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1. UVOD

1.1. HRANA ZA DOJENCAD

Dojenje je zlatni standard u hranjenju dojencadi [1] radi nutritivnih, metabolickih
[2,3,4,5] i fizioloSkih prednosti koje pruza [6,7,8,9] te psiholoSkog ucinka [10,11]. Ima vaznu
ulogu u smanjenju rizika od iznenadne smrti [12,13,14] i mnogih bolesti u dojenackoj dobi
[15,16,17,18,19], djetinjstvu [20,21,22,23], odrasloj dobi [24,25,26,27,28,29,30,31,32] te
razvoju inteligencije [33,34]. Sastav majCinog mlijeka nije konstantan, a mijenja se pod
utjecajem raznih ¢imbenika [35,36,37,38]. Ono vecini dojencadi osigurava sve potrebne tvari
do 6. mjeseca Zivota, do kada se dojenje iskljuCivo i preporucuje [39,40,41,42]. Nakon 6.
mjeseca Zivota dolazi do povecanja potrebe za energijom i nutrijentima [43] pa se preporuca
nastavak dojenja uz postepeno uvodenje krute hrane do druge godine Zivota djeteta i dulje
[44,45]. Osim brojnih prednosti za dijete, dojenje se pozitivno odraZzava i na zdravlje majke

[46,47,48,49,50,51].

Kada je dojenje nemoguce, nedovoljno ili nepoZeljno potrebno ga je nadomjestiti
adekvatnom prehranom. Hrana za dojencCad predstavlja adekvatnu zamjenu majcinom
mlijeku, no ne moZe ga u potpunosti zamijeniti [52,53,54,55,56]. Oblikovana je kako bi
dojencadi pruzila sve nutrijente potrebne za optimalan rast, razvoj i oCuvanje zdravlja [57,58].
Prema Pravilniku [59] se, s obzirom na starost djeteta, dijeli na poCetnu (do 6. mjeseca
Zivota), prijelaznu (od 6. do 12. mjeseca Zivota) i hranu za malu djecu (od 1. do 3. godine
Zivota). PocCetna hrana jest preradena hrana za posebne prehrambene potrebe dojencadi u
prvim mjesecima Zivota koja zadovoljava prehrambene potrebe dojencCadi do uvodenja
odgovarajuceg dodatnog hranjenja. Prijelazna hrana jest preradena hrana za posebne
prehrambene potrebe dojencadi kada se uvodi odgovarajuce dodatno sve raznolikije, pretezno

tekuce hranjenje. U Tablici 1. naveden je dozvoljeni sastav prijelazne hrane za dojencad [59].
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Tablica 1. Dozvoljeni sastav prijelazne hrane za dojencad [59]

Komponenta Jedinica Minimum  Maksimum
Energija kcal/100 mL 60 70
Kravlje mlijeko 9/100 kcal 1,8 3
Proteini Izolati bjelanCevina soje* g/100 kcal 2,25 3,5
Hidrolizati bjelanCevina g/100 kcal 2,25 3,5
Ukupni 9/100 kcal 4 6
Linolna kiselina 9/100 kcal 0,3 1,2
a-linolenska kiselina mg/100 kcal 50 -
Laurinska i miristinska o
o % lipida - 20
kiselina
Trans masne kiseline % lipida - 3
Lipidi o o
Eruka kiselina % lipida - 1
n-3 masne kiseline % lipida - 1
n-6 masne kiseline % lipida - 2
Dokoheksaenska kiselina Ne smije prekoraciti sadrzaj n-6 masnih
(DHA) kiselina
Eikosapentaenska Ne smije prekoraciti sadrzaj DHA
kiselina (EPA) °p J
Fosfolipidi g/L - 2
Ukupni 9/100 kcal 9 14
Laktoza” /100 keal 45 -
Ugljikohidrati Saharoza, fruktoza, med % ugljikohidrata - 20
Glukoza*® /100 kcal - 2
Fr.ukto- i g.algkto- g/100 ml ) 08
oligosaharidi (1:9)
Al g RE/100 keal 60 180
D? Hg/100 kcal 1 2,5
E? mg o-TE/100 keal 0,5 5
Vitamini K Mg/100 kcal 4 25
Tiamin Mg/100 kcal 60 300
Riboflavin Mg/100 kcal 80 400
Niacin® Hg/100 kcal 300 1500




Tablica 1. Dozvoljeni sastav prijelazne hrane za dojencad — nastavak [59]

Komponenta Jedinica Minimum Maksimum
Be Mg/100 kcal 35 175
B1, Mg/100 kcal 0,1 0,5
- Pantotenska kiselina Mg/100 keal 400 2000
Vitamini o
Folna kiselina Mg/100 kcal 1 50
C Mg/100 kcal 10 30
Biotin Mg/100 kcal 15 7,5
Zeljezo® mg/100 kcal 0,6 2
Zeljezo® mg/100 kcal 0,9 2,5
Fosfor ° mg/100 kcal 25 90
Fosfor® mg/100 kcal 30 100
Kalcij mg/100 kcal 50 140
Omijer kalcija i fosfora mg/mg 1:.01 1:02
Magnezij mg/100 kcal 5 15
Mineralne tvari N
_ ) Natrij mg/100 kcal 20 60
i elementi u
) Klorid mg/100 kcal 50 160
tragovima
Kalij mg/100 kcal 60 160
Mangan Mg/100 kcal 1 100
Flor Mg/100 kcal - 100
Jod Mg/100 Kkcal 10 50
Selen Mg/100 kcal 1 9
Bakar Mg/100 kcal 35 100
Cink mg/100 kcal 0,5 15
Nukleotidi mg/100 kcal - 5
Taurin mg/100 kcal - 12

* sa ili bez proteina kravljeg mlijeka

#ne primjenjuje se na prijelaznu hranu za dojencad, u kojoj izolati bjelanevina soje predstavljaju vise od 50 %
ukupnog sadrZaja bjelancevina

* smije se dodavati samo hrani za nastavak prehrane dojencadi, proizvedenoj od hidrolizata bjelanevina

' RE = svi ekvivalenti transretinola

% U obliku holekalciferola, od gega 10 ug = 400 i.u. vitamina D.

® o-TE = ekvivalent d- a-tokoferola.

* Niacin u gotovu, formiranom obliku.

® Prijelazna hrana proizvedena od bjelanéevina kravljeg mlijeka ili hidrolizata bjelangevina.

® Prijelazna hrana proizvedena od izolata bjelanéevina iz soje, posebno ili u mje$avini s bjelanéevinama kravljeg
mlijeka.



1.1.1. Oblici hrane za dojencad

Hrana za dojencad se dijeli na hranu koja se primjenjuje kod zdrave dojencadi i
specijalnu hranu koja ima primjenu kod dojencadi s dijagnosticiranim nutritivnim problemima
[60]. MoZe biti bazirana na kravljem mlijeku, bjelanCevinama soje ili hidroliziranim

bjelanCevinama [57,61].

Hrana za dojencad bazirana na kravljem mlijeku najceSce se primjenjuje kod zdrave
dojencadi bez prisutnosti alergija u obiteljskoj povijesti [62]. Laktoza je, u vecini takve hrane,
glavni izvor ugljikohidrata, no postoji i hrana koja ne sadrzi laktozu te se primjenjuje u
prehrani dojencadi s netolerancijom laktoze. Hrana bazirana na bjelanCevinama soje ima
primjenu kod veganske dojencadi, dojencadi s galaktosemijom i netolerancijom laktoze [63].
U njoj se ugljikohidrati nalaze u obliku maltodekstrina, kukuruznog Skroba i ponekad
saharoze [60]. Hrana bazirana na hidroliziranim bjelanCevinama primjenjuje se kod dojencadi
s ozbiljnim nutritivnim problemima ili dojencadi alergi¢ne na kravlje mlijeko [60] gdje je
dokazana njena ucCinkovitost [64]. Prema stupnju hidrolize, moze se podijeliti na hranu
baziranu na visoko ili djelomi¢no hidroliziranim bjelanCevinama. Ugljikohidrati se u takvoj

hrani nalaze u obliku maltodekstrina ili polimera glukoze [60].

1.1.2. Ugljikohidrati u hrani za dojencad

Ugljikohidrati su vazan izvor energije u prehrani dojencadi. Laktoza je dominantni
probavljivi ugljikohidrat majc¢inog mlijeka pa zauzima vazno mjesto i u hrani za dojencad.
Osigurava oko 40 % dnevnog energetskog unosa. Pomaze apsorpciju vode, mineralnih tvari
kao Sto su natrij, kalcij [61], magnezij, cink i Zeljezo [65]; ima vaznu ulogu u izgradnji
Ziv€anog sustava te rastu koze, kostiju i hrskavice dojencadi [66]; ima pozitivan fizioloski i

prebiotiCki efekt [61].



Prema Pravilniku [59], poCetna hrana za dojencad smije sadrzavati laktozu, maltozu,
saharozu, glukozu, maltodekstrine, glukozni ili osuSeni glukozni sirup, aktivirani i
zelatinizirani Skrob koji su prirodno bez glutena, dok prijelazna hrana smije sadrzavati i
fruktozu te med. Koletzko i sur. [61] preporucCuju uporabu laktoze i Skroba, no ne i glukoze
radi mogucih neenzimskih reakcija s bjelanCevinama i formiranja Maillardovih produkata
tijekom toplinske obrade hrane, iako je u majcinom mlijeku pronadena u malim koliCinama.
Ne preporuca se uporaba ni fruktoze i saharoze radi moguéeg razvoja hipoglikemije,
pothranjenosti, povracanja, ciroze jetre ili iznenadne smrti. Prema standardu Codex-a
Alimentariusa [67] preferira se dodavanje polimera glukoze i laktoze kao izvora
ugljikohidrata u hrani baziranoj na bjelanCevinama kravljeg mlijeka i hidroliziranim
bjelanCevinama. Dodatak fruktoze i saharoze treba se izbjegavati. Jedino prethodno termicki

i to do 30 %-tnog udjela u ukupnoj kolicini ugljikohidrata [61,67].

1.1.3. Danasnji trendovi u obogacivanju hrane za dojencad

U cilju postizanja sastava Sto blizeg maj¢inom mlijeku, danas se u hranu za dojencad
dodaju mnoge neesencijalne, no vrlo korisne tvari pronadene u majcinom mlijeku. One
ukljuCuju nukleotide [68], prebiotike i probiotike [69,70,71,72,73,74], dugolanCane
polinezasi¢ene masne kiseline [75,76,77,78] i druge tvari. Kada u hrani za dojencad nisu

prisutne ne dolazi do njihovog nedostatka, no kada se dodaju znacajno utjeCu na dojence [52].

1.1.4. Sigurnost i nedostaci hrane za dojencad

Hrana za dojencad se Cesto povezuje s odredenim rizikom za zdravlje. Utvrdeno je da
dojencad u razvijenim zemljama koja je hranjena hranom za dojencad ima povecani rizik od

nespecificnog gastroenteritisa, atopicnog dermatitisa, astme, pretilosti, dijabetesa, ekcema,



nekroticnog enterokolitisa i autizma od onih dojenih [22,79,80]. Otkriveno je i da je
suplementacija zeljeza u hrani za dojencad povezana s nizim kvocijentom inteligencije te
drugim zaostacima u neuroloSkom razvoju dojencadi [81]. Usto, hrana za dojenCad nije
sterilna te se po Zzivot opasne infekcije kod dojencadi pripisuju kontaminaciji patogenim
bakterijama, kao Sto je Enterobacter sakazakii [82,83,84,85,86] i Salmonella enterica [86,87]
dok hrana bazirana na bjelanCevinama soje sadrzi fitoestrogene, koji potencijalno mogu

smanjiti plodnost u djeCaka i prouzroCiti preuranjeni pubertet u djevojcica [88].

