacka formula F

—/

904 1004 1104 1204 1304 1404 1504 1604 1704
valna duljina (nm)

—UF_70 mL —UF _100 mL UF _135mL UF_170 mL
——7UF 200mL ——7UF 235mL =——TUF suhi uzorak

Slika 23. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule F (UF), snimljeni
laboratorijskim NIR spektrometrom

Iz navedenih slika vidljivo je da je trend razli¢itih volumena dojenackih formula vrlo sli¢an te

ga prati i trend suhog uzorka.

Apsorpcijske krivulje svih pripremljenih dojenackih formula pokazuju peakove karakteristi¢ne
za odredene funkcionalne skupine. Prvi peak vidljiv je pri valnoj duljini od priblizno 950 nm,
Sto prema apsorpcijskoj vrpci iz priloga 3. odgovara N-H vezi te upucuje na prisutnost proteina.

Sljedeci peak javlja se pri valnoj duljini od priblizno 1150 nm, §to prema apsorpcijskoj vrpci
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(prilog 3) odgovara C-H vezi te govori o prisutnosti ugljikohidrata u ispitivanim dojenackim
formulama. Pri valnoj duljini od priblizno 1400-1500 nm javlja se peak karakteristican za
hidroksilnu skupinu (O-H ), a koji govori o prisutnosti vode (prilog 3). Kod priblizno 1650 nm
valne duljine dolazi do porasta apsorpcijske krivulje §to prema apsorpcijskoj vrpci iz priloga 3.

ukazuje na prisutnost C-H veza, odnosno ugljikohidrata.

Apsorpcijske krivulje suhih uzoraka zbog nedostatka vode nemaju specifiGan oblik
apsorpcijskih krivulja (u rasponu valnih duljina od 1400 do 1550 nm) pripremljenih dojenackih

formula.

Mlyjeko u prahu

3,5

AU

2,5

1,5

904 1004 1104 1204 1304 1404 1504 1604 1704
valna duljina (nm)

MUP MUP_suhi uzorak

Slika 24. Spektar apsorbancije mlijeka u prahu (MUP), snimljen laboratorijskim NIR

spektrometrom

Na slici 24 prikazan je spektar apsorbancije pripremljenog mlijeka u prahu te suhog uzorka
mlijeka u prahu, snimljen laboratorijskim NIR spektrometrom. Kod suhog uzorka prvi peak
vidljiv je pri valnoj duljini od priblizno 1150 nm, $to prema apsorpcijskoj vrpci iz priloga 3.
ukazuje na prisutnost C-H veza, odnosno ugljikohidrata. Pri priblizno 1400 nm valne duljine
pojavljuje se peak koji ukazuje na prisutnost OH- skupine (prilog 3), odnosno vode, koju ovaj
uzorak, iako se radi o suhom uzorku, sadrzava. Kao i kod pripremljenih dojenackih formula,
pri priblizno 1650 nm valne duljine dolazi do porasta apsorpcijske krivulje, §to ukazuje na

prisutnost C-H veza, odnosno ugljikohidrata (prilog 3).
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Prema Pu i sur. (2019) u odnosu na punomasno mlijeko (udio masti 3-5 %) koje obiluje masnim
globulama 1 uzrokuje rasprSenje svjetla, kroz obrano mlijeko NIR svjetlost lakse prodire te

samim time daje detaljniji spektar apsorbancije i viSe informacija o njegovu sastavu.

4.5.2. Spektri apsorbancije (AU) snimljeni prijenosnim (mikro) NIR spektrometrom

Primjena mikro NIR spektroskopa donosi znacajne prednosti u podru¢ju analize hrane.
Kombinacija njegove prenosivosti i izravne primjene na licu mjesta s visokom propusnoscu i
neinvazivnim nacinom analize, odluc¢ujuéa je prednost u prehrambenoj industriji koja se
odlikuje raznolikim lancem proizvodnje i opskrbe. Ovaj uredaj lako je primjenjiv i u borbi
protiv raznih rizika sigurnosti hrane, gdje naruSena, odnosno ugrozena kvaliteta moze biti
rezultat slucajne ili namjerne pogreske. Posebno vaznu primjenu, osim u prehrambenoj
industriji i to analizi mlijeka i mlije¢nih proizvoda, pronalaze i u poljoprivredi (Be¢ i sur.,
2022).

Prema Bec¢ i sur., 2022. u procesu pracenja sigurnosti hrane, mikro NIR spektrometar potpuno
je prikladan za provodenje brzog otkrivanja doza zracenja mlijeka u prahu, analizu sastava

mlijeka u prahu te razlikovanje Cistog i patvorenog mlijeka u prahu.

Mikro NIR spektrometar koriSten u ovom istrazivanju imao je raspon 900-1700 nm te je

koriSten za snimanje uzoraka dojenackih formula od A do F.

