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Uvod

Podle tdaji svétové zdravotnické organizace uziva v celosvétovém meétitku nahradni
mléénou vyZivu vice nez 60 % déti a to jiz ve druhém mésici Zivota'. Hlavnim divodem této
skute¢nosti je ztrata matetského mléka ihned po porodu nejcastéji ze stresu, ktery je vétSinou
po porodu zpiisoben. Kojenci konzumuji vyrazné vyssi mnozstvi stravy na jednotku télesné
hmotnosti nez dospéli lidé, proto nahradni kojenecka vyziva musi spliiovat pozadavky nejen
na dovolené mnozstvi toxickych prvkll a kontaminant, ale i nutri¢nich prvki. Za vyuziti
atomové absorp¢ni spektrometrie (AAS) a hmotnostni spektrometrie s ionizaci v indukéné
vazaném plazmatu (ICP-MS) bylo ve 21 vzorcich komeréné dostupné nahradni mlécné
kojenecké vyzivy kvantifikovano 22 prvka (Hg, Mg, Fe, Na, Ca, K, Zn, Mo, Co, Cu, Cs, Sr,
Rb, U, As, Se, Pb, Sb, La, Ba, Cd a Li). Analyzovany byly vzorky ze vSech 4 kategorii (0-
mlécna vyZiva pro nedonoSené déti, 1-pocateCni mlécna vyziva, 2-pokraCovaci mlécna
vyziva, 3-mléna vyZziva batolat) do nichz je uméla vyziva do jednoho roku ditéte
klasifikovana'. Za vyuziti vybranych nastrojii jednorozmémé a vicerozmémé statistické
analyzy dat®* bylo cilem urcit statistické charakteristiky analyzovanych vybéri dat a
klasifikovat jednotlivé vzorky na zakladé podobnosti z hlediska dosazenych hodnot

analytickych koncentraci.

Experimentalni ¢ast

Stanoveni Na, K, Ca, Mg, Zn, Fe bylo provedeno pomoci atomového absorpéniho
spektrometru GBC Avanta P (GBC Scientific Equipment Pty. Ltd., Australic). Rtut’ byla
stanovena na spektrometru AMA 254 (Altec, Ceska republika). Pro analyzu ostatnich prvka
byl pouzit TOF-ICP-MS spektrometr Optimass 8000 (GBC Scientific Equipment Pty Ltd.,

Australie)’. Pro potieby stanoveni Hg byly vzorky analyzovany p¥imo, v ostatnich piipadech
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byly vzorky pfed analyzou mineralizovany v mikrovinném zafizeni Speedwave™MWS-3*
(Berghof, Némecko)®. Parametry nastaveni pro kazdou z vyse uvedenych metod a podrobny
postup piipravy vzorku jsou uvedeny v literatufe', podobn& jako hodnoty dosaZenych
analytickych charakteristik, dokumentujicich detekéni schopnost zvolenych metod pro
stanoveni vybranych elementt, €i spravnost, pro jejiz potvrzeni bylo pouzito certifikovanych
referen¢nich materiald mléka: NCS ZC73015 Milk Powder (China National Analysis Center
for Iron and Steel) a BCR 150 — Spiked Skim Milk Powder — Trace elements (Institute for
Reference Materials and Measurements, Belgie). Analyzovano bylo 21 komeréné dostupnych
vzorkli nahradni mlécné kojenecké vyzivy producentt: Hipp (Chorvatsko, Némecko),
Nutricia (CR, Némecko), Dr. Max Pharma (Francie), Nestlé (CR, Némecko, Francie,
Spanélsko), Hero (Velk4 Britanie), Rossmann (Némecko), DM Drogerie Markt (Némecko).
Nameéfend data byla vyhodnocena pomoci statistického programu QC-Expert™ 2.9
(TriloByte Statistical software, s.r.o., CR) a Statistica 12 (StatSoft, Inc., USA).