Velika slicnost sastava hrane za dojenCad majCinom mlijeku nije adekvatan indikator
sigurnosti i nutritivne adekvatnosti te hrane. Adekvatnost hrane za dojencad bi se trebala
procjenjivati usporedbom utjecaja na psiholoske, biokemijske i funkcionalne parametre (rast i
razvoj, markeri u plazmi, imunoloski odgovor) kod dojencadi hranjene hranom za dojencad i
one dojene. Koletzko i sur. navode da bi trebala sadrzavati sastojke u mjeri zadovoljenja
nutritivnih zahtjeva ili radi drugog pozitivnog utjecaja [61]. Wu i sur. su ispitivali biokemijske
razlike u serumu kod dojencadi hranjene majCinim mlijekom i one hranjene hranom za
dojencCad te zakljuCili da razliCita prehrana rezultira razliCitim biokemijskim svojstvima

seruma [89].

1.2. METODE ODREDIVANJA UGLJIKOHIDRATA
Razvijeno je mnogo metoda za odredivanje ugljikohidrata u hrani za dojencad [90].
Neke od metoda su spektrofotometrijske, spektroskopske, kromatografske, titracijske,

kolorimetrijske, elektroforetske te enzimske metode.



1.2.1. Visoko djelotvorna tekucinska kromatografija

Visoko djelotvorna tekudinska kromatografija (eng. High Performance Liquid
Cromatography, HPLC) je metoda koja postoji vise od 50 godina, no njena je primjena u
odredivanju ugljikohidrata i danas najraSirenija [91]. Uz primjenu detektora indeksa loma Cini
ucinkovitu metodu za odredivanje razli€itih ugljikohidrata (glukoza, fruktoza, saharoza,
laktoza, galaktoza, laktuloza, maltoza) [90]. Ferreira i sur. [92] i Scott i Hatina [93] su pri
odredivanju ugljikohidrata u hrani za dojencad koristili HPLC metodu uz primjenu detektora
indeksa loma (RI detektor). Njene su karakteristike jednostavnost, tocnost, reproducibilnost,
osjetljivost, dobre separacijske mogucnosti, brzina i ekonomicnost [90,94]. Prikladna je za
rutinske analize mono- i disaharida u hrani za dojencad baziranoj na mlijeku te za pracenje

mogucih promjena njenog sastava [90].

1.2.2. Visoko djelotvorna anion-izmjenjivacka kromatografija

Visoko djelotvorna anion-izmjenjivaCka kromatografija (eng. High Performance
Anion-Exchange, HPAE) je razvijena radi mogucénosti separacije ugljikohidrata. U
kombinaciji s pulsnim amperometrijskim detektorom (PAD) moguca je direktna
kvantifikacija nederivatiziranih ugljikohidrata u vrlo malim koliCinama (pikomoli) s
minimalnom koli¢inom pripremljenog uzorka. Ova se metoda odlikuje odlicnom rezolucijom,
preciznoScu i osjetljivoScu za ugljikohidrate [95]. Koristi se za odredivanje monosaharida
(glukoze i fruktoze) i disaharida (laktoze, maltoze, saharoze, laktuloze) [90]. Kaine i Wolnik

su tom metodom odredivali ugljikohidrate u hrani za dojencad [96].



1.2.3. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (eng. Gas Cromatography, GC) je metoda koju su razvili
Troyano i sur. [97]. Njenom je primjenom moguce kvantificirati glukozu, galaktozu,
mioinozitol, laktulozu i druge ugljikohidrate. UnatoC dobroj osjetljivosti ove metode,
priprema uzorka je teSka jer ugljikohidrati moraju biti derivatizirani. Ovom se metodom
dobiva anomerski sastav pa se pojavljuje i viSe pikova za isti spoj te nije pogodna za rutinsko

koriStenje [90].

1.2.4. Spektroskopske metode

FT-Raman spektroskopija uz primjenu kemometricnih metoda kao Sto je PLS (eng.
partial least square — parcijalnih najmanjih kvadrata) predstavlja dobru analiticku metodu za
kvantitativno odredivanje nutritivnih parametara u hrani za dojencad i mlijeku u prahu. Ova je
metoda jednostavna, brza i ne generira kemijske rezidue pa je stoga prikladna za primjenu u
laboratorijima za kontrolu kvalitete. Metode temeljene na vibracijskoj spektroskopiji mogu

biti alternativa u odredivanju nutrijenata u hrani za dojencad [98].

1.2.5. Ostale metode

U odredivanju ugljikohidrata u hrani za dojencad se primjenjuju i enzimske,
spektrofotometrijske te kemijske metode. Njihov najveéi nedostatak je Cesta nemogucnost
odredivanja razlicitih ugljikohidrata istovremeno [94,99,100]. Lesniewicz i sur. [58] su
Bertrandovom metodom [101] odredivali laktozu u hrani za dojencad koja se smatra
adekvatnom metodom za odredivanje laktoze u mlijeku i mlijeCnim proizvodima [102].
Zhang i sur. su primjenjivali metodu kapilarne elektroforeze uz primjenu elektrokemijske

detekcije pri odredivanju laktoze u mlijeku u prahu [103].



1.3. VALIDACIJA ANALITICKE METODE

Svakim se danom diljem svijeta razvijaju nove analitiCke metode. Analiticki rezultat je
temelj za donoSenje odluka i ima znacajan utjecaj na drustvo u cjelini. Stoga je cilj analitickih
ispitivanja osiguravanje dosljednih, pouzdanih i tocnih podataka, a validacija igra vaznu ulogu
u njegovom ostvarenju [104]. RijeC validacija potjeCe od lat. validus — jak, snazan, mocan i
upucuje na nesto ¢emu je dokazana istinitost, na koristan i prihvatljiv standard [105]. Ona
omogucuje dokazivanje da metoda zadovoljava namijenjenu svrhu [104,106], tj. kriterije
prihvatljivosti postavljene od strane analitiCara i krajnjeg korisnika ili potroSaCa, a koji
opisuju njihove potrebe [107]. Samo se validacijom objektivno moZe predoCiti svojstvena
kvaliteta analiticke metode [106]. Usko je povezana s razvojem metode i Cesto nije moguce
razluciti kada razvoj zavrSava, a validacija zapocCinje. Kvaliteta analiticke metode viSe ovisi 0
njenom razvoju, nego o Vvalidaciji [106] te bi dobro razvijenu metodu trebalo biti lako
validirati [104]. Validacija analitickih metoda se provodi radi osiguravanja kvalitete
analitickih rezultata, Sto je sastavni dio dobre analiticke i proizvodacke prakse te

zadovoljavanja regulatornih zahtjeva i standarda vezanog za akreditaciju laboratorija [108].

U svrhu osiguranja kvalitete rezultata, brojne medunarodne organizacije izdaju vodiCe
za validaciju analitickih metoda [107,109,110,111,112,113,114,115,116,117,118,119,120,
121,122,123,124], a objavljeno je i nekoliko preglednih radova na tu temu [125,126,
127,128,129,130]. Medu vodiCima postoje razlike pa je prikladnost analiticke metode
djelomicno ovisna o odabranom vodicu, terminologiji i metodologiji koja se u njemu Kkoristi
[104,105,131] te postojanje brojnih vodi¢a moze zbuniti analitiCare, Sto moze rezultirati
izbjegavanjem validacije metode. Zato je potrebno osigurati jedinstvene definicije pojedinih
parametara, kriterija prihvatljivosti, metodologije i statistiCkih analiza koje su u skladu s

definicijom i predmetom validacije te svakom analitickom metodom [104]. Usprkos tome Sto



ih je mnogo, malo je jasnih metodoloskih vodica [132,133,134,135] koji govore o prakticnom
aspektu oblikovanja validacijskih eksperimenata te koji pomazu analitiCaru utvrditi valjanost

metode [106,136,137,138].

Potpuna validacija provodi se kod razvoja i uvodenja nove metode ili njene
prenamjene [118]. Revalidacija se provodi kod prijenosa metode izmedu laboratorija,
promjene analitiCara, uredaja, kemikalija, sastava kona¢nog proizvoda, matriksa te promjene
u analitickom postupku [104,113,118]. Potrebna je i ako se tijekom svake analize prikladni
rezultati dobivaju tek ponovljenim prilagodavanjem operativnih parametara analitiCkog
postupka [119]. Njome se dokazuje da se karakteristike analitickog postupka nisu promijenile
tijekom vremena ili uslijed nastalih promjena te da se dobivaju pouzdani i kvalitetni podaci
[119]. Opseg i stupanj revalidacije ovise o prirodi prisutnih promjena, a u nekim slucajevima
to moze znaciti i ponovnu potpunu validaciju [104,113,118]. Unakrsna validacija (eng. cross-
validation) je usporedba parametara validacije pri koriStenju dvije ili viSe metoda za

dobivanje podataka u istoj ili razliCitim studijama [118].

UcCinkovitost metode dokazuje se eksperimentima u kojima se koriste uzorci ili
standardi slicni uzorcima za Ciju je analizu metoda namijenjena. S obzirom da su razvoj i
validacija metode dugotrajni i skupi procesi, pazljivo planiranje eksperimenata pomaze u
svodenju njihovog broja na najmanju mogucu razinu [104]. OpSirniji validacijski
eksperimenti potrebni su kada se metodu namjerava koristiti rutinski [106]. Njihova provedba
obicno slijedi validacijski protokol napisan u obliku koraka [104], a svi eksperimenti
provedeni u svrhu odredivanja validacijskih parametara i donoSenja zakljuCka o valjanosti

metode iskazuju se u izvjestaju o validaciji [118].
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1.3.1. Parametri validacije

Parametri koje je potrebno odrediti pri validaciji ovise o vrsti i namjeni metode [113].
U nastavku su definirani i opisani sljedeCi parametri: selektivnost/specificnost, linearnost,

podrucje, preciznost, tocnost, granica detekcije, granica kvantifikacije i stabilnost.

Selektivnost/specificnost

Selektivnost je sposobnost metode za odredivanje pojedinog analita u kompleksnom
uzorku bez interferencije drugih sastojaka uzorka [139,140], odnosno selektivna je metoda
kojom se istovremeno odreduje vise komponenti u uzorku bez obzira razlikuju li se te

komponente medusobno ili ne.

Specificnost je sposobnost jasnog odredivanja jednog analita u prisutnosti drugih
ocCekivanih sastojaka uzorka [113,140] i ona zahtjeva 100 %-tnu selektivnost [128,135].
Odredivanje specifi¢nosti ukljucuje ispitivanje mogucnosti identificiranja analita, ispitivanje
Cistoée Cime se utvrduje prisutnost interferencija i ispitivanje sposobnosti odredivanja
sadrzaja analita u uzorku [113]. Kod kvantitativnih metoda su prihvatljive male interferencije,
ako su pri granici kvantifikacije zadovoljeni kriteriji prihvatljivosti za toCnost i preciznost

[107,109, 125,126,128].

