NASTAVNO-NAUCNOM VECU HEMIJSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Odlukom Nastavno-nau¢nog veca Hemijskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu, sa sednice odrzane 10. marta 2016. godine, imenovani smo za ¢lanove
Komisije za pregled, ocenu i odbranu doktorske disertacije kandidata mr Dijane D.
PUROVIC, diplomiranog hemidara za istraZivanje i razvoj, specijaliste sanitarne
hemije, Instituta za javno zdravlje Podgorica, pod naslovom: “ISPITIVANJE
KONCENTRACIJE GVOZPA, CINKA I BAKRA I ANTIOKSIDATIVNOG
STATUSA U MAJCINOM MLIJEKU, SERUMU BEBA I MAJKI I HRANI ZA
ODOJCAD”.

Nakon pregleda predate doktorske disertacije, Komisija podnosi sledeci:

IZVESTAJ
A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija mr Dijane D. Purovi¢ pod navedenim naslovom napisana
je na 156 strana formata A4, sa proredom 1,5 (2400 karaktera sa razmakom). Sadrzi 27
tabela i 50 grafickih prikaza i slika. Podeljena je na slede¢a poglavlja: Uvod (6 strana),
Pregled literature (51 strana), Materijal i metode (11 strana), Rezultati i diskusija (48
strana), Zakljucci (4 strane) i Literatura (32 strane) sa 305 literaturnih navoda.
Disertacija pored navedenog sadrzi i Spisak skracenica, lzvod, Abstract i Biografiju sa
bibliografijom kandidata, kao i potrebne Izjave u skladu sa zahtevima za repozitorijum.

U Uvodu kandidat definiSe predmet istrazivanja doktorske disertacije koja se
odnosi na ispitivanje nove metode pripreme uzoraka infant formula i humanog mleka
zasnovane na ekoloskim principima, bez utroska agresivnih hemikalija u cilju
odredivanja sadrzaja gvozda, bakra i cinka. Tema doktorske disertacije obuhvata
uporedno ispitivanje sadrZaja gvozda, bakra i1 cinka u humanom mleku i serumu beba u
periodu laktacije, od prvog dana (ukljucujuci i kolostrum) do 6 meseci. Osim navedenih
elemenata ispitivan je i ukupan antioksidativni potencijal humanog mleka, infant
formula i seruma majki i beba. Ispitivanje znacaja mikroelemenata maj¢inog mleka,
infant formula i seruma kao i antioksidativhog potencijala obuhvata uporedna
ispitivanje primenom ICP-OES (indukovano spregnuta plazma-opticki emisioni
spektrometrija) i FAAS (plamena atomsko apsorpciona spektrometrija) metoda za
odredivanje koncentracija navedenih elemenata, primenu metoda odredivanja kapaciteta
apsorpcije kiseoni¢nog radikala (ORAC), oksidativno redukcionog potencijala (ORP) i
elektron-paramagnetne rezonance (EPR), kojima se moze relativno lako i jednostavno
odrediti ukupan antioksidativni potencijal humanog mleka i hrane za bebe, kao i DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metodu za evaluaciju antioksidativnog kapaciteta majc¢inog
mleka, infant formula i seruma majki i beba.

Odeljak Pregled literature daje opis znacaja ispitivanih mikroelemenata, njihov
metabolizam i sadrzaj u humanom mleku, infant formulama i serumu kao i preporucen
dnevni unos u cilju odrzavanja njihovog balansa u organizmu. Dat je kratak pregled
metoda pripreme uzoraka i1 instrumentalnih metoda za odredivanje elemenata u
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tragovima. Takode je opisan mehanizam antioksidativnog dejstva i metoda za
odredivanje antioksidativnog kapaciteta-(EPR, ORP i DPPH). U ovom delu je dat opis
sastava i antioksidativnih svojstava maj¢inog mleka i nekih infant formula.

