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ISPITIVANJE KONCENTRACIJE GVOZPA, CINKA I BAKRA I
ANTIOKSIDATIVNOG STATUSA U MAJCINOM MLIJEKU,
SERUMU BEBA I MAJKI I HRANI ZA ODOJCAD

IZVOD

Mikroelementi, odnosno elementi u tragovima, su supstance koje ¢ine manje od
0,01% ukupne tjelesne mase. Gvozde, cink i bakar spadaju u osnovne elemente koji
su neophodni za rast i razvoj kako odoj¢adi tako i tokom cijelog zivota, obzirom da

ulaze u sastav velikog broja enzima.

Dosadasnjim istrazivanjima je utvrdeno da neki elementi u tragovima, koji se
ponasaju kao redoks katalizatori, mogu biti dio aktivhog mjesta ili kofaktori
antioksidativnih enzima, te se mogu ponasati i kao antioksidansi. Elementi u
tragovima imaju vaznu ulogu u rastu i razvoju. Iako su potrebni samo u malim
koli¢inama, unos ne mora uvijek biti adekvatan. Nedostatak elemenata u tragovima

mozZe se pojaviti u dojencadi iz razlicitih razloga.

Biodostupnost esencijalnih mikroelemenata kod odoj¢adi isklju¢ivo zavisi od
kvaliteta maj¢inog mlijeka, tj. od sadrZaja nutrijenata u maj¢inom mlijeku, duZzine
dojenja i fizioloskih faktora kao $to su apsorpcija nutrijenata i uzimanje suplemenata,
kako u trudno¢i tako i u procesu dojenja. Smanjen unos cinka uti¢e na zastoj u rastu
ostecujuéi i imuni sistem. Nedostatak bakra uti¢e na povecavanje slobodnih
radikala i smanjuje sposobnost odbrane organizma od oksidativnog stresa. Smanjenje
Zn i Cu kod odojc¢adi povezano je sa nedostatkom gvozda Sto moZe dovesti do veceg

broja komplikacija.

Zahvaljujuci razli¢itim sastojcima, maj¢ino mlijeko je najbolja hrana za odojce, koja
pored nutritivnih i bioloskih vrijednosti neophodnih za rast, doprinosi jacanju
odbrambenih mehanizama, stimuliSu¢i imuni sistem, poboljSavajuéi razvoj
endogenih odbrambenih mehanizama, kao i rast zdrave mikroflore. Sastav mlijeka

majki prijevremeno rodene djece se razlikuje od mlijeka majki terminske djece.
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Veoma je vazno poznavanje koncentracija esencijalnih mikroelemenata (kao sto su
Zn, Cu, Fe i dr.) i oksidativnog statusa humanog mlijeka tokom laktacije i u infant
formulama, za definisanje prehrambenih potreba za pojedine nutrijente i
razumijevanje fiziologije njihovog izlucivanja. Mnogi mikroelementi ulaze u sastav
enzima (preko 300), ucestvuju u sintezi RNK i DNK, stoga je nutritivni sastav

humanog mlijeka u periodu dojenja izuzetno vazan.

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje sadrzaja gvozda, cinka i bakra kao i
antioksidativnog statusu u maj¢inom mlijeku terminskih beba i prijevremeno
rodenih beba, serumu beba i majki i hrani za odoj¢ad. Ispitivanje sadrzaja navedenih
mikroelemenata uradeno je na uzorcima mlijeka, seruma i infant formula za odoj¢ad
starosti od 0-6 mjeseci. Uporedo su sprovedena i ispitivanja uticaja sadrzaja Fe, Zn i

Cu na ukupan antioksidativni status mlijeka.

Na osnovu dosadasnjih rezultata i aktuelnih nau¢nih saznanja u okviru ove oblasti
istrazivanja, u ovoj doktorskoj disertaciji primijenjene su moderne laboratorijske
tehnike i instrumentalne metode za odredivanje koncentracije Fe, Zn i Cu u
maj¢inom mlijeku, serumu i infant formulama, kao i ukupnog antioksidativnog

statusa.

Sadrzaj mikroelemenata je odreden primjenom nove, brze i jednostavne metode
pripreme, bez razaranja uzoraka mlijeka, seruma i hrane za odojad primjenom
tehnike indukovano spregnute plazme - opticke emisione spektrometrije (ICP-OES).
Uporedo, kroz validaciju ICP-OES metode koja je zasnovana na jednostavnom
rastvaranju uzoraka u ultra ¢istoj vodi sprovedeno je i uporedivanje metoda ICP-OES
i FAAS (plamena atomska apsorpciona spektrometrija) da bi se procijenila
osjetljivost, preciznost i ta¢nost metoda. Antioksidativni status infant formula,
majcinog mlijeka, seruma majki i beba odreden je primjenom razli¢itih metoda kao
sto su; elektron-paramagnetna rezonanca (EPR), odredivanje oksidativno-

redukcionog potencijala (ORP) i metoda DPPH.

Primijenjene metode mogu da budu relevantne za brzo i rutinsko mjerenje ukupnog
antioksidativnog potencijala mlijeka, infant formula kao i za kvantitativho

odredivanje ukupnog antioksidativnog potencijala mlijeka.
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EXAMINATION OF CONCENTRATION OF IRON, ZINC AND
COPPER AND ANTIOXIDATIVE STATUS IN HUMAN MILK,
SERUM OF BABY AND MOTHERS AND INFANT FORMULA

ABSTRACT

Micro-elemements or trace elements, are substances that make less than 0.01% of
total body weight. Iron, zinc and copper are among basic elements necessary for
growth and development of infants and further throughout life, as they are part of a

large number of enzymes.

Previous researches has found that some trace elements, which act as redox catalysts,
may be part of the active site or cofactors of antioxidant enzymes, and they can act
aslo as antioxidants. Trace elements play an important role in growth and
development of humans. Although they are needed only in small amounts, their
intake do not have to be appropriate. The lack of trace elements may occur in infants,

for various reasons.

The bioavailability of essential microelements in infants depends exclusively on the
quality of breast milk, ie. of nutrients content in breast milk, duration of breastfeefing
and physiological factors such as the absorption of nutrients and supplements intake,
both in pregnancy and in breastfeeding period. Decreased intake of zinc causes the
growth arrest, damaging the immune system. Copper deficiency causes the increase
of free radicals and reduces the ability of defenses against oxidative stress. Reduction
of Zn and Cu in infants is associated with iron deficiency which can lead to greater

number of complications.

Thanks to a variety of ingredients, breast milk is the best food for infants, which in
addition to nutritional and biological value necessary for growth, contributes to
strengthening defense mechanisms, stimulating the immune system, improving the

development of endogenous defense mechanisms, as well as the growth of healthy

Vi
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mikroflore. Componsition of milk of mothers of preterm infants differs from the milk

of mothers of term infants.

It is very important to know the concentration of essential trace elements (such as Zn,
Cu, Fe, etc.) and the oxidative status of human milk during lactation and in infant
formulas, for both reasons, to define the nutritional needs for certain nutrients and
understand the physiology of their production. Many trace elements are part of
enzymes (over 300), they are included in RNA and DNA synthesis, so the nutritional

composition of human milk during lactation is extremely important.

The aim of this PhD thesis is to examine iron, zinc and copper concentration as well
as the antioxidant status in breast milk of term and preterm babies, serum of babies
and mothers and infant formulas. Examination of the concentration of indicated trace
elements was done in samples of milk, serum and infant formulas for infants aged 0-
6 months. At he same time, the effect of Fe, Zn and Cu concentration in the total

antioxidant status of milk was analyzed.

Based on resent results and current scientific knowledge within this field of research,
modern laboratory techniques and instrumental methods for determining Fe, Zn and
Cu concentration in breast milk, serum and infant formulas, as well as total

antioxidant status, were applied in this doctoral dissertation.

The concentration of trace elements was determined by applying new, fast and
simple preparation method, without destruction of milk samples, serum and infant
formulas by using Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-
OES) technique. Simultaneously, through the validation of ICP-OES method which is
based on simple dissolution of samples in ultra pure water, comparison of ICP-OES
method and FAAS (flame atomic absorption spectrometry) was done to assess the
sensitivity, precision and accuracy of methods. Antioxidant status in infant formula,
breast milk, maternal and infant serum was determined by using different methods
such as; electron paramagnetic resonance (EPR), by determination of oxidation

reduction potential (ORP) and DPPH method.

vii
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Applied methods can be relevant for fast and routine measurement of total
antioxidant potential of milkinfant formulas and quantitative determination of total

antioxidant potential of milk.

Keywords: micro-elements, iron, copper, zinc, breast milk, serum, infant formulas, induced
coupled plasma optical emission spectrometer, atomic absorption spectrometry, antioxidant

status, EPR, ORP.

Science topic: Biochemistry
Topic field: Food biochemistry
UDC number:
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SPISAK SKRACENICA

A* - Antioksidans radikal

ABTS - 2,2 '-azino-bis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
ABAP - Dihidro-2,7-dihlorofluorescein sa 2,2'-azobis(2-amidopropan)
AH - Primarni antioksidans

BMPO - 5-terc-butoksikarbonil-5-metil-1-pirolin-N-oksid

CAT -Katalaza

CV - Cikli¢na voltametrija

DcyB - Duodenalni citohrom B

DMT1 - Dvovalentni metal transporter 1

DEMPO - 5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksid

DEMPO/ONO - 5,5-dimetil-pirolin-azot-dioksid

DEMPO/O - 5,5-dimetil-pirolin-acil-nitroksida

DMPO - 5,5-dimetil-pirolin-N-oksid

DNK/DNA - Dezoksiribonukleinska kiselina

DPPH -2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

EPR - Elektron-paramagnetna rezonanca

ET-AAS - Elektro termalna atomska apsorpciona spektrometrija
EFSA - European Food Safety Agency (Evropska agencija za bezbjednost hrane)
ESR - Elektron spin rezonanca

ESPGHAN - The European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology
and Nutrition - Evropsko drustvo za pediatrijsku gastroenteorologiju hepatologiju

iishranu
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FAAS - Plamena atomska apsorpciona spektrometrija

FRAP - Metoda bazirana na redukciji antioksidanata sa Fe(Ill)-kompleksom
GR- Glutation-reduktaza

GSH-Px - Glutation-peroksidaza

ICP-MS - Indukovano spregnuta plazma-maseni spektrometar/spektrometrija

ICP-OES - Indukovano spregnuta plazma-opticki emisioni spektrometar/

spektrometrfija
IP - Inozitol fosfat

IAEA - The International Atomic Energy Agency - Medunarodna agencija za

atomsku energiju

IZiNCG - International Zinc Nutrition Consultative Group - Medunarodna

konsultativna grupa za ishranu cinkom

IUPAC - The International Union of Pure and Applied Chemistry - Medunarodna
unija za ¢istu i primijenjenu hemiju

LDL - Low-density lipoprotein - Lipoprotein male gustine

LOOH - Lipidni hidroperoksid

LO* - Lipidni alkoksilni radikal

MM - Majc¢ino mlijeko

MDA - Malondialdehid

NADPH - Nikotinamidadenindinukleotid-fosfat

NIST - The National Institute of Standards and Technology - Nacionalni institute

za standarde i tehnologiju

ORP- Oksidativno-redukcioni potencijal

*OH- Hidroksil radikal

ORAC - Metoda odredivanja kapaciteta apsorbance kiseoni¢nog radikala

O2* - Superoksid anjon
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PUFAs -Polinezasi¢ene masne kiseline

RNA - Ribonukleinska kiselina

ROOH - Hidroperoksid

RO* - Alkoksil radikal

ROO* - Alkil-peroksi-radikal

ROS - Reaktivna kiseoni¢na vrsta

RDI - recommended daily intake - Preporucen dnevni unos

RNS - Reaktivna vrstaazota

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

SOD - Superoksid-dismutaza

SRM - Sertifikovani referentni materijal

TAC - Totalni antioksidativni kapacitet

TIBC - Totaliron bounding capacity - Ukupan kapacitet vezivanja gvozda
TBARS - Tiobarbiturna kiselina

TIL - Tolerable intake level - Prihvatljiv nivo unosa

UNICEF -United Nations International Children's Emergency Fund

ZIP - Metalo transporter
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Elementi u tragovima i minerali su esencijalni u brojnim bioloskim procesima i imaju
znacajanu ulogu za normalan rast i razvoj. Rano djetinjstvo karakteriSe veoma brz
rast te je zadovoljavanje potreba za elementima u tragovima veoma znacajno u tom

periodu zivota [1].

Rast i razvoj razlicitih sistema organa u djetinjstvu zahtijeva izbalansiranu ishranu
bogatu nutrijentima. Minerali ucestvuju u mnogim znadajnim procesima u
organizmu, kao S$to su enzimske reakcije, zastita celijja i lipida u bioloSkim
membranama, ulaze u sastav kostiju. Nizak unos ili smanjena biodostupnost

minerala dovodi do nedostataka koji izazivaju ostec¢enja funkcije organizma [2].

Elementi u tragovima, odnosno mikroelementi, su supstance koje ¢ine 0,01% tjelesne
mase. Elementi u tragovima u humanom mlijeku su gvozde, cink, bakar, mangan,
selen, jod, fluor, molibden, aluminijum, kobalt, hrom i nikl [3]. Mikroelementi su
glavni sastojci velikog broja molekula, kao $to su proteini, koji predstavljaju izvor

komponenti koje uc¢estvuju u enzimskim katalizama.

U svakom organizmu za vedinu biohemijskih procesa cink je neophodan
mikroelement, naroc¢ito kod novorodencadi, ucestvujuéi kao kofaktor ili
sastavni dio veéine enzima, oko 300. Cink ucestuje u metabolizmu DNK,
sintezi i metabolizmu proteina, lipida, ugljenih hidrata, celijskoj replikaciji,
replikaciji gena, itd. [4,5]. ViSe od 10% humanih proteina vezano je za cink i
ucestvuju u transportu. U trudnodi, ranom djetinjstvu i adolescenciji cink

omogucava zdrav razvoj i normalan rast [6-9].

Bakar je izuzetno vazan mikronutrijent jer ima krucijalnu wulogu u
metabolizmu, omogucdavajuéi mnogim enzimima da pravilno funkcionisu [10].
Bakar je odgovoran za produkciju mijelinskog omotac¢a nervnog sistema,
melanina i pomaZze u normalnom funkcionisanju tiroidne Zlijezde a takode ima

i antioksidativne i prooksidativne osobine [11].

Sledeci elemenat u tragu od izuzetnog interesa je gvozde, koje je neophodno za
hemoglobin i formiranje crvenih krvnih zrnaca, kao i za neke vazne funkcije
organizma, kao Sto je bioloska oksidacija [7,12]. Pretpostavlja se da neke

bakteriostatske osobine koje ima maj¢ino mlijeko zavise od sadrzaja i/ili
2
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biodostupnosti gvozda u maj¢inom mlijeku. Mnoge in vivo i in vitro studije su
pokazale da je gvozde klju¢ni faktor u borbi protiv patogena u maj¢inom

mlijeku [13].

Nedostatak ili prekomjerna koli¢ina navedenih mikronutrijenata moze ugroziti
enzimsku aktivnost i bioloske procese u organizmu. Definisanje nutritivnih
potreba kao i same fiziologije sekrecije mlijeka za novorodenc¢ad zasniva se na
adekvatnim podacima sadrzaja mikroelemenata u maj¢inom mlijeku tokom

laktacije [14,15].

Naime, ishrana u periodu od rodenja do kraja prve godine moZe uticati na
kompletan buduéi Zivot pojedinca [16]. Humano mlijeko je kompleksna smjesa
nutrijenata. Svjetska zdravstvena organizacija (5ZO) je preporucila majé¢ino mlijeko
kao idealnu hranu za rast beba mladih od 12 mjeseci [17]. Humano mlijeko sadrzi
skoro sve esencijalne komponente (minerale, vitamine, esencijalne amino i masne
kiseline) kao zastitne faktore neophodne za normalan rast i razvoj novorodencadi

[18-21].

Humano mlijeko u ranom djetinjstvu, posebno u prvih nekoliko mjeseci bebinog
zivota, obezbjeduje zastitu imunog sistema i zdrav razvoj [22]. Dojenje se smatra
najvaznijim i najboljim nac¢inom ishrane ukoliko se i nakon prvih Sest mjeseci Zivota

nastavi na godinu do dvije ili duze [23,24].

Zahvaljujudi razli¢itim sastojcima maj¢inog mlijeka u odnosu na hranu za odojcad,
maj¢ino mlijeko doprinosi jacanju odbrambenih mehanizama stimuliSu¢i imuni
sistem, poboljSavajuci razvoj endogenih odbrambenih mehanizama kao i rast zdrave

mikroflore [25].

Dojenje moZe se koristiti u ishrani odoj¢adi u prvih 6 mjeseci Zivota, ali nakon toga
dopunska ishrana je neophodna [16]. Dopunska hrana je definisana kao sva hrana i
te¢nosti razli¢ite od maj¢inog mlijeka koje se daju odoj¢adima. Obzirom da posebno
adaptirana hrana za odojcad tj. infant formule igra vaznu ulogu u ishrani
novorodencadi i djece izuzetno je vazno da takva hrana sadrzi dovoljne koli¢ine

minerala.
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Danasnje infant formule su zamjena za maj¢ino mlijeko, napravljene za ishranu
odoj¢adi na bazi kravljeg ili sojinog mlijeka. Infant formula odgovara nutritivnom
profilu maj¢inog mlijeka i to je jedina hrana koju medicinska zajednica smatra
nutritivno prihvatljivom za djecu uzrasta do jedne godine [26]. Hrana za odoj¢ad -
infant formule se koriste u slucajevima kada majke nisu u mogucnosti da doje svoje

novorodence, usljed bolesti, prestanka laktacije, neuhranjenost i sl.

Veliki broj studija o ishrani novorodencadi je sproveden kako u zemljama u razvoju
tako i u industrijski razvijenim zemljama [27-30]. Svjetska zdravstvena organizacija
dala je preporuke za dnevni unos minerala za novorodencad i djecu [31]. Neki
minerali mogu predstavljati potencijalni rizik po zdravlje kada se konzumiraju u
koli¢inama iznad prihvatljivog gornjeg nivoa unosa u duzem vremenskom periodu,
kao na primjer jod i gvozde, koji u visokim koncentracijama mogu dovesti do
trovanja. Za ostale minerale, negativni efekti su manje ocigledni, poput
gastrointestinalnih problema. Za neesencijalne elemente kao $to su aluminijum i teski
metali (npr. ziva, kadmijum i olovo) bilo kakvo izlaganje je nepozeljno, ali prihvatljiv
sadrzaj u hrani je definisala SZO obzirom da su elementi u trgovima prisutni u

mnogim namirnicama [31].

Poznato je da oksidativni stres moZze izazvati modifikacije proteina i malih celijskih
molekula, te stoga doprinosi nastanku mnogih bolesti, kao sto su kardiovaskularne
bolesti, kancer, dijabetes, arteroskleroza, neuroloske bolesti i Alchajmerovo oboljenje

[32].

Maj¢ino mlijeko sadrzi veliki broj enzimskih i neenzimskih antioksidativnih
komponentikoje pruzaju osnovnu antioksidativnu zastitu novorodencadi u ranom
stadijumu Zivota u cilju zastite od komplikacija izazvanih kiseoni¢nim slobodnim
radikalima. Mnogi mikroelementi ulaze u sastav enzima, najces¢e kao kofaktori.
Enzimi mlijeka imaju klju¢nu ulogu u regulisanju laktogeneze, uklju¢ujudi aktivnu
funkciju mlijecne Zlijezde. Povrh svega, oni su osnovni sastojci antioksidanata i
predstavljaju osnovu imunog sistema mlijeka. Sadrzaj enzima u kolostrumu je

uglavnom veci u odnosu na zrelo mlijeko [33].
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Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) su hemijski reaktivni molekuli koji sadrze kiseonik.
ROS su radikali koji sadrZze najmanje jedan nesparen elektron ili reaktivna ne-
radikalna komponenta nastala iz radikala koja je sposobna da oksiduje biomolekul i

osteti sve bioloske makromolekule [34,35].

ROS normalno nastaju u zivim organizmima u niskim ali ipak znacajnim
koncentracijama i mogu biti korisni ¢ak i krucijalni u precesima kao Sto su
intracelularni prenos signala i odbrana od mikroorganizama. ROS, takode, ucestvuju

u Celijskom rastu, dijeljenju, progresiji i smrti [36].

Celije koje koriste kiseonik a samim tim i ROS treba da razviju sistem antioksidativne
odbrane koji neutralise ROS i stiti ¢eliju od ostecenja slobodnim radikalima [37].
Stanje poznato kao oksidativni stres nastaje kada produkcija ROS premasi kapacitet
antioksidativne odbrane organizma kojim se on detoksifikuje.Visoke koncentracije
ROS-a mogu da ostete sve glavne Celijske komponente kao $to su lipidi, proteini
(denaturacija), ugljeni hidrati i nukleinske kiseline, sto dovodi do funkcionalnih

ostecenja [38,39].

Na rodenju, novorodence je izloZzeno hiperoksi¢noj vanmateri¢noj sredini
prouzrokovanoj povec¢anom dostupnoséu kiseonika pri ¢emu je povecana mogucnost
nastanka ROS. Kao rezultat toga, novorodence je izloZeno oksidativnom stresu usljed
slabe adaptacije na kiseonik, posebno zbog toga sto je antioksidativni odbrambeni
mehanizam slabo razvijen u neonatalnom periodu. Pretpostavlja se da je oksidativni

stres ukljucen u patogenezu mnogih neonatalnih bolesti [32].

Prijevremeno rodene bebe, koje imaju smanjen antioksidativni kapacitet, su izloZene
oksidativhom stresu koji je ¢esto posljedica infekcije, kiseonika, mehanicke ventilacije
ili transfuzije. Smatra se da mnogi poremecaji koji nastaju kod prijevremeno rodenih
beba, nastaju kao rezultat disbalansa izmedu oksidativnog stresa i antioksidativnog
kapaciteta [40]. Osim toga dojenje je povezano sa niskom stopom obolijevanja kod
prijevremeno rodenih beba, uklju¢ujuéi nekroti¢ni enterokolitis, respiratorne bolesti, i

retinopatiju [41].
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Nekoliko analitickih tehnika je dostupno za odredivanje elemenata u tragovima.
Atomska spektrometrija je jedna od osnovnih tehnika za analizu elemenata u
tragovima u bioloSkim uzorcima i mlije¢nim proizvodima [42]. Plamena atomska
apsorpciona spektrometrija (FAAS), elektrotermalna atomska apsorpciona
spektrometrija  (ET-AAS), indukovanospregnuta plazma-opticka emisiona
spektrometrija (ICP-OES) i indukovanospregnuta plazma-masena spektroskopija

(ICP-MS) [30,31] su osnovne tehnike koje se koriste danas [43-48].

ICP-MS daje rezultate sa najboljom osjetljivos¢u i ta¢noscu, ali je izuzetno skupa
tehnika koja zahtijeva rigidne operativne protokole §to u mnogome prevazilazi
mogucnosti primjene ove tehnike u rutinskoj klini¢koj dijagnostici [49]. Visoki
troskovi primjene ICP-OES i ET-AAS u klinikama takode onemogucuju primjenu
ovih tehnika uprkos ¢injenici da daju dobru tac¢nost, imaju Sirok radni opseg i

omogucavaju simultano odredivanje viSe elemenata u jednom mjerenju [46,50,51].

Odredivanje ukupnog sadrzaja svih ili samo nekih komponenti koje doprinose
prooksidativnom/antioksidativhom potencijalu mlijeka je vrlo zahtjevan zadatak
[52]. Brojne metode za mjerenje pojedinac¢nih antioksidativnih aktivnosti u bioloskim
te¢nostima su razvijene u posljednjih nekoliko decenija. Spektrofotometrijske metode
kao sto su DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil , FRAP (Metoda bazirana na redukciji
antioksidanata sa  Fe(lll)-kompleksom) i ABTS  (2,2-azinobis  (3-
ethilbenztiazolinsulfonat)) kao i kineticka metoda zasnovana na oksidaciji ABAP
(dihidro-2,7-dihlorofluorescein sa 2,2'-azobis(2-amidopropan)) se koriste za procjenu
antioksidativne aktivnosti u tjelesnim te¢nostima i njihovim promjenama u razli¢itim

uslovima [53,54].

Poznate koncentracije individualnih antioksidativnih komponenata u mlijeku veoma
je vazno odrediti i znati i totalan antioksidativni kapacitet, TAC, mlijeka kao i ORP,
mada se detaljne informacije o pojedinim komponentama na osnovu mjerenja TAC-a

ne mogu uvijek dobiti [55-57].

Cilj ove doktorske disertacije je da se primjenom nove metode pripreme uzoraka,

zasnovane na ekoloskim principima, bez utroska agresivnih hemikalija, ispita sadrzaj
6
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gvozda, cinka i bakra u mlijeku majki djece koja su rodena u terminu i prijevremeno
rodene djece, serumu beba, majki i hrani za odojéad kao i antioksidativni status
humanog mlijeka, infant formula i seruma majki. Takode je uradena i studija
zavisnosti koncentracije cinka, gvozda i bakra u maj¢inom mlijeku i serumu beba u

prvih Sest mjeseci laktacije.

Cilj disertacije je da se validacijom primijenjenih metoda ICP-OES i FAAS uporedi i
evaluira njihova osjetljivost za ispitivanje sadrzaja Fe, Cu i Zn. Odredivanje ukupnog
antioksidativnog statusa mlijeka uradeno je mjerenjem oksidativno-redukcionog
potencijala (ORP) i elektron paramagnetne rezonancije (EPR), nakon cega je bilo
potrebno uraditi korelaciju izmedu ORP i sadrzaja Fe, Cu i Zn. DPPH metoda je
koriStena za evaluaciju antioksidativnog kapaciteta infant formula, seruma majki i

beba, nakon c¢ega je uradena korelacija sa sadrzajem Fe, Cu i Zn.
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II. PREGLED LITERATURE
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2.1. Mikroelementi i njihova funkcija

Biodostupnost minerala ili elemenata u tragovima predstavlja onu frakciju hrane
koja se nakon ingestije apsorbuje i koristi za normalne fizioloske funkcije. Neki od
elemenata se ugraduju u razli¢ite metaloproteine, kao npr. gvozde u hemoglobinu

[58].

Fizioloski zahtjevi za pojedine minerale su veoma Sirokog opsega i variraju u
zavisnosti od starosti, pola, uzrasta, trudnoce i laktacije. Dijetetske potrebe se
rac¢unaju na osnovu fizioloskih potreba i efekta apsorpcije iz hrane, koji moze biti
manji od 1% ili 100%. Varijacije zavise od dijetetskih i prirodnih faktora uklju¢ujuci i

koli¢inu mikroelementa koja se konzumira [58].

Esencijalni mikronutrijenti bakar (Cu), cink (Zn) i gvoZde (Fe) su vazni za odrzavanje
zivota. Oni su uklju¢eni u mnoge sloZzene enzimske sisteme koji funkcionisu u
razli¢itim bioloskim procesima [59-61]. Njihov nedostatak se ¢esce susrece kod djece
i Zena, stoga su sprovedena brojna istrazivanja kako bi se ispitao njihov status u tim

populacijama [62].

Cink kao element u tragovima ima tri vazne funkcionalne uloge: Kkataliticku,
strukturnu i regulatornu [60,63]. Bakar ima antioksidativhu ulogu, odnosno stiti
Celije od dejstva slobodnih radikala [60,64]. Takode doprinosi stvaranju
ceruloplazmina, koji ima ulogu u metabolizmu gvozda. Bakar je potreban za

apsorpciju i upotrebu Fe [64-66].

Gvozde je jo$ jedan esencijalni element u tragovima koji funkcioniSe u sintezi

hemoglobina i mioglobina [67].

Koncentracije u serumu su korisni parametri za procjenu elemenata u tragovima, ali

nisu dovoljno specifi¢ni i osjetljivi da uoce blagi nedostatak [68,69].