Linearnost

Linearnost je pojam Kkoji opisuje direktnu proporcionalnost dobivenih rezultata i
koncentracije (koliCine) analita u uzorku unutar definiranog podrucja metode. Odreduje se na
minimalno pet koncentracijskih razina u rasponu od 80 do 120 % od ocCekivane koncentracije
analita u uzorku uz minimalno tri ponavljanja [104]. Nakon mijerenja potrebno je pronaci

matematiCki model koji adekvatno opisuje odnos koncentracije analita i signala. lzbor
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prikladnog kalibracijskog modela nuzan je za pouzdanu kvantifikaciju, a preporuca se
upotreba linearnih modela [106]. Kao dokaz linearnosti potrebno je iskazati koeficijent
korelacije (CV; relativna standardna devijacija — RSD), odsjeCak na y-osi, nagib regresijskog
pravca i zbroj kvadrata odstupanja te priloziti graficki prikaz. Kako bi kriterij prihvatljivosti
bio zadovoljen, koeficijent korelacije mora biti veéi od 0,999 [105]. Kod metoda kod kojih ne
postoji linearan odnos, ovisnost signala o koncentraciji analita opisuje se prikladnom

funkcijom [113].

Podrucje

Podrucje metode se moze definirati kao interval izmedu najnize i najviSe koncentracije
(koliCine) analita u uzorku pri Cijem se mjerenju dobivaju rezultati prihvatljive preciznosti,
tocnosti i linearnosti. Razlikuje se ovisno o namijenjenoj primjeni metode te postoji
preporu¢eno minimalno specificno podrucje koje najéeSée obuhvaéa koncentracijski raspon
od 80 do 120 % od ocCekivane koncentracije analita. Moze se odrediti iz podataka dobivenih

utvrdivanjem linearnosti [113].

Preciznost
Preciznost analitiCke metode opisuje slaganje (stupanj rasipanja) rezultata ponovljenih

mjerenja na homogenom uzorku pod to¢no odredenim uvjetima [113,140].

Postoje tri tipa preciznosti: repetibilnost, intermedijarna preciznost i reproducibilnost
te se svaki od njih posebno odreduje [113]. Repetibilnost (ponovljivost) oznaCava preciznost
pod istim uvjetima mjerenja u kratkom vremenskom periodu [113,140]. Intermedijarna
preciznost (unutarlaboratorijska obnovljivost) oznaCava preciznost unutar jednog laboratorija

uz moguce varijacije kao Sto su razliCiti dani analize, analiticar, oprema itd. Cilj je utvrditi
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hoée li rezultati biti isti, unato¢ promjenama unutar laboratorija [113]. Reproducibilnost
(obnovljivost) oznaCava preciznost izmedu laboratorija, tj. sposobnost metode da daje iste
rezultate u razliCitim laboratorijima [113,140] i potrebno ju je ispitati jedino ako je koriStenje

metode za to predvideno [106].

Preciznost se odreduje s najmanje devet mjerenja (npr. na tri koncentracijske razine u
tri ponavljanja) u definiranom podrucju metode ili s najmanje Sest mjerenja na najvisoj
koncentracijskoj razini. Pozeljno je njeno odredivanje na homogenim, autenticnim uzorcima,
a ako to nije moguce onda se primjenjuju oni umjetno pripremljeni. StatistiCki parametri koji
se koriste za dokazivanje preciznosti su standardna devijacija (SD), relativna standardna
devijacija i interval pouzdanosti rezultata niza ponovljenih mjerenja [113]. U Tablici 2. nalaze

se kriteriji prinvatljivosti za repetibilnost ovisno o udjelu analita u uzorku [140].

TocCnost

Tocnost predstavlja blizinu slaganja vrijednosti dobivenih mjerenjem s prihvacenom
stvarnom ili referentnom vrijednosti [113,140]. Buduéi da utvrdivanje to€nosti omogucuje
odredivanje sistematske pogreSke metode [140], smatra se najvaznijim parametrom validacije
[141]. Treba biti odredena u cijelom podrucju metode nakon odredivanja selektivnosti,
linearnosti i preciznosti, na minimalno tri koncentracijske razine u minimalno tri ponavljanja
mjerenja. Iskazuje se kao postotak iskoriStenja dobiven mjerenjem poznate dodane koliCine
analita ili kao razlika izmedu stvarne ili prihvacene referentne vrijednosti i one dobivene
mjerenjem, uz definiran interval pouzdanosti [113]. U Tablici 2. nalaze se kriteriji

prihvatljivosti za iskoristenje ovisno o udjelu analita u uzorku [140].
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Tablica 2. Kriteriji prihvatljivosti za iskoriStenje i repetibilnost ovisno o udjelu analita u

uzorku [140]

Analit ( %) Omijer analita  Srednja vrijednost iskoristenja (%) RSD za preciznost (%)

100 1 98 — 102 1,3
10 10 98 — 102 1,9

1 102 97 - 103 2.7

0,1 103 95 — 105 3,7
0,01 10* 90 — 107 5,3
0,001 10° 80— 110 7.3
0,0001 10 80— 110 11
0,00001 107 80— 110 15
0,000001 10 60 — 115 21
0,0000001 10° 40 - 120 30

Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije predstavlja najmanju koli¢inu analita u uzorku koju je moguce
detektirati, no ne nuzno i kvantificirati kao egzaktnu vrijednost [104,113,140]. To je toCka u
kojoj je izmjerena vrijednost veca od nesigurnosti koja je s njome povezana [104], tj. najniZa

koncentracija analita u uzorku koja se pouzdano moZze razlikovati od Suma [124].

Granica kvantifikacije je najmanja koliCina analita u uzorku koju je moguce
kvantitativno odrediti uz prihvatljivu preciznost i tofnost [113,140]. Predstavlja vaZan
parametar za kvantitativne analize kod kojih je niska koncentracija analita u uzorku i najvise

se koristi za utvrdivanje postojanja ne€istoca i/ili razgradnih produkata [104,113]. Stoga je pri
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njenom odredivanju potrebno koristiti Ciste standarde i matrikse sliCne stvarnom uzorku

[104]. Kvantitativno izrazavanje rezultata ispod granice kvantifikacije nije prihvatljivo [124].

Za odredivanje granice detekcije i kvantifikacije se koriste razliCiti pristupi [104,105].
Vizualna kontrola ukljuCuje pripremu uzoraka poznate koncentracije analita i utvrdivanje
koncentracije pri kojoj analit moze biti pouzdano detektiran [113]. Najpopularniji pristup je
odredivanje pomoc¢u omjera signala i Suma [105], uz prihvatljivu preciznost i to¢nost [104]
kod kojeg se usporeduje signal dobiven mjerenjem pri niskim koncentracijama analita sa
signalom dobivenim mjerenjem slijepe probe, tj. Sumom. Minimalan prihvatljiv omjer signala
i Suma je 3:1 kod granice detekcije te 10:1 kod granice kvantifikacije [104,105]. Kod
odredivanja granica detekcije i kvantifikacije pomocu omjera standardne devijacije odziva
detektora i nagiba kalibracijske krivulje, minimalan prihvatljiv omjer je 3:1 kod granice
detekcije i 10:1 kod granice kvantifikacije [104,106]. Standardna devijacija (SD) kalibracijske
krivulje moze se odrediti na temelju SD slijepe probe, razlike SD regresijskog pravca ili SD

odsjeCka na y-osi regresijskog pravca [105,113].

Robusnost

Robusnost je mjera osjetljivosti metode na male, namjerne promjene parametara koja
ukazuje na njenu pouzdanost tijekom uobicCajene primjene [113]. To ukljuCuje promjenu
protoka, temperature kolone i sastav mobilne faze kod tekucinske kromatografije te drugih
parametara svojstvenih metodi [104,113]. Utvrdivanje robusnosti metode preporuceno je
provesti tijekom razvoja metode kako se neucinkovitost ne bi uocCila rutinskom kontrolom
kvalitete i zakomplicirala proces validacije [104]. Ako je analitiCki postupak osjetljiv na
promjene parametara analize, oni se moraju adekvatno kontrolirati ili se u postupak trebaju

ukljuciti mjere predostroznosti. Posljedica utvrdivanja robusnosti trebala bi biti prikladnost
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niza parametara metode koji osiguravaju njezinu ucinkovitost [113]. Odredivanje robusnosti
neophodno je kod prijenosa metode izmedu laboratorija [142]. Podaci o robusnosti pomazu
pri odredivanju potrebe za revalidacijom metode, ukoliko dolazi do promjene jednog ili vise

parametara [113].

Vazan Cimbenik koji utjeCe na robusnost metode je stabilnost ispitnih otopina.
Stabilnost se definira kao kemijska stabilnost analita u danom matriksu pod specificnim
uvjetima u odredenom vremenskom intervalu i neophodna je za dobivanje pouzdanih
podataka [106]. Kako bi se uocCila degradibilnost analita i standarda, potrebno je utvrditi
njihovu stabilnost pod utjecajem razliCitih vanjskih uvjeta (temperatura, svjetlost, vlaznost),
tijekom procesa sakupljanja i rukovanja uzorkom, nakon dugotrajnog ili kratkotrajnog
skladiStenja te pripreme uzorka za analizu [104,118]. Osim ako su podaci o stabilnosti analita

dostupni u literaturi, potpuna validacija metode mora ukljucivati ispitivanje stabilnosti [106].

1.3.2. Mjerna nesigurnost

Mjerna nesigurnost nije validacijski parametar, no moze se odrediti iz podataka o
validaciji metode (iz rezultata dobivenih odredivanjem tocCnosti 1 preciznosti) [143] ili
podataka prikupljenih rutinskom kontrolom kvalitete [110]. Predstavlja statistiCki parametar,
standardnu devijaciju ili Sirinu intervala pouzdanosti, koji opisuje rasprsenost vrijednosti
dobivenih mjerenjem, a koje se mogu razumno pripisati mjerenoj veliCini [111]. Moze se
definirati i kao interval u kojem se prava vrijednost rezultata mjerenja nalazi s odredenom
vjerojatnoS¢u [104]. Odreduje se radi prosudivanja adekvatnosti rezultata za namijenjenu
svrhu i dokazivanja njihove dosljednosti u usporedbi sa slicnim rezultatima [105]. Objavljeni
su standardi i vodiCi [110,144,145,146,147] koji pomazu pri odredivanju i iskazivanju mjerne

nesigurnosti, no ona se unato€ svojoj vaznosti rijetko odreduje [104].
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2. OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

Ugljikohidrati predstavljaju vaZzan izvor energije u prehrani dojencadi. Bitna su
komponenta hrane za dojencad te se javlja potreba za ucinkovitom analitickom metodom za
odredivanje njihovog sastava i udjela u spomenutoj hrani. Ciljevi ovog rada bili su razvoj i
validacija jednostavne i brze metode za odredivanje udjela ugljikohidrata (fruktoze, glukoze,
saharoze i laktoze) u uzorcima hrane za dojencad. U svrhu validacije metode, kako bi se
dokazala njena prikladnost za namijenjenu primjenu, cilj je bio utvrditi je li metoda selektivna
pri odredivanju pojedinog analita u kompleksnom uzorku bez interferencije drugih sastojaka
uzorka; postoji li linearan odnos dobivenih rezultata i koncentracije (koliCine) analita u
uzorku unutar definiranog podrucja metode; postiZe li se prihvatljiva preciznost metode pri
ponovljenom mjerenju na homogenom uzorku pod istim uvjetima, u kratkom vremenskom
periodu; postize li se zadovoljavajuca blizina slaganja vrijednosti dobivenih mjerenjem i
stvarnih vrijednosti, odnosno toCnost metode te odrediti granicu detekcije i granicu
kvantifikacije pojedinog analita kako bi se utvrdila osjetljivost metode pri njihovom
odredivanju. Takoder, cilj je bio i odredivanje udjela fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze u
hrani za dojen¢ad odmah nakon prikupljanja uzoraka s hrvatskog trziSta i pri isteku roka
valjanosti, kako bi se ispitale moguCe promjene sastava i udjela ugljikohidrata uslijed

skladistenja.
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3. MATERIJALI | METODE RADA

3.1. MATERUJALI

3.1.1.

