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2. ЗНАЧАЈ И НАУЧНИ ДОПРИНОС ИСТРАЖИВАЊА 

 

Значај истраживања; 

Бројне студије у свијету, као и претходна истраживања кандидата су 
недвосмислено показале дејство газираних напитака, посебно кола типа на 
површинску структуру глеђи. Исто тако потрошња кола напитака је у све већем 
порасту, посебно код младих, па поједине анкете биљеже да их користе чак и дјеца 
од двије године. Због тога је значајно да се преиспитају све могућности додатне 
заштите глеђи. 

Предложено истраживање представља оргинални допринос изучавању 
механизама заштите зуба од спољашњих некариозних фактора. Сам аутор, али и 
бројни други истраживачи су указали на деструктивна својства газираних напитака 
по наноструктуру кристалне решетке зубне глеђи. Али мали број је објављених 
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студија о могућим заштитним факторима.  

Кандидат истиче да испитивање природних материја које имају способност да 
опорављају зубну глеђ или појачају њену отпорност није значајно само као заштита 
од дејства ерозивних напитака, већ могу да послуже и као превенција самог каријеса 
зуба пошто се ради о сличним патофизиолошким механизмима поремећаја 
равнотеже реминерализације и деминерализације. 

Преглед истраживања; 

Кандидат мр Ђорђе Мирјанић је у својој пријави кроз 33 референце, већином 
из последњих пет година, опширно приказао досадашња истраживања везана за 
предложену тематику.  

Примјена газираних напитака је у непрекидном порасту широм свијета. 
Поједине новије студије показују да их све више конзумирају и дјеца млађа од пет 
година, а да је све већи број особа који уносе и по више пута дневно па чак и 
количине преко 1l. У једној студија у Калифорнији утврђено је да је 43% 
испитиваних петогодишњака пило најмање једно газирано пиће дневно, док је 4% 
пило четири и више [1]. И то је у складу са ранијом великом студијом (2005 год.) 
која је показала да у Калифорнији преко 40% дјеце узраста 2-11 година пије најмање 
једно газирано пиће дневно. Као могући општи поремећаји спомињу се гојазност, 
повећана агресивност и други облици поремећеног понашања [2-4]. 