Izmedu pojedinih elemenata u tragovima javljaju se odredene interakcije. Manjak
jednog moze ometati apsorpciju drugog (npr. nedostatak Cu ometa apsorpciju Fe). Fe
i Zn interaguju na nivou crijevne sluznice, a Fe ometa apsorpciju Zn [70]. Takode

postoji i jaka interakcija izmedu Zn i Cu, a oni se nadmecu na nivou crijevne

9
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apsorpcije [71]. Visok nivo Zn u ishrani moZe smanjiti apsorpciju Cu, ali visok

sadrzaj Cu u ishrani ne uti¢e na smanjenje apsorpcije Zn [72].

Nedovoljan unos Zn smatra se uzrokom smrtnosti djece u svijetu u 20 % slucajeva.
Djeca sa anemijom usljed nedostatka gvoZda imaju visok nivo Cu u serumu i nizak

nivo Zn u serumu [65].

Nedostaci elemenata u tragovima rezultat su slabog dijetetskog unosa i razvijaju se
posebno kada su zahtjevi povecani ili zalihe tijela iscrpljene. Apsorpcija elemenata u
tragovima moZe se narusiti povecanim unosom dijetetskih namirnica, kao sto je fitati,
ili prekomjernim unosom mineralnih suplemenata [73]. Jo$ jedan mogudéi uzrok

nedostatka elemenata u tragovima je pretjerano izlucivanje ili upotreba.

Smatra se da je 25% svjetske populacije pogodeno nedostatkom Fe. Odojc¢ad starosti
izmedu 4 i 24 mjeseca, djeca Skolske dobi, Zene, mladi, trudnice i dojilje najvise su
pogodeni ovim nedostatkom [74]. Odoj¢ad i mlada djeca u zemljama u razvoju su
posebno osjetljivi na nedostatak Fe i Zn zbog povecanih potreba, niske

bioraspolozivosti, i ¢estih infekcija [66,75].

Nedostatak bakra je rijedak, ali je zabiljezen kod nedonoscadi, odoj¢adi hranjenih
kravljim mlijekom i odoj¢adi koja su se oporavljala od neuhranjenosti pracene
dijarejom [76]. Nedostatak Cu dovodi do anemije, neutropenije, ometanja rasta,
abnormalnosti u metabolizmu glukoze i holesterola, kao i do povecane stope

infekcija [77].

2.1.1.Gvozde

Gvozde je neophodno za rast i razvoj i njegov nedostatak u toku gestacije i ranog
djetinjstva moZze imati dozivotne posljedice. Gvozde je klju¢no u procesu transporta,
deponovanja i koris¢enja kiseonika, kao dio hema u hemoglobinu, mioglobinu,

citohromima i drugim enzimima [78,79].

10
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Sadrzaj gvozda u maj¢inom mlijeku opada tokom laktacije, od 1 mg/1 u kolostumu
do 0,3-0,6 mg/1 u zrelom mlijeku. Nacin ishrane majke ne uti¢e na sadrzaj gvozda u

mlijeku, ¢ak ni suplementacija gvozdem do 30 mg/dan [17].

U majc¢inom mlijeku 1/3 gvoZda je vezana za laktoferin, i za globule mlijecne masti.
Medutim, koncentracija laktoferina je mnogo veca od koncentracije gvozda pa je
samo 3-5 % laktoferina zasi¢eno gvozdem. Laktoferin, takode, moze vezati gvozde

oslobodeno iz nekih drugih komponenti tokom digestije [79].

Gvozde je prelazni metal koji se javlja u dva oksidaciona stanja kao fero (2+) i feri jon
(3+) koja mu omogucavaju da ucestvuje u redoks reakcijama. U biohemijskim
sistemima, gvozde se Cesto nalazi na katalitickom mjestu u enzimima i olakSava
redoks reakcije. Njegove redoks osobine omogucavaju funkciju proteina ali mogu biti
i opasne jer neadekvatna oksidacija moze izazvati ostecenje celije. Slobodno gvozde u
bioloskim sistemima mijenjajuc¢i oksidaciona stanja moZe da utice na generisanje
slobodnih radikala. Da bi se organizam zastitio a gvozde obavljalo svoju fiziolosku

funkciju odvojeno je proteinima u toku apsorpcije, transporta i deponovanja [80].

Medu mnogobrojnim funkcijama gvoZzde je esencijalno za razvoj nervnog sistema.
Mijelizacija, neurotransmisija, dendritogeneza i neurometabolizam direktno zavise

od gvozda [81-83].

Status gvozda kod novorodenceta predstavlja balans izmedu porasta gvozda tokom
gestacije, njegove potrosnje i gubitaka i potrebno je da se unosi postnatalno,

prirodnim putem ishranom ili supelmentima [82].

Nedostatak gvozda kod novorodencadi moZe da izazove dugotrajne posljedice na
kongitivne, socioekonomske i motorne funkcije [83]. Zbog toga je veoma vazno da
sadrzaj gvozda bude optimalan jer i nedostatak i visSak mogu imati Stetne posljedice

po zdravlje.

Jedan od vaZznih regulatornih koraka u sadrzaju gvoZda je njegovo preuzimanje u
enterocitima. GvoZde se apsorbuje u enterocitima kao hemsko i nehemsko gvozde (u
fero i feri obliku). Gvozde u hemu je rastvorno u duodenumu i apsorbuje se kao

samostalni metaloprotein preko protein nosaca hemal (HCP-1) (Slika 1). Fero jon se
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zatim otpusta iz hema preko hem oksigenaze [84]. Koli¢ina gvoZzda koja se usmjerava
u cirkulaciju ili u rezervni depo zavisi od potreba organizma. Gvozde koje
neposredno ne prede u krv vezuje se u celiji za apoferitin. Apoferitin je protein koji

ima sposobnost da ga vezuje i tako opterecen gvoZdem naziva se feritin.

Lumen creva

Fe2+

Mukozna c'ehJa

N

3

2
C

Fe3+

|
l/. Transport u plazmu - transferin Tf
2. Transport u mitohondrije
3 za sintezu enzima koji sadrze Fe

Transport do apoferitina - feritin F

Slika 1. Apsorpcija gvozda

Nevezano gvozde se apsorbuje u enterocitima kao fero ili feri jon. U duodenumu se
ne-hemsko gvozde prevodi u fero jon koji se bolje apsorbuje uz prisustvo
askorbinske kiseline i duodenalnog citohroma B (DcyB) na povrsini Ccelijske
membrane [85]. Fero jon se zatim veZe za dvovalentni metal transporter 1 (DMT1) i
prenosi do enterocita (Slika 2) [84]. Ekspresija DcyB i DMT1 je regulisana sadrzajem
gvozda u enterocitima, transkripcionim faktorima osjetljivim na hipoksiju i

intracelularnom koncentracijom gvoZzda [85,86].
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Vitamin C- Absorpcija nehemskog

gvozda

Askorbinska
kiselina

Semidehidroaskorbinska Feo2+ 24
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absorbuje
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Slika 2. Apsorpcije nehemskog gvozda

Feri jon se veze za helatore i nakon ulaska u enterocite paraferitin ga redukuje i veze
za mobilni feritin. Feri jon se otpusta u intracelularni prostor i koristi za celijski

metabolizam, deponuje se kao feritin ili se prenosi iz enterocita [85,87].

Feroportin oslobada gvozde, hefestin (ferooksidaza) ga oksiduje i veze za transferin
koji ga dalje transportuje. Oslobadanje gvozda u krvotok iz enterocita je strogo
regulisan proces. Kada ima dovoljno gvozda hepcidin veZe feroportin na povrsini
enterocita indukujuéi degradaciju proteina. GvoZzde se oslobada i ugraduje u feritin u
enterocitima gdje se gubi kada su celije unistene. Ekspresija hepcidina se povecava
usljed hemohromatoza i zapaljenja, a redukuje se na racun povecanja eritropoeze,
hipoksije i nedostatka gvozda [84]. Produkcija hepcidina je takode smanjena u toku

trudnoce obezbjedujuci apsorpciju gvozda kod majki [85].

Najnovije studije kod miSeva su pokazale da su H-feritin i hepcidin neophodni za
regulaciju efluksa intestinalnog gvozda [88]. Feri jon se transportuje kroz krvotok

prvenstveno vezan za transferin, protein koji ima dva mjesta vezivanja [80]. Dio
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gvozda je takode vezan za albumin ili male molekule. U krvi 1/3 transferina je
zasi¢ena gvozdem. Vezivanje slobodnog gvozda za proteine ne $titi organizam samo

od slobodnih radikala ve¢ odvaja gvozde od bakterija koje ga koriste za reprodukciju

[88].

Neke informacije o nedostatku gvozda kod humanog fetusa mogu se dobiti na
osnovu pracenja njegovog nedostatka tokom trudnoce jer je sprovodenje studija na
fetusu veoma tesko. Mnogi dokazi su dostupni i iz literaturnih podataka pracenja
suplementacije gvozdem tokom trudnoce. Placenta se prilagodava povecéanju
transporta gvozda u fetusu i $titi ga cak i u slucaju nedostatka gvozda kod majki sve
dok ne dode do ozbiljnog nedostatka. Mnoge studije su potvrdile da na rodenju
nema razlike u statusu gvozda (hemoglobin u krvi, serumsko gvozde i feritin,
ukupan kapacitet vezivanja gvozda (TIBC)) izmedu suplementiranih i
nesuplementiranih majki, mada je u serumu veca koncentracija feritina kod

novorodencadi anemi¢nih majki [89].

Suplementacija majki u toku trudnoée moze da sprije¢i pojavu anemije kod
novorodencadi. Kod novorodencadi rodenih sa niskim zalihama feritina nastavlja se
smanjivanje zaliha gvozda u toku prve godine, u odnosu na kontrolnu grupu od 9 do

12 mjeseci starosti [90].

U prvih 6 mjeseci zZivota zalihe gvozda na rodenju trebale bi da zadovolje potrebe
novorodenceta. Ove zalihe gvozda nastaju u zadnjem trimestru u toku poslednjih
nedelja trudnoce. Medutim ukoliko se dijete rodi prije vremena (npr. u 37 nedelji)
tada je i vrijeme stvaranja zaliha gvozda skraceno. Bez dovoljnih koli¢ina gvozda u
tom periodu usporen je rast te se potrebe za gvozdem nakon rodenja ne mogu

normalno odrzati [91].

Tokom prva dva mjeseca Zivota, koncentracija hemoglobina opada zbog boravka
novorodenceta u okolini bogatoj kiseonikom u odnosu na fetus. Takva situacija
omogucava da se gvoZzde redistribuira iz crvenih krvnih zrnaca u zalihe gvozda. U
normalnim okolnostima ima dovoljno gvozda za potrebe novorodenceta u prvih 6
mjeseci zivota. To gvozde prvenstveno potice iz zaliha gvozda majki, ¢ime se i
objasnjava c¢injenica da u prvih 6 mjeseci limitirane koncentracije gvozda u maj¢inom
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mlijeku ne predstavljaju problem. Iako maj¢ino mlijeko sadrzi gvozde koje je
nezavisno od statusa gvozda kod majki, sadrzaj ovog gvozda je ipak limitiran.
Nakon 6 mjeseci potrebe za gvozdem su najvece i moraju se nadoknaditi kroz
ishranu. Prijevremeno rodene bebe nemaju benefite od zaliha gvoZda koje nastaju u
zadnjem trimestru jer su rodene ranije. Zbog toga prijevremeno rodena djeca sa
manjom tjelesnom tezinom zahtijevaju dodatak gvozda i u prvih 6 mjeseci Zivota

[92,93].

Tokom trudnoce veéi dio gvozda u organizmu se koristi sa ciljem da obezbijedi
snabdijevanje krvi kao i da podrzi mnogobrojne fizicke promjene kod majke, fetusa i
placente. Potrebe za gvozdem kod trudnica su duplo vece. Kao posljedica nedostatka
gvozda tokom trudnoce moze dovesti do prijevremenog porodaja, smanjene tezine
novorodenceta, smrti bebe i/ili majke. Do smrti majke moze do¢i usljed

nemogucnosti krvnih éelija da prenose kiseonik do srca [94].

Kod djece sa nedostatkom gvozda javljaju se odredeni problemi sa okolinom, vise su
stidljivi, neodluc¢ni, povuceni i tesko ih je umiriti. Ozbiljan nedostatak gvozda izaziva

i velike razlike u socioemotivnom ponasanju [95].

Na osnovu studije pracenja uticaja suplementacije gvozdem na djecu primijeceno je
da dolazi do povecanja psihomotornog indeksa razvoja u 13. mjesecu starosti $to
ukazuje na moguce benefite suplementacije dojene novorodencadi [96]. Americka
pedijatrijska akademija preporucuje da novorodencad koja se samo doje primaju 1

mg/ kg Fe na dan u prva 4 mjeseca starosti [97].

Za razvoj nervnog sistema gvozde je neophodno jer je ukljuceno u celjiski
metabolizam i kao kofaktor enzima koji ucestvuju u sintezi i kontroli
neurotransmitera i razli¢itih hormona (kao npr. dopamine, efedrin, norefedrin i
serotonin) [81]. Ispitivana je takode i korelaciju izmedu uticaja sadrzaja feritina u krvi
i mentalnih i psihomotornih testova kod petogodisnjaka. Djeca sa nizim sadrzajem

feritina u serumu su bila losija na testovima [98].

Na osnovu kohortne studije slucaja kod petogodisnjaka, rodenih sa malom tjelesnom

tezinom, ispitivan je uticaj suplementacije gvozdem na razvoj nervnog sistema.
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Studija je ukazivala na ¢injenicu da se nervni sistem bolje razvio kod one djece koja

su ranije pocela sa suplementacijom gvozdem, ali nije u potpunosti dokazana [99].

Visoke koncentracije gvozda mogu imati negativne efekte po zdravlje. Gvozde kao
pro-oksidant moZe da osteti lipide, polisharide, DNK i proteine formirajuci slobodne
radikale [80]. Gvozde prije svega izaziva peroksidaciju polinezasi¢enih masnih
kiselina u slu¢aju kada odgovarajuci antioksidans, posebno vitamin E, nije dostupan

[100].

Obezbjedivanje povecanih doza gvoZda je prakti¢no bezbjedno kod prijevremeno
rodene djece koja su pod povecdanim oksidativnim rizikom uklju¢ujudi i nerazvijen
antioksidativni sistem odbrane [101]. Povecane doze gvozda mogu da uzrokuju
povecanje oksidativnog stresa koji vodi ka nekim komplikacijama kao S$to su
retinopatija ili bronhopulmoralna displazija kod prijevremeno rodenih beba
[102,103]. Kratkotrajne studije su pokazale da gvozde ne indukuje oksidativni stres
ako se daje prijevremeno rodenim bebama sa smanjenom teZinom u dozama od 2-12

mg/dan ili dva puta dnevno 9 mg/kg na dan [104,105].

Nacin ishrane prijevremeno rodenih beba (infant formula, maj¢ino mlijeko, sojino
mlijeko ili upotreba fortifajera) je izuzetno vazan za distribuciju gvozda, zbog
povecanog rizika od njegovog nedostatka. Intestinalni epitel se brzo razvija nakon
porodaja, stimuliSuéi faktore rasta u amniotskoj te¢nosti, kolostrumu i maj¢inom

mlijeku [106].

Prijevremeno rodene bebe imaju smanjene zalihe gvozda i brze gube krv, stoga je
rana suplementacija neophodna. Maj¢ino mlijeko predstavlja najbolji izbor ishrane,
ali samo po sebi ne obezbjeduje dovoljno nutrijenata za rast prijevremeno rodene

djece. Apsorpcija gvozda zavisi od sastava proteina.

Poredujuci apsorpciju Fe iz maj¢inog mlijeka, infant formula kravljeg mlijeka i soja
formula, dokazano je da se najbolje apsorbuje gvoZde iz maj¢inog mlijeka [107,108].
Iako se gvozde iz maj¢inog mlijeka najbolje apsorbuje, njegove koli¢ine su prilicno
niske tako da se preporucuje dohrana odgovaraju¢im formulama. Procijenjene
dnevne potrebe za prijevremeno rodene bebe su 2-4 mg/kg na dan, koje mogu biti

manje ako se krv daje transfuzijom. Americka pedijatrijska akademija preporucuje da
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se novorodencad koja se ne doje hrane infant formulama obogacenim gvozdem i
primaju najmanje 2 mg/kg na dan elementarnog gvozda, oralno, u period od 1-12

mijeseci [97]. Put apsorbovanog gvoZda u organizmu prikazan je na slici 3.

tarcle misiéne celije

Deskvamacija,menstruacija,

i

ostali gubici krvi
1-2 mg/dan

Slika 3. Raspodjela i deponovanje Fe u organizmu

Hem je vazan dio enzima koji ucestvuju u uklanjanju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u
tijelu, Sto mu daje antioksidativha svojstva. Medutim, gvoZde takode moZe
katalizovati reakcije u kojima dolazi do stvaranja slobodnih radikala. GvoZzde je
jedinstveno po tome Sto se mozZe prebacivati izmedu +2 i +3 stanja. Slobodni radikali
su sporedni proizvodi metabolizma kiseonika, povezani sa nizom hroni¢nih bolesti.
Da bi se zastitilo od toga, tijelo ima sigurnosni mehanizam koji regulise koli¢inu
apsorbovanog gvozda na osnovu individualnog statusa gvozda zahvaljujuci blokadi

sluznice [91,92].

Gvozde ima zadatak prenosnika elektrona izmedu kiseonika i bioloskih molekula
[109,110]. Podrucje oksidacije organskih jedinjenja u prisustvu gvozda i vodonik
peroksida naziva se Fentonova reakcija, u ¢ast Henry John Horstman Fentonu koji je

u 19. vijeku sprovodio istrazivanja vezana uz oksidaciju vinske kiseline [111].
17



Dijana D. Durovié Doktorska disertacija

Hidroksilni radikal (HO*), jedan od najsnaznijih poznatih oksidansa, moze nastati

Fentonovom reakcijom:

H202 + Fe2t (Cu*) — HO* + Fed* (Cu2t) + OHF

Gvozde moze reagovati i s lipidnim hidroperoksidima (LOOH), dajuéi reaktivne

lipidne alkoksilne radikale LO* koji dalje ucestvuju u Sirenju lipidne oksidacije:

Fe?* (Cu*) + LOOH — Fe3* (Cu?*) + LO* + OH*

Gvozde je direktno povezano s lipidnom peroksidacijom, a ta je pojava pracena
povecanjem malondialdehida (MDA) i drugih reaktivnih jedinjenja sa
tiobarbiturnom kiselinom (TBARS) [112]. Unos velikih koli¢ina gvozda i bakra
dovodi do degenerativnih bolesti mozga i razvoja tumora, a zabiljeZene su i
promjene u aktivnosti superoksid dismutase. Takoder, gvozde je odgovorno za

promjene u metabolizmu prostaglandina E2 [113].

S obzirom na to da su slobodni radikali toksi¢ni za celije, tijelo je razvilo specifican
antioksidativni sistem koji zavisi od antioksidativnih supstanci (Tabela 1).
Mehanizmi odbrane tkiva od Stetnih uticaja slobodnih radikala obuhvataju vitamin
C, vitamin E i beta-karoten (i ostale karotenoide) kao glavne izvore vitaminskih
antioksidanasa. Osim toga, neki metaloenzimi kao $to suglutation peroksidaza (Se),
katalaza (Fe) i superoksid dismutaza (Cu, Zn i Mn) su takode znacajni u zastiti
unutrasnjih celijskih komponenti od oksidativnih ostecenja. Tek kad se ti metali
unesu hranom u dovoljnim koli¢inama organizam moZe sintetisati enzime ovih
antioksidanasa. Nasuprot tome, nedostatak tih elemenata uzrokuje oksidativni stres i

oStecenja bioloskih molekula i membrana [114].
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Bakar je potreban za apsorpciju gvozda, metabolizam gvozda i za stvaranje crvenih
krvnih zrnaca. Gvozde se akumulira u jetri sa deficitom bakra, $to znaci da je bakar
potreban za transport gvozda. Velike doze gvozda mogu smanjiti apsorpciju cinka iz
suplemenata. Medutim, kada se uzima s hranom, dodatno gvozde ne usporava
apsorpciju cinka. Kalcijum usporava apsorpciju hemskog i nehemskog gvozda kada

se konzumiraju zajedno u obroku [92].

Tabela 1.Vitamini i minerali u antioksidativnom sistemu [115]

Nutrijent =~ Komponenta (nalaZenje u ¢eliji) Funkcija
Vitamin C  Askorbinska kiselina (citosol) Reaguje sa nekoliko vrsta ROS/RNS

Raskida veze u masnim kiselinama
peroksidaciona lanc¢ana reakcija
Sprecava inicijaciju peroksidacije
lanc¢ane reakcije masnih kiselina

Vitamin E ~ a-tokoferol (membrane)

B-karoten  [-karoten (membrane)

Se Glutationperoksidaza (citosol) Enzim koji konvertuje HO, u H.O
CuiZn Superoksid dizmutaza (citosol) En(z)lm koji konvertije superoksid u
202
Mn i Zn Superoksid dizmutaza Enzim koji konvertije superoksid u
(mitohondrije) HO»
Antioksidativni protein koji
Cu Ceruloplazmin (vodena faza) sprecava Cu i Fe da ucestvuju u
reakcijama oksidacije
Fe Katalaza (citosol) Enzim (u jetri) koji prevodi H.O, u
H>O
2.1.2.Bakar

Bakar je potreban za koriS¢enje gvozda i kao kofaktor za enzime ukljuceneu
metabolizam glukoze, kao i za sintezu hemoglobina, fosfolipida i vezivnog tkiva.

Njegov deficit je rijedak, osim u uslovima teSke neuhranjenosti.

Zrelo humano mlijeko sadrzi bakar u koncentraciji od 0,3 mg/1. Koncentracija bakra
se smanjuje sa kasnijim dojenjem, od 0,6 mg/1 u prvoj i drugoj sedmici dojenja, do
0,36 mg/1 6-8 sedmica, a od 0,21 do 0,25 mg/1 do 20 sedmica dojenja. Ne postoji
znacajna korelacija izmedu koncentracije bakra u mlijeku i unosa bakra iz hrane.
Bakar u maj¢inom mlijeku se vezuje za albumin i citrat, a moZe se naci i u membrani

masne globule, iako ligand jo3 nije poznat [116].
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Bakar ima vaznu ulogu u ljudskom metabolizmu, uglavnom zato $to omogucava
pravilno funkcionisanje mnogih znacajnih enzima [10]. Bakar je neophodan za
odrzavanje ja¢ine koZze, krvnih sudova, epitelnog i vezivnog tkiva u cijelom tijelu. Cu
ucestvuje ustvaranju hemoglobina, mijelina, melanina, i omoguc¢ava normalno

funkcionisanje stitne zlijezde [10,117].

Bakar moze djelovati i kao antioksidans i kao prooksidans. Slobodni radikali se
prirodno nalaze u tijelu i mogu da ostete zidove celija, budu u interakciji sa
genetskim materijalom i doprinesu razvoju niza zdravstvenih problema i bolesti. Kao
antioksidans, Cu neutraliSe slobodne radikale i moZze da smanji ili sprijeci Stetu koju
izazivaju [118-120]. Kada bakar djeluje kao prooksidans, podstice Stetne efekte
slobodnih radikala i moze da doprinese razvoju Alchajmerove bolesti [121,122].
Odrzavanje odgovarajuce dijetetske ravnoteze bakra, zajedno sa drugim mineralima

poput cinka i mangana, veoma je vazno [118].

Proteini bakra imaju razli¢ite uloge u bioloSkom transportu elektrona i transportu
kiseonika, procesima koji iskoristavaju jednostavnu interkonverziju Cu (I) i Cu (II)
[123]. U citohrom C oksidazi, koja je potrebna za aerobno disanje, bakar i gvozde
zajednicki uti¢u na smanjenje kiseonika. Bakar se takode nalazi u Cu/Zn superoksid
dizmutazi (SOD), enzimu koji vrsi detoksifikaciju superoksida, pretvarajuéi ga u

kiseonik i vodonik peroksid [124]:

2 H,O — HxOs + Oz

Bakar je takode komponenta lizil-oksidaze, enzima koji uc¢estvuje u sintezi kolagena i
elastina, dva vaZzna strukturna proteina koji se nalaze u kostima i vezivnom tkivu.
Superoksid radikali se stvaraju tokom normalnog metabolizma, kao i kad leukociti
napadaju invazivne bakterije i viruse (fagocitoza). Ako se brzo ne eliminisu,
superoksid radikali prouzrokuju ostecenja na celijskim membranama [118,120].
Ukoliko bakar nije prisutan u dovoljnim koli¢inama, aktivnost superoksid dizmutaze

je smanjena, a oStecenje celijske membrane izazvano superoksidnim radikalima je
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vece. Kada djeluje u okviru tog enzima, bakar radi zajedno sa mineralnim cinkom, a
odnos bakra i cinka, a ne apsolutna koli¢ina bakra ili cinka samih po sebi, pomaze

odgovarajucem funkcionisanju enzima (Slika 4 i 5) [117,125].

2- \ sOD
O O, + H,O,

Slika 5. Mehanizam dejstva SOD

Humano mlijeko sadrzi 200 - 600 pg/l bakra. Apsorpcija iz maj¢inog mlijeka je
visoka zbog prisustva liganda koji olakSavaju apsorpciju. Kravlje mlijeko sadrZi oko

150 pg/1. Sastav formula za odoj¢ad se razlikuju u svijetu [124].

Deseto izdanje Americkog odsjeka za poljoprivredu za preporuceni dnevni unos

(RDI-recommended daily intake) nije uklju¢ivalo RDI za bakar, ve¢ je predloZen
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bezbjedan i odgovarajuci dnevni unos [126]. Neki nutricionisti misle da komisije koje
ustanovljavaju RDI treba da se vrate tradiciji iz prethodnih publikacija i daju
preporuke koje zadovoljavaju funkcionalne potrebe, jer nedostatak preporucenog
dnevnog unosa za bakar moze biti opasan za zdravlje [126,127]. Tabela 2 prikazuje
preporuceni dnevni unos (RDI) bakra za djecu i odrasle i tolerantne nivoe unosa

bakra TIL (tolerable intake limits) [128,129].

Bakar se apsorbuje u Zelucu i tankom crijevu (40% ukupno unesenog bakra), $to
zavisi od nacina ishrane i prisustva drugih minerala. Apsorbovani bakar transportuje
se vezan za albumin u portalnoj cirkulaciji ka jetri. Ceruloplazmin nastaje u jetri i
veci dio bakra cirkuliSe u krvi vezan za ceruloplazmin. Bakar vezan za ceruloplazmin
se razmjenjuje na dnevnom nivou, tako da ceruloplazmin ne moze da igra glavnu
ulogu u apsorpciji i transportu. Preostali bakar se vezuje za albumin i vjeruje se da

predstavlja pravi transportovani bakar [127].

Tabela 2. Preporucen dnevni unos (RDI) i prihvatljiv nivo unosa (TIL) bakra

Godine Zensko (ug) Musko (ug) Prihvatljiv unos-gornji limit (ug)
0-6 mjeseci 200 200 Nije moguce definisati, Cu potice
7-12 mijeseci 220 220 iskljucivo iz hrane i infant formule
1-3 godina 340 340 1000
4-8 godina 440 440 1000
9-13 godina 700 700 5000
14-18 godina 890 890 8000
19+ godina 900 900 10000
Trudnoca 1000 8000 (14-18 god.) 10000 (19+ god)
Laktacija 1300 8000 (14-18 god.) 10000 (19+ god)

Koli¢ina bakra koju sadrzi ljudsko tijelo je 100-150 mg. Potrebnu dnevnu koli¢inu
bakra od 1-2 mg generalno obezbjeduje normalna ishrana. Bakar je komponenta
mnogih oksidoreduktaza. Razliciti faktori u ishrani mogu uticati na bioraspoloZivost

bakra. Poznato je da djeca apsorbuju vise bakra iz maj¢inog mlijeka nego iz kravljeg.
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Povecane koncentracije kompleksnih agenasa kao Sto je fitat, dijetetskavlakna,

minerala kao $to su cink, gvozde i kalicijum kao i vitamina C smanjuju apsorpciju.