Vysledky a diskuze

Stanoveni vybranych prvkit ve vzorcich kojenecké stravy

Pro zajisténi nevychylenych a spravnych odhadld klasickych vybérovych parametrii je
zapotiebi, aby data spliiovala pozadované vlastnosti, mezi které patii normalita, nezavislost a
homogenita®®. Jelikoz bylo pomoci dostupnych nastroji exploratorni analyzy dat®? zjisténo,
ze se rozdéleni nékterych ze studovanych vybérti systematicky odliSuji od rozdéleni
normalniho, provedena byla matematicka transformace dat®?, ktera vede ke stabilizaci
rozptylu a zesymetri¢téni rozdéleni. Ackoli robustni odhady do znaéné miry eliminuji
problémy spojené s pfitomnosti odlehlych bodl a asymetrii v datech, nemusi byt tento postup
vzdy korektni, jelikoZ robustnost spociva v pfibliZzeni se k pfijatému modelu méfeni bez
ohledu na jeho platnost®*. Pipadnou asymetrii v datech neni vhodné eliminovat odstran&nim
odlehlych bodt, jelikoz jednotliva data ptedstavuji cenné informace, jejichz ztrata by
V konecném disledku mohla vést ke zcela chybné interpretaci vysledkl. Statistické
charakteristiky stanoveni vybranych elementid ve vzorcich kojenecké vyzivy vypoctené
programem QC-Expert shrnuje tabulka 1. V tabulce jsou rovnéz uvedeny udaje tykajici se
poctu odlehlych bodii nalezenych v kazdém z vybért, které indikuji vzorky se statisticky
vyznamnym rozdilem v koncentraci dan¢ho analytu ve srovnani s ostatnimi vzorky. VSechny
analyzované vzorky kojenecké vyzivy spliiovaly hodnoty obsahu vybranych prvki
deklarovanych vyrobcem. Zadny z prvki nepfesahl hodnoty stanovené evropskou

legislativou®.



Tabulka I Statistické charakteristiky stanoveni obsahu Mg, Fe, Na, Ca, K, Zn (mg kg'l), Hg, Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, U, As, Se, Pb, Sh,
La, Ba, Cd, Li (ug kg™®) ve vzorcich nahradni mlé¢né kojenecké stravy (n = 21)

Pofet  Minimum Maximum Pramér Spodni  Horni Primér®* Spodni Horni Rozptyl Smérodatnds Median Sikmost Spicatost p (test