Посљедњих година бројна истраживања указују на штетне ефекте газираних 
напитака како на опште здравље тако и на зубну глеђ [5-8]. То су показала и наша 
истраживања спроведена у току 2011 год. [9]. Тада смо открили постојање 
агресивних утицаја приликом in vitro излагања зубне глеђи у газираном напитку. 
Они су се огледали у нарушеном интегритету кристалне решетке испитиваном 
помоћу АFМ-а који се примјећује већ послије 5 минута држања глеђи у раствору 
Coca Cole. Површинска структура пружа одређену отпорност послије почетне 
деминерализације која значајно попушта послије два сата излагања у газираном 
напитку. Под утицајем кока-коле долази до статистички значајног нарушавања 
интегритета кристалне решетке који се запажа послије пет минута дјеловања што се 
уклапа са најчешћим начином конзумирања овог газираног напитка. Оштећења 
глеђи су прије свега била везана за смањење дебљине кристала и стварање јамица 
која повећавају укупну храпавост површине. Већа храпавост доводи до већег 
контакта са киселинама и повећава могућност даљег оштећења. Један од закључака 
је био да даља истраживања треба усмјерити на догађања у ултраструктури глеђи у 
периоду послије 2 h дјеловања и то поредити са физиолошким  условима у усној 
дупљи. Ово истраживање је показало да се помоћу АFМ могу успјешно пратити 
промјене на површини глеђи, тумачити ултраструктурна конфигурација кристалне 
фазе и оштећење настало под утицајем различитих спољашњих фактора. Сличне 
закључке су донијеле и друге студије у којима су промјене на површини глеђи 
регистроване помоћу АFМ-а [10,11]. Поједини истраживачи су навели одређене 
предности у анализирању површинских промјена на глеђи помоћу SEM-a [12-16].  
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Развојем АFM технологије остварен је посебан напредак у анализи 
наноструктура различитих површина. Овај софистицирани апарат базиран је на 
високој резолуцији своје сонде која може да детектује фракције у нанометрима и то 
много боље (1000 пута прецизније) него што је граница оптичког преламања. Творци 
ове технологије су научници Gerd Binning и Heinrich Rohree из IBM истраживачке 
лабораторије у Rüschlikonsu у Швајцарској. Они су 1981. године са проналаском 
скенинг тунел микроскопије остварили вјековни сан научника ‒ могућност 
посматрања појединачних молекула и атома, због чега им је и додијељена Нобелова 
награда 1986. године [17,18]. Њихов проналазак је имао доста ограничења јер је 
могао да испитује само узорке који проводе електрицитет, тако да се није могао 
примјењивати на биолошком материјалу. Binning је наставио своја истраживања и 
1986 године је презентовао усавршену варијанту апарата названог Atomic force 
microscope (AFM), способног да испитује и проводнике и непроводнике. Основни 
принцип рада AFM-a се не разликује много од функционисања некадашњих 
грамофона, код којих је оштра игла у грамофонској глави прелазила и скенирала 
винилну грамофонску плочу, преносила механичке промјене у електрични сигнал и 
репродукцију звука. AFM нe „види“ атоме већ их практично „осјећа“ тако што се 
испитивана површина скенира помоћу веома оштрог конуса од силикона или 
силикон нитрида. Конус се налази на крају флексибилне конзоле ‒ „кантилевера“ 
који може да прати чак и најмање детаље на површини. Када се врх конуса, који се 
састоји од појединачног атома приближи површини узорка он се помјера под 
дејством сила између њих. То може да буде механичка сила, van der Waalsova сила, 
капиларна сила, хемијска веза, електростатичка сила, магнетна сила, Casimirova 
сила, и друге у зависности од врсте узорка. Уколико је та разлика довољно велика, 
чак и минимална помјерања могу да се региструју, чиме се омогућава испитивање 
промјене структуре површине у висини атома. Апарат представља микроскопе 
(наноскоп) највеће моћи резолуције. На основу тога може да се формира мапа 
испитиване површине [19-21].  

Ипак, AFM не даје потпуну тродимензионалну слику самог квалитета 
промјена, тако да је најбоља комбинација вршити упоредну анализу ултраструктуре 
са SЕМ-ом [22]. 

Мало је истраживања до сада која су имала за циљ да испитају могућност и 
степен репарације оштећеног ткива глеђи после дејства газираног напитка. Углавном 
су исптиване поједине зубне пасте са флуоридима, аргинином и касеин 
фосопептидом у аморфном калцијум фосфату (CPP-ACP) [22, 23]. Степен опоравка 
глеђи је био различитог интензитета и највише изражен код аргинина и CPP-ACP. 
Нисмо пронашли студије које би испитивале у којој мјери претходни третман са 
појединим препаратима смањује интензитет промјена. 

У посљедње вријеме се све више спомиње улога полалкохола (полиола) 
Ксилтиола (Xyilitol), не само у инхибицији развоја кариогених микроорганизама (s. 
mutams), већ и у реминерализацији зубне глеђи. Ксилитол спада у ацикличне 
полиалкохоле који представљају такође групу угљених хидрата, али за разлику од 
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шећера слабије се разлажу и абсорбују знатно спорије у дигестивном тракту. Хемијски 
се разликују од шећера јер умјесто карбоксилне посједују хидроксилну групу. Обично 
се налазе у лагуминозама, поједином воћу (шљиве), печуркама, житарицама и другим 
намирницама богатим са влакнима. У храни обично замјењују шећере у односу 1:1. 
Имају слабији утицај на подизање глукозе у крви и стварају од 0 (еритрол) до 3 kcal/g. 
Бактерије усне дупље, посебно кариогене из оралног биофилма, не могу или минимално 
разлажу полиоле, а самим тим не стварају киселине узрочнике глеђне 
деминерализације. Ксилитол је уведен у стоматологију 70-тих година прошлога вијека и 
бројне студије су указале на способност смањења каријеса [24,25]. Поједине 
експерименталне и клиничке студије су указале на способност ксилитола да врши 
реминералзацију кариозне лезије [26,27]. 