Uzimanje suplementa cinka moZe dovesti do smanjenog djelovanja bakar-cink-
superoksid dizmutaze u eritrocitima. Stoga dnevna koli¢ina cinka od 50 mg, sto je
koli¢ina cetiri puta veca od preporucene, smanjuje aktivnost superoksid dizmutaze
za 20%. Drugi minerali kao Sto je gvozde, kalaj, kalcijum, fosfor, kadmijum i
molibden mogu imati interakciju sa bakrom, a njihov efekat kod ljudi je slabiji nego
kad je cink u pitanju. Interakcija izmedu bakra i askorbinske kiseline nije jasno
poznata. Moguce je da se Cu?* joni redukuju askorbinskom kiselinom do Cu+ jone,
Sto smanjuje apsorpciju bakra u tijelu. S druge strane, bioraspoloZivost povecavaju

odredene esencijalne aminokiseline, kao i oksalat i fumarat [71,130].

Postoje dvije uloge bakra. Kao sastojak superoksid dizmutaze moze doprinijeti
antioksidantskoj aktivnosti. Kao kofaktor za apo-bakar-cink-superoksid dizmutazu,
bakar moZe da zastiti od Stetnih uticaja slobodnih radikala proteine, membranske
lipide i nukleinske kiseline u razli¢itim celijama i organima. Ovaj enzim je, dakle,
vazan antioksidans. Aktivnost superoksid dizmutaze u eritrocitima moze se koristiti

za procjenu statusa bakra kod ljudi.

Osim uce$ca u metabolizmu gvozda, bakar je takode uklju¢en u formiranje eritrocita
(crvenih krvnih zrnaca), to jest u hematopoezu, narocito u stvaranje hemoglobina
(crvenog krvnog pigmenta). Bakar je dio ceruloplazmina, koji katalizuje oksidaciju
dvovalentnog do trovalentnog gvozda, sto se opisuje kao aktivnost feroksidaze ovog
enzima. Dakle, usljed izrazitog deficita bakra (mikrociti¢nog) moze do¢i do anemije.
Uz to bakar ucestvuje u formiranju kolagena i elastina u vezivnom tkivu, a doprinosi
i sintezi epinefrina i norepinefrina u adrenalnom i nervnom sistemu. Bakar je
potreban i za formiranje melanina u koZi. Ovaj element utice i na stimulaciju imunog

sistema i sprje¢avanje upala [131].

S druge strane, slobodni bakar ima potencijal da izazove prooksidantski efekat.
Detaljne studije u protekle dvije decenije pokazale su da se redoks aktivni metali kao
$to su gvozde, bakar, hrom, kobalt i drugi podvrgavaju redoks cikli¢nim reakcijama i

posjeduju sposobnost da proizvedu reaktivne radikale poput superoksid anjon
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radikala i azot-oksida u bioloskim sistemima. Poremecaj homeostaze jona metala
moze dovesti do oksidativnog stresa, stanja u kom povecano formiranje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta razbija antioksidativhu zastitu organizma, a zatim dovodi do
ostecenja DNK, lipidne peroksidacije, modifikacije proteina i drugih efekata, sto je
simptomati¢no za brojne bolesti, uklju¢ujué¢i kancer, kardiovaskularne bolesti,

dijabetes, aterosklerozu, neuroloske poremecaje, hroni¢ne upale i dr. [132].

Veé¢ 70-ih godina se pretpostavljalo da relativni ili apsolutni nedostatak bakra, sa
vedim unosom cinka u odnosu na bakar u ishrani vodi ka hiperholesterolemiji, sto je

potvrdeno razli¢itim testovima na zivotinjama [133].

To se moZe objasniti pomocu dva mehanizma: smanjenom aktivno$¢u superoksid
dizmutaze i visokim koncentracijama bakra. Povecano stvaranje lipidnih peroksida i
smanjeno formiranje prostaglandina izazvano je nedostatkom bakra u aorti kroz
snizenu aktivnost superoksid dizmutaze zasnovane na bakru. Pacovi ¢ija je ishrana
bila zasnovana na hrani sa deficitom bakra i obogacenoj fruktozom prerano su
uginuli zbog abnormalnosti srca. Ipak, sa istovremenim smanjenim unosom gvozda

nisu primijecene sré¢ane abnormalnosti.

Kao drugi mehanizam, visok nivo bakra u vidu povecane koncentracije bakra u
serumu treba smatrati nezavisnim faktorom rizika za koronarnu bolest srca. Slobodni
bakar vodi in vivo do stvaranja slobodnih radikala, koji se pojavljuju u formiranju
oksidisanog LDL-a putem lipidne peroksidacije ili holesterolske oksidacije, a time i
do povecane aterogeneze. Ostali faktori, kao $to su niske koncentracije selena ili
antioksidanasa u serumu takode igraju ulogu u cijelom tom procesu. Tako se
"francuski paradoks" (pretpostavljena kompatibilnost izmedu ishrane bogate
mastima i niske ucestalosti koronarne ateroskleroze) objasnjava uticajem fenolnih
jedinjenja sadrzanih u crnom vinu na oksidaciju LDL-a sa bakrom kao katalizatorom.
S druge strane, kao komponenta superoksid dizmutaze, bakar takode mozZe biti
efikasan kao antioksidans, razlazuc¢i dva superoksida (O2) na kiseonik (O2) i
peroksid (H202), koji potom koriste drugi enzimi (katalaza, glutation peroksidaza)

[133].
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Bolest koja nastaje usljed nedostatka bakra je rijetka osim kod odredenih grupa, kao
Sto su bebe sa veoma niskom teZzinom na rodenju, kod djece lije¢ene od proteinsko-
energetske neuhranjenosti ishranom baziranom na mlijeku s niskom koncentracijom
bakra tokom duZeg perioda, kod djece sa dugotrajnom dijarejom i tokom

parenteralne ishrane [127].

Nedostatak bakra dovodi do unutarcelijske abnormalnosti metabolizma gvozda zbog
slabog transporta gvozda, izazivaju¢i neefikasnu proizvodnju hema i hipohromsku
anemiju koja ne reaguje na gvozde. Kod prevremeno rodenih odoj¢adi nedostatak
bakra moZe se manifestovati kao teSka osteoporoza sa udubljenjima i iskrzanos¢u
kostanih krajeva, periostalnom reakcijom i frakturom sub-metafize. Suplementacija
prijevremeno rodenih beba 1% rastvorom bakar-sulfata (2-3 mg dnevno) dovodi do
brzog i adekvatnog odgovora organizma u sluc¢ajevima deficita bakra [127]. Do sada
su poznata dva stanja/sindroma izazvana poremecajem metabolizma bakra (slika 6).
Vilsonova bolest (hepatolentikularna degeneracija) je autosomno recesivno stanje u
kom dolazi do prekomjerne akumulacije bakra u tkivu. Akumulacija u eritrocitima,
jetri, mozgu i bubrezima razlog je za vec¢inu simptoma. Kod eritrocita dovodi do
akutne hemoliticke anemije. Insuficijencija jetre pracena je cirozom i otkazivanjem
jetre. Akumulacija bakra u nervnim celijama izaziva tremor, horeo-atetoidne pokrete
i na kraju demenciju. Menkeov sindrom ¢eli¢ne boje kose je tesko, na kraju i fatalno
ostecenje centralnog nervnog sistema zbog poremecaja metabolizma bakra u ¢elijama

mozga [127].
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Slika 6. Distribucija bakra u organizmu

Sadrzaj bakra u humanom mlijeku je procijenjivan u tri studije. ICP-MS kao

analiticka metoda je koristena u 2 studije i FAAS u jednoj. Svi ispitivani uzorci su bili

uzorci zrelog mlijeka. Uzorci mlijeka majki terminskih i prijevremeno rodenih beba

su kombinovani u jednoj studiji dok period gestacije nije bio definisan u dvije studije

[134]. Takode informacije o upotrebi suplemenata na bazi bakra nisu postojale.

Izmjerena srednja vrijednost sadrzaja bakra na 95% intervala povjerenja (IP) za sve

uzorke bila je 264,05 (206,64 - 321,46) pg/1.
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2.1.3.Cink

U Jjudskom organizmu cink ima 3 glavne funkcije: kataliticku, strukturnu i
regulatornu. Cink je uklju¢en u procese katalize preko enzima koji kontrolisu ¢elijske
procese, kao sto su sinteza DNK, normalan rast i razvoj mozga, bihevioralni odgovor,
reprodukcija, razvoj fetusa, stabilnost membrane, formiranje kostiju i zarastanje rana.
Takode ima strukturnu i funkcionalnu ulogu u proteinima koji u¢estvuju u replikaciji
DNK i reverznoj transkripciji i izuzetno je znacdajan za funkcionisanje niza
metaloproteina. Pored toga, cink reguliSe enzimske aktivnosti i stabilnost proteina,

kao aktivator ili inhibitor, i modulira proces prenosa celularnog signala [135].

Cink koriste i reproduktivni hormoni i predstavlja kofaktor za mnoge enzime koji
udestvuju u vecini velikih metaboli¢kih procesa [3,136,137]. Uklju¢en je u brojne
aspekate celijskog metabolizma [138]. Procjenjuje se da oko 10% ljudskih proteina
potencijalno vezuje cink, pored onih koji ga transportuju i prenose u organizmu. Joni

cinka su efikasni antimikrobni agensi ¢ak i pri malim koncentracijama.

Put apsorpcije, transporta i skladistenja cinka u organizmu je veoma slican kao kod
gvozda. Nakon sto se cink unese preko hrane, apsorpcija pocinje u tankom crijevu.
Kada se cink apsorbuje u intestinalne celije, on indukuje sintezu metalotioneina -
proteina koji vezuje cink. (Metalotionein i cink su analogni feritinu i gvozdu - i sluze

kao mehanizmi za vezivanje i skladiStenje).

Cink mora biti vezan iz istih protektivnih razloga kao i gvozde, jer slobodni cink
moZe uticati na stvaranje slobodnih radikala koji ostecuju celije i mogu dovesti do
pojave kancera. Cink se ¢uva (privremeno) u metalotioneinu. Medutim, ne postoje
stalna skladiSta cinka u organizmu, pa ako organizmu nije potreban cink, on se

odbacuje zajedno sa ¢elijom i izlu¢uje [91].

Metalotionein oslobada cink (ili ga predaje) na albumin i transferin kojim se
trasnportuje do tkiva kojima je potreban. Cink mora biti vezan za albumin ili
transferin da ne bi doslo do nastajanja slobodnih radikala. Najveca koncentracija

cinka kod ljudi se nalazi u migicima (60%) i kostima (30%) [91,92].
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U krvnoj plazmi, albumini (60%) i transferini (10%) veZzu i transportuju cink (Slika 7)
[139]. Posto se transportom cinka prenosi i gvozde, visoke koncentracije gvozda
mogu da smanje apsorpciju cinka, i obrnuto [140]. Koncentracija cinka u krvnoj
plazmi ostaje relativno konstantna bez obzira na unos cinka [141]. MoZe da se ¢uva u
rezervama metalotioneina i da se transportuje metalnim transporterom iz porodice
ZIP i ZnT protein [142]. Metalotioneini u intestinalnim celijama imaju sposobnost
prilagodavanja apsorpcije cinka za 15-40% [143]. Povecane koncentracije cinka

otezavaju apsorpciju bakra, jer metalotionein apsorbuje oba metala [144].

Zn- dijetetski protein ~ Zn - organski ligand

\Digestij/
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adsorpcija u krvi Funkcionalna
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znZt zn?t  zn?*

I Metalotionein ]
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Slika 7. Metabolizam cinka

Cink u maj¢inom mlijeku je vaZan bioloski izvor ovog elementa za odojcad.
Medutim, koncentracija cinka u mlijeku opada brze nego koncentracija drugih
minerala, tokom dojenja [145,146]. Srednji prag unosa cinka od 13 mg/dan preko
hrane tokom perioda laktacije neophodan je da se obezbijedi potrebna koncentracija

u maj¢inom mlijeku [147].

Cink se lu¢i u mlijeko preko razli¢itih vrsta njegovih transportera koji se nalaze u

mlije¢noj zlijezdi. IzIu¢ivanje cinka u maj¢inom mlijeku je aktivan proces transporta i
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ima c¢vrsto regulisanu homeostazu [148,149]. Osim toga, homeostaticka
prilagodavanja metabolizma cinka u organizmu tokom perioda laktacije osigurava

potrebnu koncentraciju u maj¢inom mlijeku [150].

Teorijski, koncentracija cinka u maj¢inom mlijeku ne zavisi od statusa Zn majke; ali
rezultati iz prethodnih studija koje se odnose na povezanost izmedu statusa Zn

majki, unosa cinka, i koncentracije cinka u maj¢inom mlijeku su i dalje kontroverzni.

Ako su kod trudnice vrijednosti cinka u krvi ispod normale, moze do¢i do
nepravilnog razvoja fetusa u materici. Nedostatak ovog elementa u materici moze

negativno uticati na dugoro¢no funkcionisanje imunog sistema djeteta.

Nedostatak cinka kod majki moZe uticati i na neuroloski razvoj i promjene u
ponasanju djeteta. Nizak status cinka kod majki je povezan sa smanjenom paznjom
kod novorodencadi i slabim motornim funkcijama kod odoj¢adi starosti 6 mjeseci.
Nizak nivo cinka je takode povezan sa brojnim negativnim ishodima u trudnoci. Ovo
ukljucuje nisku teZinu beba na rodenju, prijevremeni porodaj, komplikacije prilikom

porodaja i urodene anomalije [151].

Kod odoj¢adi koja su rodena prije vremena postoji rizik od nedostatka cinka iz istog
razloga koji je naveden i za gvozde (gvozde se skladisti kod djeteta u poslednjem
trimestru trudnode, a isto vazi i za cink), medutim, obim njegovog nedostatka nije

dovoljno dobro proucen.

Kako je fetusu cink veoma potreban, postoji povecani rizik da kod trudnica dode do
smanjenja nivoa cinka u organizmu. Ovo je posebno sluc¢aj kada na pocetku trudnoce
Zene imaju grani¢ne vrijednosti cinka u krvi. Takode, laktacija moZe uticati na

smanjenje vrijednosti cinka kod majki [92].

Djeci mladoj od godinu dana treba 5 mg cinka dnevno [152], tako da relativni
nedostatak cinka moze izazvati fizicke, kognitivne i poremecaje ponasanja[153]. Iako
su trudnice, djeca i stare osobe rizi¢ne grupe, nedostatak cinka prisutan je u svim
populacionim grupama [154]. U istrazivanju sprovedenom u Iranu, koncentracija

cinka u maj¢inom mlijeku, kod majki koje nijesu koristile suplemente cinka, u
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¢etvrtom mjesecu dojenja je izosila 1,29 + 0,57 mg/1, sto je manje od preporucenih

referentnih vrijednosti (3 - 5 mg/1) [155].

Od 41 studija sprovedenih tokom skoro dvije decenije (1977-1994), samo 17 studija je
pokazalo povezanost izmedu loSeg statusa cinka majke i male teZine djeteta na
rodenju ili nepravilnog razvoja fetusa, pri ¢emu su rezultati bili ravnomjerno
rasporedeni i izmedu razvijenih i zemalja u razvoju, te nije dokazan ni uticaj
geografskog porijekla [156]. Medutim, ¢ini se da novije studije podrzavaju vezu
izmedu statusa ili unosa cinka kod majke i teZine djeteta na rodenju. Iako
koncentracija cinka u mlijeku pada tokom prvih Sest mjeseci, prosjecna potrebna
apsorpcija cinka iznosi 1,35 mg/dan [157]. Dodatne potrebe za cinkom kod djeteta u
prvih Sest mjeseci, kada je ishrana djeteta bazirana isklju¢ivo na dojenju, iznosi
priblizno 227 mg, vise nego duplo od potreba za cinkom tokom trudnoce. Ako
pretpostavimo da je prosjek apsorpcije cinka 27%, dodatne potrebe nadoknaduju se
dodatnim unosom 4 mg cinka na dan, $to predstavlja povecanje od 50% u odnosu na

period trudnode i laktacije [9].

Majc¢inim mlijekom izlu¢i se u prosjeku 2-3 mg cinka dnevno tokom prvog mjeseca, a
do treeg mjeseca oko 1 mg cinka dnevno, nakon ¢ega koncentracija cinka nastavlja
da opada do oko 0,5 mg/dan. Visoke potrebe cinka u ranoj laktaciji mogu biti
djelimi¢no zadovoljene aktivacijom zaliha cinka iz tkiva koja su se vratila na svoj
normalan oblik nakon porodaja (materica i maj¢ina krv) [9] i trabekularne kosti

[158,159].

Distribucija cinka medu raznim komponentama krvi se mijenja tokom trudnoce
[160,161]. Koncentracija u plazmi ili serumu smanjuje se za 15% - 35% do kraja
trudnoce u odnosu na period prije trudnoce ili poetak trudnoce [162-164]. Ovaj pad
nivoa cinka u plazmi se odnosi na ekspanziju volumena plazme koji se povecava za

oko 40% do 30. nedelje trudnoce [156].

Preporuceni dnevni unos cinka RDI je naveden u tabeli 3 [9]. U tabeli su prikazane
vrijednosti za dnevni unos cinka za bebe uzrasta 0-6 mjeseci [127,165]. Americki

Nacionalni istrazivacki savjet postavio je dozvoljene gornje vrijednosti unosa za

odrasle od 40 mg/dan [166,167].
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Tabela 3. Preporucen dnevni unos za Zn

Godine Zensko (mg) Musko (mg) Trudnoéa Laktacija

0-6 mjeseci 2 2
7-12 mjeseci 3 3
1-3 godina 3 3
4-8 godina 5 5
9-13 godina 8 8
14-18 godina 9 11 12 13
19+ godina 8 11 11 12

Nedostatak cinka moze biti uzrok patuljastog rasta, nepravilnog seksualnog razvoja i
anemije. Srednja vrijednost koncentracije cinka u zrelom maj¢inom mlijeku tokom
prvih 6 mjeseci laktacije iznosi oko 2 mg/l, mada moZe varirati izmedu 0,65 i 5,3
mg/l. Unos cinka adekvatnom ishranom nije povezan sa njegovim sadrzajem u
maj¢inom mlijeku i ne uti¢e znacajno na nivo koncentracije u mlijeku. Cink je u
maj¢inom mlijeku prisutan u serumskom albuminu 28%, kazeinu 14%, u masti 29%
najvjerovatnije vezan za alkalnu fosfatazu u membranske masne globule dok se

preostalih 29% nalazi u vodenom dijelu [26].

Cink je osnovni nutrijent za normalnu embriogenezu [168,169]. Najznacajnije
sakupljanje zaliha cinka se desava u poslednjem tromjese¢ju trudnoce. Izmedu 24. i
34. nedelje trudnoce, prosje¢na dnevna koli¢ina cinka se kreée oko 850 mg/kg

[170,171]. Skladisti se u jetri, kao cink metalotionein.

Ovaj protein koji veZe cink je glavni izvor cinka za fetus i moZe zastititi novorodence
od nedostatka cinka u neposrednom postnatalnom periodu [172,173]. Broj
istrazivackih studija koje se odnose na procjenu klini¢kog znacaja nedostatka cinka
za zdravlje majke i djeteta je ogranicen [174-176] i odnose se na posljedice ozbiljnog
nedostatka ovog elementa. Postoji nekoliko hipoteza o tome kako cink utice na imuni
sistem [177]. Za stvaranja i aktivnost T-limfocita - kojima se organizam brani od
infekcije i bakterija - neophodno je prisustvo dovoljne koli¢ine cinka. Otuda i postoji

veza izmedu nedostatka cinka i povecane osjetljivosti na infekcije. Organizmu treba
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cink radi stvaranja i aktiviranja T-limfocita, jer slabost timusa izazvan njegovim

nedostatkom dovodi do povecane osetljivosti na infekcije, posebno kod djece.
Druge dvije veze izmedu cinka i imunoloske funkcije su:

1) uloga cinka u kontroli smrti ¢elija limfocita (poznata kao apoptoza), nepravilan

proces umiranja celija limfocita negativno uti¢e na funkcionisanje imunog sistema
2) ¢injenica da je cink mitogen limfocita (tj izaziva ekspanziju imunih celija).

Medutim, dobro definisani, klinicki nedostatak cinka je naveden u ograni¢enom
broju slucajeva, koji je povezana sa nepotpunom parenteralnom ishranom,
nedovoljnom apsorpcijom i upotrebom ljekova. Procjene zasnovane na analizi unosa
cinka hranom i sastava ishrane u razli¢itim djelovima svijeta ukazuju na to da je u
populacijama mnogih zemalja u Aziji i Africi prisutan visok rizik za razvoj
nedostatka cinka, dok je ovaj rizik nizak u evropskim zemljama i zemljama Sjeverne

Amerike [178].

Absorbovani cink se transportuje u krv, uglavhom vezan za albumine. Najvedi dio
cinka u organizmu se nalazi unutar celija. Ukupan sadrzaj cinka u tijelu odraslog
¢ovjeka iznosi izmedu 2 i 4 grama, od ¢ega se oko 2/3 nalazi u misicnom tkivu i 30%

u kostanom tkivu.

Cink u plazmi ¢ini samo 0,1% od ukupne tjelesne koncentracije cinka. Jedini
biohemijski indikator, prema preporukama SZO/UNICEF/IAEA/IZiNCG (2007) za
procjenu statusa cinka u populaciji (a ne individualno) je mjerenje koncentracije

cinka u serumu ili plazmi.

Koncentracija cinka u serumu znacajno opada kada je unos cinka u ishrani manji od 2
do 3 mg po danu, ali dolazi do blagog i stalnog povecanja kada je unos putem

ishrane veci, dostizuci maksimum kada unos iznosi od 25 do 30 mg/po danu [179].

Prema EFSA publikaciji iz 2014. godine, EN-629, 41 studija je sprovedena a 42 rada
objavljeno o sadrZzaju cinka u humanom mlijeku [180]. Sest studija je radeno
nezavisno jedna od druge [15,181-185]. NajceSc¢e koriS¢ena analiticka metoda za

odredivanje cinka bila je atomska absorpciona spektrometrija-AAS (25 studija); ICP-
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MS je koris¢ena u 6 studija i voltametrija u jednom istrazivanju. U 10 studija nije

prikazana metoda za doziranje cinka.

Uzorci mlijeka su prikupljani od majki beba rodenih u terminu (3 studije) i
prijevremeno rodenih beba (6 studija), dok je u ostalim istrazivanjima gestacioni
period bio izmijeSan/nedefinisan (27 studija). Uzorci mlijeka terminskih beba
ukljucujuci kolostrum obuhvacdeni su jednom studijom, prelaznog mlijeka (1 studija),
zrelog mlijeka (1 studija) i mije$ani/nedefinisani (2 studije). Unos suplemenata na
bazi cinka nije prikazan ni u jednom istrazivanju. Procjena unosa cinka obuhvacena

je kroz 3 istrazivanja [180,182,186].

Procjena statusa cinka (definisan kao koncentracija cinka u plazmi) je radena u 8
studija [185,187-192]. Srednja vrijednost koncentracije cinka na 95% intervala

povjerenja (IP) za sve uzorke iznosila je 2,06 (2,05 - 2,07) mg/1.

Na osnovu mjerenja srednje vrijednosti na 95% IP, najveci sadrzaja cinka je naden u
kolostrumu 8,60 (5,03 - 12,17) mg/1, zatim ovaj sadrzaj opada kod tranzicionog
mlijeka i iznosi 2,72 (2,33 - 3,11) mg/1 dok je kod zrelog mlijeka sadrzaj cinka
najmanji i to 1,48 (1,46 - 1,51) mg/1. Srednja vrijednost sadrzaja cinka u mlijeku majki
terminskih beba bio je i do 5 puta veéi od humanog mlijeka prijevremeno rodenih
odoj¢ad i iznosio je na 95% intervalu povjerenja 2,51 (2,32 - 2,71) mg/11i 0,47 (0,39 -
0,55) mg/1, respektivno.

Dvije studije su pokazale znacajnu korelaciju izmedu sadrzaja cinka u humanom
mlijeku i plazmi majki [15,187]. Neke druge pak nisu utvrdile nikakav odnos izmedu

dijetetskog unosa cinka i njegovog sadrZaja u maj¢inom mlijeku [15].
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2.2. Metode pripreme uzoraka i instrumentalne
metode analize elemenata u tragovima

U cilju odredivanja sadrzaja elemenata u tragovima u humanim uzorcima, uzorcima
zivotne sredine i hrane od izuzetne vaznosti je nac¢in pripreme uzoraka, odnosno
uklanjanje organske materije i dobijanje kiselog rastvora sa neorganskim analitom.
Priprema uzoraka moze se vrsiti na nekoliko nacina i to razaranjem (digestijom),
odnosno vlaznim i suvim putem. Ova dva nacina pripreme koriste se za digestiju

razli¢itih vrsta uzoraka.

Digestija suvim putem predstavlja jednostavan postupak koji podrazumijeva zarenje
uzoraka na 450-600°C u duzem vremenskom period i ne zahtijeva intenzivan
laboratorijski rad i skupe hemikalije, a moZe se koristiti za analizu veceg broja
uzoraka. Medutim osnovni nedostaci ovog postupka pripreme su dugo vrijeme koje
je potrebno utrositi za razaranje (12-24 h) kao i mogucénost gubitka lako isparljivih
elemenata kao $to su: bakar (Cu), gvozde (Fe), ziva (Hg), nikal (Ni), cink (Zn), arsen

(As).

Drugi nacin pripreme uzoraka je digestija vlaznim putem koja omogucava
prevodenje metala od interesa u rastvor za analizu. Za pripremu uzoraka digestijom
vlaznim putem, uzorak se nakon odmjeravanja razara dodatkom razli¢itih jakih
kiselina (azotna, perhlorna, sumporna) i/ili oksidacionog sredstva (vodonik
peroksid), a zatim se vrsi zagrijavanje. Vlazna digestija moZe se izvoditi na dva
nacina: zagrijavanjem u otvorenim posudama (klasi¢na digestija) ili u zatvorenom
sistemu, mikrotalasna digestija. Prednosti postupka klasi¢ne digestije vlaznim putem
u odnosu na digestiju suvim putem ogleda se u tome da je zbog primjene niZih
temperatura smanjen gubitak isparljivih elemenata kao i kra¢i vremenski period
pripreme. Medutim nedostaci ovog postupka su obiman laboratorijski rad, specijalne
posude za pripremu uzoraka (u slucaju kada se koristi perhlorna kiselina) kao i

priprema manjeg broja uzoraka po radnom ciklusu.

Kao efikasna alternativa klasi¢noj digestiji vlaznim putem, posljednjih godina,
mikrotalasna digestija se koristi za pripremu razli¢itih vrsta uzoraka. Pod
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kontrolisanim uslovima, poviSene temperature i pritiska, u zavisnosti od vrste
uzorka koji se priprema u mikrotalasnom sistemu, uzorak je u direkthnom kontaktu sa
kiselinom i/ili oksidacionim sredstvom u zatvorenoj posudi. Prednosti primjene
mikrotalasne digestije u pripremi uzoraka su: moguénost kontaminacije uzorka
tokom digestije je svedena na minimum kao i gubitak lako isparljivih elemenata,
smanjena potros$nja kiseline tokom pripreme uzorka i znatno krace vrijeme digestije
Sto omogucava veci broj analiza na dnevnom nivou (obi¢no program sa hladenjem
traje max. 1 sat). Efikasnost mikrotalasne digestije zavisi od vise faktora kao $to su
temperaturni program, radni pritisak, zapremine i vrste koris¢ene kiseline za
pripremu uzoraka. Svaka mikrotalasna ima definisane programe u zavisnosti od

vrste uzorka propisane od strane proizvodaca.

Nakon digestije dobijeni rastvor moze se analizirati u odnosu na sadrzaj elemenata u
tragovima razli¢itim tehnikama kao sto su: FAAS, GFAAS, ICP-OES i ICP-MS. Ove
instrumentalne tehnike dijele se prema nacinu dobijanja spektra na: opticke

apsorpcione i opticke emisione metode.