Slikama 25-30 prikazane su sli¢nosti i razlike spektara razli¢itih volumena dojenackih formula

te suhih uzoraka.
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Dojenacka formula A

\

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
valna duljina (nm)

—UA 70mL —UA_100 mL —TUA 135mL UA 170 mL
—UA 200mL ——TUA 235mL. ——TUA suhiuzorak

Slika 25. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule A (UA), snimljeni prijenosnim

(mikro) NIR spektrometrom

Dojenacka formula B

\

0,5 === —_—

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
valna duljina (nm)

—UB_100 mL —UB_135mL —UB_170 mL
UB 200mL =——TUB 235mL ——UB suhi uzorak

Slika 26. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule B (UB), snimljeni prijenosnim
(mikro) NIR spektrometrom
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Dojenacka formula C

3
2,5 A
2 [t
215 — _J
= 1 - .
1 i
05 = —_—
0
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

valna duljina (nm)

=—UC_100mL ——TUC_170 mL UC_200mL

UC 235mL  ——7UC_suhi uzorak

Slika 27. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule C (UC), snimljeni prijenosnim

(mikro) NIR spektrometrom

Dojenacka formula D

2,5
2 al
1,5 .
2
1
O.,S - — _/-
0
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

valna duljina (nm)

—UD _100 mL —UD _135mL UD 170 mL
UD 200mL  ——UD suhiuzorak

Slika 28. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule D (UD), snimljeni prijenosnim

(mikro) NIR spektrometrom
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Dojenacka formula E

2,5
2
1,5
2
0,5 o S
0
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

valna duljina (nm)

—UE_100 mL —UE _135mL UE 170 mL
UE 200mL  ——TUE suhi uzorak

Slika 29. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule E (UE), snimljeni prijenosnim

(mikro) NIR spektrometrom

Dojenacka formula F

2,5
2
-
I L5
1
0,5 e -
0
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
valna duljina (nm)
——UF_70 mL ——UF_100 mL UF_135 mL UF_170 mL

—UF 200mL  =——UF 235 mL  =—UF_suhi uzorak

Slika 30. Spektri apsorbancije uzoraka dojenacke formule F (UF), snimljeni prijenosnim

(mikro) NIR spektrometrom

Iz slika 25-30 vidljivo je da su apsorpcijske krivulje snimljene mikro NIR spektrometrom
gotovo jednake onima snimljenim laboratorijskim NIR spektrometrom, odnosno da pokazuju
peakove za odredene funkcionalne skupine pri jednakim valnim duljinama. Takoder, jednako
kao i kod uzoraka snimanih laboratorijskim NIR spektrometrom, apsorpcijske krivulje suhih
uzoraka nalaze se ispod apsorpcijskih krivulja razli¢itih volumena dojenackih formula uslijed
nedostatka vode. Iz navedenih slika vidljivo je da je i u ovom slucaju trend razli¢itih volumena

dojenackih formula vrlo slian te ga prati i trend suhog uzorka.

48



Prvi peak pojavljuje se pri valnoj duljini od priblizno 950 nm, §to prema apsorpcijskoj vrpci iz
priloga 3. odgovara N-H vezama te ukazuje na prisutnost proteina. Sljedeci peak javlja se pri
valnoj duljini od priblizno 1150 nm te upucuje na prisutnost C-H veza odnosno ugljikohidrata.
Prisutnost C-H veza, odnosno ugljikohidrata takoder je vidljiva i iz porasta apsorpcijske
krivulje pri valnoj duljini od priblizno 1650 nm (prilog 3). Kao i kod laboratorijskih
apsorpcijskih spektara, i ovdje se javlja specifi¢ni skok pri valnoj duljini od priblizno 1450 nm

koji ukazuje na prisutnost hidroksilne skupine, odnosno vode (prilog 3).

Mlyjeko u prahu

3,5

2,5

AU

1,5

0,5
0
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

valna duljina (nm)

UMUP UMUP_suhi uzorak

Slika 31. Spektar apsorbancije mlijeka u prahu (MUP), snimljen prijenosnim (mikro) NIR

spektrometrom

Na slici 31 prikazan je spektar apsorbancije pripremljenog mlijeka u prahu te suhog uzorka
mlijeka u prahu, snimljen prijenosnim (mikro) NIR spektrometrom. Ovdje peakovi nisu
izrazeni kao i1 kod suhog uzorka snimljenog laboratorijskim uredajem, medutim naziru se pri
odredenim valnim duljinama. Jedan peak vidljiv je pri valnoj duljini od priblizno 1200 nm, §to
prema apsorpcijskoj vrpci iz priloga 3. upucéuje na prisutnost C-H veza, odnosno na prisutnost
ugljikohidrata. Pri priblizno 1450 nm valne duljine javlja se idué¢i peak, koji prema
apsorpcijskoj vrpci (prilog 3) upucuje na prisutnost OH- veze, odnosno vode. Iz porasta
apsorpcijske krivulje pri priblizno 1650 nm valne duljine vidljiva je prisutnost C-H veza, $to

upucuje na prisutnost ugljikohidrata.