Poglavlje Materijal i metode sadrzi detaljno opisane ispitivane uzorke i njihove
karakteristike, postupak validacije primenjenih metoda (ICP-OES i FAAS), postupke za
odredivanja ukupnog antioksidativnog potencijala uzoraka majc¢inog mleka i hrane za
bebe, i to ORAC, ORP, EPR uz “spin traping” i DPPH metoda ispitivanja
antioksidativnog kapaciteta seruma majki i beba, maj¢inog mleka i infant formula.

Rezultati i diskusija prikazuju rezultate dobijene tokom istrazivanja i njihovu
diskusiju, i to: a) novi nacin pripreme uzorka humanog mleka i infant formula bez
degradacije primenom ICP-OES i FAAS kroz validacionu studiju, b) sadrzaj gvozda
FAAS, bakra i cinka ICP-OES metodom u mleku majki terminskih beba i serumu beba
u periodu od 6 meseci laktacije, c) sadrzaj gvozda FAAS, bakra i cinka ICP-OES
metodom u mleku majki preterminskih beba i serumu beba u periodu od 6 meseci
laktacije, d) uticaj koncentracije gvozda, bakra i cinka na antioksidativni status
maj¢inog mleka, seruma majki i beba, i infant formula, €) antioksidativni kapacitet
humanog mleka nakon razli¢itih postupaka obrade merenjem EPR i ORP, f)
antioksidativni kapacitet seruma majki i beba, kao i mleka i infant formula primenom
DPPH metode, Q) statisti¢ka analiza dobijenih rezultata.

Autor u delu Zakljuéci sumira i ukratko opisuje najznacajnije rezultate svoga
rada.

B. PRIKAZ POSTIGNUTIH REZULTATA

U okviru ove doktorske disertacije u prvoj fazi radena je uporedna validacija
ICP-OES i FAAS metoda nakon pripreme uzoraka infant formula i referentnog
materijala na brz, jednostavan 1 ekoloski prihvatljiv nacin bez upotrebe agresivnih
hemikalija, jednostavnim rastvaranjem uzorka u Mili-Q vodi. Za ispitivane cinka,
gvozdja i bakra, kao najvaznijih esencijalnih elemenata u tragovima, koeficijenti
korelacije su bili veci od vrednosti potrebnih za metodu (R>0,999). Unutar mernog
opsega, odstupanja od teorijskih vrednosti nisu prelazila 5%. Standardna devijacija (SD)
bila je 4% za Zn, 8% za Fe, 1 % za Cu primenom ICP-OES metode i 3 % za Zn, 3 % za
Fe i 0.6 % za Cu odredjene FAAS tehnikom. Koeficijent varijacije (CV) je bio
prihvatljiv za humane uzorke (CV < 7 %). Prosecan procenat prinosa (recovery) kretao
se u rasponu od 90% do 94% za Zn, 90% do 102% za Cu prema ICP-OES i 97 % do
103 % za Fe prema FAAS. Na osnovu validacione studije moze se zakljuciti da su
analiticki parametri (linearnost, preciznost 1 ta¢nost) zadovoljavajuc¢i za odredivanje Zn
I Cu ICP-OES i Fe FAAS tehnikom.

Nakon validacije ICP-OES i FAAS metoda odreden je sadrzaj Fe, Cui Znu 116
uzoraka humanog mleka majki terminskih i preterminskih beba kao i sadrzaj ovih
mikroelemenata u serumu beba. Glavni cilj je bio da se odrede koncentracije gvozda,
bakra i cinka u humanom mleku i serumu odojcadi i definiSe postojanje korelacije medu
uzorcima tokom perioda laktacije (prvi dan do 6 meseci). Ova vrsta studije uradena je
po prvi put na ovim prostorima i dobijeni podaci su veoma korisni za definisanje statusa
ispitivanih mikroelemenata kod dojilja i uticaj na njihove vrednosti u serumu odoj¢adi.
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 odojcadi razli¢itog pola.
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Koncentracije ispitivanih elemenata su vremenom opadale u uzorcima humaniog mleka.
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.