Opticke apsorpcione metode zasnivaju se na mjerenju smanjenja intenziteta zracenja
usled apsorpcije pri prolasku kroz ispitivanu supstancu. Opticke emisione metode
zasnivaju se na ispitivanju svjetlosti koju emituje analizirana supstanca. Poredenje
instrumentalnih tehnika za odredivanje elemenata u tragovima prikazano je u tabeli
4, dok je opseg granica detekcije za ove tehnike prikazan na slici 8. (Atomic
Spectroscopy, A Guide to Selecting the Appropriate Technique and System, Perkin

Elmer, 2009; www.perkinelmer.com/atomicspectroscopy).
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Tabela 4. Poredenje instrumentalnih tehnika za odredivanje elemenata u tragovima

FAAS GFAAS ICP-OES ICP-MS

Broj elemenata

Jedan *
Nekoliko *
Mnogo * *
Opseg
ppb * *
>ppb * * *
>ppb-ppm *
ppt ¥
Zapremina uzorka
>5ml * * * *
<1-2ml *

Danas su najcesce koriS¢ene metode za odredivanje elemenata u tragu plamena
atomska apsorpciona spektrometrija i induktivho spregnuta plazma - opticka

emisiona spektrometrija.

Plamenom atomskom apsorpcionom spektrometrijom se detektuje jedan po jedan
element i ponekad je neophodna predhodna priprema uzorka. Odredivanje je brzo i
ta¢no. Osim toga metoda daje dobru specificnost i osjetljivost. FAAS jejeftinija
tehnika i zahtijeva znatno nizi nivo vjestine i obucenosti analiticara u poredenju sa
GFAAS. Vrijeme trajanja analize sa FAAS je krace u poredenju sa GFAAS. Bez obzira
na vrstu tehnike, FAAS i GFAAS zahtijevaju koris¢enje Suplje katodne lampe za
svaki analit od interesa. Metode koje ukljucuju aspiraciju razblaZenih uzoraka
seruma ili plazme kao i drugih bioloskih uzoraka direktno u plamen AAS-a efikasne
su u odredivanju Fe, Cu i Zn. Elektrotermalne ili mikrometode bez plamena koriste
samo 10 pl seruma i primjenjuju se za odredivanje elemenata u ultratragu ili kod
nedovoljne koli¢ine uzorka. Generalno, ova mikrometoda se koristi kada je
koncentracija elementa u uzorku ispod 50 ng/l. Sadrzaj elemenata u tragovima u
raznim vrstama djecije hrane koja se konzumira u Turskoj odredivan je plamenom i

grafitnom tehnikom atomske apsorpcijske spektrometrije [193]. Uporedivane su
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suva, mokra i mikrotalasna procedura pripreme uzoraka, pri ¢emu je utvrdeno da je

metoda mikrotalasne digestije najbolji postupak pripreme [193].

Slika 8. Opseg granica detekcije (pg/lili ppb) za razlicite instrumentalne tehnike

Induktivno spregnuta plazma- opticka emisiona spektrometrija (ICP-OES). ICP-OES
ima mogucnost simultanog odredivanja viSe elemenata i danas je kao metoda izbora
zamijenila FAAS. Osim mogucénosti da simultano odreduje vise elemenata ICP-OES
ima i Sirok linearni dinamicki opseg, ¢ak i do 1000 puta za vedinu elemenata, Sto
prakti¢no znaci simultano odredivanje iz samo jednog razblazenja. Osim toga ICP-
OES ima bolju preciznost i tacnost od FAAS i relativhu nezavisnost od hemijskih
interferenci. ICP-OES-om se moZze analizirati veliki uzoraka na dnevnom nivou i u
svakom uzorku odrediti po 20 i viSe elemenata. Za razliku od ICP-OES ¢ija je granica
detekcije u zavisnosti od ispitivanog matriksa i elemenata od interesa u opsegu od
ppm-ppb, ICP-MS ima vecu osjetljivost, sa mogucnoséu detekcije koncentracionih
nivoa i ispod ppt nivoa (1ppm=1000ppb=1000000ppt). Vjestine i obucenost
analiticara za rad sa ICP-OES i ICP-MS su na viSem nivou nego za FAAS i GFAAS,
dok medu ove cetiri tehnike ICP-MS zahtijeva najvedi stepen znanja i obucenosti

analiticara i ujedno je najskuplja tehnika od ovih instrumentalnih tehnika i zahtijeva
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dodatne troskove odrzavanja. Ovakav sistem zahtijeva i dobru kompjutersku

opremu za obradu podataka.

U optickoj emisionoj spektrometriji (OES), vodeni rastvor uzorka se uvodi u jezgro
induktivno povezane plazme argona (ICP), koji generiSe temperaturu od priblizno
8000°C. Na toj temperaturi svi elementi postaju toplotno pobudeni i emituju svjetlost
na svojim karakteristicnim talasnim duzinama. Spektrometar skuplja tu svjetlost koja
prolazi kroz difrakcionu reSetku koja sluzi za razlaganje svjetlosti u spektar
karakteristi¢nih talasnih duZina za svaki element. U spektrometru se signal pojacava
i njegov intenzitet se moze pretvoriti u koncentraciju elementa i porediti sa

standardima iz kalibracione krive (SI. 9).
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Slika 9. Izgled signala na ICP-OES
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2.3. Mehanizam dejstva antioksidanasa

Kod aerobnih organizama kiseonik je neophodan za preZivljavanje, medutim usljed
svoje visoke reaktivnosti u procesu neadekvatnog metabolisanja ispoljava svoje
toksi¢ne osobine opasne po organizam. Pri koli¢inama 3-5% Oz dolazi do redukcije sa

manje od 4 elektrona tj. nastaju ROS koje mogu ostetiti ¢eliju [194].

Or+e-— 0Oy e

Oy + 2e- + 2H* — HYO»

Toksi¢ni hidroksilni radikal moZe nastati u Haber-Weiss-reakciji:

Oz + H202 — Oz + OH- + *«OH

i Fentonovoj reakciji:

H>Os + Fe2*t — OH- + *OH + Fe3*

ROS i drugi slobodni radikali mogu nastati mnogim enzimskim i neenzimskim
mehanizmima tj. pod dejstvom jona prelaznih metala, metaloproteina, jonizujuceg
zraCenje, aktivnosti redoks-enzima, toksicnh ksenobiotika, metabolizmom

membranskih lipida, svjetlosti, toplote itd.

Hidroksiradikal (OH®), peroksi-radikal (ROO¢®), superoksid-anjon (O2¢-), i alkoksi-
radikal (RO*), spadaju u grupu najvaznijih ROS i radikalskih vrsta kao i
neradikalske vrste - hipohloritna kiselina (HOCI), vodonik-peroksid (H202), ozon
(O3) i singlet-kiseonik (1O2). Hidroksi-radikal je najreaktivniji i sposoban je da inicira
lipidnu peroksidaciju. Drugu znacajnu grupu toksi¢nih vrsta predstavljaju reaktivni
oblici azota (RNSi RNOS). ROS i RNS uti¢u na ostecenja celijskih lipida, ugljenih
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hidrata, proteina i DNK, pri ¢emu su posljedice po celiju katastrofalne (od smrti celije
do neoplazija). Lipidna peroksidacija, tj. slobodnoradikalska oksidacija
polinezasi¢enih masnih kiselina je jedan od naj¢esé¢ih procesa. Slobodnim radikalima
posredovane lancane reakcije uklju¢uju procese inicijacije, propagacije,

dekompozicije i terminacije [195].

Inicijacija
RH + *OH — Re + H2O
RH - supstratni molekul, na primjer lipid, Re - pocetni radikal. Pod dejstvom *OH
koji uzima proton sa molekula lipida, reakcija pocinje, a kao rezultat nastaje slobodni
—pocetni radikal sa konjugovanim dvostrukim vezama. Ovako dobijen radikal moze
reagovati sa slobodnim kiseonikom pri ¢emu nastaju peroksil radikali koji reaguju sa
drugim molekulima polinezasi¢enih masnih kiselina, tj. mogu oksidovati lipide,
proizvodedi lipidne hidroperokside (ROOH) koji se mogu prevesti u Sirok spektar
jedinjenja, kao Sto su alkoholi, aldehidi, alkil-grupe, ketoni, ugljeni-hidrati i radikali,

ukljucujuéi alkoksil-radikale (RO ).

Propagacija
Re + O2 - ROO*
ROO¢ + RH — ROOH + Re

Dekompozicija

ROOH + Me?* — ROe + OH- + Me3*
ROOH + Me?* — ROO® + H* + Me2*
2 ROOH — ROOe* + RO* + HO

Reakcije dekompzicije ¢esto ukljucuju jone prelaznih metala kao katalizatore u
reakciji slicnoj onoj sa vodonik-peroksidom, dajuci lipidne peroksil- i alkoksil-

radikale.
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Terminacija

Prevodenje radikala u formu ne-radikalskih proizvoda:

2Re* — neradikalske vrste
Re + ROO* — neradikalske vrste
2RO0O* — neradikalske vrste

Pod dejstvom OHe moze doéi i do osteenja proteina tako $to su aminokiseline
prolin, histidin, arginin, cistein i metionin izuzetno podlozne dejstvu hidroksil
radikala a samim tim i oksidativnim ostecenjima. Kao rezultat te reakcije dolazi do
fragmentacija ili unakrsnog povezivanje, pri ¢emu proteini gube svoje prvobitne
funkcije. Pod dejstvom ROS na DNK dolazi do promjena u azotnim bazama i

raskidanja polinukleotidnih lanaca.

Primarni antioksidansi (AH) prisutni u tragovima mogu usporiti ili inhibirati
inicijacioni korak pri ¢emu reaguju sa lipidnim radikalima ili inhibiraju propagacioni

korak reakcije sa peroksil- ili alkoksil-radikalima.

Inhibicija
R-+ AH—RH + A.
ROO. + AH—ROOH + A.
RO- + AH—ROH + A.

Jedinjenja koja usporavaju stepen oksidacije su sekundarni ili preventivni

antioksidansi, $to se najcece postize uklanjanjem supstrata [196].
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2.4. Elektron-paramagnetna rezonantna
spektroskopija

Elektron-paramagnetna rezonantna (EPR) spektroskopija (poznata kao elektron-spin
rezonanca (ESR)) pruza najdirektniji uvid u biohemiju slobodnih radikala i

antioksidanasa. EPR predstavlja zlatni standard u redoks istrazivanjima [197-200].

EPR je spektroskopska tehnika koja sluzi za detektovanje paramagnetskih centara
(centri koje posjeduju nesparene elektrone). EPR spektroskopija se zasniva na
principu rezonance - mjeri se apsorpcija mikrotalasnog zracenja u homogenom
magnetnom polju, u sistemima koji poseduju najmanje jedan nespareni elektron. Ti
sistemi mogu biti molekuli, joni, intermedijeri, radikali. Zahvaljuju¢i velikoj
osjetljivosti EPR spektroskopije moguca je detekcija veoma malih koncentracija
paramagnetskih centara/cestica u nekom molekulu (znatno manja od 1 ppm).
Obzirom da veliki broj jedinjenja posjeduje nesparene elektrone, u obliku raznih
defekata u strukturi kako na molekularnom tako i na atomskom nivou EPR se koristi
za razna mjerenja u fizici, hemiji, biologiji, medicini kao i u mnogim drugim

interdisciplinarnim nauc¢nim oblastima.

Ukupni magnetni moment je nula jer su u vecini sistema elektroni u paru. Ukoliko je
prisutan nesparen elektron, njegov magnetni moment moze da interaguje sa
magnetnim poljem. Elektronski procesi oko ose polja sa njihovim magnetnim
momentom mogu biti paralelni ili antiparalelni sa poljem vektora sto definiSe dva
nivoa energije. Drugo osciliraju¢e magnetno polje rezonantne frekvencije izaziva
prelaz izmedu nivoa. EPR spektrometar detektuje energiju apsrorpcije, posto je veci
broj nesparenih elektrona na niZem energetskom nivou dok se EPR spektar prikazuje
kao prvi izvod apsorpcionog spektra. Od interakcije nesparenih elektrona sa jezgrom

zavisi oblik EPR signala.
U redoks studijama bioloskih sistema koriste se tri razli¢ita EPR pristupa:

1. dugoZiveée paramagnetne vrste prirodno prisutne u bioloskim uzorcima koji

mogu biti detektovani direktno EPR spektroskopijom;
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2. kratkozivece vrste moraju da se “zarobe”.
3. specifi¢ne EPR “tihe” komponente spin-trap se dodaju u uzorak. One reaguju

sa kratkozive¢im radikalima i formiraju stabilne EPR aktivne spin-adukte

Detekcija paramagnetnih vrsta je na rezonanci pri magnetnom polju od 300 mT, ako
je frekvencija 9-10 GHz. Ove frekvencije su u regionu mikrotalasa, koji ne uti¢u na

mjerenja in vitro ili in vivo [201].

2.4.1.Elektron-paramagnetna rezonantna spin-trapping
detekcija kratkoziveéih slobodnih radikala

Prema lokaciji nesparenih elektrona fizioloski bitni kratkoziveci slobodni radikali

mogu da se podijele u ¢etiri strukturne kategorije:

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS)
Reaktivne vrste azota (RNS)

Ugljenik-centrirani radikali

Ll A

Sumpor-centrirani radikali

2.4.1.1. Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS)

Prvi i osnovni izvor ROS je superoksidni anjon-radikal, O2~, koji nastaje u
mitohondrijama u toku prelaza elektrona iz respiratornog lanca na Oz kod aerobnih
organizama. Drugi izvor Oz~ su imune ¢elije koje sadrZze NADPH oksidaze kojima se

redukuje O21 proizvode velike koli¢ine Oy~

Superoksidni anjon reaguje sa gvozdem u aktivhom centru gvozde/sumpor enzimai
transkripcionim faktorima, pri ¢emu uti¢e na promjenu njihove funkciju [202,203].
Vecéina Oz~ se pod dejstvom SOD prevodi u H2Oz (pripada ROS porodici, ali nije

slobodni radikal) koji ucestvuje u redoks signalizaciji (slika 10). O2- mogu biti
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ukljuceni u reakcije redoks-aktivnih metala ili Haber-Weiss-ov mehanizam, pri ¢emu
se stvaraju reaktivni OHe. OHe® skoro neselektivno reaguje sa biomolekulima u

okolini, pa je vrijeme poluzivota OH® u bioloskim sistemima ~10- s.

Glavni izvor OHe je Fentonova reakcija u kojoj ucestvuju nepravilno heliran jon

gvozda ili neki prelazni jon metala i H2O2[140,204].

ELEKTRON
TRANSPORT

Cu* HABER - WEISS CIKLUS
N

HO
Fe*2
SN | S i
H,O
C;:V . 2N\“Px

H,0,+',0, GPx  H,0+MDAsc

H,0 + GSSG

Slika 10. Stvaranje ROS pod dejstvom teskih metala [205]

Osnovni principi spin-trapping tehnika su prikazani na slici 11. EPR “tiha”
komponenta (spin-trap) hvata reaktivne intermedijerne radikale i formira stabilne

paramagnetne vrste (spin-adukt).
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Spin-trap Slobodni radikali Spin-adukti EPR spektar 2mT
(o] 0
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Slika 11. Osnovni principi EPR spin-trapping metoda, na primjeru dodatog spin-trap
DEMPO i razlic¢itih fizioloski znacajnih slobodnih radikala - hidroksil-radikal,
superoksid-anjon-radikal, atom vodonika, azot-dioksid-radikal, ugljendioksid-

radikal i glutation-tiil-radikal. DEPMPO/ONO adukt je intermedijer koji se oksiduje

do acil-nitroksida (DEPMPO/O). Svaki adukt pokazuje razli¢it EPR signal [206].

Najc¢esce upotrebljavani spin-trap molekuli prikazani su na slici 12:
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1. DEPMPO  (5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksid), koristi se za
identifikaciju radikala.

2. BMPO (5-terc-butoksikarbonil-5-metil-1-pirolin-N-oksid) koristi se za
kvantitativnu analizu, zbog svoje stabilnosti.

3. DMPO (5,5-dimepil-pirolin-N-oksid) najc¢esée se upotrebljava zbog niske

cijene.

DEPMPO BMPO DMPO

O O
g I I
2 (C,H;0),P tBuOC HsC
3 W P H i H P H
P HJC T H3C T HSC T

o] o} o)

Slika 12. Formule naj¢esce upotrebljavanih spin-trap molekula

EPR spektroskopija je zlatni standard prema kojem se procjenjuju sve druge metode

odredivanja antioksidativne aktivnosti.

EPR tehnika koja omogucava mjerenje antioksidativne aktivnosti na bilo kojoj
selektovanoj koncentraciji ispitivane komponente u odnosu na fizioloski relevantne
radikale je spin-traping EPR. Mjerenje relativne koncentracije radikala u prisustvu i
odsustvu potencijalnog antioksidansa na osnovu sistema za stvaranje specifi¢nih
radikala je osnovni princip ove metode. Prisustvo aktivnog antioksidansa smanjuje
intenzitet spektra. EPR metoda sa Fentonovom reakcijom je najée$c¢e upotrebljavana

za proucavanje antioksidativnih aktivnosti [207,208].
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2.5. Oksidativni-redukcioni potencijal (ORP)

Brojne naucne studije potvrduju klinicki znacaj mjerenja oksidativnog stresa. U
posljednje vrijeme, veliki broj krvih i Celijskih testova se koristi u istrazivanjima u
ciju mjerenja pojedinih biomarkera oksidativnog stresa, kao $to su lipidna

peroksidaza, oksidacija proteina i ukupnih antioksidansa.

Medutim da bi se procijenio ukupan oksidativni stres potrebno je sprovesti vise
odvojenih ispitivanja pojedinih biomarkera jer se dobijaju nepotpuni podaci
zahvaljuju¢i cinjenici da mnogi oksidansi i antioksidansi jo$ wuvijek nisu
identifikovani. Oksidativni stres je ¢esto marker upale, $to pak ukazuje na prisutnost
procesa razvoja bolesti ili uslova/stanja nastanka sirokog spektra bolesti. Oksidativni
stres je izu¢avan u mnogobrojnim studijama, ali tradicionalne metode ispitivanja su
nepotpune i zahtijevaju veliki utroSak vremena. Klasi¢ni laboratorijski testovi za

procjenu oksidativnog stresa uklju¢uju mjerenja:

» Aktivnosti katalaze

e Celijski antioksidativni test

* Test na glutation

* Antioksidativni test kapaciteta hidroksil radikala

* Antioksidativni test kapaciteta kiseoni¢nog radikala
* Superoksid dismutaze (SOD)

Oksidativni-redukcioni potencijal (ORP) je opsta mjera oksidativnog stresa kome su

izloZene mnoge bioloske komponente i u korelaciji su sa disfunkcijom organa.
ORAC predstavlja mjerenje sposobnosti agenasa u bioloskim uzorcima da doniraju
atom vodonika i usko je vezan za njihovu sposobnost da djeluju kao antioksidansi

koji kidaju lanac.
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ORP se u bioloskim sistemima definiSe kao integralna mjera balansa izmedu
ukupnih oksidanata (oksidovani tioli, superoksid radikal, hidroksil radikal, vodonik
peroksid, azotni oksid, peroksinitrit i joni prelaznih metala) i ukupnih reduktanata
(slobodni tioli, askorbat, a-tokoferol, p-karoten i urea), kao i drugih nepoznatih
biomarkera [209]. ORP je definisan kao sistem integralnog mjerenja svih elemenata
oksidativnog stresa uklju¢ujuci sve poznate i nepoznate oksidante i reduktante. U
nekoliko radova je opisana upotreba i znacaj odredivanja ORP koris¢enjem sistema
RedoxSYS diagnostic system [210]. Stagos i saradnici su mijerili ORP u plazmi
sportista/koSarkasa koris¢enjem pomenutog instrumenta. ORPu plazmi je kao nova
metoda mjeren na pocetku i na kraju sezone kako bi se izvrsila procjena oksidativnog

stresa igraca [210].

Takode se ORP metoda po prvi put koristi iza mjerenje oksidativhog stresa u
humanom mlijeku (kolostrum i zrelo mlijeko) prije i nakon pasterizacije i
zamrzavanja/c¢uvanja [211]. Na osnovu dobijenih ORP vrijednosti moZe se zakljuciti
da pasterizacija i 30 dana ¢uvanja na -20°C nisu uticali na ukupan neenzimski

antioksidativni kapacitet i ukupan redukcioni kapacitet mlijeka.

2.6. Humano mlijeko

Maj¢ino mlijeko se smatra optimalnim izvorom ishrane za odoj¢ad. Maj¢ino mlijeko
je nutritivno kvalitetnije u odnosu na formule za ishranu beba i moZze da obezbijedi

novorodencetu adekvatne hranljive i bioloski aktivnhe komponente u prvih 6 mjeseci

zivota [212].

Majc¢ino mlijeko ima jedinstven hemijski i biohemijski sastav. Sastavljeno je od vode,
proteina, lipida, ugljenih hidrata, mineralnih supstanci i vitamina. Voda je glavna
komponenta, i ¢ini oko 87%. Lipidi ¢ine oko 3,8%, obezbjedujuci 50% ukupne
energetske vrijednosti mlijeka. SadrZaj proteina iznosi oko 1,0%, a oko 70% proteina

obezbjeduje protein surutke [26].
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Humano (majcino) mlijeko se sastoji od 7% laktoze, i to je najvisi nivo laktoze naden

kod sisara. Ovaj Secer obezbjeduje 40% ukupne energetske vrijednosti mlijeka.

Sadrzaj pepela u maj¢inom mlijeku je relativno nizak, i iznosi 0,2% (u poredenju sa

0,7% u kravljem mlijeka) [136]. U Tabeli 5 prikazan je sadrzaj vitamina i minerala u

maj¢inom mlijeku u odnosu na kravlje mlijeko.

Tabela 5. Uporedni prikaz sadrZzaja vitamina i minerala u maj¢inom i kravljem

mlijeku [137]

Vitamini (mg/ml)

Maj¢ino mlijeko

Kravlje mlijeko

Vitamin A 0,53 0,37
Karoten 0,24 0,21
Holekalciferol (D) 0,001 0,0008
Tokoferol (E) 54 11
Vitamin K 0,015 0,03
Tiamin (B1) 0,15 0,42
Riboflavin (B2) 0,37 1,72
Piridoksin (B6) 0,10 0,48
Kobalamin (B12) 0,0003 0,0045
Niacin 1,7 0,92
Folna kiselina 0,043 0,053
Askorbinska kiselina C 47 18
Biotin 0,007 0,036
Pantoteinska kiselina 2,1 3,6
Inozitol 300 160
Minerali

Zn (ng/ml) 1-3 4
Cu(pg/ml) 0,2-0,4 0,05-0,2
Mn (ng/ml) 3-6 21

I (ng/ml) 12-178 70-219
F (ng/ml) 4-15 19

Se (ng/ml) 15-20 10

Al (ng/ml) 4-14 27

Cr (ng/ml) 0,2-0,4 5-15
Mo(ng/ml) 1-2 22

Co (png/ml) ~0,1
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Humano mlijeko i sve formule koje ga zamjenjuju razlikuju se od njega, $to znaci da
je maj¢ino mlijeko najbolja ishrana za bebe [213]. To je kompleksna tjelesna te¢nost,

koja nastaje sekrecijom iz mlije¢nih Zlijezda.

Mlijeko se mijenja tokom dana, kao i tokom citavog perioda laktacije, te stoga
razlikujemo: kolostrum, prelazno i zrelo maj¢ino mlijeko. Kolostrum je za
novorodence prva hrana, gotovo savrsena, koja je u potpunosti prilagodena
nutritivnim potrebama novorodenceta. Kod nekih majki ve¢ od sedmog mjeseca
trudnoce pocinje stvaranje kolostruma u grudima. Kolostrum je ljepljiva, gusta
blijedo do Zuta te¢nost. Sadrzaj masti i ugljenih hidrata je manji, dok je sadrZzaj
proteina, vitamina A i minerala veéi nego u zrelom mlijeku. Novorodencetu zastitu
od virusa i bakterija obezbjeduju imunoglobulini (uglavnom IgA) u kolostrumu.
Zahvaljujué¢i laksativnom dejstvu kolostruma, omogucava se novorodencetuda

eliminiSe prvu stolicu (mekonijum) [214].

Prelazno mlijeko se lu¢i tokom prve dvije nedelje nakon porodaja. Prelazno mlijeko
sadrzi vise masti, laktoze i energetski je “jace” od kolostruma. Poslije 15 dana sastav

mlijeka se stabilizuje i pocinje da se luci zrelo mlijeko.

U zavisnosti od doba dana, potreba novorodenceta, duzine podoja, kao i od
prelezanih bolesti majke, sastav zrelog maj¢inog mlijeka se mijenja. Na pocetku
podoja (prvo) mlijeko se luc¢i u velikim koli¢inama i bogato je proteinima i
laktozom. Zbog visokog sadrzaja masti mlijeko koje se lu¢i na samom kraju podoja je
svjetlije boje, sto ukazuje na znacaj duZzine podoja u cilju zadovoljavanja energetskih

potreba novorodenceta (,,zadnje mleko”).

Majc¢ino mlijeko se sastoji od hranljivih sastojaka, kao $to su proteini, lipidi, ugljeni
hidrati, minerali, vitamini i elemenata u tragovima koji su od najveceg znacaja za
zadovoljavanje nutritivnih potreba odoj¢adi i obezbjeduju normalan rast i razvoj

djeteta [215].

U poredenju sa kravljim mlijekom, humano mlijeko ima manji ukupni sadrZaj
proteina (8-10 g/1), ali ima vecu biologku vrijednost i proteini humanog mlijeka

imaju pravi balans kazeina i proteina surutke koji zadovoljavaju nutritivne i

50



Dijana D. Durovié Doktorska disertacija

funkcionalne potrebe odojceta, koje se ogledaju u specificnom postprandijalnom

odgovoru [216].

Humano mlijeko zdrave majke karakteriSe optimalan odnos n-3 i n-6 dugolanc¢anih
polinezasicenih masnih kiselina (PUFAs) koje su osnovni sastojci triglicerida i
fosfolipida, koji formiraju kompleksne strukture vazne za metabolizam i razvoj

mozga. Sadrzaj lipida u humanom mlijeku varira tokom perioda laktacije [217,218].

Glavni ugljeni hidratu maj¢inom mlijeku je disaharid laktoza. Pored laktoze, maj¢ino
mlijeko sadrZzi monosaharide (glukoza i galaktoza) i preko 130 razlic¢itih
oligosaharida. Humano mlijeko sadrZi velike koli¢ine (10-12 g/1) neutralnih i kiselih
oligosaharida slozene molekulske strukture koji uticu na mikrofloru
gastrointestinalnog trakta i razvoj imunog sistema, dok kravlje mlijeko sadrzi samo

tragove ovih nutrijenata [219,220].

Humano mlijeko takode obuhvata brojne komponente koje se odnose na imunitet,
kao sto su IgA, leukociti, lizozimi, laktoferin, interferon- y, nukleotide, citokine i dr.
Neka od ovih jedinjenja pruzaju pasivnu zastitu gastrointestinalnog trakta i gornjeg
respiratornog trakta, sprecavajuci lijepljenje patogena za sluznicu i na taj nacin stite
odoj¢e od invazivnih infekcija. Maj¢ino mlijeko takode sadrzi esencijalne masne
kiseline, enzime, hormone, faktore rasta, poliamine i druga bioloski aktivna
jedinjenja.

Dakle, maj¢ino mlijeko je zaista funkcionalna hrana jer ne obezbjeduje samo hranljive
materije, ve¢ i bioloski aktivhe komponente koje imaju i kratkoro¢ne i dugorocne
prednosti na zdravlje i razvoj odojceta [221]. Na osnovu raspolozivih podataka,
ESPGHAN Komitet predlaZe da je pozeljno da majke isklju¢ivo doje svoju djecu do 6
mjeseci. Kod beba koje se isklju¢ivo ili djelimi¢no hrane majé¢inim mlijekom,
dohranjivanje, ¢vrstom ili tecnom hranom osim maj¢inog mlijeka, mlije¢nih formula
ili prelaznih formula, ne treba uvoditi do 17. nedelje Zivota ili odlagati nakon 26

nedelje Zivota bebe [222].