Slika 32 prikazuje spektre apsorbancije tekucih uzoraka ispitivanih dojenackih formula te
mlijeka u prahu, dok slika 33 prikazuje spektre apsorbancije suhih uzoraka ispitivanih

dojenackih formula te mlijeka u prahu snimljenih laboratorijskim NIR spektrometrom.
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Spektri apsorbancije za tekuce uzorke dojenackih formula 1
mlijeka u prahu

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
valna duljina (nm)

—UD 200 mL UF 200 mL =———UC 200 mL =——UB_200 mL

—UA_200 mL =——MUP UE_200 mL

Slika 32. Spektri apsorbancije za tekuce uzorke dojenackih formula (UA-UF) te mlijeka u
prahu (MUP), snimljeni laboratorijskim NIR spektrometrom

Spektri apsorbancije za suhe uzorke dojenackih formula 1

mlijeka u prahu

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
valna duljina (nm)

——UD _suhi uzorak UF _suhi uzorak =——TUC suhi uzorak
——UB_suhi uzorak =——TUA suhiuzorak MUP_suhi uzorak

UE_suhi uzorak

Slika 33. Spektri apsorbancije za suhe uzorke dojenackih formula (UA-UF) te mlijeka u
prahu (MUP), snimljeni laboratorijskim NIR spektrometrom

Iz slika 32 i 33 vidljivo je da je trend apsorpcijskih vrpca razli¢itih volumena pripremljenih

dojenackih formula i suhih uzoraka dojenackih formula u odnosu na mlijeko u prahu

(snimljenih laboratorijskim NIR spektrometrom) slican te da pokazuju peakove, odnosno

prisutnost funkcionalnih skupina, u istim podru¢jima valnih duljina.
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Slika 34 prikazuje spektre apsorbancije tekucih uzoraka ispitivanih dojenackih formula te
mlijeka u prahu, dok slika 35 prikazuje spektre apsorbancije suhih uzoraka ispitivanih

dojenackih formula te mlijeka u prahu snimljenih prijenosnim (mikro) NIR spektrometrom.

Spektri apsorbancije za tekuce uzorke dojenackih formula
1 mlijeka u prahu

3,5

3

2,5

2

1,5

1

0,5

0

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

valna duljina (nm)

=

—UD 200 mL =———UE 200 mL UF_200 mL UC 200 mL

—UB_200 mL ——MUP —UA_200mL

Slika 34. Spektri apsorbancije za tekuce uzorke dojenackih formula (UA-UF) te mlijeka u

prahu (MUP), snimljeni prijenosnim (mikro) NIR spektrometrom

Spektri apsorbancije za suhe uzorke dojenackih formula 1
mlijeka u prahu

1,5

%

0,5 — ———

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
valna duljina (nm)

——UD suhiuzorak =——UE_suhi uzorak UF_suhi uzorak
UC suhi uzorak ———TUB_suhi uzorak ———MUP_suhi uzorak

—UA suhiuzorak

Slika 35. Spektri apsorbancije za suhe uzorke dojenackih formula (UA-UF) te mlijeka u

prahu (MUP), snimljeni prijenosnim (mikro) NIR spektrometrom
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Iz slika 34 1 35 takoder je vidljivo da je trend apsorpcijskih vrpca razli¢itih volumena
pripremljenih dojenackih formula i suhih uzoraka dojenackih formula u odnosu na mlijeko u
prahu (snimljenih prijenosnim (mikro) NIR spektrometrom) sli¢an te da pokazuju peakove,
odnosno prisutnost funkcionalnih skupina, u istim podrucjima valnih duljina, kao i kod uzoraka

snimanih laboratorijskim NIR spektrometrom.

Chang i sur. 2020.godine dokazali su da svaka dojenacka formula sadrzava odredene koli¢ine
hranjivih tvari te da se upotrebom metode ,,otiska prsta® NIR spektroskopije mogu prepoznati
razli¢ite marke. Dakle, kombinacija NIR spektroskopije i analize glavnih komponenata (PCA)
ucinkovita je metoda za identifikaciju odredene marke dojenacke formule i primjenjiva je za

razli¢ite marke dojenackih formula.

4.6. KEMOMETRIJSKA ANALIZA DOJENACKIH FORMULA

Kemometrija je nova disciplina nastala 1970.godine upotrebom statisti¢kih te matematic¢kih
modela u kemiji, a jedna od njenih osnovnih uloga pojednostavljenje je sloZzenih matematickih
modela te pronalazenje njihove prakti¢ne primjene. Definira se kao ,.kemijska disciplina koja
koristi matematicke i statisticke metode da oblikuje ili odabere optimalan mjeriteljski postupak
ili eksperiment 1 omoguc¢i dobivanje maksimalnog broja informacija analizom dobivenih
informacija®. Njezinu primjenu pojednostavljuju razvoj statistickih i numerickih softwarea, a
odvojeno od matematickih i statistickih modela primjenjuje se u automatizaciji laboratorija, na
metode za upravljanje analitiCkim i spektroskopskim bazama podataka, metodama umjetne
inteligencije te u industriji. Mnoga istrazivanja kvalitativnih i kvantitativnih parametara u
procesu prerade hrane koriste spektroskopske tehnike u kombinaciji sa kemometrijskim
metodama (Matijevi¢ i Blazi¢, 2008). Tako je, na primjer, kombinirana primjena NIR
spektroskopije 1 kemometrije koriStena u kontroli svjezine Sumskog voca (Gajdos§ Kljusuric€ i

sur., 2016).