U okviru ove disertacije ispitivan je uticaj pasterizacije i C¢uvanja na
antioksidativne parametre maj¢inog mleka kao i na sadrzaj esencijalnih
mikroelemenata, Fe, Cu i Zn. Merenjem ORAC i ORP ispitivan je antioksidativni
potencijal humanog zrelog mleka i kolostruma. Metoda ORP prikazana u ovoj
doktorskoj disertaciji je primenjena po prvi put za odredivanje antioksidativnog statusa
maj¢inog mleka. Pasterizacija i Cuvanje zrelog mleka nisu uticali na ukupan neenzimski
antioksidativni kapacitet i ORP. Sadrzaj esencijalnih mikroelemenata je u kolostrumu
bio najveci §to zajedno sa niZzim vrednostima za ORP doprinosi ¢injenici da kolostrum
ima najve¢i antioksidativni potencijal. Neenezimski antioksidativni sistemi u
kolostrumu i zrelom mleku su razli¢iti. Primenom EPR metode merenja
antioksidativnog potencijala, kolostrum i zrelo mleko pokazali su znacajnu sposobnost
vezivanja hidroksil-radikala pri ¢emu je kolostrum pokazao superiorno antioksidativno
dejstvo u poredenju sa zrelim mlekom, jer skoro potpuno uklanja HOe iz Fenton
sistema. Majcino mleko obezbeduje bolju antioksidativnu zastitu nego infant formule,
jer sadrzi snazniji antioksidativni sistem. Maj¢ino mleko neutralise hidroksil-radikal pri
¢emu nastaju ugljenik-locirani i askorbil-radikal. Nastajanje ovih vrsta je manje kod
infant formula u poredenju sa maj¢inim mlekom, pri istoj produkciji HOe radikala.
Sadrzaj Fe, Cu i Zn se nije zna¢ajno razlikovao u uzorcima zrelog, pasterizovanog i
zamrznutog mleka, dok je u kolostrumu bio najveci $to zajedno sa nizim vrednostima za
ORP doprinosi ¢injenici da kolostrum ima najveci antioksidativni potencijal. Takode,
komparacijom sadrzaja mikroelemenata i antioksidativnhog potencijala u ispitivanim
uzorcima, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna korelacija izmedu sadrzaja Fe,
Cu i Zn i antioksidativnog kapaciteta infant formula.

Tokom rada kandidat je primenio i metodu UV/VIS spektrofotometrije, za
merenje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala u infant formulama, humanom mleku
I serumu majki i preterminskih beba.

Antioksidativni potencijal seruma majki je ve¢i u odnosu na serum prevremeno
rodenith beba §to ukazuje na cCinjenicu da postoji veza izmedu nivoa biomarkera
oksidativnog stresa u uzorcima krvi majke i novorodencadi. Humano mleko ima najvisi
antioksidativni kapacitet u odnosu na infant formule i prilagodeno je potrebama
odojcadi. Majcino mleko je vazno za novorodencad, koja su izloZzena djelovanju brojnih
slobodnih radikala 1 reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, u neonatalnim jedinicama.

Dobijeni eksperimentalni podaci obradeni su bioinformati¢kim programima.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA REZULTATIMA IZ
LITERATURE

Esencijalni mikroelementi, odnosno elementi u tragovima, su supstance koje
¢ine manje od 0,01% ukupne telesne mase. Gvozde, cink i bakar spadaju u osnovne
elemente koji su neophodni za rast i razvoj kako odojéadi tako i tokom celog 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 deo
aktivnog mesta ili kofaktori antioksidativnih enzima, te se mogu ponaSati i kao
antioksidansi. Biodostupnost esencijalnih mikroelemenata kod odojc¢adi isklju¢ivo
zavisi od kvaliteta majcinog mleka, tj. od sadrzaja nutrijenata u maj¢inom mleku,
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duzine dojenja 1 fizioloSkih faktora kao S$to su apsorpcija nutrijenata i uzimanje
suplemenata, kako u trudnoci tako i u procesu dojenja. Veoma je vazno poznavanje
koncentracija esencijalnih mikroelemenata, posebno Zn, Cu, i Fe i oksidativnog statusa
humanog mleka tokom laktacije i u infant formulama, za definisanje prehrambenih
potreba za pojedine nutrijente i razumevanje fiziologije njihovog izlucivanja.