Стевиа је нова врста природног заслађивача који показује читав низ позитивних 
својстава на здравље организма [28,29]. Стевиа је род од око 240 биљних врста из 
породице сунцокрета поријеклом из тропских предјела Сјеверне и Јужне Америке. 
Врста Стевиа рабундиана је позната и као слатки или шећерни лист. Слаткоћа стевиних 
листова је интензивнија и дуготрајнија (и до 300 пута) од сахарозе. И поред 
хиљадугодишњег коришћења постојала је до скора сумња у вези њене масовне 
примјене, базирана на неким експериментима на животињама [30, 31]. Ипак у Јапану се 
користи већ деценијама, у САД је дозвољена као додатак исхрани, у ЕУ је дозовљена од 
2010. године [32,33].  

 

Радна хипотеза са циљем истраживања; 

Након детаљног прегледа литературе, дефинисања проблема и правца 
истраживања, кандидат је поставио сљедећу хипотезу: 

- Природни заслађивачи ксилитол и стевиа имају значајне заштитне ефекте 
смањујући оштећења глеђи под дејством газираног напитка и као таква могу да се 
препоруче као превентивна свакодневна средства без потенцијалних штетних 
ефеката. 

Резултати истраживања требали би потврдити наведену хипотезу, а ради 
доказивања наведене хипотезе, постављени су сљедећи циљеви: 

- Испитати у којој мјери природни заслађивачи типа ксилитола и стевие могу 
да заштите и опораве површину глеђи од оштећења изазваних агресивним газираним 
напитком кока-колом. 

- Да се упореде резултати глеђне структуре и ултраструктуре добијени са SEM-
ом и АFМ-ом технологијом. 

 

Материјал и метод рада; 

Материјал би сачињавали зуби човјека са интактном глеђи, екстраховани због 
парадонтопатија или из ортодонтских разлога, добијеним уз сагласност пацијента из 
Међународног центра за стоматолошку едукацију, консултативно-конзилијарне 
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анализе и савјетодавно стручну помоћ у судско медицинским споровима из области 
стоматологије у Новом Саду, а у складу са етичким протоколом који је одобрен од 
стране Медицинског факултета Универзитета у Бањој Луци. Прије вађења, са зуба су 
уклоњене меке наслаге и наслаге калкулуса. Помоћу дијамантске шајбне, примјењују-
ћи мали број обртаја, уз хлађење водом, раздвојен је коријен зуба од крунице. Затим су 
зуби стављени у стерилни физиолошки раствор на температури од 4 оC. 

Укупно је одабрано 96 зуба са подједнаком заступљеношћу оба пола од мла-
ђих особа од 12 до 25 година. Зуби из ортодонских разлога се углавном ваде послије 
дванаесте године и највише у пубертету када је и терапија најефикаснија. Углавном 
се ради о првим премоларима који се појављују око осме до девете године тако да је 
и глеђ довољно сазрела. Ти зуби исто тако су у томе периоду ријетко захваћени 
каријесом. Млијечни зуби које би могли да користимо послије испадања већ су 
промијењени и нису важни са здравственог аспекта, а осим тога у млађем узрасту 
конзумација газираних напитака је ипак мала и због тога сматрамо да није потребно 
формирати групу са млијечним зубима. Зуби су подијељени у три групе, у којима је 
од сваке групе узето по 32 узорка глеђи. Прва група ће бити третирана 10% 
раствором ксилитола праха (MiradentR, Њемачка), друга 10% раствором природног 
праха Стевиа ребундиана и трећа експериментална без дејства било каквог средства.  

Прва група ће се третирати 24 h у 10% раствору ксилитола, друга у 10% рас-
твору стевие ребаудиана, а трећа само држати у раствору вјештачке пљувачке. Пос-
лије тога периода ће се све групе држати у раствору Coca Cole на температури од 37 
оC у трајању од 12 h што је у нашем претходном истраживању у магистарском раду 
показало као период када почињу најизраженија оштећења. Послије тога би зуби 
поново били враћени у првобитне растворе. 