Najcesce koristeni alati u kemometrijskoj analizi podataka su (i) analiza glavnih komponenata
(engl. Principal Component Analysis, PCA), (ii) kanoni¢ka korelacijska analiza (engl.
Canonical Correlation Analysis, CCA), (iii) analiza zajednickih komponenata i odredene tezine
(engl. Common Components and Specific Weight Analysis, CCSWA), (iv) faktorska
diskriminativna analiza (engl. Factorial Discriminant Analysis, FDA), (v) regresija glavnih
komponenata (engl. Principal Component Regression, PCR) i (vi) parcijalna regresija metodom

najmanjih kvadrata (engll. Partial Least Square regression, PLSR) (Matijevi¢ i Blazi¢, 2008).
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Prema Gajdos§ Kljusuri¢ i sur. (2016), NIR spektroskopija u kombinaciji s multivarijathom
analizom obecavajuc¢a je tehnika za brza i ckoloski prihvatljiva (odrziva) mjerenja te

omogucava dobru kalibraciju, validaciju i moguénost predvidanja promatranih parametara.

U obradi NIR spektara ispitivanih dojenackih formula, od gore spomenutih alata primijenjene
suPCA i PLS.

4.6.1. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (PCA) je multivarijatna metoda koja se uglavnom Kkoristi kod
obrade podataka s viSe varijabli i njena svrha je analiza korelacija unutar jednog skupa varijabli
te posljedi¢ne redukcije dimenzionalnosti prostora, kako bi se $to veci broj varijabli objasnio
pomocu §to manjeg broja varijabli. Kada korelacije nema, PCA analizu nije moguce primijeniti
(Matijevi¢ i Blazi¢, 2008). Ova metoda omogucava kvalitativno razlikovanje raznih uzoraka
obuhvacenih analizom, a grupiranje tih uzoraka upucuje na postojanje sli¢nosti i/ili razlika
izmedu istih. Te razlike mogu prikazivati namjerno dodane kontaminante ili razlicite
koncentracije. Tako su Liu i sur. (2021) dojenackim formulama dodali razli¢ite koncentracije
melamina te hidroliziranog proteina sirutke kako bi, izmedu ostalog, procijenili potencijal

kvantitativne analize PCA.

Analiza glavnih komponenata provela se na: (i) NIR spektrima tekucih (slika 36) i praSkastih
uzoraka (slika 37), snimljenih laboratorijskim i mikro (prijenosnim) NIR uredajem, (ii) na
osnovu TDS-a i vodljivosti za tekuée uzorke dojenackih formula (slika 38) te (iii) na osnovu

nutritivnog i energetskog sastava dojenackih formula (slika 39).

Biplot (D1 + D2: 96,68 %) Biplot (D1 + D2: 94,43 %)
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Slika 36. PCA za NIR spektre teku¢ih uzoraka, snimljenih laboratorijskim (A) i mikro (B)
NIR uredajem

53



Na osnovi apsorpcijskih spektara tekuc¢ih uzoraka snimljenih laboratorijskim NIR uredajem
(slika 36A), unutar biplota PCA analize, dojenacke formule B i E grupiraju se unutar prvog
kvadranta. Dojenacka formula A grupira se u tre€em kvadrantu, medutim iznimke su uzorak od
100 mL koji se jedini nalazi u drugom kvadrantu te uzorak od 70 mL koji se nalazi unutar
cetvrtog kvadranta. Unutar tre¢eg kvadranta jos se grupira i dojenacka formula F. Pola uzoraka
dojenacke formule C nalazi se u treCem kvadrantu — uzorci od 200 mL te 235 mL, dok se druga
polovica nalazi u Cetvrtom kvadrantu — uzorci od 100 mL te 170 mL. Svi uzorci dojenacke

formule D grupirali su se unutar ¢etvrtog kvadranta.

Na osnovi apsorpcijskih spektara tekuéih uzoraka snimljenih mini NIR uredajem (slika 36B),
unutar biplota PCA analize, dojenacka formula B (svih pripremljenih volumena) smjestila se
unutar prvog kvadranta, te upucuje na neku specifi¢nost na molekularnoj razini koja ju razlikuje
od ostalih (Maji¢, 2023). Dojenacka formula A smjestila se unutar drugog kvadranta, sa
iznimkom uzorka od 200 mL koji se smjestio u Cetvrti kvadrant. Dojenacka formula F smjestila
se u tre¢i kvadrant, zajedno sa dojenackom formulom C, medutim i ovdje se javlja iznimka
uzorka od 170 mL koji se smjestio u drugi kvadrant. Unutar ¢etvrtog kvadranta smjestile su se
dojenacke formule D te E. Pozicioniranje u isti kvadrant upucuje na velike sli¢nosti na
molekularnoj razini (Hanousek Cica i sur., 2019) te su o¢ito dojenacke formule C i F sli¢nije
jedna drugoj, kao i D i1 E, nego $to su A i B. Kako bi se ovaj navod potvrdio (ili opovrgao),

provedena je PCA analiza na praSkastim uzorcima (slika 37).
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Slika 37. PCA za NIR spektre praskastih uzoraka, snimljenih laboratorijskim (A) i mikro (B)
NIR uredajem
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Na osnovi apsorpcijskih spektara suhih uzoraka snimljenih laboratorijskim NIR uredajem (slika
37A), unutar biplota PCA analize, dojenacke formule B i C grupiraju se unutar prvog kvadranta,
dojenacka formula A unutar drugog kvadranta, dojenacke formule D i E unutar treceg

kvadranta, a dojenacka formula F smjestila se u ¢etvrti kvadrant.