SZO i Americko udruzenje pedijatara preporucuje isklju¢ivo dojenje u prvih 6
mjeseci nakon rodenja i nastavak dojenja, uz dohranu, do 24 mjeseca ili duze. Kod

djece koja se isklju¢ivo hrane dojenjem, mlijeko mora imati odgovarajuce nutritivne
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vrijednosti i sastav, kao i da sadrzi elemente u tragovima neophodne za normalan
rast i razvoj. lako su koncentracije minerala relativno niske u maj¢inom mlijeku i

krvi, oni ipak imaju klju¢nu ulogu u mnogim fizioloskim procesima [223].

Ameri¢ko udruZenje pedijatara preporucuje dojenje kao primarnu ishranu odojc¢adi,
posebno tokom prva 4 mjeseca zivota. Ako ne postoji mogucnost dojenja, potrebno je
koristiti donirano maj¢ino mlijeko, ili formule za bebe [224]. Prema smjernicama
Velike Britanije, individualno podudarno maj¢ino mlijeko ili donirano mlijeko
predstavlja prikladniji izbor za ishranu beba nego vjestacka hrana, odnosno formule,

a posebno za prijevremeno rodenu djecu [225].

2.6.1.Minerali u maj¢inom mlijeku

Zalihe bakra (Cu) u organizmu na rodenju su dovoljne da zastite dijete od nedostatka
ovog elementa od 4. do 6. mjeseca zivota, ali zalihe cinka (Zn) u organizmu nijesu
velike, te ga je neophodno uzimati u adekvatnim koli¢inama neophodnim za
optimalan rast i razvoj [226]. U maj¢inom mlijeku, vrijednost gvozda ostaje relativno
stabilna, bez obzira na status majke (Sto takode vazi za folnu kiselinu, vitamin D,
kalcijum i cink). Iako beba uzima dio gvozda iz maj¢inog mlijeka, najbolji izvor
predstavljaju , rezerve” gvozda stvorene dok je beba bila u materici i one obezbjeduju
dovoljnu koli¢inu za prvih 6 mjeseci zivota. Nakon 6 mjeseci, od klju¢nog je znacaja

da se u ishranu uvedu i ostali izvori gvozda.

Svaki od elemenata u tragovima, gvoZzde, cink, bakar, imaju odredene funkcije i

imaju vaznu ulogu za razvoj odojceta [227,228].

Nedostatak mikronutrijenata je veoma rasprostranjen u mnogim zemljama u razvoju.
Nizak nivo gvoZda i cinka u organizmu je vrlo ¢est kod majki i djece, a njihov
nedostatak predstavlja veliki problem. Ucestalost ovog nedostatka je veca kod dojilja
nego kod trudnica, usljed cega teret od bolesti pogada majku i novorodence, a kasnije
i dijete. Nedostatak gvozda u ranom Zivotu moZe imati dugotrajne Stetne efekte na

kognitivni razvoj [229].
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Sadrzaj gvozda iz maj¢inog mlijeka iskoris¢ava se izuzetno dobro, medutim svi
aspekti mehanizma apsorpcije jo$ nijesu objasnjeni [137]. Usvojivost gvozda iz
majc¢inog mlijeka je pet puta bolja nego iz kravljeg mlijeka, zbog laktoferina koji
vezuje gvozde. Na osnovu sprovedenih razli¢itih studija gvozde se vezuje za peptide
male molekulske mase (18-56%), molekule masti (15-46%) i laktoferin (16-40%) [230-
233]. Koncentracija glavnih proteina koji prenose metale smanjuje se tokom perioda
laktacije, ali sa smanjenjem koncentracije laktoferina koncentacija gvozda u mlijeku
se ne mijenja. Na osnovu istrazivanja potencijalne veze izmedu hemoglobina ili
rezervoara gvozda (feritina) i nivoa gvozda u mlijeku, doslo se do zakljucka je veéa
vjerovatnoca da se mlije¢na Zzlijezda snabdijeva gvozdem iz krvotoka, odnosno,
gvozdem iz seruma [234]. Sli¢no tome, veca bioraspoloZivost cinka i bakra se
objasnjava proteinskim sastavom mlijeka. S toga, proteini u maj¢inom mlijeku, prije
svega laktalbumin, su lako svarljivi za razliku od kazeina koji je glavna komponenta

kravljeg mlijeka, tako da je vezani cink dostupniji za apsorpciju i usvojivost [235].

Vrijednosti gvozda u majé¢inom mlijeku krecu u Sirokom opsegu (0,1- 1,6 mg/1)
tokom svih faza laktacije, ukazuju¢u da je srednja vrijednost gvozda u kolostrumu
1,0mg/1, dok se u zrelom mlijeku koncentracije gvozda kre¢u u rasponu 0,20-0,80

mg/1 (15 dana-15 mjeseci nakon porodaja) [236-239].

Sadrzaj gvozda u maj¢inom mlijeku je najveci u ranom prelaznom mlijeku (0,97mg/1)
[240]. U jednoj od studija srednje koncentracije cinka i bakra su bile 625 (475-889)
ng/l za Zn i 239 (200-296) pg/l za Cu [134]. Vrijednosti navedene u razli¢itim
studijama mogu biti uzrokovane razlikama u postupcima uzimanja uzoraka, kao i
razli¢itim fazama laktacije. Metod analize, vrijeme uzorkovanja (prvo-zadnje mlijeko
ili mlijeko ujutro - poslijepodne - tokom noci), metode uzorkovanja (pumpe, ru¢no
izmuzanje), faze laktacije i medu-individualna varijabilnost mogu biti moguci razlozi

razli¢itih rezultata u studijama [181,241].

Koncentracija mikronutrijenata u kolostrumu su visoke i smanjuju se tokom perioda
laktacije [242-245]. Srednja vrijednost sadrzaja gvozda je bila od 0,56 mg/l u
kolostrumu trec¢i dan, do 0,39 mg/1 tridesetog dana nakon porodaja, a vrijednosti su

ostale stabilne do zavrsetka studije koja je trajala 15 mjeseci [242].
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Sli¢no kao u ovom istrazivanju, u okviru jednog drugog iztrazivanja koncentracije
cinka i bakra su bile visoke u kolostrumu- vrijednost cinka u kolostrumu je bila 5,32
png/ml do 1,12 pg/ml, a nivo bakra pao je sa 0,46 ng/ml u kolostruma na 0,17 pg/ml

u 7. mjesecu nakon porodaja [245].

S obzirom da kod beba koje se iskljuc¢ivo hrane maj¢inim mlijekom ono predstavlja
jedini izvor hrane u prvih nekoliko mjeseci Zivota, vazno je znati tacne podatke o
sastavu majc¢inog mlijeka. S toga su sprovedene razlic¢ite studije o faktorima koji uti¢u
na koncentraciju mikronutrijenata u maj¢inom mlijeku, kao $to su faza laktacije ili

nivo mikronutrijenata u serumu.

Razli¢ite studije su sprovedene s ciljem utvrdivanja faktora koji uti¢u na sadrzaj
gvozda, cinka i bakra u majéinom mlijeku u razli¢itim fazama laktacije. Sadrzaj
mikronutrijenata u maj¢inom mlijeku opada znacajno u periodu od druge nedjelje do

Cetvrtog - sedmog mjeseca nakon porodaja [208-211,244,245].

Dobijeni rezultati ukazuju da koncentracija mikronutrijenata u serumu nije u
korelaciji sa koncentracijama u maj¢inom mlijeku. Nedostatak gvozda i anemije
uzrokovane nedostatkom gvoZzda su veoma cesta pojava Sirom svijeta, a potencijalni
uticaj niskog nivoa gvozda u organizmu majke na koncentraciju gvozda u maj¢inom
mlijeku je ispitivan kod dojilja. U studiji koja je sprovedene medu Zenama u
Svajcarskoj, utvrdeno je da nivo gvozda u organizmu majki, koji je procjenjivan na
osnovu hemoglobina, serumskog feritina i zasicenja transferina nije u korelaciji sa

nivoom gvozda u mlijeku [238].

statusom gvozda [239]. Za razliku od ovih studija, studija koja je sprovedena u Indiji
pokazala je pozitivan efekat nedostatka gvozda kod majki na nivo gvozda u

maj¢inom mlijeku [246].

Ispitivan je sadrZaj gvozda, cinka i bakra u mlijeku kod 191 majke u Svedskoj i
Hondurasu, kao i veza sa mineralnim statusom majke. Zakljuceno je da nivo
mikronutrijenata u serumu majke ne uti¢e na sadrzaj gvoZzda, cinka i bakra u mlijeku

u periodu od devet mjeseci nakon porodaja [247].
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Gvozde, cink i bakar su osnovni mikronutrijenti za rast i razvoj. Maj¢inski faktori su
veoma vazni faktori koji mogu uticati na sadrzaj mikronutrijenata u majé¢inom
mlijeku. Mnoge studije su dokazale da sadrZzaj mikronutijenata u maj¢inom mlijeku
ne zavisi od antropometrijskih parametara majke, socioekonomskog statusa, navika
u ishrani, suplementacije, godina Zivota, uhranjenosti,mjesta stanovanja, pusenja,

obrazovanja i faktora zivotne sredine [212].

2.7. Antioksidativni potencijal maj¢inog mlijeka

Ishrana predstavlja osnovu za zastitu od oksidativnog stresa/ostecenja, ¢emu su
posebno sklone prijevremeno rodene bebe, zbog nedovoljno razvijenog endogenog
antioksidativnog sistema i povecane osjetljivosti proliferativnih celija na oksidativna
oStecenja [248]. Pored toga, prijevremeno rodene bebe su u povecanom riziku od
oksidativnog stresa zbog oksigenacije, infekcije i povreda vezanih za invazivne
klini¢ke procedure [249]. Brojni poremecaji u ranom periodu odojceta, kao &to su
sepsa, nekrotizirajuci enterokolitis, retinopatija, bronhopulmonalna displazija,
periventrikularne leukomalacije, su povezani sa oksidativnim o$tecenjem [248].
Smatra se da ishrana bogata antioksidansima ima veliki znacaj kao preventivna
mjera protiv ovih bolesti [250]. Svjeze maj¢ino mlijeko pokazuje drugaciji
antioksidantni profil i ima bolje antioksidantivno dejstvo nego formule za bebe
[251,252]. Medutim, na redoks svojstva moze da utice i postupak prerade mlijeka

[249,253,254].

Donirano mlijeko je obi¢no pasterizovano (30 minuta na 62,5°C) i ¢uva se na -20°C za
ublaZzavanje zagadenja patogenim agenasima. Alternativno, sirovo mlijeko se moze
¢uvati na -20°C do tri mjeseca prije ishrane bebe [225]. RaspoloZivi podaci o efektima
pasterizacije i zamrzavanja/skladiStenja redoks svojstava humanog mlijeka su

ograniceni.

Antioksidativni status majke uti¢e na antioksidativni status novorodenceta preko

antioksidativnog potencijala mlijeka. Humani kolostrum ima antioksidativne
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osobine, zahvaljujudi ¢injenici da moze spontano da redukuje citohrom C, utice na
razlaganje H2O; nastalog u polimorfonuklearnim leukocitima, i titi epitelijalne celije

od odvajanja koje uzrokuju polimorfonuklearni leukociti [255,256].

Nekoliko endogenih antioksidativnih mehanizama za kontrolu oksidativnih procesa
postoji u biolosim sistemima. Antioksidativni zastitni sistem (AOS) obuhvata kako
primarnu tako i sekundarnu antioksidativhu zastitu. Primarna antioksidativna
zastita sastoji se od enzimskih i neenzimskih komponenata. Enzimske komponente
¢ine superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation-peroksidaza (GSH-Px) i
glutation-reduktaza (GR). Pored ova cetiri enzima enzimskoj kontroli kiseoni¢nih
radikala i njihovih proizvoda doprinose i enzimi glutation-transferaza,

ceruloplazmin, hemokisgenaza i drugi [257].

Pored enzimskih, postoje i neenzimski sistemi koji su takode aktivni unutar bioloskih
sistema, kao Sto su vitamini C i E, glutation, bilirubin, mokra¢na kiselina i

karotenoidi.

Preko mehanizma povecanja autooksidacije gvozda kazeini mlijeka mogu da
inhibiraju lipidnu peroksidaciju, pri ¢emu peptidi nastali hidrolizom kazeina
“hvataju” superoksid-anjon-radikal. Izoflavonoidi u maj¢inom mlijeku igraju vaznu
ulogu u sprecavanju nekih kancera zahvaljujuéi svojim antioksidativnim osobinama i
to vjerovatno preko mehanizma multiplikativnih efekata povezanih sa inhibicijom

karcinogeneze.

Zahvaljuju¢i prisustvu navedenih komponenti maj¢ino mlijeko ispoljava
antioksidativne osobine i time omogucava zastitu celijama novorodencadi Sto je

izuzetna vazno za prijevremeno rodene bebe [258].

Reaktivne kiseoni¢ne vrste koji ostecuju celije, kao Sto su superoksid- i hidroksil-
radikali i druge ROS nastaju prilikom rodenja pri prelazu iz relativno hipoksi¢ne
sredine uterusa u hiperkiseoni¢nu spoljasnju sredinu [259]. Pretpostavlja se da je
pojava nekroti¢nog enterokolitisa, bronhopulmonalne displazije i retinopatije kod
prijevremeno rodenih beba povezana sa oksidativnim stresom. Veéi oksidativni
kapacitet u krvi i nizi intenzitet oksidativnog stresa imaju bebe koje se hrane

maj¢inim mlijekom u odnosu na one hranjene infant formulama. PuSenje u trudnodi,
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takode utice na povecanje oksidativnih ostecenja kod novorodencadi i snizava
antioksidativni potencijal mlijeka [260]. Takode, ishrana majke, geografski polozaj
kao i upotreba vitamina u toku trudnode i laktacije uticu na koncentraciju

antioksidanasa u maj¢inom mlijeku [261].

2.8. Infant formule

U Egipatskom tekstu, Papyrus Ebers, prvi put je zabiljezena ideja o alternativama

dojenju, koje datira jo$ iz 1550 godine prije nove ere.

Danasnje infant formule su industrijski proizvodi, zamjena za maj¢ino mlijeko,
napravljene za ishranu odojc¢adi na bazi kravljeg ili sojinog mlijeka. Infant formula
teZi da imitira nutritivni profil maj¢inog mlijeka, i to je jedina hrana koju medicinska

zajednica smatra nutritivno prihvatljivom za djecu uzrasta do jedne godine [26].

Hrana za odoj¢ad se korist u slucajevima kada majke nisu u mogucénosti da doje
svoje novorodence, usljed bolesti, prestanka laktacije, neuhranjenosti i sl. Infant
formule se takode koriste kod prijevremeno rodene djece, male tjelesne tezine, usljed
pojave sindroma nedostatka maj¢inog mlijeka kao i u cilju smanjivanja unosa
zagadivaca iz zivotne sredine ukoliko su majke bile izloZzene povecanim

koncentracijama [262].

Medutim, mnogi antioksidativni faktori, koji isklju¢ivo zavise od ishrane majke su
odsutni ili slabo prisutni u kravljem mlijeku i infant formulama [19]. U odnosu na
kontrolnu grupu odojc¢adi hranjene infant formulama, prijevremeno rodene bebe,
hranjene maj¢inim mlijekom, imaju vec¢u sposobnost uklanjanja peroksil-radikala u

plazmi in vitro [263].

Sastav mlijeka majki prijevremeno rodene djece se razlikuje od mlijeka majki
terminske djece [264]. Kompleksan sastav maj¢inog mlijeka je nemoguce u
potpunosti zamijeniti formulama za ishranu beba, a ovo se posebno odnosi na
bioloski aktivhe komponente (imunoprotektivne i druge ne-imunogene zastitne
supstance, faktore rasta, hormone i enzime) [265,266].
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Pored toga, maj¢ino mlijeko sadrzi preko stotinu razli¢itih oligosaharidnih struktura
koje zajedno sa ostalim komponentama mlijeka, predstavljaju glavni izvor
prebiotskog dejstva [267,268]. Nesvarljivi oligosaharidi u majé¢inom mlijeku
doprinose stvaranju dominantne bifidogene flore kod odoj¢adi. U cilju poboljsanja
simulacije sastava maj¢inog mlijeka mnogi proizvodaci infant formula dodaju
prebiotike. Najcesée se koristi smjesa frukto-oligisaharida i galakto-oligosaharida.

Osim navedenih dodaju se i inulin, laktuloza i laktitol [269].

Proizvodac¢i se takode trude da naprave takve infant formule koje imaju
antioksidativni kapacitet sto sli¢niji maj¢inom mlijeku, $to se postize dodavanjem-
obogacivanjem hrane za odoj¢ad dugolan¢anim polinezasi¢enim masnim kiselinama
i nukleotidama sa selenom, pri ¢emu se postize takav sastav infant formula koji je po

svojstvima i antioksidativnom potencijalu sli¢an majé¢inom mlijeku [270].
Formule za ishranu odojc¢adi se koriste u tri osnovne namjene:

1. kao zamjena ili dopuna majéinom mlijeku kod odoj¢adi ¢ije majke odluce da
ne doje ili koje dohranjuju svoje bebe;

2. kao zamjena za maj¢ino mlijeko kod odoj¢adi kod kojih je dojenje medicinski
kontraindikovano, npr, neki urodeni poremecaji metabolizma, i

3. kao dodatak ishrani odoj¢adi kod kojih je maj¢ino mlijeko nedovoljno za

postizanje potrebne tjelesne teZine.

Sve formule za ishranu odojcadi koje su trenutno dostupne na trzistu su testirane u
studijama rasta i tolerancije i dokazano je da pruzaju adekvatnu ishranu zdravim

bebama, ako se koriste kao isklju¢iva hrana u prvih 4-6 mjeseci Zivota bebe [224].

Da bi se postigao odgovarajuci rast i sacuvalo dobro zdravlje, formule za odoj¢ad
moraju da sadrze odgovarajucu koli¢inu vode, ugljenih hidrata, proteine, masti,

vitamine i minerale.

Postoje tri glavne grupe formula za odoj¢ad [271,272] :
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1. Formule na bazi mlijeka: pripremljene od kravljeg mlijeka sa dodatkom biljnih
ulja, vitamina, minerala i gvoZda, i pogodne su za vecinu zdravih terminskih
beba.

2. Formule na bazi soje: pripremljene su od proteina soje sa dodatkom biljnih ulja
(za masti), kukuruznog sirupa i/ili saharoze (za ugljene hidrate) i pogodne su
za ishranu odoj¢adi koja su netolerantna na laktozu ili su alergi¢na na protein
iz kravljeg mlijeka ili mlije¢nih formula. Americka akademija pedijatara
preporucuje koriscenje formula na bazi soje za navedenu grupu odoj¢adi, kao
i za odojcad ¢iji roditelji traze vegetarijansku ishranu za svoje dijete. Ove
formule se ne preporucuju za ishranu novorodencadi sa malom teZzinom na
rodenju i za prijevremeno rodene bebe, ili za sprecavanje grcéeva ili alergije.

3. Specijalne formule: mali procenat novorodencadi zahtjeva ishranu specijalnim
formulama (npr. novorondecad sa malom tjelesnom teZinom na rodenju i
prijevremeno rodene bebe i odoj¢ad sa metabolickim bolestima i crijevnim
malformacijama). To mogu biti formule sa niskim procentom natrijuma za
odojcad kod kojih treba ograniciti unos soli, ili 'predigestivne" proteinske
formule za odoj¢ad koja ne tolerisu ili su alergi¢na na, proteine (kazein i

surutka) iz kravljeg mlijeka ili mlije¢nih formula.

Cilj savremenih istrazivanja je postizanje sastava infant formula koje nece biti samo
kopiranje sastava maj¢inog mlijeka nego i obezbjedivanje dostizanja funkcionalnih

osobina maj¢inog mlijeka sa akcentom na bioaktivne komponente [252,273].

Infant formule su u poslednjih nekoliko godina pored suplementacije prebioticima,
obogacene i probiotskim bakterijama (Bifidobacterium i Lactobacillus), kojima se
stimuliSe rani razvoj bifidogene flore odoj¢adi. Antioksidativne aktivnosti laktobacila
potvrdene su kroz mnogobrojne studije. Razli¢iti mehanizmi antioksidativne
aktivnosti u laktobacilima ispoljavaju se zahvaljuju¢i hvatanju slobodnih radikala

kojima se zavrSava lan¢ana reakcija oksidacije [274-276].
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III. MATERIJAL I METODE
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3.1. Uzorci majcinog mlijeka, seruma beba i hrane za
bebe

Uzorci maj¢inog mlijeka (MM) dobijenih od zdravih majki beba rodenih u terminu,
(60 uzoraka) i mlijeka majki prijevremeno rodene djece, (56 uzoraka) uzimani su u
toku prva 24 ¢asa, nakon 28 dana i nakon 6 mjeseci od porodaja u periodu od januara
do juna 2013. godine. Uporedo sa uzimanjem uzoraka mlijeka uzimani su i uzorci
seruma njihovih beba, (116 uzoraka) u istom periodu laktacije. Ova studija je
odobrena od strane Etickog komiteta Medicinskog Fakulteta u Beogradu Br. 01-434/4,
od 22/05/2012. Ispitivani uzorci mlijeka, seruma i formula kao i demografski podaci za
kohort studiju koja se odnosi na humano mlijeko i serume terminskih i prijevremeno
rodenih beba prikazani su u Tabeli 6, 7 i 8. Svi navedeni uzorci maj¢inog mlijeka i
seruma su uzeti sa Odjeljenja za neonatologiju iz bolnice u Subotici, dok su uzorci
preterminskog maj¢inog mlijeka (pool) i seruma majki i beba uzeti sa Instituta za
Neonatologiju u Beogradu. U studiji ispitivanja uzoraka preterminskog mlijeka i
seruma (9) pradene su promjene antioksidativnih osobina mlijeka i seruma, kao i
sadrzaja ispitivanih minerala u razli¢itim fazama laktacije, kolostrum i zrelo mlijeko,
kao i nakon razlic¢itih tretmana pasterizacijom i zamrzavanja i ¢uvanja na -20°C, 7 i
30 dana. Ova studija je odobrena od strane Etickog komiteta Instituta za

Neonatologiju u Beogradu Br. 2401/4 od 18/04/2014.
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Tabela 6. Uzorci majé¢inog mlijeka, infant formula i seruma beba u periodu laktacije

Uzorak Mlijeko Serum
Humano mlijeko majki terminske Serum terminske djece u prva 24
1-60 . . . y .
djece u prva 24 ¢asa nakon porodaja  ¢asa nakon porodaja
Humano mlijeko majki terminske Serum terminske djece nakon 28
1-60 .
djece nakon 28 dana dana
1-60 Humano mlijeko majki terminske Serum terminske djece nakon 6
djece nakon 6 mjeseci mjeseci
Humano mlijeko majki prijevremeno .. .
. y Serum prijevremeno rodene djece
1-56 rodene djece u prva 24 casa nakon 9 .
. u prva 24 ¢asa nakon porodaja
porodaja
156 Humano mlijeko majki prijevremeno Serum prijevremeno rodene djece
rodene djece nakon 28 dana nakon 28 dana
Humano mlijeko majki prijevremeno Serum prijevremeno rodene djece
1-56 . e o
rodene djece nakon 6 mjeseci nakon 6 mjeseci
1.9 Humano  zrelo mlijeko majki Serum majki prijevremeno rodene
prijevremeno rodene djece djece
Kolostrum  majki  prijevremeno
1-9 .
rodene djece
1-9 Serum prijevremeno rodene djece
Uzorak1 Aptamil 1
Uzorak2  Bebelac1
Uzorak 3 HIPP
Uzorak4 NAN1
Uzorak 5 Impamil Mil 1

Tabela 7. Demografski podaci majki i antropometrijske karakteristike terminskih

beba
Parametar Vijednost
i . 28,6+4,3
Starost majki (godine) (opseg: 16-36)

. . 394+1,2
Gestacija (nedelje) (opseg: 38-42)
Masa novorodenceta na porodaju 3424 + 381
(8) (opseg: 2440-4100)
Pol (muski/ zenski) 32/28
Broj novorodencadi sa Zuticom 20/60
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Tabela 8. Demografski podaci majki i antropometrijske karakteristike prijevremeno

rodenih beba
Parametar Vijednost
i . 299+179
Starost majki (godine) (opseg: 19-43)

. . 34,3+1,6
Gestacija (nedelje) (opseg: 30-37)
Masa novorodenceta na porodaju 2050 + 436
(8) (opseg: 1270-3300)
Pol (muski/ Zenski) 24/32
Broj novorodencadi sa Zuticom 14/56

Sve majke su dobrovoljno pristale da zajedno ucestvuju sa svojom djecom u studiji.
10-20 ml mlijeka je uzeto od svake majke u skladu sa odgovaraju¢im protokolom.
Svaka majka je prethodno ocistila grudi i bradavice ultra ¢istom Mili-Q vodom
koriste¢i zastitne rukavice. Uzorci mlijeka su uzimani ili ruénom pumpicom za
izmuzavanje i/ili uzorkiva¢em mlijeka. Majke su uzimale uzorke mlijeka kako na
pocetku tako i nakon dojenja. Uzorci mlijeka su sakupljani u ciste plasti¢ne posude
prethodno isprane Mili-Q vodom. Uzorci majé¢inog mlijeka su oznaceni i ¢uvani na -

20°C do pocetka analize.

Da bi izdvojili serum kod novorodencadi, uzimana je venska krv beba u epruvete bez
antikoagulansa. Nakon centrifugiranja, odvojen je serum i oznaceni uzorci su ¢uvani

na -20°C do pocetka analize.

Uporedo sa ovim uzorcima uzeti su uzorci kolostruma i preterminskog zrelog
majc¢inog mlijeka kao zajednicki uzorak (pool). Uzorci mlijeka su uzeti od 9 zdravih
majki prijevremeno rodene djece (gestacijske starosti 28-36 nedelja, porodajne teZine
900-2470 g), u toku prva cetiri dana nakon porodaja (kolostrum) i 6 nedjelja posle
porodaja (zrelo mlijeko). Sve majke su dale pisanu saglasnost o dobrovoljnom
ucestvovanju u ovom ispitivanju. U skladu sa odgovaraju¢im protokolom 10-20 ml
mlijeka i 5 ml krvi je uzimano od svake majke ucesnice u studiji. Majke su izmuzale
mlijeko izmedu 8:00h i 10:00h. Mlijeko je podijeljeno na jednake djelove i ispitano

prije (0 dan) i posle pasterizacije (62,5°C u toku 30 minuta) i/ili ¢cuvanja na -20°C (7 ili
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30 dana). Pisana saglasnost je dobijena od svih ucesnica istrazivanja. Uzorci
humanog zrelog mlijeka su ¢uvani u sterilnim boc¢icama, transportovani na ledu u
laboratoriju i ¢uvani na -80°C. Neposredno prije mjerenja uzorci su homogenizovani
mijeSanjem na magnetnoj mjesalici, da ne bi doslo do raslojavanja faza, kao u slucaju
mehanickog homogenizovanja. Venska krv je wuzimana u epruvete bez
antikoagulansa, inkubirana 30 minuta na 37°C i zatim centrifugirana 10 minuta
(1500xg na 4°C). Nakon centrifugiranja, odvojen je serum i oznaceni uzorci su ¢uvani

na -20°C do pocetka analize.

Pet uzoraka hrane za odoj¢ad su uzeti kao slucajni uzorci iz maloprodaje. Svi uzorci
hrane za bebe su formule za uzrast od rodenja do 6 mjeseci starosti, prikazano u

tabeli br 6.

Svi korisceni reagensi su bili hemijski ¢isti. Standardni rastvor miksa (Periodic Table
mix 1 ICP - Ultra Trace) minerala (Fe, Cu i Zn) je koris¢en za pripremu radnih,
kalibracionih rastvora nakon serije razblazivanja referentnog rastvora koji sadrzi
1000 mg/1 svakog elementa (LGC-ICP-OES osnovni rastvor) u gradijentu, po potrebi.
Za odredivanje tac¢nosti ove studije koriS¢en je Standardni Referentni Materijal
Nacionalnog instituta za standarde i tehnologiju (NIST), nutritivne formule za
odoj¢ad/odrasle (SRM-1849) (United States Department of Commerce, National
Institute of Standards and Technology, Gaithesburg, Maryland 20899-0001).