Након тога извршена је њихова припрема за анализу помоћу Скенинг 
електронског микроскопа (Scanning Electrone Microscopy SEM) и Микроскопа 
међуатомских сила (Atomic force microscopy AFM) у NanoLab, Биомедицинско 
инжењерство на Машинском факултету Универзитета у Београду. 

Сваки зуб понаособ ће бити испитиван са Скенинг електронским 
микроскопом (SEM) и са Микроскопом међуатомских сила (AFM). 

SEM је типа SEM JEOL T220 који се састоји и од напрашивача BLAZERS SDC-050. 

Да би се појединачни узорак могао скенирати електронским микроскопом 
мора бити електрично проводљив. Ово је важно због што мање дисторзије добијене 
слике, што бољег пријема снопа електрона на површину узорка као и постизање 
боље емисије секундарних електрона. Површине узорака које по природи нису 
проводљиве, помоћу овог уређаја морају бити напрашене прикладним електричним 
проводљивим слојем. Услов за напрашивање је да узорак буде чист, а додатно се 
третира аргоном под притиском 0.05-0.1 mbara да би се одстранили кондензовани 
гасови, посебно водена пара. Наношење танке проводљиве превлаке се додатно 
врши напаравањем у вакумским условима због што прецизније превлаке високо 
структурираних узорака. Напрашивање се врши не само метално проводљивим 
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слојем злата, него се превлака на површини узорка може начинити карбонским 
влакном. Висина топа напрашивача од узорка треба бити оптимално 5 cm, а 
напрашивање златом се врши при напону 300 V и оптимално траје 40 секунди при 
струји 40 mA за проводљиви слој злата дебљине 10 nm. Да би се са исте радне 
дистанце са аргоном, напрашио узорак, слојем злата, при струји од 60 mA, дебљина 
слоја је 33 nm по минути. 

Величина узорка која се може скенирати је пречника од 10-32 mm и висине до 
10 mm. Резолуција снимка је максимално 5 nm, могуће увећање је у распону од 15 до 
200 000 пута, напон акцелерације: 0.5-30KV. Микроскоп троши 2 l у минути 
расхладне воде и снаге из мреже 100 V AC 50/60Hz 2kW, сталне струје 20 A, гдје је 
струја покретања микроскопа 60A. 

Протокол за напрашивање узорка одвија се на сљедећи начин: припрема 
двослојне љепљиве фолије и стављање на носач – стуб; постављање припремљеног 
узорка зуба на носач; гашење напрашивача кад је вакум пумпа довољно загријана; 
вентилирање конзоле за напрашивање и отварање куполе напрашивача; постављање 
узорка зуба у куполу за напрашивање; притиском на SPUTTERING убацујемо аргон 
за што бољу припрему узорка и што боље извлачење влаге помоћу вакум пумпе. 

Протокол за скенирање одвија се: постављањем стубића са узорцима зуба на 
носач стубића; вентилирање електронског топа микроскопа и постављање конзоле са 
узорцима; покретање вакум пумпе микроскопа са PUMP DOWN; активирање топа са 
потенциометром H Voltage до максималне вриједности и Филамента до позиције 
означене линијом; приказ узорка помоћу основних команди микроскопа (SPOT SIZE, 
BRIGHTNES, CONTRAST, FOCUS, FILE FOCUS, MAGNIFICATION itd); покретање 
програма за приказ слике микроскопа на рачунару ORION; подешавање дијела 
узорка који се посматра по свим осама помоћу команди на електронском топу 
микроскопа, фокусирање дијела узорка FOCUS и снимање слике у Photo modu на 
увећању које је претходно намјештено SHUTTLE и похрањивање на локални 
рачунар.  

За AFM испитивање биће коришћен нанотехнолошки уређај JSPM-5200. Ради 
се о интегрисаном наносистему са више радних модова код којег је могуће реализо-
вати сљедеће функције: STM, AFM, MFM, ECSPM. JSPM-5200 се састоји од AFM ба-
зе, анти-вибрационог стола, AFM појачивача, SPM контролора, рачунара, и 
опционих компоненти као што су микроскопски систем са CCD камером, вакуум 
систем итд. Овај софистицирани апарат базиран је на високој резолуцији своје сонде 
која може да детектује фракције у нанометрима и то много боље (1000 пута 
прецизније) него што је граница оптичког преламања.    