oB mezIS  mezlS mez IS  mez IS? odchylka normality)®
Hg 1 0.35 4.33 1.48 0.92 2.03 1.00 0.71 1.44 1.47 121 1.12 0.97 2.87 0.132
Mg O 309.1 607.3 447 413.6 480.3 4456 4126 479.2 5372 73.3 451 0.09 2.67 0.946
Fe O 154 70.6 42.7 36.9 48.5 42.4 36.7 48.3 161.7 12.7 40.9 0,13 2.89 0.923
Na 3 1414 2498 1408 1184 1631 1410 1186 1633 241667 491.6 1398 -0.06 4.55 0.962
Ca 1l 2199 8641 4853 4235 5470 4736 4167 5356 1.84E+06 1357 4788 0.73 4,37 0.253
K 3 700 5977 4465 3993 4937 4645 4250 4968 1.08E+06 1037 4578 -2.31 9.61 0.004
Zn 1 9.42 53.6 38.4 33.3 43.5 39.9 34.8 44 4 125.7 11.2 38.02 -0.69 3.44 0.284
Mo 1 59.1 462.3 164.3 122.7 206 139.6 114.7 173.4 8368.5 91.5 1306 1.72 6.34 0.018
Co O 14.9 33 22.9 20.6 25.3 22.5 20.2 24.9 27.2 5.21 23.4 0.18 1.78 0.866
Cu 2 853.2 5422 2983 2550 3415 2977 2546 3411 9.03E+05 950.5 3116  0.06 4.22 0.961
Cs 0 4.2 22.3 104 8.0 12.8 8.90 7.24 11.1 28 53 8.4 0.82 2.58 0.200
Sr 0 1054 4095 2187 1819 2554 2001 1726 2351 6.52E+05 807.2 1869 0.8 2.66 0.213
Rb 0 269.6 6237 2263 1585 2940 2043 1459 2722 2.22E+06 1489 1987 0.72 3.48 0.261
u o 1.02 13.23 556  3.74 738 438 3.6 6.04 15.96 4.0 461 077 231 0.229
As 2 2.11 39.96 1276  7.62 17.89 9.26 6.92 12.6 127.1 11.27 9.19 1.99 6.34 0.009
Se 0 15.85 176.4 1122 946 1297 1161 98.3 1322 1490 38.6 1188 -053  3.07 0435
Pb 0 19.76 494 33.83 29.2 38.44 32.9 28.6 37.7 102.4 10.12 3494 0.132 15 0.917
Sb 0 9.21 21.9 12.54 10.94 1415 112 104 12.4 12.36 3.52 11.18 107 335 0.100
La 2 25 22.7 6.59 4,32 8.87 4.86 3.87 6.33 24.92 4.99 5.65 1.91 6.44 0.011
Ba 1 119.5 1029 373.2 273.6 472.9 312.8 248.8 399.1 47919 218.9 3114 133 4,78 0.048
Cd 1 2.99 10.4 7.81 5.91 9.71 6.91 5.66 8.51 17.4 4.17 8.13 2.14 9.05 0.007
Li O 0.81 39 15.61 10.86 204 14.06 9.91 18.88 108.7 10.43 12.76  0.48 2.35 0.490

# Odhad parametru ziskany po exponencionalni transformaci dat.
b Kombinovany test normality: Jestlize je p vétsi nez 0.05, rozdé€leni lze povazovat za normalni, pokud je hodnota p nizs$i nez 0.05 data
nevykazuji normalni rozlozeni. OB odlehly bod; IS interval spolehlivosti



Stanoveni vybranych prvkii ve vzorcich kojenecké stravy

Pro potieby klasifika¢ni analyzy vzorkt byla pouzita metoda hlavnich komponent, faktorova
analyza a metoda shlukovani'®. Data byla pfed vlastni analyzou standardizovéna.
Standardizaci jsou odstranény veSkeré ptipadné vlivy rozméru sledovanych znaku
jednotlivych objekt. Zdrojova matice dat obsahovala 22 sloupcii (znakll) a 21 tadku
(objektit). V daném experimentalnim uspotfadani byly vysledky statistické analyzy zatizeny do
znaéné miry Sumem'. Bylo nejprve nutné identifikovat tzv. diskriminujici znaky, tj.
proménné, které vykazuji nejvyssi variabilitu a pro klasifikaci pfispivaji nejvyssi vahou. Za
vyuziti nastroji faktorové analyzy, bylo ur¢eno, Ze pro tento ucel jsou vhodné zejména
nasledujici proménné: Mg, Na, Ca, K, Zn, Mo, Co, Cs a Sb a La. Po redukci promé&nnych,
bylo s pouzitim 3 faktorti objasnéno vice nez 80% variability v datech. Podrobné vysledky
analyzy jsou uvedeny v literatufe’.

Pro klasifikaci objekti bylo déale pouzito metody hierarchického shlukovéni. Pro
vlastni shlukovani byla pouZita Wardova metoda®**. Dendrogram podobnosti objekti je
uveden na obrazku 1. Z obrazku je zfejmé, ze odlisné vlastnosti od skupiny analyzovanych
vzorkil vykazovaly zejména vzorky ¢islo 20, 21, 8 a 1. Vzorky Cislo 20 a 1 (5. a 7. shluk) jsou
vzorky kaSi. Pro vzorek cislo 20 byly nalezeny vyrazné¢ vysSi koncentrace As a naopak

vyznamné niz$i koncentrace Zn, Na ¢i1 K. Vzorek ¢islo 1 rovnéZz vykazoval vyznamné nizsi

koncentraci K (3100 mg kg™) oproti ostatnim testovanym vzorkiim (median 4578 mg kg™).
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Obr. 1 Dendrogram podobnosti vzorki nahradni mlééné kojenecké vyZivy