3.1.1 Priprema uzoraka za analizu

Prije analize, uzorci humanog mlijeka su odmrznuti do sobne temperature, 1ml
mlijeka je razblaZen na 10 ml sa Mili-Q vodom. Zbog vecih koncentracija elemenata i
vece gustine uzoraka formula za bebe i SRM-1849 u poredenju sa uzorcima majc¢inog
mlijeka uzorci infant formula i SRM-1849 su pripremani na slede¢i nacin: 1g je
razblazen u 100 ml Mili-Q vode, kako bi se dobile odgovarajuce koncentracije koje su
u opsegu kalibracione krive. Ova metodologija obuhvata direktnu analizu uzoraka

bez digestije uzimajuéi u obzir uticaj matriksa, odnosno gustinu dok prisustvo
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organske materije ne uti¢e na uzorak zbog visoke temperature u plazmi argona (10
000K). Koris¢enjem ove procedure razblazivanja, uzorci maj¢inog mlijeka i infant
formule se pripremaju na nacin da budu veoma sli¢ni (sadrZaj masti, proteina, itd),
kako bi se omogucila ispravna potvrda metodologije. Osim toga, sadrZaj analiziranih
elemenata u uzorcima je sli¢an izabranom referentnom materijalu. Sadrzaj Zn, Fe i
Cu posle razblazivanja uzoraka je odreden na ICP-OES instrumentu proizvodaca
Spectro Arcos sa aksijalnom plazmom (Spectro Analytical Instruments GmbH, Kleve,
Germany). ICP-OES koristi softver Smart Analyzer Vision verzija 5.01.0928 povezan
sa autosamplerom ASX-520 Auto Sampler (CETAC). Spectro ICAL rastvor (10x
koncentrat, Berd Kraft Der Standard) se koristi za samoprovjeru i samopodeSavanje
cijelog instrumenta, za sve talasne duzine tj. cijeli polihromator. Uslovi pod kojim je
koristen za rad ICP-OES za odredivanje mikroelemenata u uzorcima humanog

mlijeka i infant formulama prikazani su u Tabeli 9.

Tabela 9. Karakteristike ICP-OES instrumenta

Parametar Vrijednosti
Snaga plazme 1.4 KW
Brzina pumpe 30 Rpm
Protok hladenja 14 L min-1
Pomo¢ni protok 0.7 L min-1
Protok kroz nebulajzer 0.9 L min-1
Sprej komora Ciklonik
Vrsta plazme Aksijalna
Rezim obrade podataka Povrsina
Metal (talasna duZzina, nm) Zn(213.857), Fe (238.204),
Cu (327.396)
Korelacioni koeficijent 0.999
Broj ponavljanja 3
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3.2. Validacija ICP-OES i FAAS metode

Za validaciju i optimizaciju metoda za odredivanje minerala Fe, Zn i Cu koriSteni su
uzorci mlijeka majki terminskih beba, SRM-1849 i infant formule bez prethodne

digestije primjenom uporedno ICP-OES i FAAS metoda.

Nakon konstrukcije kalibracione krive za svaki element odredena je linearnost
serijskim razblaZivanjem rastvora osnovnih elemenata sa Milli-Q vodom. Analiticke
karakteristike, kao $to su preciznost, osjetljivosti, ta¢nost i granice detekcije, su zatim
procijenjivane. Sadrzaj Zn i Cu u klinickim uzorcima odreden je ICP-OES metodom
u skladu sa uputstvom proizvodaca (Spectro Arcos) dok je sadrzaj Fe odreden FAAS

metodom.

3.2.1. Kalibraciona kriva i linearnost

Linearnost metode je procijenjivana na osnovu pripreme pet kalibracionih standarda.
Svi standardi su mjereni u triplikatu. Kalibracione krive su pripremljene
razblazivanjem 10 ml standardnog/osnovnog rastvora miksa od 1000mg/1 (Periodic
Table mix 1 ICP - Ultra Trace) u 100 ml Milli-Q vode (provodljivost 0,056 puS/cm),
kako bi se dobio radni standard koncentracije od 100 mg/1 Fe, Cu i Zn u miksu. Za
konstrukciju kalibracione krive korigceni su kalibracioni standardi koncentracije: 0;
0,1; 0,5; 1,0 i 2mg/1, koji su napravljeni rastvaranjem 0; 0,1; 0,5; 1,0 i 2,0 ml radnog
standarda u 100 ml Milli-Q vode, respektivno. Na osnovu povrsine pika u odnosu na
koncentracije metala konstruisane su kalibracione krive za Fe, Cu i Zn. Uzorci slijepe
probe (Milli-Q voda) su takode mjereni kako bi se pratila kros-kontaminacija i

eventualni gubici.

Kalibraciona kriva za odredivanje Fe tehnikom FAAS je napravljena razblaZzivanjem
standardnog rastvora (ULTRA Scientific Iron standard) koncentracije 1000 pg/ml
takode u 100 ml Milli-Q vode u opsegu od 0,2; 0,5; 1,0; 2,01 3,0 mg/1.
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Koncentracije u uzorcima maj¢inog mlijeka su bile vece od gornje granice kalibracije,
i zbog toga su, uzorci razblazeni 10 puta, dok su formule za bebe i SRM-1849
razblaZeni 100 puta, do odgovarajuce koncentracije koja odgovara opsegu linearnosti

kalibracione krive.

3.2.2. Preciznost 1 tacnost

Tacnost metode procenjena je pomocu SRM-1849, posto nije bilo odgovarajuceg
referentnog materijala za majc¢ino mlijeko kao i spakjovanjem uzorka mlijeka majke
terminske bebe na dva nivoa tj. sa 101 50 pg/1 miksa Zn, Fe i Cu. Kontrola kvaliteta je
verifikovana kroz eksperimentalnu studiju procjene prinosa (recovery). Preciznost je
procijenjena na osnovu vrijednosti koeficijenta varijacije (CV) mjerenjem relativne
standardne devijacije dobijene za Sest mjerenja uzorka u duplikatu. Uzorci slijepe

probe i kontrolni standard koncentracije 0,25 mg/1 su mjereni u svakoj seriji uzoraka.

3.2.3. Osjetljivost metode

Za procjenu osjetljivosti analiticke metode limit detekcije (LOD) je odreden kao 30/S
i limit kvantifikacija (LoQ) kao 100/S. Prema preporukama Medunarodne unije za
C¢istu i primijenjenu hemiju (IUPAC), izracunati su limiti detekcije i kvantifikacije
ogranic¢enja gde je o standardna devijacija (SD) dobijena na osnovu deset ponovljenih

mjerenja slijepe probe, a S je nagib analiticke krive.

3.3. Odredivanje antioksidativnhog kapaciteta
3.3.1.Mjerenje ORAC i ORP

Fluorescein (standardni rastvor pripremljen u vodi) je rastvoren u radnom rastvoru
(75 mM NasPOy; pH 7,4) pri koncentraciji od 1,7 nM. Rastvor (150 pL) je inkubiran na
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37°C tokom 20 minuta i zatim pomije$an sa uzorcima (25 pL) i inkubiran dodatnih 10
minuta. Nakon toga, test je iniciran dodavanjem 25 pL rastvora 2,2’-azobis (2-
amidinopropan) dihidrohlorida (9,2 mM; svjeZe napravljen svaki dan). Fluorescencija
(ekscitacija na 485 nm i emisije na 511 nm) je o¢itavana svakog minuta u toku jednog
sata. ORAC vrijednosti su izraZene kao ekvivalenti Troloks potencijala staticko
oksido-redukcionog potencijala. ORP je integrisana, sveobuhvatna mjera ravnoteze
izmedu pro oksidativnih i antioksidativnih komponenti u bioloskim sistemima. Niza
vrijednost za ORP ukazuje na veéi redukcioni potencijal bioloskog sistema. ORP je
odredivan na sobnoj temperature mjerenjem na RedoxSYS Analyzer (Aytu

BioScience, Inc, Englewood, CO).

3.3.2. Odredivanje EPR

Elektronska paramagnetna rezonancija (EPR) spin-trapping spektroskopija je
primijenjena u cilju da se ispita sposobnost humanog mlijeka za zahvatanje hidroksil
radikala (HO®), a da se definisu reaktivni proizvodi oksidacije razli¢itih sastojaka
mlijeka. Veéina slobodnih radikala koji su proizvedeni u bioloskim i biohemijskim

sistemima pokazuju prili¢no kratak Zivot koji sprje¢ava njihovu direktnu detekciju.

EPR spin-trapp reaguje sa radikalima da stvori dugozivece EPR-aktivne proizvode
(spin proizvodi pripajanja) koji daju karakteristi¢ne spektre za razlic¢ite radikale [277].
HOe radikali su generisani preko Fentonove reakcije koja je izvedena kombinacijom
0,6 mM FeSO4 i 3 mM HxOs. Spin-trap DEPMPO (5- (diethokiphosphoril)-5-metil-1-
pirolin-N-oksid) je koriséen u kona¢noj koncentraciji od 4 mM prije pocetka reakcije.
Svi rastvori su pripremljeni u dejonizovanoj vodi i dopunjeni do finalne zapremine
uzorka do svega 6% (mlijeko 94%). Uzorci su uvuceni u 10 cm duZzine gas-propusne
teflonske cijevi koje su upakovane u kvarcne kapilare. Inkubacija (1 minut) i mjerenja
su izvrSena na 20°C. EPR spektri su snimani na Varian E104-A EPR spektrometru koji
radi na X-band (9,56 GHz) sa EV softverom (Scientific Softvare, Bloomington, IL), i sa

sljedeéim postavkama: modulacija amplitude, 2 G; modulacija frekvencija, 100 kHz;
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mikrotalasna snaga, 20 mV; vremenska konstanta, 32 milisekundi; vrijeme
skeniranja, 2 minuta. Identifikacija signala EPR i procjena intenziteta (u relativnim
jedinicama-AU) uradena je simulacijom i dvostrukom integracijom koris¢enjem
kompjuterskog programa VINEPR Simfonia (Bruker Analitische MesstechnikGmbH,
Darmstadt, Njemacka).

3.3.3. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta
mjerenjem sposobnosti hvatanja DPPH radikala

Antioksidativni kapacitet pet uzoraka infant formula i uzoraka seruma majki i beba
odredivan je mjerenjem sposobnosti hvatanja DPPH radikala, primjenom
spektrofotometrijske  DPPH metode. Zahvaljuju¢i stabilnosti DPPH radikala u
alkoholnom rastvoru ovakva vrsta testova se moze rutinski izvoditi u metanolu,
etanolu ili nekom drugom organskom rastvaracu [278,279]. Rezultati se izrazavaju u
procentima smanjenja apsorbance.

Antioksidativna aktivnost spososbnosti hvatanja DPPH radikala odredena je u
uzorcima infant formulai maj¢inog mlijeka uz odredene modifikacije [260] i uzorcima
seruma [54].

1 ml uzorka mlijeka i infant formule, pripremljenog kao obrok, doda se u 9 ml
metanolnog rastvora DPPH (0,1 mM). Nakon inkubacije u trajanju od 30 min na 37
°C u mraku, doda se 5 ml hloroforma i centrifugira 5 minuta na 3000 g. Snimanjem
nastalih obojenih kompleksa iz bistrog supernatanta na 517 nm izmjerena je
apsorbanca rastvora, ¢ime je odredena koncentracija uzoraka mlijeka. Kontrolni
uzorak je 100 mM metanolni rastvor DPPH koji se dobija mijeSanjem 9 ml DPPH sa 1
ml demineralizovane vode.

Prilikom odredivanja DPPH u serumu mora se izvrsiti njegova deproteinizacija,
upotrebom acetonitrila, a zatim sposobnost hvatanja DPPH radikala odrediti
mjerenjem apsorbance na 517 nm [54]. 200 pL seruma je pomijeSano sa 200 pL
acetonitrila (finalna koncentracija acetonitrila 9,5 mol/L), inkubirano je 2 min na

sobnoj temperature (20°C) i zatim centrifugirano 10 min (4°C, 9500xg,), i u daljem
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radu je koristen deproteinizirani supernatant. 5 uL. 10 mM/L DPPH u metanolu je
pomijeSano sa 970 pL metanola, nakon 3 min inkubacije na 20°C izmjerena je
apsorbanca rastvora na 517 nm (A kontrole) zatim je 25 pL deproteiniziranog
seruma dodato u smjeSu, promijesano i nakon 30 min inkubacije ponovo snimljeno

na 517nm (A uzorka).

Procenat kapaciteta hvatanja DPPH radikala se izracunava iz jednacine:

Sposobnost hvatanja DPPH radikala (%) = [(A kontrole - A uzorka) /A kontrole] x
100

Sva odredivanja u uzorcima mlijeka, seruma majki i slijepoj probi radena su u

triplikatu za DPPH metodu.

3.6. Statisticka analiza

Nakon validacije metoda, analiziran je sadrzaj Zn i Cu u 28 uzoraka terminskog
maj¢inog mlijeka uzetih prvi dan nakon porodaja (u prva 24 ¢asa) pomocu ICP-OES,
dok je koncentracija gvozda analizirana pomoc¢u FAAS. Statisticki podaci su dobijeni
korigcenjem softvera SPSS 17.0. Za procjenu koeficijenta korelacije koncentracija Zn,

Fe i Cu u uzorcima maj¢inog mlijeka je koris¢en Pearson-ov koeficijent korelacije.

Za uzorke humanog mlijeka prijevremeno rodenih i terminskih beba statisticke
analize su radene pomocu softvera Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Rezultati su prikazani i preko boks plotova. Granice boksova predstavljaju 25. i 75.
percentila i sadrze vrijednost medijane. Granice barova odreduju non-autlajer oblast.
Autlajeri i ekstremi su definisani kao vrijednosti koje izlaze iz okvira 1,5x i 3x
interkvartilne oblasti van boksova. P-vrijednosti su odredivane koriScéenjem
dvosmjerne analize varijanse sa post hoc Duncan testom ili koriScenjem

neparametarskog Mann-Whitney U testa. Korelacije su odredivane primjenom
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Pearsonovog koeficijenta (R). Rezultati su takode predstavljeni kao srednja vrednost

+ standardna devijacija (SD).
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IV. REZULTATII DISKUSIJA
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4.1. Rezultati validacione studije

4.1.1. Kalibracione krive i linearnost

Parametri senzitivnosti i linearnosti za ICP-OES i FAAS metode su prikazani u Tabeli
10 i 11, dok su kalibracione krive za Fe, Cu i Zn prikazane na slikama 13, 14 i 15 za
ICP-OES i 16, 17 i 18 za FAAS instrument. Za procjenu linearnosti utvrden je
koeficijent korelacije od R?> 0,999 po definiciji metode kao prihvatljiv za cilj studije.
Za ispitivane elemente u tragovima, Zn, Fe i Cu, koeficijenti korelacije su bili ve¢i od
vrijednosti potrebnih za metodu. Unutar mijernog opsega, odstupanja od teorijskih
vrijednosti nijesu prelazila 5%, pokazuju¢i dobru korelaciju izmedu koncentracije

elementa i povrsine.

Tabela 10. Analiti¢ki parametri validacije ICP-OES metode

Element Relativna R2 Linearni LoD LoQ
preciznost (%) opseg (ug/) (g (ug/)
Zn 4 0,99994 0,9-2400 15 5
Fe 8 0,99971 0,7-2400 15 5
Cu 1 0,99957 1,24-2400 3,0 10

Tabela 11. Analiticki parametri validacije FAAS metode

Element Relativna preciznost R2 Linearni LoD LoQ
(%) opseg (mg/l) (mg/l)
(mg/1)
Zn 3 0,9994 01-25 0,06 0,1
Fe 3 0,9996 0,1-3,0 0,05 0,1
Cu 0,6 0,9992 0,1-3,0 0,02 0,1

Na osnovu tabela 10 i 11 moZe se zakljuciti da je SD za intra esej (6 mjerenja uzorka
humanog mlijeka u duplikatu) bila 4% za Zn, 8% za Fe, 1 % za Cu primjenom ICP-
OES metode i 3 % za Zn, 3 % za Fe i 0.6 % i za Cu primjenom FAAS metode.

Koeficijent varijacije (CV) je bio prihvatljiv za humane uzorke (CV <7 %).
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Kalibracione krive za Fe, Cu i Zn dobijene na ICP-OES instrumentu

Fe 238 204

Inten=ity [cps]
QLA e

02 00 02 04 06 o082 10 12 14 16 18 20 22

Concentration [mall]

Slika 13. Kalibraciona kriva za Fe (R?=0,99996)

Cu 2324.754
Inte nsity [cps]

02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22

Concentration [mafl]

Slika 14. Kalibraciona kriva za Cu (R?=0,99999)
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Zn 213,856
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Slika 15. Kalibraciona kriva za Zn (R2=0,99991)

Kalibracione krive za Fe, Cu i Zn dobijene na FAAS instrumentu

0.25

0.2 A

0.15 A
Abs
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y = 0,0699x + 0,0073
R2? =0,9996

mg/l

Slika 16. Kalibraciona kriva za Fe (R2=0,9996)
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Slika 17. Kalibraciona kriva za Cu (R2=0,9992)
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Slika 18. Kalibraciona kriva za Zn (R2=0,9994)
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4.1.2. Odredivanje tac¢nosti

ICP-OES i FAAS rezultati za Zn, Fe i Cu u SRM-1849 formuli za ishranu
odojc¢adi/ odraslih i formulama za odoj¢ad (Aptamil, Bebelac, NAN1, HIPP i Impamil
- Mill) su prikazani u tabelama 12 i 13. Koncentracije dobijene pomoc¢u FAAS i ICP-
OES za SRM-1849 odgovarale su referentnim vrijednostima, sa boljim rezultatima
kod ICP-OES za Zn i Cu dok je FAAS pokazao bolje rezultate za Fe, kao i u slucaju
procjene procenta prinosa (Tabela 14). Iako je mlijeko kompleksni matriks sastavljen
od proteina, ugljenih hidrata i masti, studija preciznosti je pokazala dobar procenat
prinosa na dva nivoa koncentracija (spajkovanje uzorka humanog mlijeka terminske
bebe sa 101 50 pg/1) (tabela 15). Na osnovu dobijenih podataka za spajkovani uzorak
se vidi da se prosjecan procenat prinosa kretao u rasponu od 90% do 94% za Zn, 90%

do 102% za Cu prema ICP-OESi97,3% do 103,3% za Fe prema FAAS (Tabela 15).
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Tabela 12. Izmjerene, sertifikovane i deklarisane vrijednosti elemenata u infant

formulama i SRM-1849 odredivane ICP-OES (n=12)

Izmjerene vrijednosti mg/100g Sertifikovana/deklarisana
Min Max SV*+ SD vrijednost mg/100g praha

SRM-1849 12,89 14,25 13,93 £0,40 15,23£0.5
Aptamil 1 349 371 3,52+0,20 3.6
7n Bebelac 1 3,28 3,55 3,48 0,30 3,6
HIPP 375 410 3,86 +0,40 10
NAN 1 4,65 5,10 4,75 +0,40 5,4
ImpamileMill ~ ¥2° 485 4,4530,20 43

SRM-1849 13,88 17,04 16,4710,80 17,71+0,3
Aptamil 1 359 394 3,78+0,40 3,9
Fe Bebelac 1 3,38 3,71 3,63%0,30 3,9
HIPP 3,73 4,21 3,8910,50 4,0
NAN 1 4,45 4,95 4,56+0,40 5,2
Impamilemiin | 320 00 3,37+0,10 36

SRM-1849 1,83 2,07 2,01+0,10 2,03+0,04
Aptamil1 026 033 0,300,05 0.29
Cu Bebelac 1 0,26 0,31 0,28+0,03 0,29
HIPP 0,25 0,28 0,26+0,05 0,27
NAN 1 0,34 041 0,38+0,05 0,40
Impamil®Mil1 0,30 0,36 0,32+0,06 0,36

SV* - srednja vrijednost
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Tabela 13. Izmjerene, sertifikovane i deklarisane vrijednosti elemenata u infant

formulama i SRM-1849 odredivane FAAS (n=12)

Izmjerene vrijednosti mg/100g praha Sertifikovana/deklarisan
Min Max Sv*t SD a vrijednost mg/100g

SRM-1849 12,74 13,14 12,90%0,30 15,23+0,5
Aptamil 1 2,75 3,21 3,10+£0,40 3,6
7n Bebelac 1 2,85 3,15 3,09£0,40 3,6
HIPP 3,37 3,75 3,58%0,30 4,0
NAN 1 4,12 5,00 4,55+0,50 5,4
Impamilonill 389 415 1,0120,10 13

SRM-1849 17,23 18,30 17,74+0,30 17,710,3
Aptamill | 390 38 3,61%0,30 39
Fe Bebelac 1 3,67 3,90 3,75%0,30 3,9
HIPP 3,78 4,10 3,95+0,30 4,0
NAN 1 4,98 5,29 5,05%0,50 5,2
ImpamileMill 32 375 3,55£0,10 36

SRM-1849 82 221 1,990,06 2,03+0,04
Aptamil 1 0,27 0,32 0,29+0,03 0,29
cu Bebelac 1 0,25 0,30 0,27%0,03 0,29
HIPP 0,21 0,27 0,24+0,04 0,27
NAN 1 0,34 0,40 0,37+0,02 0,40
ImpamileMin 031 037 0,33+0,08 0,36

SV* - srednja vrijednost

Tabela 14. Uporedni pregled prinosa za ICP-OES

i FAAS za SRM-1849 (%)

Element ICP-OES FAAS

Zn 91 85
Fe 93 100
Cu 99 98
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Tabela 15. Procenat prinosa ispitivanih elemenata ICP-OES metodom (Zn i Cu) i

FAAS metodom (Fe) (n=6)

Koncentracija Dodato Ocekivana Dobijena Prinos
Element koncentaciaja koncentracija y
mg) gD (mg) ) (%)
0,10 5,45 4,91+0,60 90,0
Zn 5,35
0,50 5,85 5,51+0,40 94,0
0,10 0,93 0,91+0,20 97,3
Fe 0,83
0,50 1,33 1,37£0,20 103,3
0,10 0,57 0,51+0,04 90,0
Cu 0,47
0,50 0,97 0,99+0,06 102,0

Na osnovu prethodno prezentovane validacione studije moze se zakljuciti da su
analiticki parametri (linearnost, preciznost i tacnost) zadovoljavaju¢i za odredivanje
Zn i Cu ICP-OES i Fe FAAS tehnikom iz uzoraka pripremljenih bez utroska bilo

kakvih agresivnih hemikalija osim ¢iste Mili-Q vode.

Prije nego $to se pocelo sa analizom uzoraka humanog mlijeka majki terminskih i
prijevremeno rodenih beba i njihovih seruma, uradena je provjera prethodno
validovane metode na 28 uzoraka mlijeka majki terminskih beba i to prvog dana
nakon porodaja. Uzorci slijepe probe kao i kontrolni standard koncentracije 0,25

mg/1, i SRM-1849 su analizirani u svakoj seriji uzoraka mlijeka i seruma (Tabela 16).

Tabela 16. Preciznost i prinos na kontrolnom standardu (0,25 mg/1)

Element Srednja Prinos (%) RSD (%)
vrijednosttSD
Zn 0,2632 = 0,0085 105,3 3,40
Fe 0,2592 + 0,0043 103,7 1,65
Cu 0,2583 + 0,0032 103,3 1,23
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Na slici 19. su prikazane koncentracije Zn, Cu i Fe u uzorcima terminskog mlijeka
prvog dana nakon porodaja, dok su u tabeli 17 prikazani i korelacioni koeficijenti za

izmjerene koncentracije Zn, Cu i Fe u maj¢inom mlijeku prvog dana nakon porodaja.
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Slika 19. Koncentracija Zn, Cu i Fe u 28 uzoraka terminskog humanog mlijeka prvog
dana nakon porodaja. Granice boksova predstavljaju 25. i 75. percentil i sadrze
vrijednost medijane. Granice barova odreduju non-autlajer oblast. Autlajeri i
ekstremi su definisani kao vrijednosti koje izlaze iz okvira 1,5x i 3x interkvartilne

oblasti van boksova.

Tabela 17. Korelacioni koncentracioni koeficijent za Zn, Cu i Fe uzorcima mlijeka

majki terminskih beba prvog dana

Element Zn Cu Fe
Zn 1
Cu -0,135 1
Fe -0,069 0,116 1

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 16 moZe se zakljuciti da ne postoji statisticki
znacajna korelacija (p>0,05) izmedu koncentracije Zn, Cu i Fe u uzorcima terminskog

majc¢inog mlijeka prvog dana nakod porodaja.
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4.2. Ispitivanje koncentracije gvoZda FAAS, bakra i
cinka ICP-OES metodom u majc¢inom mlijeku
terminskih beba i serumu beba

Nakon validacije ICP-OES i FAAS metoda uz primjenu nove metode pripreme
uzoraka majc¢inog mlijeka - razblaZzivanjem u destilovanoj vodi, odreden je sadrzaj
Fe, Cu i Zn u 60 uzoraka humanog mlijeka terminskih beba kao i sadrzaj ovih

mikroelemenata u serumu beba.

Glavni cilj je bio da se urade procjene promjene koncentracija gvozda, bakra i cinka u
humanom mlijeku i serumu odojc¢adi i definiSe postojanje korelacije medu uzorcima

tokom laktacije.

Ova vrsta studija uradena je po prvi put u Srbiji i dobijeni podaci su veoma korisni
za definisanje statusa ispitivanih mikroelemenata kod dojilja i uticaj na njihove
vrijednosti u serumu odoj¢adi. Sve majke i bebe su bile zdrave na dan uzimanja

uzoraka, osim prvog dana kada je 1/3 iz grupe odoj¢adi imala Zuticu.

Srednje vrijednosti koncentracije ispitivanih elemenata u uzorcima humanog mlijeka
i seruma terminskih beba prvi, 28-i dan i nakon 6 mjeseci laktacije prikazani su u
Tabeli 18 i 19. Promjena tjelesne mase terminski rodenih beba u prvom,
dvadesetosmom danu i nakon 6 mjeseci od rodenja prikazana je na slici 20. Promjene
koncentracije Fe, Cu i Zn u uzorcima seruma beba i humanog mlijeka majki
terminskih beba prvog, dvadesetosmog dana i nakon 6 mjeseci prikazane su na

slikama 21, 22 1 23.
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Tabela 18. Srednje vrijednosti koncentracija Zn, Cu i Fe u humanom mlijeku

terminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije

Koncentracija elementa

(mg/1)
Zn Cu Fe
Srednja vrijednost * SD
1 dan 4,702+1,743  0,43310,232  0,614+0,521
28 dan 2,648+1,058  0,359+0,132  0,537%0,552
6 mjeseci 0,457+0,359  0,349+0,254  0,401+0,389
N 60

Tabela 19. Srednje vrijednosti koncentracija Zn, Cu i Fe u serumu terminskih

beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije

Koncentracija elementa

(mg/1)
Zn Cu Fe
Srednja vrijednost * SD
1 dan 0,520+0,116 0,713+0,164  0,982+0,286
28 dan 0,590+0,192 0,421+0,153  0,816+0,187
6 mjeseci 0,684+0,285 0,536+0,231  0,761+0,305
N 60
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Slika 20. Tjelesna masa terminskih beba u prvom, 28. danu i Sestom mjesecu

od rodenja.

Kao sto se i oc¢ekivalo, tjelesna masa novorodencadi se povecavala. Tjelesna masa
odojceta nija pokazala znacajnu korelaciju sa koncentracijama Zn, Cu i Fe u

humanom mlijeku terminskih beba.
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Slika 21. Koncentracija gvozda u serumu novorodencadi i humanom mlijeku majki
terminskih beba prvog, dvadesetosmog dana i nakon 6 mjeseci laktacije. Granice
boksova predstavljaju 25. i 75. percentil i sadrze vrijednost medijane. Granice barova
odreduju non-autlajer oblast. Autlajeri (krugovi) su definisani kao vrijednosti koje
izlaze iz okvira 1.5x interkvartilne oblasti van boksova. Ekstremi (zvjezdice) su
definisani kao vrijednosti koje izlaze iz okvira 3x interkvartilne oblasti van boksova.

ns - statisti¢ki nesignifikanto.