Узорци глеђи зуба који ће се испитивати помоћу AFM-a су димензија 3mm x 
2mm x 2mm и не захтијевају површинску припрему. Меке структуре богате водом 
морају да се имобилизују у специјалној посуди са течношћу (fluid cell can), које 
омогућавају природне површинске промјене у реалном времену. 

Употребом програма WinSPM (Processing) извршиће се анализа слике. Овај 



9 

програмски пакет омогућава кориснику обављање различитих функција за обраду, 
како би се побољшао квалитет слике добијене програмом за скенирање. Анализа 
профила на слици скениране површине може се радити на више начина: Single, 
Multi, Extra i Multiple Images. Код Single анализе једна произвољна линија може бити 
постављена у било ком смјеру унутар слике, а мјере се удаљености између двије 
тачке и висинска разлика између до три пара маркера. Код Multi анализе може бити 
постављено до пет произвољних линија у било ком смјеру унутар слике. Код Extra 
анализе се унутар постављене правоугаоне области мјери храпавост скениране 
површине и код Multiple Images анализе могу бити постављене до три слике, а 
профил се анализира на истој линији. Овдје је кориштена Multi анализа профила. 

Овај програм, WinSPM (Processing), омогућава и генерисање тродимензио-
налних слика скениране површине (птичија перспектива). Параметри који се могу 
подешавати су Position (смјер приказа), Zoom (висина по Z-оси) и Centering 
(центрирање површине у односу на екран). 

На крају ћемо користити функцију креирања извјештаја, која се користи за 
приказивање слика, мјерења, профила и 3D слика у облику извјештаја за штампање 
који ће бити приказани у резултатима истраживаља. Подразумијева се да је формат 
странице А4 у вертикалном положају. Могу бити приказани подаци о мјерењу за 
изабрану 2 D слику. 

Пошто се помоћу AFM-a могу мјерити различите силе, примјена те 
технологије је веома широка и популарна међу различитим научним истраживањима 
и то не само у биолошким наукама и техничким  наукама (испитивањима 
материјала). У свим случајевима, сила која изазива помјерање је танана и 
пропорционална удаљености врха од површине. Када се испитује површина узорка 
неопходно је да сила буде непромијењена, што се означава као „constance force 
mod”. Истовремено се као посљедица торзионе флексије (торзионо савијање) 
добијају и информације о фрикционим својствима (трење) испитиване површине. 
Ипак, за веома меке површине, фрикциони ефекти нису пожељни тако да је уведен и 
пулсирајући режим кантилевера ‒ tepping mode. Ово стање се изазива помоћу 
осцилирајућег пиезо кристала који фрикционе ефекте претвара у електричне 
осцилације. 

Испитивања наноуреза (nanoindentation) помоћу AFM-a је врло селективна и 
недеструктивна метода за израчунавање тврдоће и модула еластичности. У 
стоматологији, чији је развој великим дијелом условљен познавањем и праћењем 
биолошких и механичких карактеристика тврдих (минерализованих) ткива, тек су 
посљедњих година започета истраживања са овом прецизном техником. Резултати 
тих анализа ткива усне дупље увела су и стоматолошку науку у наноеру. 

Слике ће се радити са веома успореним скенирањем на површини од сваких 
25,0 μm2, фреквенцијом скенирања од 0,1Hz sa 256 линија по узорку, како би се 
избјегла оштећења сонде. 