3.1.2.

Uredaji i oprema
AnalitiCka vaga (YMC Chyo, tip JK-180)
Ultrazvucna kupelj (VWR Ultrasonic cleaner, model USC 300T)
Visoko djelotvorni tekucinski kromatograf
Sustav kontroler (SHIMADZU SCL-10Avp)
Detektor indeksa loma — R1 detektor (SHIMADZU RID-10A)
Termostat za kolonu (SHIMADZU CTO-10ASyp)
Pumpa (SHIMADZU LC-10ADyp)
Linijski vakuum degazer (SHIMADZU DGV-14A)
Predkolona (Shodex Asahipak NH,50G-4A)
Kolona (Shodex Asahipak NH,P50-4E; 4,6-250 mm, 5 pm)
Filteri: Filtrak 21N filter papir
MN 640 d filter
SUPELCO 0,45 um x 47 mm filter
Cameo syringe 0,45 pm filter

Mikrolitarska Sprica

Kemikalije i standardi

Acetonitril (J.T. Baker), HPLC-gradient grade

Redestilirana voda

18



Standardi (Fluka, Biochemica)
D-(-)-fruktoza, = 99 % Cistoce (HPLC)
D-(%)-glukoza, bezvodna, = 99,5 % cistoce (HPLC)
Saharoza, = 99,5 % Cistoce (HPLC)

D-(x)-laktoza monohidrat, > 99,5 % Cistoce (HPLC)

3.1.3. Uzorci

Analizirano je 10 uzoraka prijelazne hrane za dojencad i 1 uzorak hrane za malu djecu.

3.2. METODE RADA

3.2.1. Razvoj i validacija metode

Razvijena je metoda za odredivanje udjela ugljikohidrata (glukoze, fruktoze, saharoze
i laktoze) u hrani za dojen€ad pomocu visoko djelotvorne tekucinske kromatografije (HPLC)
uz primjenu detektora indeksa loma. U svrhu validacije, ispitana je selektivnost, linearnost i

podrucje, preciznost, tocnost metode, granica detekcije i granica kvantifikacije.

3.2.1.1. Selektivnost
Selektivnost metode utvrdena je usporedbom kromatograma mobilne faze, standarda i

uzorka.

3.2.1.2. Linearnost i podrucje

Linearnost metode odredena je injektiranjem otopina za bazdarenje. Prema navedenom
analitickom postupku napravljene su po tri odvage za pet koncentracijskih razina svakog
pojedinog standarda u rasponu od 80 do 120 % od ocekivane koncentracije analita u uzorku u

tri uzastopna ponavljanja. lzraCunata je srednja vrijednost povrSina, zatim je odredena
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jednadzba regresijskog pravca, nagib, odsjecak te koeficijent korelacije. Podrucje je odredeno
iz podataka o linearnosti metode. IzraCunat je omjer povrsine pika i koncentracije analita te

logaritam koncentracije analita.

3.2.1.3. Preciznost
Repetibilnost metode odredena je viSestrukim injektiranjem iste otopine standarda.
Obradeni su rezultati mjerenja na tri koncentracijske razine u tri ponavljanja. IzraCunata je

srednja vrijednost i relativna standardna devijacija dobivenih povrsina pikova.

3.2.1.4. ToCnost

TocCnost metode ispitana je injektiranjem otopine uzorka u koju je dodana poznata
koli€ina standarda na pet koncentracijskih razina u tri ponavljanja unutar radnog podrucja
metode. Iz dobivenih podataka linearnom regresijom je izraCunata srednja vrijednost

koncentracije, iskoriStenje i relativna standardna devijacija.

3.2.1.5. Granica detekcije i granica kvantifikacije
Granica detekcije i granica kvantifikacije odredene su metodom omjera signala i Suma

pri Cemu je kod granice detekcije omjer 3:1, a granice kvantifikacije 10:1.

3.2.2. Odredivanje udjela ugljikohidrata u hrani za dojencad i ispitivanje
mogucih promjena uslijed skladiStenja
Ispitivanje udjela ugljikohidrata u hrani za dojenCad provedeno je odmah nakon

prikupljanja uzoraka s hrvatskog trZista i do isteka roka valjanosti, odnosno u vremenskom

razmaku od 20 mjeseci, kako bi se utvrdilo dolazi li do promjene u sastavu i udjelu ispitivanih
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ugljikohidrata. Hrana za dojencad je u meduvremenu skladiStena pri sobnoj temperaturi. Rok

valjanosti je 24 mjeseca.

3.2.2.1. Priprema mobilne faze
U menzuru od 1000 mL se pomocu trbusSaste pipete ulije 750 mL acetonitrila i 250 mL
redestilirane vode. Otopina se profiltrira kroz 0,45 ym filter i zatim 25 minuta degazira u

ultrazvucnoj kupelji.

3.2.2.2. Priprema uzorka

Oko 2 g + 0,0001 g uzorka se odvaze u odmjernu tikvicu od 50 mL, koja se zatim
nadopuni destiliranom vodom do oznake. Otopljeni uzorak se profiltrira preko 4 filtera
(redoslijedom kojim su opisani pod opremom). Uzorak se u uredaj unosi mikrolitarskom

injekcijom.

3.2.2.3. Uvjeti rada

Mobilna faza: Acetonitril : voda=3:1
Protok mobilne faze: Izokratni mod

Brzina protoka mobilne faze: 1 mL/min

Volumen injektiranog uzorka: 20 pL

Temperatura kolone: 30°C

Vrijeme eluiranja: 30 min

3.2.3. Analiza podataka

Podaci dobiveni mjerenjem obradeni su pomocu racunalnog programa LC Postun

Analysis (verzija 1,22 SP1, Shimadzu corporation).
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Analiza koriStena za utvrdivanje postoji li statisticki znacajna razlika u udjelu
ugljikohidrata nakon skladistenja je ANOVA, uz razinu znacajnosti a = 0,05. StatistiCka
znaCajnost razlike utvrdena je za svaki pojedini ugljikohidrat u svakom od ispitivanih

uzoraka.
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4. REZULTATI

Na slikama 1., 2. i 3. prikazani su kromatogrami mobilne faze, standarda i uzorka.

U tablicama 3., 5., 7. i 9. nalaze se rezultati ispitivanja linearnosti za fruktozu,
glukozu, saharozu i laktozu. Na slikama 4., 6., 8. i 10. nalaze se graficki prikazi ovisnosti
povrsine pika o koncentraciji fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze. U tablicama 4., 6., 8. i 10.
nalaze se rezultati ispitivanja podrucja linearnosti za fruktozu, glukozu, saharozu i laktozu. Na
slikama 5., 7., 9. i 11. nalaze se graficki prikazi podrucja linearnosti za fruktozu, glukozu,

saharozu i laktozu.

U Tablici 11. nalaze se rezultati ispitivanja repetibilnosti mjerenja.

U tablicama 12., 13., 14. i 15. nalaze se podaci o toCnosti metode pri odredivanju

fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze. Na slikama 12., 13., 14. i 15. nalaze se graficki prikazi

podataka za tocnost metode pri odredivanju fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze.

U Tablici 16. nalaze se rezultati ispitivanja granice detekcije i granice kvantifikacije.

Od Tablice 17. do Tablice 27. nalaze se rezultati odredivanja ugljikohidrata u hrani za

dojencCad. Na slikama 16., 17., 18. i 19. nalaze se grafiCki prikazi postotka razlike udjela

fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze dobivenog mjerenjem pri isteku roka valjanosti, u

odnosu na mjerenje odmah nakon prikupljanja uzoraka s hrvatskog trzista.
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4.1. SELEKTIVNOST
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Slika 1. Kromatogram mobilne faze
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Slika 3. Kromatogram otopine uzorka
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4.2. LINEARNOST | PODRUCIJE

Tablica 3. Rezultati ispitivanja linearnosti za fruktozu

0,840 111521 108295
1,660 224747 227714
2,636 367634 369852
3,172 446596 447911
3,736 533324 530048
600000 -
y = 145633x - 14037

—~ 500000 - R2=0,9997

X r=0,9998

< 400000 -

E

£ 300000 -

o

[3+]

S 200000 -

iz

3

a 100000 -

0 T T T 1
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000
Koncentracija (mg/mL)

Slika 4. Graficki prikaz ovisnosti povrSine pika o koncentraciji fruktoze
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Tablica 4. Rezultati ispitivanja podrucja linearnosti za fruktozu

0,840 111521 132763 -0,075721
1,660 224747 135390 0,220108
2,636 367634 139467 0,420945
3,172 446596 140793 0,501333
3,736 533324 142753 0,572407
——————————— 160000 |-
8,
g
g H40000-1 - —-————————————- -
E .
3
=
T e 120000~ ————————————mmmmmmmmmmmmmm e
o
[a
-0,4 -0,2 0,0 0,4 0,6
log koncentracije fruktoze

Slika 5. Graficki prikaz podrucja linearnosti za fruktozu
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Tablica 5. Rezultati ispitivanja linearnosti za glukozu

0,948 126891 127326
1,592 216339 215708
2,524 347321 343616
3,128 419149 426509
3,780 519452 515990
600000
y = 137240x - 2777,7
2 500000 R2 = 0.9992
) —
g 400000 r=0,9996
£ 300000
o
£ 200000
3
c 100000
0
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000
Koncentracija (mg/mL)

Slika 6. Graficki prikaz ovisnosti povrSine pika o koncentraciji glukoze
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Tablica 6. Rezultati ispitivanja podrucja linearnosti za glukozu

0,948 126891 133851 -0,023192
1,592 216339 135891 0,201943
2,524 347321 137607 0,402089
3,128 419149 133999 0,495267
3,780 519452 137421 0,577492
—————————— 160000
8,
g
£ e G
§ . V'S L 4 2
g
=
;z) __________ 1_2'9900_ I
>
(@)
[a
160000
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
log koncentracije glukoze

Slika 7. Graficki prikaz podrucja linearnosti za glukozu
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Tablica 7. Rezultati ispitivanja linearnosti za saharozu

0,808 104642 102470
1,628 208883 213044
2,384 320003 314989
3,132 409413 415854
3,876 519595 516180
600000 -

y = 134847x - 6486,5

- 500000 - R2=0,9991

5 r = 0,9995

< 400000 -

E

£ 300000 -

o

[3+]

S 200000 -

S

(@]

S 100000 -

0 T T T T 1
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

Koncentracija (mg/mL)

Slika 8. Graficki prikaz ovisnosti povrSine pika o koncentraciji saharoze
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Tablica 8. Rezultati ispitivanja podrucja linearnosti za saharozu

0,808 104642 129507 -0,092589
1,628 208883 128307 0,211654
2,384 320003 134229 0,377306
3,132 409413 130719 0,495822
3,876 519595 134054 0,588384
——————————— 1600007
8,
3]
g - 140000 -
<
3 g
S .
3
o
B 120000
>
o
[a
166006
-0,4 -0,2 0,0 0,4 0,8
log koncentracije saharoze

Slika 9. Graficki prikaz podrucja linearnosti za saharozu
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Tablica 9. Rezultati ispitivanja linearnosti za laktozu

7,984 967924 977423
16,180 1971576 1975393
24,280 3002258 2961673
31,644 3828574 3858336
37,920 4624955 4622520
5000000 -

. y =121763x + 5267,5

£ 4000000 - R?=0,9997
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;:f 3000000 -

o

©

.= 2000000 -

>

g
1000000 -
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Slika 10. Graficki prikaz ovisnosti povrsine pika o koncentraciji laktoze
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Tablica 10. Rezultati ispitivanja podrucja linearnosti za laktozu