Na slici 21 pokazane su promjene u koncentraciji gvozda u serumu terminskih beba i
humanom mlijeku majki na rodenju (prvi dan), na kraju neonatalnog perioda (28.
dan) i Sest mjeseci nakon rodenja. Nivo gvozda u serumu opada vremenom, a nivo
gvozda se nije razlikovao u serumima novorodencadi sa (n=20) i bez (n=40)
neonatalne Zutice. Pored toga, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u koncentracijama
gvozda u serumu odojcadi razli¢itog pola. Koncentracija Fe u serumu prvog dana je
pokazala znacajnu negativnu korelaciju sa gestacijom (R = -0.261; p = 0.044). Na
rodenju terminski zdrave bebe imaju znacajne zalihe Fe oko 75 mg/kg, veliku
zapreminu krvi i koncentraciju hemoglobina koja je u skladu sa tjelesnom teZzinom
[280]. Srednja vrijednost koncentracije Fe prvog dana laktacije iznosi 982 pg/l1 i u
skladu je referentnim vrijednostima za odojcad koje se krec¢u od 1000-2700 ng/1

seruma [281]. Primjec¢uje se pad sadrzaja Fe u serumu terminskih beba u period do 6
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mjeseca laktacije koji se ipak krece u granicama dozvoljenih vrijednosti (300-600 pg/1
za novorodencad stariju od 5 mjeseci).

Koncentracija gvozda u mlijeku pokazuje skoro identi¢an trend u odnosu na nivoe u
serumu odojc¢adi, tj. opada vremenom. Ipak dobijene vrijednosti za sadrzaj Fe u
humanom mlijeku u cijelom periodu istrazivanja, do 6 mjeseci laktacije, su u skladu
sa vrijednostima za preporuceni dnevni unos koji iznosi 0,27 mg jer sadrzaj Fe

izuzetno varira, od 0,1-1,6 mg/1 u razli¢itim fazama laktacije.[17,216]
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Slika 22. Koncentracija bakra u serumu novorodencadi i humanom mlijeku majki
terminskih beba prvog, dvadesetosmog dana i nakon 6 mjeseci laktacije. Granice
boksova predstavljaju 25. 1 75. percentil i sadrze vrijednost medijane. Granice barova
odreduju non-autlajer oblast. Autlajeri (krugovi) su definisani kao vrijednosti koje
izlaze iz okvira 1.5% interkvartilne oblasti van boksova. Ekstremi (zvjezdice) su
definisani kao vrijednosti koje izlaze iz okvira 3% interkvartilne oblasti van boksova.

ns - statisticki nesignifikanto.

Na slici 22 pokazane su promjene u koncentraciji bakra u serumu terminskih beba i
humanom mlijeku majki na rodenju (prvi dan), na kraju neonatalnog perioda (28.
dan) i Sest mjeseci nakon rodenja. Nivo bakra u serumu i mlijeku opada vremenom,
trend slican gvoZzdu, a takode se nije razlikovao u serumima novorodencadi sa (n=20)

i bez (n=40) neonatalne Zutice, niti je bilo statisticki znacajne razlike u
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koncentracijama bakra u serumu odoj¢adi razli¢itog pola [67,282]. Koncentracija Cu u
mlijeku prvog dana je pokazala znacajnu pozitivhu korelaciju sa gestacijom (R =
0.364; p = 0.004). Dobijene vrijednosti za sadrzaj Cu u humanom mlijeku u cijelom
periodu istraZzivanja, do 6 mijeseci laktacije, su u skladu sa vrijednostima za
preporuceni dnevni unos koji iznosi 0,20 mg, kao i sa prethodnim istrazivanjima

[17,248,249].
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Slika 23. Koncentracija cinka u serumu novorodencadi i humanom mlijeku majki
terminskih beba prvog, dvadesetosmog dana i nakon 6 mjeseci laktacije. Granice
boksova predstavljaju 25. i 75. percentil i sadrze vrijednost medijane. Granice barova
odreduju non-autlajer oblast. Autlajeri (krugovi) su definisani kao vrijednosti koje
izlaze iz okvira 1.5% i 3x interkvartilne oblasti van boksova. ns - statisticki

nesignifikanto.

Na slici 23 pokazane su promjene u koncentraciji cinka u serumu terminskih beba i
humanom mlijeku majki na rodenju (prvi dan), na kraju neonatalnog perioda (28.
dan) i Sest mjeseci nakon rodenja. Nivo koncentracije cinka rasteu toku vremena i u
Sestom mjesecu ima vecu vrijednost u odnosu na druge dvije vremenske tacke. Kao i
u slucaju gvozda i bakra nema razlike u sadrzaju cinka u serumima novorodencadi
sa (n=20) i bez (n=40) neonatalne Zutice. Pored toga, nije bilo ni statisticki znacajne

razlike u koncentracijama cinka u serumu odojcadi razli¢itog pola [282].
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Koncentracija cinka u mlijeku pokazuje suprotan trend u odnosu na nivoe u serumu
odojcadi, tj. opada vremenom Sto je u skladu sa ranijim istrazivanjima. Dobijene
vrijednosti za koncentraciju cinka u zrelom mlijeku su u skladu sa prethodnim
metodoloskim studijama i studijama radenim na razli¢itim populacionim grupama
[17,183,283,284]. U slucaju iskljucivog dojenja, koli¢ina cinka od 2 mg/dan (prema
Referencama za ishranu), mora biti sadrzana u dnevnoj koli¢ini maj¢inog mlijeka

koju novorodence popije [141].

Prema dobijenim rezultatima, mlijeko iz grupe ispitivanih Zena iz Srbije obezbjeduje
dovoljne koli¢ine cinka u toku prvog mijeseca Zivota djeteta. Sest mjeseci nakon
porodaja, koncentracija cinka u mlijeku drasti¢no opada (od 4,7 + 1,7 mg/1 prvog
dana do 0,5 + 0,4 mg /1 nakon 6 mjeseci). Ovo ukazuje da treba savjetovati majkama
suplementaciju cinka, u cilju ublazavanja nedostatka cinka u kasnijem periodu
laktacije. Kolostrum (mlijeko prvi dan nakon porodaja) ima najvecu koncentraciju
cinka. Adekvatno snabdjevanje cinkom je od sustinskog znacaja za novorodence
posebno tokom prvih dana zivota. Studije na zivotinjama pokazale su da kod Stenadi
dolazi do rane smrti usljed nedostatka Zn, zbog mutacije u Zn transporteru (ZnT-4),

kojim se prenosi Zn u mlijeku u mlije¢nim Zlijezdama [285].

Visok sadrzaj cinka u kolostrumu utice i na njegove bolje karakteristike u odnosu na
zrelo mlijeko, kao $to su visoka antioksidativna aktivnost i prisustvo nekih drugih

elemenata u tragovima [211,286].
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Slika 24. Korelacija izmedu koncentracija Fe u serumu novorodenceta i humanom

mlijeku majki terminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije. R -

koeficijent korelacije. ns - statisticki nesignifikanto.
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Slika 25. Korelacija izmedu koncentracija Cu u serumu novorodenceta i humanom
mlijeku majki terminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije. R -

koeficijent korelacije. ns - statisticki nesignifikanto.
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Slika 25. Korelacija izmedu koncentracija Zn u serumu novorodenceta i humanom

mlijeku majki terminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije. R -

koeficijent korelacije. ns - statisti¢ki nesignifikanto.

Pearsonovi koeficijenti korelacije su izracunati da se utvrdi zavisnost izmedu

koncentracije gvozda, bakra, cinka u serumu novorodencadi i humanog mlijeka

majki terminskih beba (slike 24, 25 i 26). U ispitivanim uzorcima ne postoji statisticki

znacajna korelacija izmedu koncentracija gvozda i bakra u serumu i mlijeku.

Postoji znacajna pozitivna korelacija za koncentraciju cinka u serumu i mlijeku u

Sestom mjesecu (R = 0,306; p = 0,018).
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Slika 26. Korelacija izmedu koncentracije Cu i Zn u humanom mlijeku majki

terminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije. R - koeficijent

korelacije. ns - statisti¢ki nesignifikanto.
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Slika 26. Korelacija izmedu koncentracije Cu i Fe u humanom mlijeku majki

terminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije. R - koeficijent

korelacije. ns - statisti¢ki nesignifikanto
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Slika 27. Korelacija izmedu koncentracije Fe i Zn u humanom mlijeku majki
terminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije. R - koeficijent

korelacije. ns - statisti¢ki nesignifikanto

Na osnovu izracunatih vrijednosti Pearsonovih Kkoeficijenata za medusobne
korelacije Fe, Cu i Zn u uzorcima humanog mlijeka terminskih beba moze se
zaklju¢iti da se javlja pozitivna korelacija dvadeset osmog dana laktacije izmedu Cu i
Zn (R=0,255, p=0,049) kao i Fe i Zn (R=0,453, p<0,001), dok ne postoji znacajna

korelacija izmedu Fe i Cu.
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Pozitivne vrijednosti korelacionih koeficijenata ukazuju da su "metabolizam" Cu i Zn
u mlijeku povezani, koriste povezan transportni sistem, a takode ulaze u sastav istog
enzima u mlijeku Cu/Zn SOD.

Postoji veza izmedu rezervoara gvoZzda (feritina) i nivoa gvozda u mlijeku, mlije¢na
zlijezda se snabdijeva gvozdem iz krvotoka, odnosno, gvoZdem iz seruma [234].Veca
bioraspolozivost cinka objasnjava se proteinskim sastavom mlijeka, njegovim
vezivanjem za laktoalbumin, pri ¢emu je vezani cink dostupniji za apsorpciju i

usvojivost [235].

4.3. Ispitivanje koncentracije gvozda FAAS, bakra i
cinka ICP-OES metodom u maj¢inom mlijeku
preterminskih beba i serumu beba

Sadrzaj Fe, Cu i Zn odredivan je u 56 uzoraka humanog mlijeka majki preterminskih

beba kao i sadrzaj ovih mikroelemenata u serumu beba.

Cilj je bio da se urade procjene promjene koncentracija gvozda, bakra i cinka u
humanom mlijeku majki preterminskih beba i serumu odoj¢adi kao i da definie

postojanje korelacije medu uzorcima tokom laktacije.

Dobijeni podaci su veoma korisni za definisanje statusa ispitivanih mikroelemenata
kod dojilja i uticaj na njihove vrijednosti u serumu preterminskih beba. Sve majke i
bebe su bile zdrave na dan uzimanja uzoraka, osim prvog dana kada je 1/4 iz grupe

odojc¢adi imala Zuticu.

Srednje vrijednosti koncentracije ispitivanih elemenata u uzorcima humanog mlijeka
i seruma preterminskih beba prvi, 28-i dan i nakon 6 mjeseci laktacije prikazani su u
Tabeli 20 i 21. Promjena tjelesne mase preterminski rodenih beba u prvom,
dvadesetosmom danu i nakon 6 mjeseci od rodenja prikazana je na slici 28. Promjene
koncentracije Fe, Cu i Zn u uzorcima seruma beba i humanog mlijeka majki
preterminskih beba prvog, dvadesetosmog dana i nakon 6 mjeseci prikazane su na

slikama 29, 30 i 31. Tjelesna masa preterminskih beba je takode rasla u periodu prvih
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6 mjeseci od rodenja. Tjelesna masa nija pokazala znacajnu korelaciju sa

koncentracijama Cu, Zn i Fe u mlijeku. Tjelesna masa pozitivno korelira sa

koncentracijom bakra u serumu odojceta u 28. danu (R = 0.291; p = 0.029).

Tabela 20. Srednje vrijednosti koncentracija Zn, Cu i Fe u humanom mlijeku

preterminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije

Koncentracija elementa

(mg/1)

Zn Cu Fe

Srednja vrijednost £ SD

1 dan

2,429+0,230  0,336+0,026  0,383%0,244

28 dan

3,996+0,201  0,414+0,023  0,496+0,256

6 mjeseci

2,813+0,205  0,536+0,084  0,609+0,423

N

60

Tabela 21. Srednje vrijednosti koncentracija Zn, Cu i Fe u serumu

preterminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije

Koncentracija elementa

(mg/1)

Zn Cu Fe

Srednja vrijednost £ SD

1 dan
28 dan

6 mjeseci

0,393+0,026 0,654+0,032  0,196+0,107
0,746+0,049 0,396+0,023  0,219+0,111
0,987+0,045 0,626+0,033  0,311+1,271

N

60
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Slika 29. Koncentracija gvoZzda u serumu beba i humanom mlijeku majki
preterminskih beba prvog, dvadesetosmog dana i nakon 6 mjeseci laktacije. Granice
boksova predstavljaju 25. i 75. percentil i sadrZe vrijednost medijane. Granice barova

odreduju non-autlajer oblast. Autlajeri (krugovi) su definisani kao vrijednosti koje
izlaze iz okvira 1.5% interkvartilne oblasti van boksova. Ekstremi (zvjezdice) su
definisani kao vrijednosti koje izlaze iz okvira 3% interkvartilne oblasti van boksova.

ns - statisticki nesignifikanto.
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Slika 30. Koncentracija bakra u serumu beba i humanom mlijeku majki
preterminskih beba prvog, dvadesetosmog dana i nakon 6 mjeseci laktacije. Granice
boksova predstavljaju 25. 1 75. percentil i sadrze vrijednost medijane. Granice barova

odreduju non-autlajer oblast. Autlajeri (krugovi) su definisani kao vrijednosti koje
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Slika 31. Koncentracija cinka u serumu beba i humanom mlijeku majki
preterminskih beba prvog, dvadesetosmog dana i nakon 6 mjeseci laktacije. Granice
boksova predstavljaju 25. i 75. percentil i sadrZe vrijednost medijane. Granice barova

odreduju non-autlajer oblast. Autlajeri (krugovi) su definisani kao vrijednosti koje
izlaze iz okvira 1,5x i 3x interkvartilne oblasti van boksova. ns-statisticki
nesignifikantno
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Na slikama 29, 30 i 31 pokazane su promjene u koncentraciji gvozda, bakra i cinka u
serumu preterminskih beba i humanom mlijeku majki na rodenju (prvi dan), na kraju
neonatalnog perioda (28. dan) i Sest mjeseci nakon rodenja. MoZe se primjetiti da se
sadrzaj ispitivanih elemenata u serumu ne mijenja sa vremenom, osim cinka koji
raste. Koncentracije gvozda, bakra i cinka se nisu razlikovale u serumima
novorodencadi sa (n=14) i bez (n=42) neonatalne Zzutice. Pored toga, nije bilo ni
statisti¢ki znac¢ajne razlike u koncentracijama elemenata u serumu odojcadi razli¢itog

pola.

Uporedujuéi dobijene podatke za preterminska mlijeka sa vrijednostima za uzorke
terminskog mlijeka uocavaju se jasne razlike. Koncentracije Fe, Cu i Zn su niZe u
mlijeku preterminskih beba, Sto je posljedica prijevremenog porodaja i

nemogucnoscéu stvaranja dovoljnih koli¢ina mikroelemenata kao i njihovih zaliha.

Kao i u slu¢aju uzoraka humanog mlijeka terminskih beba i za uzorke preterminskog
mlijeka, Pearsonovi koeficijenti korelacije zavisnosti izmedu koncentracije gvozda,
bakra cinka u serumu i mlijeku prikazani su na slikama 32, 33 i 34. U serumu i
mlijeku preterminskih beba ne postoji statisticki znac¢ajna korelacija za koncentraciju

gvozda.

Znacajna pozitivnha korelacija za koncentraciju bakra u serumu i mlijeku nadena
prvog i dvadeset osmog dana (R=0,267, p=0,048) i (R=0,289, p=0,031), respektivno,
dok je znacdajna pozitivnha korelacija za cink u serumu i mlijeku nadena dvadeset
osmog dana (R = 0,283; p = 0,034), tj na kraju neonatalne faze. Ovo ukazuje da nivo
Cu i Zn u serumu novorodenceta za ovu fazu razvia (neonatalnu) zavisi od
raspolozive koli¢ine Cu i Zn u hrani odnosno u mlijeku, tj da je definisano dostupnim

Cu i Zn u mlijeku.
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Slika 32. Korelacija izmedu koncentracija Fe u serumu novorodenceta i humanom

mlijeku majki preterminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije.

R - koeficijent korelacije. ns - statisticki nesignifikanto.
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Slika 33. Korelacija izmedu koncentracija Cu u serumu novorodenceta i humanom

mlijeku majki preterminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije.

R - koeficijent korelacije. ns - statisti¢ki nesignifikanto.

101



Dijana D. Durovi¢ Doktorska disertacija

W Dan 1

8 o
» o . R=0173
:é ns
E
=
e
N

.:ﬂ_.’ 00 0.2 D4 08 08 1.0 1.2

1 ' Dan 28

10
> | o R=0283
3¢ ] 3 p = 0.034
E P ]
b J
e
N

if" $4200 0204 0608 1012 14 186 18 20 22

6. Mjesec

= 1 R=0.130
s ns
E
S 3
3
N

Al‘lvl’.' 02 04 08 08 10 12 14 16 18 20 22
[Zn] u serumu novorodenceta
Slika 34. Korelacija izmedu koncentracija Zn u serumu novorodenceta i humanom
mlijeku majki preterminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije.

R - koeficijent korelacije. ns - statisticki nesignifikanto.

U studiji koju su sproveli Dumrongwongsiri i saradnici nadena je pozitivna
korelacija izmedu koncentracije cinka u maj¢inom mlijeku i u serumu odojcadi
starosti 4-6 mjeseci [287]. Korelacije i trendovi zabiljezeni u ovom radu ukazuju na to
da se koncentracija cinka u mlijeku mijenja kako bi se prilagodila potrebama djeteta.
Nakon 6 mjeseci mlijeko sluZi za odrZavanje koncentracije cinka kod odoj¢adi, a ne

za povecavanje koncentracije.
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Slika 35. Korelacija izmedu koncentracije Cu i Zn u humanom mlijeku majki
preterminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije. R - koeficijent

korelacije. ns - statisti¢ki nesignifikanto.
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Slika 36. Korelacija izmedu koncentracije Cu i Fe u humanom mlijeku majki

preterminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije. R - koeficijent

korelacije. ns - statisti¢ki nesignifikanto.
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Slika 37. Korelacija izmedu koncentracije Fe i Zn u humanom mlijeku majki
preterminskih beba prvi, dvadesetosmi dan i nakon 6 mjeseci laktacije. R - koeficijent

korelacije. ns - statisticki nesignifikanto.

Na osnovu izracunatih vrijednosti Pearsonovih koeficijenata za medusobne
korelacije Fe, Cu i Zn u uzorcima humanog mlijeka preterminskih beba moze se
zakljuciti da se javlja pozitivna korelacija tokom cijelog perioda laktacije, prvog,
dvadeset osmog dana kao i nakon 6 mjeseci izmedu Cu i Zn (R=0,670, p<0,001),
(R=0,526, p<0,001) i (R=0,304, p=0,023), respektivno, koja se mijenja, opada, sa

vremenom laktacije.

105



Dijana D. Durovié Doktorska disertacija

Srednje jaka pozitivnha korelacija je nadena izmedu Fe i Zn prvog dana (R=0,624,
p<0,001) i jaka pozitivna korelacija nakon Sest mjeseci (R=0,829, p<0,001), dok ne
postoji znacajna korelacija izmedu Fe i Cu.

Kao i u slucaju uzoraka humanog mlijeka terminskih beba i ovdje je rezultat
pozitivne korelacije izmedu Cu i Zn "metabolizam" ova dva elementa u mlijeku,
vjerovatno koriste povezan transportni sistem, ili je to posljedica porijekla iz istog
enzima, tj. Cu/Zn SOD.

Metalotionein i cink su analozi feritinu i gvoZdu i oba ucestvuju u procesima
vezivanja i skladiStenja. I gvozde i cink moraju biti vezani za protein iz istih
protektivnih razloga jer u suprotnom potpomazu nastajanje slobodnih radikala koji
vode pojavi oksidativnog stresa. Metalotionein oslobada cink koji se veze za albumin
i transferin dok Fe mora biti vezano za feritin ili transferin na svom putu do
odgovarajuceg tkiva.

Obzirom da Fe i Zn imaju slicne mehanizme apsorpcije, transporta i skladiStenja
pretpostavlja se da se medusobno takmice u procesu absorpcije. Pozitivna korelacija
Fe i Zn u humanom mlijeku moZe da nam ukaZe da u ovom slucaju postoji

izbalansiran odnos Fe i Zn u ispitivanim uzorcima preterminskih beba.

106



Dijana D. Durovié Doktorska disertacija

4.4. Ispitivanje uticaja koncentracije gvozda, bakra i
cinka na antioksidativni status maj¢inog
mlijeka, seruma i infant formula

U okviru ove disertacije ispitivan je i uticaj pasterizacije i ¢cuvanja (7 i 30 dana na

-20°C) na glavne antioksidativne parametre zrelog maj¢inog mlijeka kao i sadrzaj
esencijalnih mikroelemenata, Fe, Cu i Zn. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u pojedinim fazama
pasterizacije i ¢uvanja kao i na pocetku, tj. bez tretmana, kod uzoraka kolostruma i

zrelog mlijeka prikazan u tabeli 22.

Tabela 22. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u pojedinim fazama pasterizacije, zamrzavanja i

¢uvanja kolostruma i zrelog mlijeka

Element
Fe Cu Zn
Uzorak (mg/1) (mg/1) (mg/1)
Srednja Srednja Srednja
vrijednost vrijednost vrijednost
+SD +SD +SD
Kolostrum 0,52 +0,27 0,27 £0,13 5,64 +£2,78
Zrelo mlijeko 0,32 +0,23 0,31 +0,11 2,97 +1,36
Zrelo zamrznuto 0,34 0,23 0,27 + 0,006 2,83+ 1,40
mlijeko 7 dan
Zrelo mlijeko 0,32 0,50 0,29 0,12 2,48+ 0,83
zamrznuto 30 dan
Pasterizovano mlijeko 0,53 £0,29 0,33 +£0,11 2,61+1,16
Pasterizovano mljjeko 0,53 + 0,30 0,27 + 0,07 2,50 +1,00
zamrznuto 7 dan
Pasterizovano mlijeko 0,47 0,30 0,28 + 0,009 2,37 +1,08

zamrznuto 30 dan

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 22. moZe se zakljuciti da se sadrzaj Fe, Cu i
Zn nije znacajno razlikovao u uzorcima zrelog i pasterizovanog i zamrznutog
mlijeka. Na slikama 38-44 prikazane su promjene ispitivanih elemenata u mlijeku

majki u zavisnosti od nac¢ina ¢uvanja uzoraka.
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B Gvozdje (mg/L) mCink (mg/L) m Bakar (mg/L)

Slika 38. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u uzorcima kolostruma preterminskog mlijeka

B Gvozdje (mg/L) mCink (mg/L) = Bakar (mg/L)

Slika 39. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u uzorcima preterminskog zrelog mlijeka

B Gvozdje (mg/L)

H Cink (mg/L) = Bakar (mg/L)

Slika 40. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u uzorcima preterminskog zrelog mlijeka zamrznutog 7

dana
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H Gvozdje(mg/L) mCink(mg/L) m Bakar(mg/L)

Slika 41. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u uzorcima preterminskog zrelog mlijeka zamrznutog

30 dana

B Gvozdje(mg/L) ®Cink(mg/L) = Bakar(mg/L)

Slika 42. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u uzorcima preterminskog pasterizovanog zrelog

mlijeka

B Gvozdje(mg/L)

H Cink(mg/L) = Bakar(mg/L)

Slika 43. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u uzorcima pasterizovanog preterminskog zrelog

mlijeka zamrznutog 7 dana
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B Gvozdje(mg/L) ® Cink(mg/L) Bakar(mg/L)

Slika 44. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u uzorcima preterminskog pasterizovanog zrelog

mlijeka zamrznutog 30 dana

Na slikama 45 a i b je prikazano da kolostrum ima znacajno visu vrjednost ORAC i
nesto nizu ORP ($to ukazuje na bolje antioksidativno dejstvo) u poredenju sa zrelim
mlijekom. Pasterizacija i ¢uvanje zrelog mlijeka nijesu uticali na ukupan neenzimski
antioksidativni kapacitet i ORP. SadrZaj esencijalnih mikroelemenata je u kolostrumu
bio najvedi Sto zajedno sa nizim vrijednostima za ORP doprinosi ¢injenici da

kolostrum ima najveci antioksidativni potencijal.
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Slika 45. Neenzimski antioksidativni kapacitet u kolostrumu, svjezem i

pasterizovanom humanom mlijeku majki preveremeno rodene djece (pool): A-
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ORACG; B-ORP.(crno-kolostrum, bijelo-netretirano mlijeko, sivo-pasterizovano

mlijeko)

Kolostrum i zrelo mlijeko pokazali su znac¢ajnu sposobnost vezivanja HO* radikala.
Inteziteti EPR signala u svim analiziranim uzorcima mlijeka su bili tri puta niZzi u
odnosu na kontrolni sistem (Slika 46). Kolostrum je pokazao superiorno
antioksidativno dejstvo u poredenju sa zrelim mlijekom, a detektovani su samo

slabi/nejasni signali DEPMPO/UA adukta (Slika 47).

Izlaganje mlijeka u sistemima za proizvodnju HO ¢ proizvodnih-sistema rezultiralo je
stvaranjem UA radikala (Slika 48). Signal DEPMPO/UA adukta bio je znatno veci,
kod pasterizovanog mlijeka u poredenju sa svjezim mlijekom (Slika 48,49 i 50).
Cuvanje mlijeka zamrzavanjem na -20°C je uticalo na osobine sirovog mlijeka, dok
nije izazvalo dalje promjene kod pasterizovanog mlijeka. Naime, intenziteti EPR
signala DEPMPO/UA produkata se mijenjao tokom vremena u zavisnosti od nacina

¢uvanja i tretmana pasterizacijom (30 dana).

EPR spektri i kvantifikacija redoks aktivnost kolostruma i mlijeka izlozenih sistemu

stvaranja hidroksilnih radikala prikazani su na slikama 46- 50.

R PRV N A -~ AN

Slika 46.Kontrolni sistem-Fentonova reakcija: Fe?* (0,6 mM) + H2O (3 mM). Tackasta
linija simulacija EPR signala DEPMPO/OH (intenzitet signalaje bio 2685+ 384 AU)
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Slika 47. Kolostrum izlozen Fentonovoj reakcije. Siva linija EPR spektar dobijen u
istom sistemu u odsustvu spin-trapa

Slika 48. Svjeze mlijeko izloZzeno Fentonovoj reakciji. Tackasta linija simulacija EPR
signala DEPMPO/UA

RS M RS

Slika 49.Pasterizovano mlijeko izloZeno Fentonovoj reakciji
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Slika 50. Intenzitet EPR signala DEPMPO/UA produkta (crno - kolostrum, bijelo -

netretirano zrelo mlijeko, sivo - pasterizovanozrelo mlijeko)

Prema ORAC i ORP vrijednostima, pasterizacija i ¢uvanje 30 dana na -20°C nije
uticalo na ukupne neenzimske antioksidativne kapacitete i ukupani redukcioni
kapacitet mlijeka. Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodnom studijom u kojoj je
ispitivan uticaj pasterizacije na maj¢ino mlijeko pomocéu ORAC testa [288]. S druge
strane, u istrazivanjima Silvestre i saradnika sprovedenim koris¢enjem CUPRAC
testa [291] (koji mijeri sposobnost uzoraka da redukuje bakar) pokazalo se da
pasterizacija izaziva smanjenje redukcionog kapaciteta maj¢inog mlijeka. Rezultati
opisuju degradaciju askorbata izazvanu pasterizacijom, koji predstavljaju glavni
agens za redukciju u majé¢inom mlijeku, kada su u pitanju prelazni metali, kao 5to je
bakar. Koncentracija askorbata je povezana sa na¢inom skladistenja i ¢uvanja mlijeka,

Sto je potvrdeno i nasim ispitivanjima.