Na osnovi apsorpcijskih spektara suhih uzoraka snimljenih mikro NIR uredajem (slika 37B),
dojenacke formule A i B grupirale su se unutar prvog kvadranta, dok su se u drugi kvadrant
grupirale dojenacke formule C i F. Dojenacka formula E smjestila se u tre¢i kvadrant, a
dojenacka formula D u cCetvrti kvadrant. Navedena raspodjela nije kvalitativno jednako
raspodijelila uzorke, Sto ukazuje na Cinjenicu da NIR spektre treba pridruziti nekim podacima
kemijskog sastava i sli¢no, kako bi se utvrdio razlog takvog grupiranja (Gajdos Kljusuri¢ i sur.,

2017). Prvi pridruzeni parametri NIR spektrima bili su TDS i vodljivost (slika 38).
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Slika 38. PCA teku¢ih uzoraka za TDS i vodljivost

Na slici 38 prikazana je PCA analiza u kojoj su NIR spektrima tekucih uzoraka pridodane
vrijednosti TDS-a i vodljivosti, te su se dojenacke formule raspodijelile ovisno o volumenu, ali
i vrsti formule. U desnim kvadrantima (1. i 4. kvadrantu) smjestile su se dojenacke formule C,
E 1 D, uz iznimku formule A, najve¢eg volumena, dok su preostale formule (od najveceg do

najmanjeg volumena) pozicionirane u lijevom dijelu koordinatnog sustava (2. i 3. kvadrantu).
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Ta ¢injenica ukazuje na nize vrijednosti vodljivosti 1 otopljenih krutih tvari u onim dojenackim
formulama koje su u lijevim kvadrantima. Navedeno ukazuje kako treba ocekivati povezanost
NIR spektara sa kemijskim sastavom ispitanih formula (slika 39). Stoga je spektrima pridruzen
skup podataka o sadrzaju energije, makro- i mikronutrijenata te su se kao znacajne varijable
izdvojili parametri kao $to su: energija, sadrzaj masti, proteina, ugljikohidrata, zasicenih masnih
kiselina, jednostruko- i visestruko-nezasi¢enih masnih kiselina, omega-6, kolina, inozitola, L-
karnitina te dokozaheksaenske kiseline (DHA: dugolancana viSestruko nezasi¢ena masna
kiselinu koja pripada skupini omega-3 masnih kiselina). O¢ekivano je grupiranje dojenackih
formula veéeg volumena, ali i dalje ostaje specifi¢no izdvajanje ve¢ih volumena za dojenacke
formule E i B, koje su se u slici 36A grupirale u isti kvadrant (NIR spektri snimani

laboratorijskim uredajem), a na slici 36B na istu stranu (desnu) koordinatnog sustava biplota.
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Slika 39. PCA za tekuce uzorke prema sadrzaju nutrijenata i energije

Sada je jasno (slika 39) kako je razlog tome udio nezasi¢enih masnih kiselina (DHA,
jednostruko 1 visestruko NMK) koje su znatno vece u dojenackim formulama B i E (NMK u

uzorku B=2,6 g, a u uzorku E=2,1 g; a sadrzaj inozitola u obje dojenacke formule je 10 mg).

Ono $to svakako potvrduje zakljucak o vezi NIR spektara i kemijskog sastava je obuhvat svih

varijacija u promatranom skupu podataka koji se opisuje s dvije glavne komponente koji je u

56



rasponu od 84-100 %. Studije koje su koristile istovjetne kemometrijske alate navode kako
ovako dobar kvalitativni potencijal moze upudivati i na moguénost kvantitativne predikcije
promatranih parametara na osnovu NIR spektara (Cori¢, 2023; Be¢ i sur., 2022; Grassi i
Casiraghi, 2022;).

4.6.2. Kvantitativna analiza

Parcijalna regresija metodom najmanjih kvadrata (PLS) je naj¢e$¢e primjenjivana metoda
kvantitativne analize koja povezuje promatrane parametre s NIR spektrima (Be¢ i sur., 2022) i
ona rjesava problem viSestruke regresije, kao Sto je korelacije izmedu nezavisnih varijabli. Ova
metoda omogucava uzimanje u obzir veéine varijacija izmedu promatranih informacija (u
naSem slucaju iz NIR spektra) 1 predvidanja zavisne varijable (Matijevi¢ i1 Blazi¢, 2008). U
tablici 12 prikazani su uobi¢ajeno koristeni parametri kao §to su koeficijent determinacije (R?),
standardna pogreska predikcije (RPD) te omjer standardne pogreske predikcije i raspona

mjernih podataka (RER) (Sun i sur., 2021).