Oksidativni stres se ¢es¢e pojavljuje u toku neonatalnog perioda, posto mlade
gestaciono doba ima slabiji antioksidativni kapacitet i moze da dode do povecanja
koncentracije slobodnih radikala 1 reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Dosadasnjim
istrazivanjima je utvrdeno da majc¢ino mleko ima veoma veliki antioksidativni kapacitet
u odnosu na infant formule, kao zamenu za maj¢ino mleko.

lako je mineralni sastav i aktivnost osnovnih antioksidanasa mleka poznat,
postoji potreba da se pronadu brze i jednostavnije metode za ispitivanje sadrzaja
mikroelemenata i ukupnog antioksidativnog potencijala mleka. Do sada su razvijene
razli¢ite metode pripreme i merenja ovih komponenti u bioloskih te¢nostima, koje su
korisne za dobijanje ukupne slike o mineralnom statusu mleka i seruma kao i
antioksidativnog potencijala telesnih tec¢nosti i njihove promene u razli¢itim uslovima.
Medutim, u literaturi su nedovoljno poznate jednostavne i brze metode pripreme koje ne
zahtevaju primenu i utroSak hemikalija $to je od znacaja i za oCuvanje zivotne sredine, i
koje smanjuju vreme analize, a samim tim su i ekonomski isplativije, kao i tehnike za
odredivanje ukupnog antioksidativnog potencijala mleka za bebe, iz originalnog uzorka,
bez prethodnog tretmana, $to je trend zelene analitiC¢ke hemije i analiticke biohemije.

Metode pripreme i analize testirane u ovoj doktorskoj disertaciji primenjene su
prvi put za odredivanje mineralnog i antioksidativnog potencijala humanog mleka 1
vaznih dijetetskih proizvoda-hrane za odojcad. Rezultati disertacije primenom nove
validovane analiticke metode omogucéavaju brze, ekonomicnije i jednostavnije
odredivanje mineralnog sastava u odnosu na sadrzaje Fe, Cu i Zn u razli¢itim uzorcima
humanog mleka, infant formula i seruma primenom savremenih instrumentalnih
metoda. Takode, dobijeni rezultati ukazuju na povezanost sadrzaja pojedinih
mikroelemenata na ukupan antioksidativni potencijal razlicitih hrana za bebe, primenom
savremenih instrumentalnih tehnika i tako daju doprinos fundamentalnim saznanjima o
ishrani odojc¢adi od prvih dana Zivota, a narocito prevremeno rodene dece i dece rodene
sa malom telesnom masom (manje od 1000 g). Rezultati prikazani u ovom doktoratu
ukazuju na mogucu primenu novih metoda kojima moze lako i jednostavno da se odredi
ukupni mineralni i antioksidativni potencijal maj¢inog mleka i infant formula, bez
prethodnog tretmana. Takodje, antioksidativni potencijal je vazan pokazatelj znacaja
hrane za bebe u spre¢avanju oksidativnog stresa u postnatalnom doba.

Dobijeni rezultati upucuju i na moguce mehanizme dobrih efekata majcinog
mleka na sadrzaj esencijalnih mikroelemenata kod odojcadi koji doprinose rastu i
razvoju beba sve u cilju definisanja optimalnog nacina ishrane beba koji ¢e zadovoljiti
potrebe za mikroelementina u period od 1 do 6 meseca. Podaci o mineralnom sastavu i
antioksidativnom potencijalu humanog mleka tokom laktacije i u infant formulama su
vazni za definisanje prehrambenih potreba za pojedine nutrijente i razumevanje njihove
fiziologije. Primenjene metode mogu da budu relevantne za brzo i rutinsko merenje
mineralnog i ukupnog antioksidativnog potencijala mleka, infant formula i seruma kao i
za njihovu kvantitativu analizu.