7,984 967924 121233 0,902221
16,180 1971576 121853 1,208979
24,280 3002258 123651 1,385249
31,644 3828574 120989 1,500291
37,920 4624955 121966 1,578868
140000 ==
3+
:g 130000 -
5 .
e L 2
S 120000 SRR S S R
=
<
=
B 110000 |-
100000
0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
log koncentracije laktoze

Slika 11. Graficki prikaz podrucja linearnosti za laktozu
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4.3. PRECIZNOST

Tablica 11. Rezultati ispitivanja repetibilnosti mjerenja

6,381 0,05 110777 0,68
Fruktoza 6,372 0,03 224145 0,13
6,481 0,06 430045 0,80
7,461 0,04 126891 0,42
Glukoza 7,451 0,03 217544 0,73
7,622 0,05 415317 0,64
9,139 0,06 209577 0,39
Saharoza 9,130 0,06 320003 0,64
9,442 0,05 409413 0,06
10,569 0,11 967924 0,28
Laktoza 10,569 0,05 3002258 0,50
10,550 0,09 4649599 0,46
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4.4, TOCNOST

Tablica 12. ToCnost metode pri odredivanju fruktoze

Odvagano (mg/mL) Izmjereno (mg/mL) IskoriStenje (%)
1,926 1,807 93,84
2,264 2,150 94,98
2,712 2,572 94,83
2,948 2,737 92,83
3,224 3,147 97,62
Srednja vrijednost 94,82
RSD (%) 1,89
3,500
y =0,9915x - 0,1099
R2=0,9909
r=0,9954 *
3,000
)
£
=) L 2
E
o 2,500
et
2
S
N
2,000
1,500
1,500 2,000 2,500 3,000 3,500
Odvagano (mg/mL)

Slika 12. Graficki prikaz podataka za tocnost metode pri odredivanju fruktoze
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Tablica 13. ToCnost metode pri odredivanju glukoze

Odvagano (mg/mL)

Odvagano (mg/mL) Izmjereno (mg/mL) Iskoristenje (%)
1,916 1,884 98,33
2,242 2,262 100,90
2,418 2,459 101,72
2,750 2,764 100,49
2,828 2,845 100,60
Srednja vrijednost 100,41
RSD (%) 1,25
3,000
y =1,0415x - 0,0888
R?=0,9968
r=0,9984
-
E 2,500
(o))
E
2
2,
€ 2,000
N
1,500
1,500 2,000 3,000

Slika 13. Graficki prikaz podataka za tocnost metode pri odredivanju glukoze




Tablica 14. ToCnost metode pri odredivanju saharoze

Odvagano (mg/mL)

Odvagano (mg/mL) Izmjereno (mg/mL) IskoriStenje (%)
2,110 2,311 109,53
2,232 2,371 106,22
2,484 2,576 103,69
2,632 2,660 101,05
3,130 3,246 103,71
Srednja vrijednost 104,84
RSD (%) 3,05
3,500
y =0,9209x + 0,3141
R2=0,9780
r=0,9889
)
£ 3,000
o
E
o
o
2,
E 2,500
2,000
2,000 2,500 3,000 3,500

Slika 14. GrafiCki prikaz podataka za tocnost metode pri odredivanju saharoze
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Tablica 15. ToCnost metode pri odredivanju laktoze

Odvagano (mg/mL) Izmjereno (mg/mL) IskoriStenje (%)
12,060 12,203 101,19
14,016 13,991 99,82
15,650 15,156 96,84
17,884 17,705 99,00
20,150 19,885 98,68
Srednja vrijednost 99,11
RSD (%) 1,61
22,000 |y =0,955x + 0,5547
R2=0,9959
r=0,9979
)
£ 18,000
>
E
o
o (S
£ 14,000
N
10,000
10,000 14,000 18,000 22,000
Odvagano (mg/mL)

Slika 15. GrafiCki prikaz podataka za tocnost metode pri odredivanju laktoze
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45. GRANICA DETEKCHE | GRANICA KVANTIFIKACIE

Tablica 16. Rezultati ispitivanja granice detekcije i granice kvantifikacije

Fruktoza 0,020 0,068
Glukoza 0,029 0,095
Saharoza 0,035 0,117
Laktoza 0,060 0,201
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4.6.

DOJENCAD |

SKLADISTENJA
Tablica 17. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 1

ODREDPIVANJE UDJELA UGLIJIIKOHIDRATA U HRANI
ISPITIVANJE MOGUCIH PROMJENA USLIJED

ZA

1. MJERENJE 2. MJERENJE
Koncentracija u Koncentracija
Ugljikohidrat pripremljenoj 0/100 g praha | u pripremljenoj 9/100 g praha
hrani (mg/mL) hrani (mg/mL)
0,425 0,289 0,380 0,258
Fruktoza 0,431 0,293 0,382 0,260
0,411 0,280 0,375 0,255
_ Sl 0,422+0,010 0,287 +0,007 | 0,379+0,004 0,258+ 0,003
vrijednost + SD
ANOVA 0,002
(p-vrijednost)*
2,544 1,731 3,122 2,124
Glukoza 2,790 1,898 3,051 2,075
2,717 1,848 3,061 2,082
. el 2,684+0,126 1,826 £0,086 | 3,078+0,038 2,094 £ 0,026
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* DUy
1,064 0,724 1,986 1,351
Saharoza 1,134 0,772 1,850 1,258
1,105 0,752 1,829 1,244
_ Sl 1,101+0,035 0,749+0,024 | 1888+0,086 1,285 0,058
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* DR
51,171 34,810 63,873 43,451
Laktoza 55,079 37,469 63,583 43,254
53,623 36,478 64,322 43,756
_ Sl 53,291+1,975 36,252+1,344 | 63926+0,372 43,487 + 0,253
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* 0,001
*p<0,05
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Tablica 18. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 2

1. MJERENJE 2. MJERENJE
Koncentracija u Koncentracija u
Ugljikohidrat pripremljenoj 0/100 g praha pripremljenoj 0/100 g praha
hrani (mg/mL) hrani (mg/mL)
0,441 0,306 0,355 0,247
Fruktoza 0,468 0,325 0,360 0,250
0,461 0,320 0,374 0,260
_ Srednja 0,457 +£0,014  0,317+0,010 | 0,363+0,010 0,252 + 0,007
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* duoed
0,413 0,287 0,642 0,446
Glukoza 0,413 0,287 0,613 0,426
0,403 0,280 0,605 0,420
_ Stednja 0,410+£0,006  0,284+0,004 | 0,620+0,020 0,431+ 0,014
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* D
0,336 0,234 0,190 0,132
Saharoza 0,534 0,371 0,196 0,136
0,354 0,246 0,192 0,133
_ Srednja 0,408+0,109 0,283+0,076 | 0,193+0,003 0,134 + 0,002
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* e
55,849 38,784 64,614 44,871
Laktoza 55,940 38,848 60,165 41,781
56,785 39,434 64,336 44,677
_ chedh 56,102+ 0,516 39,022 +0,359 | 63,038 £2,492 43,777 +1,731
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* e
*p<0,05
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Tablica 19. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 3

1. MJERENJE 2. MJERENJE
Koncentracija u Koncentracija u
Ugljikohidrat pripremljenoj 0/100 g praha pripremljenoj 0/100 g praha
hrani (mg/mL) hrani (mg/mL)
0,438 0,311 0,406 0,288
Fruktoza 0,445 0,315 0,398 0,283
0,463 0,328 0,444 0,315
_ Srednja 0,449 +0,013  0,318+0,009 | 0416+0,024 0,295 + 0,017
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost) Db
0,168 0,119 0,462 0,328
Glukoza 0,152 0,108 0,490 0,347
0,121 0,086 0,479 0,340
_ Srednja 0,147 +0,024  0,104+0,017 | 0,447+0,014 0,338 + 0,010
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* D
0,244 0,173 0,369 0,262
Saharoza 0,249 0,177 0,295 0,210
0,255 0,181 0,288 0,205
_ Srednja 0,250 £0,006 0,177 +0,004 | 0,318+0,045 0,225+ 0,032
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost) s
59,517 42,211 69,610 49,369
Laktoza 58,764 41,676 70,648 50,105
59,310 42,064 68,808 48,800
_ Srednja 59,197 + 0,389 41,984 +0,276 | 69,689+ 0,922 49,425 + 0,654
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* L
*p<0,05
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Tablica 20. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 4

1. MJERENJE 2. MJERENJE
Koncentracija u Koncentracija u
Ugljikohidrat pripremljenoj 0/100 g praha pripremljenoj 0/100 g praha
hrani (mg/mL) hrani (mg/mL)
0,448 0,323
Fruktoza 0,448 0,322 Pik nije utvrden.
0,452 0,325
Srednja N
vrijednast £ SD 0,449 + 0,002 0,323 £ 0,001 Pik nije utvrden.
ANOVA
(p-vrijednost) L
0,208 0,150 0,496 0,357
Glukoza 0,206 0,149 0,486 0,350
0,301 0,216 0,473 0,340
_ Sl 023940054 0,172+0,039 | 0485+0,011 0,349 +0,008
vrijednost £ SD
ANOVA
(p-vrijednost)* Dl
0,262 0,188
Saharoza 0,255 0,183 Pik nije utvrden.
0,262 0,188
Srednja N
vrijednast £ SD 0,259 + 0,004 0,187 + 0,003 Pik nije utvrden.
ANOVA
(p-vrijednost) ofene
52,986 38,120 67,465 48,536
Laktoza 52,329 37,646 68,269 49,114
52,048 37,445 68,443 49,240
S 52,454+ 0,482 37,737 +0,346 | 68,059+0522 48,963 + 0,375
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* L
*p<0,05
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Tablica 21. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 5

1. MJERENJE

2. MJERENJE

Ugljikohidrat

Koncentracija u

Koncentracija u

pripremljenoj

hrani (mg/mL)

0/100 g praha

pripremljenoj

hrani (mg/mL)

0/100 g praha

0,389 0,276 1,254 0,890
Fruktoza 0,393 0,279 1,283 0,910
0,394 0,279 Pik nije utvrden.
_ Srednja 0,392+0,002 0278+0002 | 0846+0733 0,900+ 0,520
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* Bt
0,534 0,378 1,184 0,840
Glukoza 0,171 0,121 1,173 0,832
0,673 0,477 1,190 0,844
 Srednja 0459 +0259 07326+0,184 | 1,182+0,009 0,839 + 0,006
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* Dljltie
0,233 0,165 0,204 0,145
Saharoza 0,411 0,292 0,211 0,150
0,405 0,287 0,197 0,140
_ Srednja 0350+0101  0248+0072 | 0204+0,007 0,145+ 0,005
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* s
58,858 41,743 86,078 61,048
Laktoza 59738 42 367 86,631 61,440
58,991 41,837 84,901 60,214
_ Srednja 59,195+ 0,474 41,983+0,337 | 85870+0,883 60,901 + 0,626
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* L
*p<0,05
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Tablica 22. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 6