Podobné jako u vzorku cislo 20, byla i ve vzorku ¢islo 1 nalezena vyrazné vyssi
koncentrace As (47 pg kg™') oproti hodnots medianu testované skupiny vzorki (9.19 ug kg™).
V prvnim shluku byly obsazeny vzorky, které spadaji do 3. kategorie kojenecké vyzivy.
Ctvrty shluk obsahoval vzorky ¢&. 21, 14, 13,9, a 7, které patii do kategorie 1. Objekty ve 3. a

6. shluku, obsahuji vzorky spadajici do 1. i 2. kategorie ndhradni mlé¢né vyzivy.

Zavér

Z vysledkii statistické analyzy souboru dat koncentraci vybranych elementi v nahradni
mlécné kojenecké vyzivé vyplyva, ze z analyzovanych prvki jsou pro klasifikaci vzorkd
nejvyznamnéj$i Mg, Na, Ca, K, Zn, Mo, Co, Cs, La a Sh. Pro analyzu 21 vzorkd spadajicich
do vsech ¢tyf komeréné dostupnych kategorii, za vyuziti téchto diskriminujicich proménnych,
bylo s pouzitim faktorové analyzy vysvétleno vice nez 80 % variability v datech. Ackoli
vzorky mlé¢né vyzivy pro nedonosené déti (kategorie 0) byly od ostatnich vzorkii vyznamné
odliSeny, u ostatnich kategorii tento trend nebyl jiz tak vyrazny. Z hlediska obsahu
analyzovanych prvki tak nelze jednoznacné prokazat rozdily mezi danymi kategoriemi. Tyto
jsou pak spiSe individualni, tedy zavislé na konkrétnim vyrobku. Jelikoz je v soucasné dobé
prakticky nemozné v ramci zemi EU urcit ptivod vyrobku ¢i suroviny pro jeho vyrobu, neni
mozné z vysledkl analyzy usuzovat na mozné souvislosti mezi obsahem vybranych analytli a
zemi puvodu. Obsah prvkll je navic ziejmé dodatecné upravovan vyrobci v souladu

s pozadavky vyzivy kojence.

Prace byla realizovana diky financni podpore projektu SGSFChT 2016001 Univerzity
Pardubice a projektu SVOC-FChT 2016/2017 Univerzity Pardubice.
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J. Venclova, L. Husakova, T. Sidova, I. Urbanova (University of Pardubice, Faculty of
Chemical Technology, Department of Analytical Chemistry): Elemental analysis of infant

formula

A statistical study of factorial, principal component and cluster analysis on the element
composition of four different types of commercially available infant formula was carried out
to establish the relationships between the element concentrations and, therefore, differentiate
the samples according to the type of milk. For this purpose the concentrations of 22 elements
(Hg, Mg, Fe, Na, Ca, K, Zn, Mo, Co, Cu, Cs, Sr, Rb, U, As, Se, Pb, Sb, La, Ba, Cd and Li) in
21 infant formula samples were determined by AAS and ICP-MS. The correctness of the
determination was verified on the basis of an analysis of two certified reference materials
(NCS zZC73015 Milk Powder and BCR 150 — Spiked Skim Milk Powder — Trace elements).
After the factorial analysis, the dimension space was reduced from 22 variables to three
factors, accounting for ~ 80 % of the total variance. The representation of the dendrogram or
scores makes it possible to separate samples from category 0, however for other categories

this effect is less pronounced.

Keywords: elemental analysis, infant formula, statistical data analysis, AAS, ICP-MS,