Tablica 12. Parametri ocjene veze molekulskih vibracija u NIR spektru s promatranim
parametrima za dojenacke formule prema primijenjenoj parcijalnoj regresijskoj analizi

metodom najmanjeg kvadrata

Parametar Laboratorijski NIR Mikro NIR
R? RPD RER R? RPD RER

Energija 0,835 2,510 8,300 0,965 5,468 18,108
Masti 0,826 2,44 8,190 0,963 5,266 17,665
Proteini 0,840 2,540 8,780 0,973 6,146 21,226
Ugljikohidrati 0,848 2,830 9,230 0,966 5,493 19,452
ZMK 0,862 2,740 9,872 0,958 4,941 17,793
Jednostruko NMK 0,864 2,780 10,112 0,978 6,928 25,408
Visestruko NMK 0,861 2,730 9,066 0,946 4,367 14,500
Linolna 0,645 1,707 5,141 0,888 3,036 9,140
Arahidonska 0,815 2,365 8,802 0,963 5,286 19,674
DHA 0,862 2,734 10,546 0,980 7,149 27,568
Inozitol 0,913 3,442 12,334 0,984 7,916 28,367
Karnitin 0,892 3,089 10,006 0,956 4,868 15,767
Kolin 0,824 2,423 8,258 0,962 5,207 17,747
Taurin 0,925 3,720 12,929 0,948 4,445 15,449
L-karnitin 0,894 3,125 9,504 0,962 5,211 15,842
L" 0,964 5,386 15,021 0,907 3,331 9,290
a’ 0,970 5,875 17,213 0,972 6,059 17,751
b* 0,973 6,206 21,666 0,965 5,442 12,434
h* 0,936 4,027 14,070 0,963 5,267 18,400
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Tablica 12. Parametri ocjene veze molekulskih vibracija u NIR spektru s promatranim
parametrima za dojenacke formule prema primijenjenoj parcijalnoj regresijskoj analizi

metodom najmanjeg kvadrata — nastavak

*

C 0,976 6,514 20,618 0,974 6,358 20,123
Vodljivost 0,675 1,786 7,084 0,936 4,032 15,997
TDS 0,673 1.780 7,250 0,932 3,897 15,865

Koeficijentom determinacije (R?) moZe se ocijeniti koliko je neki model reprezentativan. Sto
je on blizi jedinici, to je model reprezentativniji (Gajdo§ Kljusuri¢ i sur., 2017) te se prema
koeficijentu determinacije uspjeSnosti povezivanja molekularnih vibracija u NIR spektru,
razlikuje ovisno o koristenom uredaju te je primjenom mikro-NIR uredaja (prijenosni NIR)
gotovo 77,3 % promatranih parametara imalo koeficijent determinacije ve¢i od 0,95. Kod
laboratorijskog uredaja je navedeni trend utvrden za promatrane parametre boje (L*, a", b", h"i
C"), dok je od energetsko-nutritivnih parametara jedino NIR spektar pokazao iznimno &vrstu

povezanost sa inozitolom.

Modeli ocijenjeni prema R%, RPD i RER obi¢no su tumadeni prema smjernicama, te ¢e model
NIR kalibracije biti ocjenjen kao dobar i kvalitativno koristan ako je R? u rasponu od 0,83-0,9;
a kvantitativno prihvatljiv za vrijednosti > 0,9, dok su minimalno prihvatljive vrijednosti
parametara RPD i RER postavljene na vrijednosti 3 i 10 (Williams & Norris, 2001). Kako se
navodi u radu Bursa¢ Kovacevi¢ i suradnika (2016), vrijednosti za RPD i RER vise od gore
navedenih, osiguravaju vrlo dobru i izvrsnu ocjenu povezanosti promatranih parametara s NIR

spektrima.

U prilogu 4 dan je primjer PLS modela za DHA, prikazujué¢i odnos stvarnih DHA vrijednosti i
onih izracunatih prema PLS modelu za DHA, a prema NIR spektrima. Jasno je vidljivo kako je
kod nizih vrijednosti R?, RPD i RER Siri interval pouzdanosti, te su to¢ke znatno rasprienije.

Pri tome su vrijednosti parametara, prema tablici 2 sljedeci:

e Laboratorijski NIR: R?=0,86; RPD<3; RER>10 te
e Mikro NIR: R?=0,98: RPD>7 te RER >27.

Ono $to svakako utjece na vec¢i udio parametar ocjene modela u visoko prihvatljivom podrucju,
za mikro-uredaj je i manji broj valnih duljina koje uredaj biljezi (228 vs 796 (laboratorijski)) te
je kao znacajne valne duljine izdvojio 21 valnu duljinu (901 nm, 905 nm, 914 nm, 1391 nm,
1394 nm, 1545 nm, 1548 nm, 1551 nm, 1555 nm, 1558 nm, 1561 nm, 1564 nm, 1567 nm, 1570
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nm, 1640 nm, 1643 nm, 1646 nm, 1649 nm, 1655 nm, 1680 nm te 1689 nm) dok je taj broj kod
laboratorijskog uredaja bio znatno visi. Naime, PLS modeli na manjem skupu podataka mogu
dati 1 lazno pozitivne rezultate jer je moguée da su pri tom u NIR spektru izgubljene
potencijalno klju¢ne informacije (Hanousek Ci¢a i sur., 2019), ali s druge strane — lakse je
utvrditi potencijalni ,,otisak* na molekularnoj razini (Gajdos Kljusuri¢ i sur., 2016) koja je

povezana sa promatranim parametrima za dojenacke formule.

Ovaj je rad pokazao da NIR spektroskopija pokazuje potencijal u razlikovanju dojenackih
formula te se iz toga razloga laboratorijski 1 mini NIR uredaji mogu koristiti na kvalitativnoj

razini, ali su uredaji pokazali potencijal i na kvantitativnoj razini.
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5. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1.