1. MJERENJE 2. MJERENJE
Koncentracija u Koncentracija u
Ugljikohidrat pripremljenoj 0/100 g praha pripremljenoj 0/100 g praha
hrani (mg/mL) hrani (mg/mL)
1,032 0,688 1,034 0,689
Fruktoza 1,461 0,974 0,904 0,603
1,122 0,748 0,941 0,627
_ ol 1,205+0,226 0,803+0,151 | 0,960+0,067 0,640 + 0,045
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost) etz
2,678 1,785 2,876 1,917
Glukoza 2,410 1,606 2,705 1,803
2,619 1,746 2,768 1,845
_ Sl 2569+0,141 1712+0,094 | 2783+0,087  1,855+0,058
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* Dljete
0,341 0,227 1,353 0,902
Saharoza 0,323 0,215 1,413 0,942
0,722 0,481 1,428 0,952
_ ol 0,462+0,225 0,308+0,150 | 1,398+0,040 0,932 +0,026
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost) febz
40,327 26,884 45,987 30,658
Laktoza 40,109 26,739 46,009 30,673
42,256 28,170 45,263 30,175
S 40,897 +1,181 27,265+0,788 | 45753+0,424 30,502 + 0,283
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* DbE
*p<0,05
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Tablica 23. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 7

1. MJERENJE 2. MJERENJE
Koncentracija u Koncentracija u
Ugljikohidrat pripremljenoj 0/100 g praha pripremljenoj 9/100 g praha
hrani (mg/mL) hrani (mg/mL)
0,457 0,311 0,096 0,066
Fruktoza 0,490 0,334 0,359 0,244
0,453 0,308 0,369 0,251
_ Srednja 0467+0,020 0318+0014 | 0275+0,155 0,187 + 0,105
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* A
2,884 1,962 2.996 2,038
Glukoza 3,058 2,080 2,825 1,922
3,013 2,050 2,894 1,969
 Srednja 20985+0,091 2,031+0062 | 2905+0,086 1,976+ 0,058
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* ez
1,302 0,886 1,615 1,099
Saharoza 1,317 0,896 1,811 1,232
1,316 0,896 2,094 1,424
_ Srednja 1312+0009 0892+0006 | 1,840+0240 1,099 + 0164
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost) B
59,018 40,148 63,586 43,256
Laktoza 60,330 41,041 64,269 43,720
59,520 40,490 64,703 44016
_ Srednja 59,623 + 0,662 40,560 + 0,450 | 64,186+ 0,563 43,664 + 0,383
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* UL
*p<0,05
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Tablica 24. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 8

1. MJERENJE 2. MJERENJE
Koncentracija u Koncentracija u
Ugljikohidrat pripremljenoj 0/100 g praha pripremljenoj 0/100 g praha
hrani (mg/mL) hrani (mg/mL)
0,591 0,432 1,413 1,031
Fruktoza 0,898 0,655 1,316 0,960
0,955 0,697 1,270 0,927
_ ol 0,815+0,196 0,595+0,143 | 1,333+0,073 0,973 +0,053
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* dots
0,505 0,369 1,936 1,413
Glukoza 0,526 0,384 1,561 1,139
0,611 0,446 1,560 1,139
_ Sreanja 0,548+ 0,056 0,400 +0,041 | 1,686+0,217 1,231+ 0,158
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* Dl
0,893 0,652 1,582 1,155
Saharoza 0,841 0,614 0,781 0,570
1,189 0,868 0,809 0,591
_ ol 0,947+0,188  0,711+0,137 | 1,058+0455 0,772 +0,332
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost) e
48,161 35,154 66,617 48,625
Laktoza 50,892 37,148 64,879 47,357
53,401 38,979 65,114 47,528
S 50,818 +2,621 37,093+1,913 | 65537 +£0,943 47,837 + 0,688
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* DR
*p<0,05
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Tablica 25. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 9

1. MJERENJE 2. MJERENJE
Koncentracija u Koncentracija u
Ugljikohidrat pripremljenoj 0/100 g praha pripremljenoj 9/100 g praha
hrani (mg/mL) hrani (mg/mL)
0,352 0,259 1,211 0,890
Fruktoza 0,386 0,284 1,256 0,924
0,357 0,262 1,374 1,011
_ ol 0,365+0,018 0,268 +0,013 | 1,281+0,084 0,942 + 0,062
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* L
0,703 0,517 1,290 0,948
Glukoza 0,553 0,407 1,452 1,068
0,806 0,592 1,284 0,944
_ Sl 0,687 +0,127 0,5505+0,093 | 1,342+0,096 0,987 + 0,070
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* e
0,416 0,306 0,185 0,136
Saharoza 0,447 0,329 0,178 0,131
0,390 0,287 0,161 0,119
.. Srednja 0,418 £0,029 0,307 £ 0,021 0,175+ 0,012 0,128 + 0,009
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* L
50,563 37,179 62,390 45,875
Laktoza 51,504 37,871 62,703 46,105
50,398 37,057 62,578 46,014
S 50,822+ 0,597 37,369 +0,439 | 62,557 0,158 45,998 + 0,116
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* DR
*p<0,05
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Tablica 26. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 10

1. MJERENJE

2. MJERENJE

Ugljikohidrat

Koncentracija u
pripremljenoj

hrani (mg/mL)

0/100 g praha

pripremljenoj

hrani (mg/mL)

Koncentracija u

0/100 g praha

0,349 0,271 0,355 0,275
Fruktoza 0,403 0,312 0,507 0,393
0,366 0,284 0,418 0,324
_ Srednja 0,373+0,028 0289+0021 | 0427+0,077 0,331+ 0,059
vrijednost £ SD
ANOVA
(p-vrijednost) Dty
0,117 0,091 0,498 0,386
Glukoza 0,122 0,095 0,463 0,359
0,120 0,093 0,544 0,422
_ Srednja 0,120 +0,002 0,093+0,002 | 0502+0,041 0,389 + 0,032
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* D
0,438 0,339 0,213 0,165
Saharoza 0,369 0,286 0,213 0,165
0,386 0,300 0,319 0,247
_ Srednja 0,398 +0,036 0308+0028 | 0248+0061 0,192+ 0,048
vrijednost £ SD
ANOVA 0,022
(p-vrijednost)*
56,266 43617 59.125 45 834
Laktoza 55,620 43116 60,446 46,857
54,938 42,588 60,815 47,143
 Srednja 55,608 + 0,664 43107 +0514 | 60,129 +0,888 46,611 + 0,689
vrijednost £ SD
ANOVA
(p-vrijednost)* bz
*p<0,05
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Tablica 27. Rezultati odredivanja ugljikohidrata u Uzorku 11

1. MJERENJE 2. MJERENJE
Koncentracija u Koncentracija u
Ugljikohidrat pripremljenoj  g/100 g praha | pripremljenoj /100 g praha
hrani (mg/mL) hrani (mg/mL)
12,196 9,454 12,581 9,753
Fruktoza 12,005 9,306 12,656 9,811
12,392 9,606 13,068 10,130
_ Srednja 12,198 +0,194 9,456 +0,150 | 12,769+0,262 9,898 + 0,203
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* B
4,015 3,112 4,108 3,184
Glukoza 3,815 2,957 4,233 3,281
4,024 3,120 4,502 3,490
_ Srednja 3,951+0,118 3,063+0,092 | 4,281+0,201 3,319+ 0,156
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* B
0,284 0,220 0,335 0,260
Saharoza 0,217 0,168 0,307 0,238
0,208 0,162 0,340 0,263
_ Stednja 0,237+0,041 0,183 + 0,032 0,327 +0,018 0,254 + 0,014
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* dljrss
36,819 28,542 39,098 30,308
Laktoza 34,859 27,023 38,817 30,091
36,105 27,988 39,891 30,924
_ Srednja 35,028 +0,992 27,851+ 0,769 | 39,269+ 0,557 30,441 + 0,432
vrijednost + SD
ANOVA
(p-vrijednost)* Dby
*p<0,05
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51



5. RASPRAVA

5.1. VALIDACIJA METODE

U ovom je radu provedena validacija HPLC-RI metode za odredivanje fruktoze,
glukoze, saharoze i laktoze u uzorcima hrane za dojencad. Chavez-Servin i sur. su validirali
HPLC-RI metodu za odredivanje fruktoze, glukoze, saharoze, laktoze, laktuloze i galaktoze u
hrani za dojencad i drugoj hrani baziranoj na mlijeku [90], dok su Xinmin i sur. su validirali
istu metodu za odredivanje laktoze u hrani baziranoj na mlijeku [94]. Ferreira i sur. su ispitali
linearnost HPLC-RI metode u svrhu odredivanja glukoze, galaktoze, saharoze, laktoze i

maltoze u hrani za dojencad i majc¢inom mlijeku [92].

5.1.1. Selektivnost

Na kromatogramu mobilne faze moguce je uociti da ne postoji signal koji bi mogao
interferirati sa signalom odredivanih ugljikohidrata (Slika 1.). Ispitivana je otopina standarda i
utvrdeno je retencijsko vrijeme za svaki od ugljikohidrata. Srednje retencijsko vrijeme pri
ispitivanju standarda iznosi 6,42 minuta za fruktozu, 7,50 minuta za glukozu, 9,20 minuta za
saharozu i 10,65 minuta za laktozu (Slika 2.). Na kromatogramu dobivenom ispitivanjem
otopine uzorka vidi se da se retencijsko vrijeme svih odredivanih ugljikohidrata nije znaCajno
razlikovalo od retencijskih vremena dobivenih ispitivanjem otopine standarda (Slika 3.).
Takoder, dokazano je da se retencijska vremena ispitivanih ugljikohidrata ne preklapaju te da
je moguce njihovo istovremeno odredivanje. Stoga se moze zakljuCiti da je metoda, pri
navedenim uvjetima, selektivna i specificna pri odredivanju fruktoze, glukoze, saharoze i

laktoze.
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5.1.2. Linearnost i podrucje

U svrhu ispitivanja linearnosti provedeno je mjerenje na pet koncentracijskih razina u

rasponu od 80 do 120 % od oCekivane koncentracije analita u tri ponavljanja.

Podrucje metode u kojem je odredivana linearnost za fruktozu je od 0,840 do 3,736
mg/mL (Tablica 3.). Raspon koncentracija u kojem su Chavez-Servin i sur. odredivali

linearnost metode za fruktozu je od 0,5 do 10 mg/mL [90].

Podrucje metode u kojem je odredivana linearnost za glukozu je od 0,948 do 3,780
mg/mL (Tablica 5.). Raspon koncentracija u kojem su Chavez-Servin i sur. odredivali
linearnost metode za glukozu je od 0,5 do 10 mg/mL [90], a Ferreira i sur. od 0,5 do 30

mg/mL [92].

Podrucje metode u kojem je odredivana linearnost za saharozu je od 0,808 do 3,876
mg/mL (Tablica 7.). Raspon koncentracija u kojem su Chavez-Servin i sur. odredivali
linearnost metode za saharozu je od 0,5 do 10 mg/mL [90], a Ferreira i sur. od 0,5 do 30

mg/mL [92].

Podrucje metode u kojem je odredivana linearnost za laktozu je od 7,984 do 37,920
mg/mL (Tablica 9.). Raspon koncentracija u kojem su Chavez-Servin i sur. odredivali
linearnost metode za laktozu je od 2 do 15 mg/mL [90], Ferreira i sur. od 0,5 do 30 mg/mL

[92], a Xinmin i sur. od 1 do 20 mg/mL [94].
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Na slikama 5., 7., 9. i 11. prikazana je ovisnost omjera povrsine pika i koncentracije te
logaritma koncentracije pojedinog ugljikohidrata (fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze) koja

poblize prikazuje linearnost metode u ispitivanom podrucju.