D. OBJAVLJENI NAUCNI RADOVI I SAOPSTENJA KOJI CINE DEO
TEZE

Rad objavljen u vrhunskom medunarodnom ¢asopisu (M2;)

1. V. Marinkovié¢, M. Rankovi¢-Janevski, S. Spasi¢, A. Nikoli¢-Koki¢, N. Lugonja, D.
Djurovié, S. Mileti¢, M.M. Vrvi¢, 1. Spasojevi¢, Antioxidative activity of colostrum
and human milk: Effects of pasteurization and storage, Journal of Pediatric,
Gastroenterology and Nutrition, 62 (2016) 901-906 (1F015=2,400, Pediatrics 27/120).

Rad objavljen u istaknutom medunarodnom ¢asopisu (M>y)

1. D. Djurovi¢, B. Milisavljevi¢, B. Mugosa, N. Lugonja, S. Mileti¢, S. Spasi¢, M.
Vrvi¢, Zinc concentrations in human milk and infant serum during the first six
months of lactation, Journal of Trace Eelements in Medicine and Biology, 42 (2017)
75-78 (IF2015=2,550, Biochemistry and Molecular Biology 156/289).

Rad objavljen u medunarodnom ¢asopisu (Ms)

1. D. Purovi¢, B. Milisavljevi¢, M. Nedovi¢-Vukovi¢, B. Potkonjak, S. Spasi¢, M.M.
Vrvi¢, Determination of microelements in human milk and infant formula without
digestion by ICP-OES, Acta Chimica Slovenica, DOI: 10.17344/acsi.2016.2582
(IF2015=1,167, Chemistry, Multidisciplinary 107/163).

Saopstenja sa medunarodnog skupa Stampana u izvodu (M3y)

1. M.M. Vrvi¢, N. Lugonja, S. Spasi¢, V. Marinkovi¢, D. Djurovi¢, B. Mugosa; Are
preterm human milk fortifiers good solution for preterm infants nutrition?
Book of Apstracts of The Food Factor | Barcelona Conference, Bacelona (Spain),
2016, p. 14.

2. D. Purovi¢, M. Vrvi¢, B. Mugosa, Determination of zinc and copper in infant
formula at Montenegrin market by ICP-OES, Book of Abstracts: Food Quality &
Safety, Health & Nutrition, Skoplje (Macedonia), 2015, p. 135.

E. ZAKLJUCAK

Na osnovu izloZzene analize doktorske disertacije mr Dijane BDurovic,
diplomiranog hemicara za istrazivanje i razvoj, Komisija je dosla do zakljucka da ona
predstavlja originalan nauc¢ni doprinos u oblasti biohemije, posebno biohemije hrane i
ishrane odoj¢adi, kako u fundamentalnom, tako i u primenjenom domenu u odnosu na
esencijalne mikroelemente (cink, gvozdje i bakar) i antioksidativnih osobina maj¢inog
mleka i infant formula i seruma majki i beba.

Deo istrazivanja iz teze kandidat je publikovao kroz tri nauc¢na rada u ¢asopisima
medjunarodnog znacaja iz kategorija Ma;, M2z i Mas, od kojih je na poslednja dva prvi
autor, a na treCem 1 autor za korespondenciju. Koautor je i dva saopStenja na
medunarodnim nau¢nim skupovima koji su Stampani u izvodu (Mag).

Imajuéi u vidu rezultate do kojih je kandidat doSao u svojim istrazivanjima
prikazanim u doktoratu, kao i njihov naucni i prakti¢ni znacaj, zadovoljstvo nam je da
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predlozimo Nastavno-nau¢nom ve¢u Hemijskom fakultetu Univerziteta u Beogradu da
podnetu doktorsku disertaciju mr Dijane D. PUROVIC, diplomiranog hemi¢ara za
istrazivanje i razvoj, pod naslovom: ,ISPITIVANJE KONCENTRACIJE
GVOZDA, CINKA I BAKRA 1 ANTIOKSIDATIVNOG STATUSA U
MAJCINOM MLIJEKU, SERUMU BEBA I MAJKI I HRANI ZA ODOJCAD¥,
prinvati i odobri njenu javnu odbranu za sticanje naucnog stepena DOKTOR
BIOHEMIJSKIH NAUKA.
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