Kod svih uzoraka dojenackih formula postoji razlika izmedu priblizno napunjenih te
vrhom punih mjerica. Za uzorke dojenackih formula A, C, D, E i F priblizno napunjene
mjerice vece su u odnosu na vrhom pune te se te razlike kre¢u u rasponu od 3,2 % do 9,1
%. Iznimka je dojenacka formula B kod koje je priblizno napunjena mjerica za 4,1 %
manja od vrhom pune mjerice.

Energetska vrijednost dojenackih formula A, C, D, E i F raste sve do 4. ili 5. mjeseca
starosti, a zatim pada zbog uvodenja dohrane. Izuzetak je dojenacka formula B, kod koje
se dohrana ne uzima u obzir te energetska vrijednost nakon 5. mjeseca nastavlja rasti i to
za 117 kcal.

Sadrzaj proteina konstantan je u svim dojenac¢kim formulama (8-9 %), dok se udjeli masti
i ugljikohidrata razlikuju. Dojenacke formule A i F sadrzavaju vise masti (49 %) u odnosu
na ugljikohidrate (43 %), dok dojenacke formule B, C, D i E sadrzavaju vise ugljikohidrata
(47-48 %) u odnosu na masti (43-45 %). Usporedujuci te vrijednosti sa sastavom maj¢inog
mlijeka, ispitivane dojenacke formule sadrzavaju vise ugljikohidrata u odnosu na maj¢ino
mlijeko (40 %), gotovo upola manje proteina u odnosu ha majéino mlijeko (20 %) te manje
masti u odnosu na maj¢ino mlijeko (50-60 %).

AE vrijednost daje zna¢ajne informacije o razlikama u boji dojenackih formula te mlijeka
u prahu. Kod svih ispitivanih dojenackih formula vidljiva je odredena razlika u boji u
odnosu na mlijeko u prahu. Kod dojenackih formula D i E razlika u boji je vidljiva (AE=
1,3-2), a kod dojenacke formule A ona je dobro vidljiva (AE=4,5-5,3). Uzorci dojenacke
formule C ukazuju na ocigledno odstupanje boje (AE > 6) u odnosu na mlijeko u prahu,
jednako kao i dojenacke formule B i F (AE > 6).

Vrijednosti ukupnih otopljenih krutih tvari (TDS) prate vodljivost. Najvece vrijednosti
TDS-a pokazuju uzorci dojenackih formula C te D.

Analizom NIR spektara, snimljenih laboratorijskim i mikro NIR spektroskopom, utvrdeni
su karakteristicni peakovi pri odredenim valnim duljinama koji ukazuju na prisutnost
ugljikohidrata, proteina te vode, ali su utvrdeni i otisci koji omogucuju razlikovanje
uzoraka i promatranih 22 parametra (boja, TDS, vodljivost te energetsko-nutritivni sastav)
na kvalitativnoj i kvantitativnoj razini gdje je kvantitativni potencijal procijenjen kao
izvrstan za parametre R?>0,9; RPD> 4 te RER>10.
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PRILOZI

Prilog 1. Energetske i nutritivne vrijednosti ispitivanih dojenackih formula, preuzete sa
pakiranja.

A B C D E F G H |

1 jedinice Uzorak A Uzorak B Uzorak C Uzorak D Uzorak E Uzorak F
2 |Ek lJ/100 mL pripremljencg napitka 278 281 286 281 277 278
3 |Ekcal kcal/100 mL pripremljenog napitka 66 67 68 67 66 66
4 'masti E 3.6 3,2 3.4 3.3 33 3.6
5 ZMEK E 15 0.3 1 1,2 1,2 15
i} jednostruko NME g 16 2 18 13 14 16
7 vitestruko NME g 0,5 0.6 0.6 0,7 0,7 05
8 linclna (omega 6) g 0,4 0,546 0,612 04
9 arahidonska mg 13,2 17 15 13,5 6,8 13,2
10 linolenska [omega 3] g 0,08 0,044 0,054 00,0539 0,08
11 OHA mg 13,2 17 15 13,5 135 13,2
12 |CHO E 7.1 32 3 32 7.8 7.1
13 Seceri g 7.1 8,2 8 7.7 7.8 7.1
14 laktoza g 7,1 8,2 8 7.6 7,7 7,1
15 inozitol mg 4 10 4.6 10 10 4
16 skrob g 0,35

17 |Wlakna g 0,03 <01

18 galaktooligosaharidi g

19 |proteini g 1,4 1,5 14 1,3 1,3 1,4
20 karnitin mg 1,8 1,2 2,2 1,8
21 |minerali

22 |natrij mg 20 20 24 27.9 281 20
23 |kalij mg 76 90 82,2 87,8 87,8 76
24 |klorid mg 51 52 50,9 60,6 60,6 51
25 |kalcij mg 51 45 589 62,8 62,8 51
26 |fosfor mg 30 28 35,9 37,8 37,9 30
27 |magnezij mg 45 5.4 54 6,6 6,6 45
28 |elementi u tragovima