Dobivena jednadzba regresijskog pravca za fruktozu glasi y = 145633x — 14037, uz
koeficijent korelacije veéi od 0,999 (Slika 4.). Dobivena jednadZba regresijskog pravca za
glukozu glasi y = 145633x — 14037, uz koeficijent korelacije vec¢i od 0,999 (Slika 6.).
Dobivena jednadzba regresijskog pravca za saharozu glasi y = 134847x — 6486,5, uz
koeficijent korelacije veéi od 0,999 (Slika 8.). Dobivena jednadZba regresijskog pravca glasi
za laktozu y = 121763x + 5267,5, uz koeficijent korelacije veci od 0,999 (Slika 10.).
Koeficijent korelacije dobiven od strane drugih istrazivaca bio je veci od 0,999 pri ispitivanju

svakog pojedinog ugljikohidrata [90,92,94].

U ovom je istrazivanju utvrden linearan odnos izmedu koncentracije ugljikohidrata i
odziva detektora u ispitivanom podruCju metode. Pri odredivanju linearnosti, koeficijent
korelacije je pri ispitivanju svih ugljikohidrata ve¢i od 0,999, Sto je ujedno i Kkriterij
prihvatljivosti. 1z navedenog se moze zakljuciti da dobiveni rezultati zadovoljavaju kriterij
prihvatljivosti. Rezultati drugih istrazivaCa takoder zadovoljavaju je kriterij prihvatljivosti, a
raspon koncentracija za pojedini ugljikohidrat razlikovao se ovisno o namijenjenoj primjeni

metode.

5.1.3. Preciznost

Repetibilnost metode odredena je iz rezultata mjerenja na tri koncentracijske razine u

tri uzastopna ponavljanja.
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Pri odredivanju fruktoze, dobivena relativna standardna devijacija povrSine pika je
0,54 %, a retencijskog vremena 0,05 % (Tablica 11.). Relativna standardna devijacija

povrsine pika fruktoze utvrdena od strane Chavez-Servin i sur. iznosi 0,78 % [90].

Pri odredivanju glukoze, dobivena relativna standardna devijacija povrSine pika je

0,60 %, a retencijskog vremena 0,04 % (Tablica 11.).

Pri odredivanju saharoze, dobivena relativna standardna devijacija povrsSine pika je
0,36 %, a retencijskog vremena 0,06 % (Tablica 11.). Relativna standardna devijacija

povrsine pika saharoze utvrdena od strane Chavez-Servin i sur. iznosi 0,99 % [90].

Pri odredivanju laktoze, dobivena relativna standardna devijacija povrSine pika je
0,41 %, a retencijskog vremena 0,08 % (Tablica 11.). Relativna standardna devijacija
povrsine pika laktoze utvrdena od strane Chavez-Servin i sur. iznosi 0,46 % [90], a od strane

Xinmin i sur. 1,06 % [94].

Da bi se metodu razvijenu u ovom istrazivanju moglo smatrati repetibilnom,
maksimalna dozvoljena relativna standardna devijacija pri odredivanju fruktoze, glukoze i
saharoze je 3,7 %, a pri odredivanju laktoze 1,9 % (Tablica 2.). Posto je relativna standardna
devijacija pri odredivanju svih ugljikohidrata unutar prihvatljivih vrijednosti, moze se

zakljuciti da dobiveni rezultati zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti.

Iz navedenog se moze zakljuCiti da je u ovom radu postignuta veca repetibilnost
mjerenja pri odredivanju fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze u odnosu na rezultate

ispitivanja drugih istrazivaca.
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5.1.4. Tocnost

Kako bi se utvrdila tocnost metode provedeno je ispitivanje otopina uzorka u koje je
dodana poznata koli¢ina standarda odredivanih ugljikohidrata na pet koncentracijskih razina u

tri ponavljanja.

Dobivena srednja vrijednost iskoristenja za fruktozu je 94,82 % (RSD = 1,89 %)
(Tablica 12.). Srednje iskoristenje za fruktozu koje su Chavez-Servin i sur. utvrdili iznosi

106 % (RSD = 2,22 %) Ciji je udjel u uzorku bio 13 % [90].

Dobivena srednja vrijednost iskoristenja za glukozu je 100,41 % (RSD = 1,25 %)
(Tablica 13.). Srednje iskoriStenje za glukozu koje su Chavez-Servin i sur. utvrdili iznosi

111,5 % (RSD = 4,48 %) koja nije detektirana u uzorku [90].

Dobivena srednja vrijednost iskoriStenja za saharozu je 104,84 % (RSD = 3,05 %)
(Tablica 14.). Srednje iskoriStenje za saharozu koje su Chavez-Servin i sur. utvrdili iznosi

100 % (RSD = 3,40 %) &iji je udjel u uzorku bio 9 % [90].

Dobivena srednja vrijednost iskoristenja je za laktozu 99,11 % (RSD = 1,61 %)
(Tablica 15.). Srednje iskoristenje za laktozu koje su Chavez-Servin i sur. utvrdili iznosi
101,5 % (RSD = 3,45 %) Ciji je udjel u uzorku bio 16 % [90], a Xinmin i sur. 97,6 % (RSD =

2,24 %), a njen je udjel u uzorku 33,50 % [94].

Da bi se moglo konstatirati da je metoda razvijena u ovom istrazivanju toCna,
iskoriStenje za fruktozu, glukozu i saharozu treba se nalaziti u rasponu od 95 do 105 %, a za

laktozu od 98 do 102 % (Tablica 2.). 1z dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da se ovom

56



metodom postiZze odgovarajuéa toCnost i da je zadovoljen Kkriterij prihvatljivosti pri
odredivanju svih ugljikohidrata. Usporedbom rezultata drugih istrazivata s dozvoljenim
rasponom iskoriStenja, moguce je uoCiti da je kriterij prihvatljivosti zadovoljen jedino kod

saharoze i laktoze.

lako se udjel pojedinih ugljikohidrata u uzorku razlikovao, pri usporedbi s rezultatima
dobivenim od strane drugih istraZivaca, moze se zakljuciti da je u ovom radu postignuta veca

tocnost za fruktozu, glukozu i laktozu, a manja za saharozu.

5.1.5. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Kako bi se utvrdila osjetljivost metode pri odredivanju fruktoze, glukoze, saharoze i
laktoze odredena je granica detekcije i granica kvantifikacije. Odredene su metodom omjera
signala i Suma, pri ¢emu je kod granice detekcije minimalan prihvatljiv omjer 3:1, a 10:1 kod

granice kvantifikacije.

IzraCunata granica detekcije za fruktozu iznosi 0,020 mg/mL, a granica kvantifikacije
0,068 mg/mL (Tablica 16.). Granica detekcije za fruktozu dobivena u istrazivanju Chavez-

Servin i sur. iznosi 0,17 mg/mL, a granica kvantifikacije 0,27 mg/mL [90].

IzraCunata granica detekcije za glukozu iznosi 0,029 mg/mL, a granica kvantifikacije
0,095 mg/mL (Tablica 16.). Granica detekcije za glukozu dobivena u istrazivanju Chavez-

Servin i sur. iznosi 0,13 mg/mL, a granica kvantifikacije 0,24 mg/mL [90].

IzraCunata granica detekcije za saharozu iznosi 0,035 mg/mL, a granica kvantifikacije

0,117 mg/mL (Tablica 16.). Granica detekcije za saharozu dobivena u istrazivanju Chavez-
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Servin i sur. iznosi 0,16 mg/mL, a granica kvantifikacije 0,26 mg/mL [90].

IzraCunata granica detekcije za laktozu iznosi 0,060 mg/mL, a granica kvantifikacije
0,201 mg/mL (Tablica 16.). Granica detekcije za laktozu dobivena u istraZzivanju Chavez-
Servin i sur. iznosi 0,25 mg/mL, a granica kvantifikacije 0,38 mg/mL [90]. Granica detekcije
za laktozu dobivena u istrazivanju Xinmin i sur. 0,13 mg/mL, a granica kvantifikacije 0,24

mg/mL [94].

Podaci dobiveni u ovom istrazivanju dokazuju osjetljivost metode pri odredivanju

navedenih ugljikohidrata.

Pri usporedbi s rezultatima dobivenim od strane drugih istrazivaCa, uocljivo je da su u
ovom radu granica detekcije i granica kvantifikacije niZe, tj. postignuta je veca osjetljivost

metode pri odredivanju svakog od ugljikohidrata.

5.2. ODREPIVANJE UGLJIKOHIDRATA U HRANI ZA DOJENCAD

U ovom radu odredivan je udjel ugljikohidrata u 11 uzoraka hrane za dojencad
pomocéu prethodno validirane metode. Chavez-Servin i sur. su u jednom uzorku hrane za
dojencad ispitivali prisutnost fruktoze, glukoze, saharoze, laktoze, laktuloze i galaktoze [90],
a Ferreira i sur. su ispitivali prisutnost glukoze, galaktoze, saharoze, laktoze i maltoze u 18

uzoraka pocCetne hrane i 13 uzoraka prijelazne hrane za dojencad [92].

Utvrdeni raspon udjela fruktoze je od 0,289 do 9,456 g/ 100 g praha, dok se njena
koncentracija u pripremljenoj hrani kretala u rasponu od 0,373 do 12,198 mg/mL. Najmanji

udjel fruktoze utvrden je u Uzorku 10 (Tablica 26.), a najveci u Uzorku 11 (Tablica 27.).
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ZnacCajan udjel fruktoze uocen je jedino u Uzorku 11 (Tablica 27.).

Utvrdeni raspon udjela glukoze je od 0,093 do 3,063 g/ 100 g praha, dok se njena
koncentracija u pripremljenoj hrani kretala u rasponu od 0,120 do 3,951 mg/mL. Najmanji
udjel glukoze utvrden je u Uzorku 10 (Tablica 26.), a najve¢i u Uzorku 11 (Tablica 27.).
Znacajan udjel glukoze uocen je jedino u Uzorku 11 (Tablica 27.). Udjel glukoze u prijelaznoj

hrani za dojencad utvrden od strane Ferreira i sur. iznosi od 0,5 do 2,5 g/100 g praha [92].

Utvrdeni raspon udjela saharoze je od 0,183 do 0,892 g/ 100 g praha, dok se njena
koncentracija u pripremljenoj hrani kretala u rasponu od 0,237 do 1,312 mg/mL. Najmanyji
udjel saharoze utvrden je u Uzorku 11 (Tablica 27.), a najveci u Uzorku 7 (Tablica 23.).
ZnacCajan udjel saharoze nije uoCen niti u jednom uzorku. Udjel saharoze u prijelaznoj hrani

za dojencad utvrden od strane Ferreira i sur. iznosi od 5,2 do 7,1 g/100 g praha [92].

Utvrdeni raspon udjela laktoze je od 27,265 do 40,560 g/100 g praha, dok se njena
koncentracija u pripremljenoj hrani kretala u rasponu od 35,928 do 59,623 mg/mL. Najmanja
koncentracija laktoze utvrdena je u Uzorku 11 (Tablica 27.), a najveca u Uzorku 7 (Tablica
23.). Uzorak koji su analizirali Chavez-Servin i sur. sadrzavao je samo laktozu u udjelu od
57,2 9/100 g praha [90]. Ferreira i sur. su laktozu kao jedini ugljikohidrat odredili u pocetnoj
hrani i njezin je udjel iznosio od 35,9 do 58,2 g/100 g praha, dok je prijelazna hrana za

dojencad sadrzavala laktozu u udjelu od 26,7 do 57,6 g/100 g praha [92].