U dvije studije koristen je ABTS test gde je utvrdeno da ¢uvanje sirovog kolostruma i
zrelog mlijeka na -20°C tokom 7 ili 14 dana izaziva pad ukupnog antioksidativnog
kapaciteta [249,254]. Razlika izmedu ORAC i ABTS testova moze objasniti razliku
izmedu nasih i prethodnih rezultata. ORAC se sprovodi do zavrsetka antioksidativne
aktivnosti i uzima u obzir antioksidanse koji reaguju i brzo i sporo. ORAC testom je

utvrdeno da kolostrum ima vedi antioksidativni kapacitet. ABTS se sprovodi
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odredeno vrijeme i, generalno, osetljiviji je na antioksidanse koji brzo reaguju, kao sto

je askorbat [203].

Nivo UA radikala raste sa pasterizacijom i skladistenjem sirovog mlijeka. UA
predstavlja mocnog hvatata HO® radikala oksidovanih proteina [290,291], dok UA
radikali imaju sposobnost uklanjanja superoksida [292]. Specifi¢nu fiziolosku ulogu
askorbata ne moZze da zamijeni UA, jer UA ima manji redukcioni potencijal od 260
mV i zbog toga ne moze da redukuje Fe3* (110 mV na pH 7) dok askorbat redukuje
Fe? * na Fe?*i poboljSava apsorpciju gvozda u crijevima [293,294]. VaZno je
napomenuti da su prijevremeno rodene bebe u povecanom riziku od nedostatka

gvozda [295].

Neenezimski antioksidativni sistemi u kolostrumu i zrelom mlijeku su razli¢iti. Iako
je nivo askorbata bio visi u kolostrumu za samo 20% u poredenju sa mlijekom,
kolostrum skoro potpuno unigtava HO® iz Fenton sistema i pokazuje znac¢ajno veci
ukupni antioksidativni kapacitet. Ovo je u skladu sa rezultatima prethodnih studija
koje su uporedivale kolostrum i zrelo mlijeka preko ORAC-a i drugih testova

[260,296].

Nasi rezultati ukazuju da treba razmotriti dodavanje askorbata u pasterizovano
majc¢ino mlijeko prije hranjenja bebe. Dva ispitivanja radena kod odojc¢adi (3-12
mjeseci) i jedno ispitivanje kod djece (12-30 mjeseci) su pokazala da je pojacavanje
kravljeg mlijeka u prahu dodavanjem askorbata i gvozda efikasano u smanjenju
stope anemije i nedostatka gvozda [297-299]. Alternativno, nivo askorbata se moze
povecati u mlijeku prije prerade, bilo dodavanjem askorbata u mlijeko ili

dodavanjem suplementa askorbata u ishranu majki [300].

Obrada obogacenog mlijeka, medutim, moZe dovesti do akumulacije produkata
procesa oksidacije/raspadanja askorbata, $to moZe imati neZeljene efekte. Na
primjer, dehidroaskorbat se transportuje preko transportera glukoze u intestinalne
celije, gdje moZe prouzrokovati trogenje redukovanog nikotinamid adenine
dinukleotidnog-fosfata i glutationa [303, 304]. Termicka obrada mlijeka uti¢e i na

enzimske antioksidativhe komponente (posebno SOD), koji je tesko nadoknaditi,
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tako da treba uzeti u obzir druge metode antimikrobnih tretmana i ¢uvanja majcinog
mlijeka (npr, na -80°C).

Uporedo sa prethodno navedenim analizama, radene su i analize odredivanja
sadrZaja Fe, Cu i Zn i antioksidativni kapacitet seruma majki prijevremeno rodene
djece. Sadrzaj ispitivanih mikroelemenata i antioksidativni kapacitet seruma

prikazani su u Tabelama 23 i 25.

Tabela 23. Sadrzaj ispitivanih mikroelementa u serumu i mlijeku majki i serumu

preterminskih beba

Zn Cu Fe

(mg/1) (mg/1) (mg/1)

Serum majki

Sr. Vr.iS]]D 0,43£0,04 1,9940,19 1,07+0,51
Serum beba 0.76£0.05 0.40£0.00 s011

Sr. vr.xSD A /EULY, ,22+0,
Majc¢ino mlijeko 5 9741 36 0312011 325023

Sr. vr.xSD ¢ ¢ ’ ’ , ,

Srednje vrijednosti sadrzaja Fe, Cu i Zn u serumu majki preterminskih beba je
1,07+0,51; 1,99+0,19 i 0,43+0,04 mg/1, respektivno $to je sli¢no istrazivanjima koja su
radena u Turskoj kada su u pitanju Fe i Cu, dok je sadrzaj Zn pokazao nesto nize
vrijednosti kao u istrazivanjima sprovedenim u Indiji [67,302].

Domelloff i saradnici su ispitivali sadrzaj Fe, Cu i Zn u humanom mlijeku i serumu
majki i dosli do zakljucka da sadrzaj mikroelemenata u mlijeku ne zavisi od
mineralnog statusa majki u prvih devet mjeseci od porodaja, sto ukazuje na ¢injenicu
da postoji aktivni transportni mehanizam u mlije¢noj zlijezdi [247]. Rezultati u ovoj
studiji su u skladu sa literaturnim [26,150]. Korelacije sadrzaja Fe, Cu i Zn u uzorcima
majcinog mlijeka i seruma majki preterminskih beba nakon rodenja rac¢unati preko
Pearson-ovog koeficijenta korelacije prikazani su u tabeli 24 i pokazuju da nema
statisticki znacajne korelacije medu ispitivanim elementima (p>0,05).

Korelacija ispitivanih mikroelemenata Fe, Cu i Zn u infant formulama i maj¢inom

mlijeku terminskih i preterminskih beba prikazana je u tabeli 25.
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Tabela 24. Koeficijent korelacije sadrzaja ispitivanih mikroelemenata u humanom

mlijeku i serumu majki preterminskih beba na rodenju

Fe Cu Zn Fe Cu Zn

(serum) ( serum) (serum) (MM) (MM) (MM)
Fe (serum) 1 0,094 0,011 -0,147 -0,199 -0,395
Cu (serum) 0,094 1 0,309 0,150 0,291 0,237
Zn (serum) -0,011 0,309 1 -0,147 0,328 0,277
Fe (MM) -0,147 0,150 0,147 1 0,126 0,650
Cu(MM) 0,199 0,291 0,328 0,126 1 0,083

Zn(MM) -0,395 0,237 0,277 0,650 0,083 1

Tabela 25. Koeficijent korelacije sadrzaja ispitivanih mikroelemenata u infant

formulama i humanom mlijeku terminskih i preterminskih beba

Fe Cu Zn
Fe 1 - 477 ,342
Cu -,477 1 517
Zn ,342 517 1

Korelacije sadrzaja Fe, Cu i Zn u uzorcima infant formula i maj¢inog mlijeka
terminskih i preterminskih beba nakon rodenja racunati preko Pearson-ovog
koeficijenta korelacije pokazuju da nema statisticki znacajne korelacije medu

ispitivanim elementima (p>0,05).

U tabeli 26 su uporedno prikazane vrijednosti antioksidativnog kapaciteta uzoraka
infant formula, mlijeka i seruma, odredivanjem sposobnosti hvatanja DPPH radikala,
primjenom spektrofotometrijske metode. Na osnovu dobijenih podataka odredivanja
ukupnog antioksidativnog potencijala DPPH metodom moze se zakljuciti da
vrijednosti sposobnost hvatanja DPPH radikala u ispitivanim uzorcima infant
formula veoma varira u zavisnosti od proizvodaca. Uzorak terminskog majcinog
mlijeka ima najvec¢u aktivnost, odnosno najveci stepen sposobnosti hvatanja DPPH
90,3545,68%. Infant formula domaceg proizvodaca “Impamil” Mil 1 i Bebelac 1 imaju
veoma visok % inhibicije, dok uzorak infant formule NAN 1 ima najmanji

antioksidativni potencijal (76, 41 %). Na osnovu dobijenih vrijednosti DPPH za infant
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formule i maj¢ino mlijeko moze se zakljuciti da svaka od formula moze zadovoljiti
potrebe novorodenceta u periodu od 1-6 mjeseci obzirom da formule imaju vedi
antioksidativni kapacitet od maj¢inog mlijeka. Odredivanje antioksidativnog
potencijala u serumu primjenom DPPH metode su radili Chrzczanowicz i saradnici
na uzorcima seruma zdravih volontera. Kroz validacionu studiju su dokazali da
primjenjivost DPPH testa na deproteiniziranim uzorcima seruma pruza brojne
prednosti, u validnosti, prakti¢nosti, jednostavnosti i isplativosti metode kao
sredstva u procjeni antioksidantnog statusa kod ljudi [303]. Primjenom DPPH
metode moZe se zakljuciti da je sposobnost hvatanja DPPH radikala u serumu majki
9,27-12,24% i prijevremeno rodenih beba 6,01-8,22% dok u mlijeku majki
prijevremeno rodjenih beba iznosi 75,68% [33]. Dobijeni rezultati su u skladu sa
literaturnim vrijednostima gde je prema studiji Golalizadeh i saradnika utvrdeno da
postoji veza izmedu nivoa biomarkera oksidativnog stresa u uzorcima krvi majke i

novorodencadi [304].

Tabela 26. Antioksidativni kapacitet infant formula, humanog mlijeka i seruma

odreden DPPH metodom
SOt aafs DPFE
Aptamil 1 80,56+3,14
NAN 1 76,4115,77
Bebelac 1 85,26+2,13
HIPP 81,23+6,81
ImpamilMil 1 84,68+8,90
Mlijeko majki terminskih beba 90,3545,68
Mlijeko majki prijevremeno rodenih beba 75,68+3,24
Serum majki 10,11+2,34
Serum beba 7,21+2,21

Najveéi broj adaptiranih mlije¢nih formula obogadene su vitaminima i drugim
jedinjenjima koja imaju antioksidativni potencijal, $to utiCe na stvaranje visokog
antioksidativnog kapaciteta infant formula. Infant formule imaju visok in vitro
redoks potencijal, koji treba dodatno ispitati u biolosSkom okruzenju. Najbolju

antioksidativnu zastitu u odnosu na infant formule obezbjeduje maj¢ino mleko
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proizvedeno na nac¢in da moze biti potpuno usvojivo i da zadovolji potrebe djetetaa
takode sadrzi i najsnazniji antioksidativni sistem [255]. Infant formule i maj¢ino
mlijeko hvataju hidroksil-radikal pri ¢emu nastaju ugljenik-centrirani i askorbil-
radikal. Direktnim hvatanjem i skupljanjem radikala pomocu tiol-grupa majc¢ino
mlijeko posjeduje visok i mnogo snazniji antioksidativni potencijalu odnosu na infant
formule [305]. Zahvaljujuc¢i navedenoj ¢injenici maj¢ino mlijeko je veoma znacajno za
ishranu, rast i razvoj odoj¢adi, koji imaju nedovoljno razvijen imuni sistem, $to ih ¢ini
koji su povezani sa povecanom produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.

U tabeli 27 je prikazan Pearsonov koeficijent korelacije izmedu ispitivanih
mikroelemenata i sposobnosti hvatanja DPPH radikala u ispitivanim infant

formulama.

Tabela 27. Pearsonov koeficijent korelacije mikroelemenata i DPPH u infant

formulama
Element Zn DPPH Cu Fe
Zn 1 -,362 ,352 812
DPPH -,362 1 ,147 -,727
Cu ,352 ,147 1 -,043
Fe ,812° -,727 -,043 1

Na osnovu rezultata iz tabele 27 mozZe se zakljuciti da ne postoji statisticki znacajna
korelacija izmedu sadrzaja Fe, Cu, Zn i antioksidativnog kapaciteta u uzorcima infant

formula odredenog DPPH metodom jer je p>0,05.
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V. ZAKLJUCCI
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1. U ovom radu je prikazan jedan brz, lak, ekonomican i jednostavan nacin za
pripremu uzoraka (bez degradacije) kako bi se odredili Fe, Cu i Zn u
tragovima u maj¢inom mlijeku i infant formulama za uzrast do 6 mjeseci.

2. Ovakan nacin pripreme uzoraka spada u “zelene” metode pripreme jer ne
zahtijeva utroSak agresivnih hemikalija, za razliku od metode pripreme
mikrotalasnom digestijom, i u potpunosti je ekoloski prihvatljiv.

3. Na osnovu validacione studije zaklju¢ilo se da su analiticki parametri
(linearnost, preciznost i tacnost) zadovoljavajuci za odredivanje Zn i Cu ICP-
OES i Fe FAAS tehnikom.

4. Predlozeni metod pripreme uzorka (rastvaranje u Mili Q vodi) je tacan i
veoma pouzdan i moze se primjeniti i za klini¢ko odredivanje elemenata u

tragu u bioloskim uzorcima.

5. Tjelesna masa terminske i preterminske novorodencadi se povecavala u
periodu od prvog dana do 6 mjeseci nakon porodaja i nije pokazala znacajnu

korelaciju sa koncentracijama Fe, Cu i Zn u humanom mlijeku.

6. Sadrzaj gvozda, bakra i cinka se nije razlikovao u serumima terminske i
preterminske novorodencadi sa i bez neonatalne Zutice. Pored toga, nije bilo
statisticki znacajne razlike u koncentracijama ispitivanih elemenata u serumu
odojc¢adi razli¢itog pola. Koncentracije ispitivanih elemenata su vremenom
opadale u ispitivanim uzorcima mlijeka. SadrZaj cinka u serumu je rastao i
kod terminskih i preterminskih beba, dok je sadrzaj gvozda i bakra opadao

kod terminskih a bio konstantan kod preterminskih beba.

7. Koncentracije Fe, Cu i Zn su nize u mlijeku majki preterminskih beba sto se
objasnjava prijevremenim porodajem i nemogucnoscu stvaranja dovoljnih
koli¢ina i zaliha mikroelemenata.

8. Koncentracija Fe u serumu terminskih beba prvog dana pokazala je znacajnu

negativnu korelaciju sa gestacijom dok je koncentracija Cu u mlijeku prvog

dana pokazala znacajnu pozitivnu korelaciju sa gestacijom.
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9. Postoji znacajna pozitivna korelacija koncentracija Zn u serumu i mlijeku u
Sestom mjesecu kod terminskih beba, dok za gvozde i bakar ne postoji

znacajna korelacija.

10. U uzorcima humanog mlijeka terminskih beba moZe se zakljuciti da se javlja
pozitivna korelacija dvadeset osmog dana laktacije izmedu Cu i Zn i Fe i Zn,
dok ne postoji znacajna korelacija izmedu Fe i Cu. Pozitivne vrijednosti
korelacionih koeficijenata ukazuju da su metabolizam Cu i Zn u mlijeku
povezani, koriste povezan transportni sistem, ulaze u sastav istog enzima u
mlijeku Cu/Zn SOD. Korelacija izmedu Fe i Zn moZe se objasniti koris¢enjem

istog mehanizma vezivanja, transporta i skladiStenja pomenutih elemenata.

11. Za bakar je nadena znacajna pozitivnha korelacija za serum i mlijeko
preterminskih beba prvog i dvadeset osmog dana, dok je znacajna pozitivnha
korelacija za cink u serumu i mlijeku nadena dvadeset osmog dana, tj. za kraj
neonatalne faze. Ovo ukazuje da nivo Cu i Zn u serumu novorodenceta za
ovu fazu razvica (neonatalnu) zavisi od raspolozive koli¢ine Cu i Zn u hrani
odnosno u mlijeku i definisano je dostupnim Cu i Zn u mlijeku.

12. Srednje jaka pozitivna korelacija se javlja tokom cijelog perioda laktacije, Cu i
Zn u uzorcima humanog mlijeka za preterminske bebe. Srednje jaka pozitivna
korelacija je nadena izmedu Fe i Zn u preterminskom mlijeku prvog dana i
jaka pozitivna korelacija nakon Sest mjeseci, dok ne postoji znacajna korelacija
izmedu Fe i Cu. Kao i u slu¢aju uzoraka humanog mlijeka terminskih beba i
ovdje je rezultat pozitivne korelacije izmedu Cu i Zn i Fe i Zn njihov
"metabolizam" tj. kori$éenje istih transportnih proteina.

13. Koli¢ina cinka u mlijeku zadovoljava nutritivne potrebe odojceta tokom
neonatalnog perioda, ali drasti¢an pad u Sestom mijeseci laktacije ukazuje da
su odojcad koja se isklju¢ivo hrane majc¢inim mlijekom izlozena riziku od
nedostatka cinka. Dobijeni podaci bi trebalo da uti¢u na poboljsanje kvaliteta

dojenja u Srbiji.
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14. Za razliku od cinka koli¢ine gvozda i bakra u humanom mlijeku mogu
zadovoljiti potrebe kako terminske tako i preterminske novorodencadi u

ispitivanom periodu.

15. Sadrzaj Fe, Cu i Zn u kolostrumu i zrelom mlijeku podvrgnutom razli¢itim
procesima obrade (zamrzavanje i pasterizacija) nije uticao na antioksidativne
osobine humanog mlijeka. Maj¢ino mlijeko je hrana koja sadrzi antioksidanse i
esencijalne mikroelemente. Potvrdeno je da postoji korelacija izmedu sadrzaja
elementa u tragovima i antioksidativnog potencijala humanog mlijeka. Rezultati

ukazuju na mogucée mehanizme dobrih efekata maj¢inog mlijeka.

16. Metoda ORP prikazana u ovoj doktorskoj disertaciji je primijenjena po prvi put za
odredivanje antioksidativnog statusa maj¢inog mlijeka. Nize vrijednosti ORP
ukazuju na veéi antioksidativni status humanog mlijeka Sto je u korelaciji sa
sadrzajem esencijalnih mikroelemenata, dok nizi ORP ukazuje na veéi sadrzaj

mikroelemenata u mlijeku.

17. Visa koncentracija Fe, Cu i Zn u humanom mlijeku (kolostrum) uti¢e na

povecanje neenzimskog antioksidativnog potencijala mlijeka.

18. Pasterizacija i ¢uvanje ne uti¢u na neenzimski antioksidativni status maj¢inog
mlijeka. Pokazano je da su neenenzimski antioksidativni sistemi u kolostrumu i
mlijeku razlic¢iti. Efekti obrade tj. zamrzavanje i pasterizacija, mogu biti djelimi¢no

kompenzovani dodavanjem askorbata u mlijeko, prije upotrebe.

19. Potrebno je sprovesti dalja istrazivanja o faktorima koji uti¢u na status cinka kod
odojcadi i majki, posebno kod beba koje se isklju¢ivo hrane majc¢inim mlijekom i
dodatno ispitati koncentracije cinka u majé¢inom mlijeku, krvi i serumu.

20. Ne postoji statisticki znacajna korelacija izmedu sadrzaja Fe, Cu i Zn i
antioksidativnog kapaciteta infant formula.

21. Koncentracija elemenata u tragovima, Fe, Cu i Zn, u humanom mlijeku nije
povezana sa mineralnim statusom majki Sto ukazuje da je aktivni transportni

mehanizam metala razvijen u mlije¢noj Zlijezdi.
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22. U serumu beba i mlijeku i serumu majki prijevremeno rodjenih beba je odredena
antioksidativna aktivnost koja je u skladu sa literaturno dostupnim podacima za
ove grupe ispitanika.

23. Humano majc¢ino mlijeko ima najvisi antioksidativni kapacitet u odnosu na infant
formule i prilagodeno je potrebama odoj¢adi. Maj¢ino mlijeko je vazno za
novorodencad, koja su izloZzena djelovanju brojnih slobodnih radikala i
reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, u neonatalnim jedinicama. Stoga, veoma je bitno
zapoceti ranu ishranu beba maj¢inim mlijekom i na taj nacin zastititi odoj¢ad od

oksidativnog stresa.
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ITpwuor 1.

V3jaBa 0 ayTOpCTBY

I[MTormcanm wujana ‘byposuh

U3jaBrpyjeM

71a je JOKTOPCKa AycepTaliyja Mof, HacJIOBOM

JVcrmTuBame KoHIleHTpanyja reoxkba, rimaka v 0akpa v aHTUMOKCUIIATUBHOT

cTaTyca v MajYMHOM MJIMjEKY, cepyMy 0eba v Majkm v XpaHM 3a omojyam”

¢ pe3yJITaT COIICTBEHOT VICTPaKMBavYKoOI palia,

*Ta IIperyIoKeHa AyvicepTaliija y [jeIHY Hi Y AjelIoBrMa Hije Orula IIpeyIoskeHa 3a
noOujarse G110 Koje AUIUIOMe ITpeMa CTYIMjCKMM ITporpaMmumMa ApyTux

BVICOKOIIIKOJICKVX YCTaHOBa,
*a cy pesyJiTaTyi KOpeKTHO HaBedeHW U

¢ Ta HMYICaM KpIIno / JIa ayTOPCKa IIpaBa M KOPVICTVMO MHTEJIEKTYalIHy CBOjT/IHy APpyrmx

JTIaA.

IToriic nokTOopaHaa

Y beorpany,

XiX
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ITpwor 2.

V3jaBa 0 MCTOBjeTHOCTH IITaMIIaHe 1 eJIEKTPOHCKe Bep3uje
OOKTOPCKOTI paga

Vme v mipesume ayTopa: [dujana Byposuh

Hacios pana: JVcrmmTuBame KoHIleHTpalvja reoxba, IMHKa 1 0akpa v

AHTMOKCUIATMBHOL CTaTyca vV MajumMHOM MIMjeKy, cepyMy 0eba v Majku M XpaHu 3a

onojuan”

MemnTop: apod. np Mupociias M. Bpsuh

ITormmcanm

V3jaBJbyjeM [ia je IITaMIlaHa Bep3uja MOT IOKTOPCKOI pajia MCTOBjeTHa eJIeKTPOHCKO]
Bep3uju KOjy caM TIIpedao/isa 3a oOja/buBame Ha IopTasly dururaaHor

peniosutopujyma Yausepsurera y beorpamy.

[o3BorpaBaM ma ce oOjaBe MOjy JIMYHM IIOJAIM Be3aHM 3a OOOMjarke aKaIeMCKOT
3Barba JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MMe ¥ IIpe3VuMe, FOAMHA U MjecTO pobera U

maTyM ofOpaHe paja.

OBu IMYHM TOAAIM MOTY ce O0jaBUTM Ha MpPeXHUM CTpaHWMIlaMa AUTUTaIHe
OubsmmoTreke, y eJeKTpPOHCKOM KaTajlory M y nyOnmkanmjamMa YHUBep3uTeTa y

beorpamy.

IToriic mokTOopaHaa

Y beorpany,
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ITpwor 3.

U3jaBa o kopuiihewy

Osnanthyjem YHuBepsurtetcky 6ubimoteky , Cerozap Mapkosuh” ma y dururanxam
perno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy TOKTOPCKY AMcepTaiyjy IO,

HaCJIOBOM:

JVlcrmTuBame KOHIIeHTpalmja rBoxba, IIMHKa ¥ 0akpa ¥  aHTUMOKCUIATUBHOL

craryca v MajumMHOM MJIMjeKy, cepyMy 0eba v Majku v XxpaHu 3a ogojuan”

KOja je MOje ayTOPCKO JIjesIo.

Hucepranjy ca cBMM HOpwiIo3uMa IIpefao/ja caM y eJIeKTpPOHCKOM dopmMaTy

IIOrO/THOM 3a TPajHO apXMBUparbe.

Mojy mokTOpcKy aucepranyjy IHoxparbeHy |y JdururaiHm - pernosuTopujym
Ynusepsurera y beorpagy mory ma Kopucrte cBu Koju HOIITY]y ofpende cagpkKaHe y
opgabpanom Tuiy ymileHile Kpeatusne sajenauie (Creative Commons) 3a Kojy cam

ce O[Iyuno/ 1a.

@AYTOPCTBO
2.AyTOpCTBO — HEKOMEPLIVjaJIHO
3.AyTOpCcTBO - HeKOMepljaJIHO - Oe3 Impepaje
4.AyTOPCTBO — HEKOMEPLIMjaJIHO — SVjeJIUTH II0/, VICTVIM YCJIOBMMA
5.AyTtopcTBo - 6e3 mpeparie
6.AyTOPCTBO — AMjeJINTY MO VICTUIM yCJIOBMMA
(MonmMo fa 3a0Kpy>kKuTe camo jeHy Of, IIeCT IIOHyDeHMX JIUIeHIV, KpaTakK OITVC
JIALIeHIIM AaT je Ha rosebuHm mcTa).

ITorninc nokTopaHaa

Y beorpany,
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1. Ayropcto - [lo3BoibaBaTe yMHOXaBambe, IVCTPUOYLMjy W  jaBHO
caoIlllITaBarbe Jlejla, M Ipepajie, ako ce HaBe[e VMe ayTopa Ha HaduMH
ofgpeben of1 cTpaHe ayTopa WiIM JaBaolia JIMIIeHIle, YaK ¥ y KOMeplyjajiHe

cepxe. OBo je Hajcs10001HMja O, CBMX JIVILIEHIIN.

2. AyTopcTBO - HeKOMepLMjasiHO. Jo3BosbaBaTe YMHOXaBatbe, OVCTPUOYLVjy
VI jaBHO CaoIlIlITaBarbe [ella, VI IIpepaze, ako ce HaBeJle Me ayTopa Ha HauMH
ogpeben op crpaHe ayTopa wiu Jgasaolla Jjmnenie. Opa JuieHIla He

103B0JbaBa KOMeplMjaIHy yIIOTpely Jera.

3. AyTOpcTBO - HEKOMepIIMjalHO - Oe3 mpepane. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBarbe,
AUCTpUOYIIMjy ¥ jaBHO caoIlllITaBaibe jeila, Oe3 IpoMeHa, IIpeoOIMKoBarba
Wi ynorpebe Iiesla y CBOM [iejly, akO ce HaBelle VMe ayTopa Ha HadlH
onpebeH on crpaHe ayTopa wiIM aBaolia juieHile. Opa JMIleHIIa He
J03BO/baBa KOMepILMjaJIHy yIoTpeOy pgena. Y opgHoOCcy Ha cBe ocTaje
JIMIIeHIle, OBOM JIMIIEHIIOM ce orpaHmYaBa Hajsehn o6um npasa Kopuithersa

esa.

4. AyTOpCTBO - HeKOMepIIMjaJIHO — AeJINTHU IO MCTUM ycjioBuMa. [lo3BospaBaTe
yMHOXXaBarbe, AVICTPUOYIINjy U jaBHO CaoIIIIITaBarbe [IejIa, VI IIpepajie, ako ce
HaBefle MMe ayTopa Ha HauuH ofpebeH op cTpaHe ayTopa win AaBaolla
JMIeHIle ¥ aKo ce IIpepajga AUCTpuOywMpa IO, WMCTOM WIM CIMYHOM

muentioM. OBa JInileHIa He J03BO/baBa KOMepIMjaIHy yIIOTpeOy Iesa u

npepaja.

5. AytopctBOo - 0Oe3 mpepapne. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBarbe, OUCTPUOYLIjYy U
jaBHO caoIlTaBamke [ejla, Oe3 ImpoMeHa, NpeolIMKOBarba WV yIIOTpede
ieJIa y CBOM [IeJly, aKo ce HaBelle MIMe ayTopa Ha HauuH ofpebeH of cTpaHe
ayropa wiv pdasaolia ymileHile. OBa JIMIIeHITa 03BOJbaBa KOMePIIVjaTHY
yroTtpe0y gesna.
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6. AyTOpcTBO - HelUTU IO WCTUM YcCJjIoBMMa. [lo3BojbaBaTe yMHOXKaBakbe,
AUCTpUOYIIM)y ¥ jaBHO caollllTaBabe Jejla, 1 Ipepaje, ako ce HaBele VMe
ayTopa Ha HauMH ofpebeH of cTpaHe ayTopa WIM JaBaolia JIMIIeHIIe U aKo
ce Ipepada OUCTpuOyMpa MOA WMCTOM WIM CIVMYHOM JmileHIIoM. OBa
JIMIIeHIIa J03BO/baBa KOMepLMjaliHy yIoTpeOy nesa u npepaga. CimdHa je

codpTBepCcKMM JIMIIeHI]aMa, OJJHOCHO JIMIIeHIlaMa OTBOPEeHOT KoJia.
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