29 |zeljezo mg 0,5 0,31 0,54 0,62 0,62 05
30 |cink mg 0,5 0,54 0,45 0.5 0,5 05
31 bakar mg 0,053 0,05 0,055 0,05 0,05 0,053
32 |mangan mg 0,005 0,02 0,053 0,03 0,03 0,005
33 |fluorid mg <0.005 <0,0031 =0.010 0,004 0 <0,0050
34 |selen microg 3.8 3,7 3,9 3,8 3,8 3,8
33 |jod microg 15 14 14,2 144 144 15
36 |krom microg

37 |molibden microg

38 |witamini

39 |wvitamin A microg T Bl 54,8 60,8 60,8 54
A0 |vitamin D microg 1,5 15 1,5 1,5 1,5 1,5
41 |vitamin E mg 0.8 15 0,9 1,8 149 0,8
42 vitamin K microg 51 4,7 5,4 85 8,6 51
43 |vitamin C mg 39 10 6,1 10,5 10,7 89
44 | Vitamin B1 (tiamin) mg 0,05 0,07 0,035 0,11 0,11 0,05
45 |Vitamin B2 (riboflavin) mg 01 0,15 0,18 0,15 0,15 0,1
48 |niacin mg 0,34 0,52 0,35 0,63 0,63 0,34
A7 |vitamin BE mg 0,029 0,04 0,03 0,06 0,06 0,029
42 |folna kiselina microg 10 10,1 12,4 12,4 10
49 [folati microg DFE 20 16,9

30 |vitamin B12 microg 0.1 0,19 0,14 0,19 0,19 0,1
51 |biotin microg 15 1,6 1,6 2.8 2.8 15
52 pantotenska kiselina mg 0,34 0,54 0,35 0,78 0,78 0,34
53

54 |ostalo mg

55

36 kolin mg 25 21 22 24,8 24,8 25
57 taurin mg 43

58 L-karnitin mg 1,2 1,7 1,8 1,8

39 mio inozitol mg



Prilog 2. Nutritivni sastavi ispitivanih dojenackih formula, preuzeti sa pakiranja.

A B C D E F G H
1 Uzorak A Uzorak B Uzorak C Uzorak D Uzorak E Uzorak F
2 |obrano mlijeko + + + + + +
3 | pripravak sirutke + + + + + +
4 |bilina ulja + + + I + +
5 palmine ulje + + + + +
6 repiting ulje + + + + +
7 repicino ulje s niskim sadriajem eruka kiseline +
8 suncokretovo ulje + + + + + +
] suncokretovo ulje bogato oleinskom kiselinom +
10 ulje gljive Mortierella alpina + + + + + +
11 ulje mikroalge Schizochytrnium sp. + + + +
12 ulje palminih kostica + +
13 |laktoza + + + I I +
14 |riblje ulje + +
15 |sojin lecitin + +
16 |DHA 4 +
17 8krob I
18 |kolin + +
19 Ikalcijevi ortofosfati + + + + +
20 |kolin bitartrat + + + +
21 |Lfenilalanin + n
22 |L-tirozin + + + I +
23 |L-triptofan + + + +
24 |L-karnitin +
25 |kalijev klorid + + + 4 ¥
26 |natrijev klorid + + +
27 \magnezijev klorid +
28 |natrijev citrat n n ¥
29 |kalcijev citrat + +
30 |kalijev citrat + n n
31 |kalijev hidroksid +
32 |kalijev jodid + + + +
33 |kalijev jodat I +
34 |kalcijev karbonat + + 4 ¥
33 'magnezijev karbonat + + + I +
36 | L-sulfat +
37 |bakrov sulfat + + + +
38 |Zeljezov sulfat + + + +
39 |cinkow sulfat + + n n ¥
40 |manganov sulfat + + + + + +
41 |natrijev selenit + + + +
42 |natrijev selenat + +
43 |Zeljezov bisglicinat + +
A4 |vitamin A + + + 4 4 +
45 |vitamin D + + + + + +
46 |vitamin E + + + 4 4 +
47 |vitamin K + + + + + +
48 |vitamin C + + + 4 4 +
49 |vitamin B1 (tiamin) + + I I + +
50 |vitamin B2 (riboflavin) + + + + 4 4
51 |vitamin B3 (niacin) + + I I + +
52 |vitamin BS (pantotenska kiselina) + + + + + +
53 |vitamin B6 (piridoksin) + + + I n I
54 |biotin (vitamin B7) + + + + + +
55 |folna kiselina [vitamin B3) + + + + n I
56 |\witamin B12 (cijanckobalamin) + 4+ + 4+ 4+ +
57 |taurin + + +
58 |inozitol + + + 4 4
59 |limunska kiselina +
60 |izolat bjelantevina sirutke? 4+
61 | nukleotidi + +
62 |citidin-5"-monofosforna kiselina + +
63 |natrijeve soli uridin-5'-fosforne kiseline + +
64 |adenozin-5'-fosforna kiselina + +
63 |natrijeve soli inozin-5'-fosforne kiseline + +
66 |natrijeve soli gvanozin-5'-fosforne kiseline + +



Prilog 3. Apsorpcijska vrpca NIR spektra (Otto i sur., 2008)
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Prilog 4. Primjer parcijalne regresije metodom najmanjeg kvadrata, za dva NIR uredaja za

dokozaheksaensku kiselinu (DHA)
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