Kod nekih je uzoraka uoCena povezanost izmedu nizeg udjela laktoze i prisutnosti
drugih ugljikohidrata. Pri analizi udjela ugljikohidrata u Uzorku 11 uoCene su najvise

vrijednosti za udjel fruktoze (9,456 g/100 g praha) i glukoze (3,063 g/100 g praha) Sto je
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razumljivo buduci da je rijeC o hrani namijenjenoj za malu djecu u kojoj je udjel laktoze
smanjen (27,851 g/100 g praha) (Tablica 27.). Usprkos tome Sto je u Uzorku 6 uoCen najnizi
udjel laktoze (27,265 g/100 g praha), nije zamijenjen znacajno veéim udjelom glukoze (1,712
g/100 g praha) niti ve¢im udjelom fruktoze (0,803 g/100 g praha) i saharoze (0,308 g/100 g
praha) u odnosu na uzorke s ve¢im udjelom laktoze (Tablica 22.). Ferreira i sur. su takoder
utvrdili povezanost izmedu nizeg udjela laktoze i prisutnosti drugih ugljikohidrata. Uzorci u
kojima je udjel laktoze bio manji od 48 g/100 g praha, sadrzavali su saharozu, glukozu i

maltozu (od 0,6 do 4,9 g/100 g praha) ili pak kombinaciju sva tri ugljikohidrata [92].

5.3. ISPITIVANJE PROMJENE UDJELA UGLJIKOHIDRATA U HRANI ZA

DOJENCAD USLIJED SKLADISTENJA

Nakon 20 mjeseci skladiStenja, pri isteku roka valjanosti, ponovljeno je odredivanje

udjela ugljikohidrata na istim uzorcima hrane za dojencad.

Uocena je razlika u udjelu ugljikohidrata u odnosu na prvo mjerenje i to od -100,00 do
251,00 % za fruktozu (Slika 16.), od -2,68 do 317,99 % za glukozu (Slika 17.), od -100,00 do

202,66 % za saharozu (Slika 18.) te od 8,13 do 45,06 % za laktozu (Slika 19.).

U usporedbi s prvim mjerenjem, u Uzorku 7 (Tablica 23.) uoceno je smanjenje udjela
fruktoze (-41,13 %) (Slika 16.) i glukoze (-2,68 %) (Slika 17.), a povecanje udjela saharoze

(23,17 %) (Slika 18.) i laktoze (7,65 %) (Slika 19.).

U Uzorku 2 i 4 (Tablica 18. i 20.) uoceno je smanjenje udjela fruktoze (-20,50 %,
-100 %) (Slika 16.) i saharoze (-52,82 %, -100 %) (Slika 18.), a povecanje udjela glukoze

(51,54 %, 103,26 %) (Slika 17.) i laktoze (12,18 %, 29,75 %) (Slika 19.).
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U Uzorku 1, 3 i 6 (Tablica 17., 19. i 22.) uoCeno je smanjenje udjela fruktoze
(-10,29 %, -7,29 %, -20,34 %) (Slika 16.), a povecanje udjela glukoze (14,67 %, 225,03 %,
8,34 %) (Slika 17.), saharoze (71,52 %, 27,15 %, 202,66 %) (Slika 18.) i laktoze (19,96 %,

17,72 %, 11,87 %) (Slika 19.).

U Uzorku 5, 9 i 10 (Tablica 21., 25. i 26.) uoCeno je smanjenje udjela saharoze
(-41,53 %, -58,17 %, -37,71 %) (Slika 18.), a povecanje udjela fruktoze (223,74 %, 251,00 %,
14,43 %) (Slika 16.), glukoze (157,51 %, 95,26 %, 317,99 %) (Slika 17.) i laktoze (45,06 %,

23,09 %, 8,13 %) (Slika 19.).

U Uzorku 8 i 11 (Tablica 24. i 27.) uoceno je povecanje udjela fruktoze (63,54 %, 4,68
%) (Slika 16.), glukoze (207,65 %, 8,34 %) (Slika 17.), saharoze (8,57 %, 38,44 %) (Slika

18.) i laktoze (28,96 %, 9,30 %) (Slika 19.).

Povecanje udjela fruktoze u odnosu na prvo mjerenje uoceno je u pet uzoraka, udjela

glukoze u deset uzoraka, udjela saharoze u Sest uzoraka, a udjela laktoze u svim uzorcima.

StatistiCki znaCajna razlika (p-vrijednost manja od 0,05) udjela fruktoze nakon
skladiStenja uoCena je u Uzorku 1, 2, 4, 8, 91 11 (Tablica 17., 18., 20., 24., 25. i 27.), udjela
glukoze u Uzorku 1, 2, 3, 4,5, 8,91 10 (Tablica 17., 18., 19., 20., 21., 24., 25. i 26.) te udjela
saharoze u Uzorku 1, 2, 4, 6, 7, 9, 10 i 11 (Tablica 17., 18., 20., 22., 23., 25., 26. i 27.).
StatistiCki znaCajna razlika udjela laktoze nakon skladiStenja uoCena je u svim ispitivanim

uzorcima (od Tablice 17. do Tablice 27.).
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Chavez-Servin i sur. su ispitivali promjene udjela ugljikohidrata u jednom uzorku
hrane za dojencCad skladiStenom 12 mjeseci pri sobnoj temperaturi. Prethodno je ispitana
prisutnost fruktoze, glukoze, saharoze, laktoze, laktuloze i galaktoze, no uzorak je sadrzavao
laktozu u udjelu od 65,0 g/100 g praha i saharozu Cija je koliina bila ispod granice
kvantifikacije (manje od 0,20 mg/mL). Nakon tri mjeseca skladistenja doslo je do smanjenja
udjela laktoze Sto su pripisali formiranju laktulozil-lizina, spoja koji nastaje u prisutnosti

aminokiseline lizina. U nastavku skladiStenja nisu uoCene nove promjene udjela laktoze [148].

Iz navedenog se moze zakljucCiti da je doSlo do promjene udjela ugljikohidrata u

ispitivanim uzorcima te da su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se utvrdio razlog tih

promjena.
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6. ZAKLJUCCI

U ovom radu je razvijena i validirana HPLC-RI metoda za odredivanje ugljikohidrata
(glukoze, fruktoze, saharoze i laktoze) u hrani za dojencad. Odreden je udjel navedenih
ugljikohidrata u hrani za dojencad i ispitane su moguce promjene njihovog udjela uslijed
skladiStenja. S obzirom na obradu dobivenih rezultata, te njihovim razmatranjem moze se

zakljuciti:

* Razvijena je jednostavna, brza i ekonomi¢na HPLC-RI metoda prikladna za
odredivanje ugljikohidrata (fruktoza, glukoza, saharoza, laktoza) u uzorcima hrane za

dojencad.

* KIljucni parametri pri validaciji razvijene metode su selektivnost, linearnost, podrucje,

preciznost, tocnost, granica detekcije i granica kvantifikacije.
» Pri odredivanju ugljikohidrata izostaju interferencije nepoznatih spojeva te medusobne
interferencije odredivanih ugljikohidrata Sto dokazuje da je metoda selektivna i

specificna.

* Metoda zadovoljava kriterij linearnosti u ispitivanom podru€ju uz koeficijent

korelacije veci od 0,999.

* Vrijednost relativne standardne devijacije za repetibilnost mjerenja ne prelazi 0,60 %

Sto dokazuje je da je metoda precizna.
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Postignuto iskoriStenje metode je u rasponu od 94,82 % do 104,84 % Sto dokazuje da

je metoda tocna.

Vrijednostima za granicu detekcije i granicu kvantifikacije dokazano je da je metoda

osjetljiva.

HPLC-RI metoda pod navedenim uvjetima zadovoljava Kkriterije prihvatljivosti
odredivanih parametara validacije te se moze smatrati prikladnom za odredivanje

fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze u hrani za dojencad.

Dobiveni rezultati udjela ugljikohidrata u hrani za dojencad su u skladu s podacima u

literaturi.

Prilikom skladiStenja hrane za dojenCad 20 mjeseci pri sobnoj temperaturi doslo je do

promjene udjela ugljikohidrata.

Validirana HPLC metoda razvijena u ovom istrazivanju mogla bi imati veliku

primjenu u prehrambenoj industriji i pracenju sigurnosti hrane za dojencad, zbog svoje

mogucnosti rutinskog odredivanja sastava i udjela ugljikohidrata u hrani za dojencad.
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9. SAZETAK

Autor: SaSa Ajredini
Naslov rada: Razvoj i validacija metode za odredivanje ugljikohidrata u uzorcima hrane za

dojencad u svrhu pracenja sigurnosti

Razvijena je i validirana jednostavna, brza i ekonomicna HPLC-RI metoda za odredivanje
fruktoze, glukoze, saharoze i laktoze u hrani za dojenCad. Metoda je pokazala dobru
selektivnost i linearnost u ispitivanom podrucju uz koeficijent korelacije vec¢i od 0,999.
IskoriStenje pri odredivanju svih ugljikohidrata bilo je u rasponu od 94,82 % do 104,84 %.
Relativna standardna devijacija (RSD) repetibilnosti mjerenja fruktoze, glukoze, saharoze i
laktoze bila je 0,54, 0,60, 0,36 i 0,41 %. Granice detekcije bile su 0,020, 0,029, 0,035 i 0,060
mg/mL, a granice kvantifikacije 0,068, 0,095, 0,117 i 0,201 mg/mL. HPLC-RI metoda
koriStena je za ispitivanje promjena u udjelu ugljikohidrata tijekom skladiStenja unutar roka
valjanosti hrane za dojenCad koja je bila skladiStena 20 mjeseci pri sobnoj temperaturi. U
prvom mjerenju se udjel ugljikohidrata u 11 uzoraka kretao za fruktozu od 0,289 do 9,456
9/100 g proizvoda, za glukozu od 0,093 do 3,063 g/100 g proizvoda, za saharozu od 0,183 do
0,892 g/100 g proizvoda i za laktozu od 27,265 do 40,560 g/100 g proizvoda. UocCena je
razlika u udjelu ugljikohidrata u odnosu na prvo mjerenje i to od -100,00 do 251,00 % za
fruktozu, od -2,68 do 317,99 % za glukozu, od -100,00 do 202,66 % za saharozu te od 8,13 do

45,06 % za laktozu.

Kljucne rijeCi: HPLC, hrana za dojencad, skladiStenje, ugljikohidrati, validacija
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10. SUMMARY

Author: Sasa Ajredini
Title: Developement and validation of a method for carbohydrate content determination in

infant formulas samples in a safety monitoring

A simple, rapid and economic method for the analysis of fructose, glucose, sucrose, lactose in
infant formula by HPLC-RI was developed and validated. The method showed good
selectivity and linearity in specified range with correlation coefficients exceeding 0.999,
respectively. Recoveries for all carbohydrates were between 94.82 % and 104.84 %,
respectively. The relative standard deviations (RSD) for repeatability of measurement for
fructose, glucose, sucrose and lactose were 0.54, 0.60, 0.36, 0.41 %, respectively. The limits
of detection were 0.020, 0.029, 0.035, 0.060 mg/mL, respectively; and the limits of
quantification 0.068, 0.095, 0.117, 0.201 mg/mL. HPLC-RI was used to evaluate changes in
carbohydrate content during infant formula shelf-life which were stored for 20 months at
room temperature. At the first measurement of 11 samples carbohydrate content in 100 g of
product variated for fructose from 0.289 to 9.456, for glucose from 0.093 to 3.063, for sucrose
from 0.183 to 0.892 and for lactose from 27.265 to 40.560, respectively. The observed
relative difference from the first measurement in carbohydrate content was from -100.00 to
251.00 % for fructose, from -2.68 to 225.03 % for glucose, from -100.00 to 317.99 % for

sucrose and from 8.13 to 45.06 % for lactose.

Key words: carbohydrates, HPLC, infant formula, storage, validation
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