Код анализе резултата добијених храпавости најчешће се користе: просјечна 
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храпавост (Ra), храпавост методом најмањих квадрата (Rq), храпавост пресјека десет 
тачака (Rzijs) и храпавост која се одређује као највећа разлика висина (Rz). 
Храпавости се изражавају у нанометрима (nm). Просјечна храпавост (Ra) дефинише 
се као просјечно растојање средње линије када се посматра као да су локални 
минимуми, локални максимуми. Храпавост методом најмањих квадрата (Rq) се 
дефинише као девијација методе најмањих квадрата у односу на средњу линију Z0. 
Храпавост просјека десет тачака (Rzijs) се дефинише као збир средњих вриједности 
апсолутне вриједности девијација од средње линије између највеће девијације и пете 
највеће девијације и апсолутне вриједности између најмање девијације и пете 
најмање девијације. Rz је највећа разлика висина и може се илустративно 
представити као разлика између “највишег брда” и “најдубље долине”. Ово се 
дефинише као разлика између највеће измјерене висине Zmax и најмање измјерене 
висине Zmin пиезо-скенером дуж његове z - осе током анализе слике. 

За статистичку анализу кориштена је „топографија“ наноструктура глеђи 
добијена мјерењем на глеђима у раствору ксилитола праха (MiradentR, Њемачка), 
раствором природног праха Стевиа ребундиана, физиолошком раствору и у раствору 
газираног напитка (кока-кола). Ријеч је о „везаном“ узорку (прије и послије 
абразивног дјеловања газираног напитка), тако да на располагању стоји узорак од 
5.120 топографија наноструктура глеђи зуба. Уствари, на располагању је укупан 
узорак од 10.240 топографија наноструктура глеђи зуба. Под топографијом се 
подразумијева површина наноструктуре глеђи зуба. За статистичку анализу 
израчунавају се димензије сваке од посматраних 5.120 наноструктура. Основни 
параметар је висина поједине наноструктуре. Дескриптивна анализа је кориштена за 
опис стања узорка (прије и послије абразивног дјеловања). Од параметара 
дескриптивне статистике користиће се: аритметичка средина, стандардна девијација, 
мод и медијана и коефицијент варијације. Значајност разлика ће бити тумачена на 
основу резултата Т теста.  

Са обе микроскопије ће се ипитивати степен интегритета  спољашњих слојева 
хидроксил апатита, постојање и величина ерозивних кратера, као и сва четри типа 
просјечне храпавости (Ra, Rq, Rzijs i Rz). Као јединица испитивања ће бити 
прегледана површина која је дефинисана измјереним храпавостима, а на основу тога 
ће се одредити корелација између просјечних храпавости и степена разарања 
глеђних ултрастуктурних компоненти. 

 

Научни допринос истраживања; 

Изучавање механизама заштите зуба од спољшњих некариозних фактора 
представља оргинални допринос у предложеном истраживању. Сам аутор, али и 
бројни други истраживачи су указали на деструктивна својства газираних напитака 
по наноструктуру кристалне решетке зубне глеђи. Мали број је објављених студија о 
могућим заштитним факторима. Ово би било једно од првих истраживања 
природних материја које имају способност да опорављају зубну глеђ или појачају 



11 

њену отпорност. Она нису значајна само као заштита од дејства ерозивних напитака, 
већ могу да послуже и као превенција самог каријеса зуба пошто се ради о сличним 
патофизиолошким механизмима поремећаја равнотеже реминерализације и 
деминерализације. 

Спровођењем планираног истраживања сагледаће се не само проблем у својој 
цјелокупности већ ћемо добити и одговор да ли и колико ксилитол и стевиа који су 
природни заслађивачи врше реминерализацију кариозне лезије. 
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3. ОЦЈЕНА И ПРИЈЕДЛОГ 

 

На основу увида у досадашњи научни рад кандидата и приложену 
документацију, биографију и библиографију, закључујемо да, кандидат мр Ђорђе 
Мирјанић, испуњава све прописане услове за одобрење теме за израду докторске 
тезе у складу са важећим прописима Закона о Универзитету и како је предвиђено 
Статутом Универзитета у Бањој Луци. Кандидат је показао способност да јасно 
дефинише актуелни проблем и циљеве научног истраживања, да влада дизајном 
истраживања и избором методологије научно истраживачког рада, те га Комисија 
сматра квалификованим за израду докторске тезе.  

Истраживање је планирано уз примјену етичких, законских и научноистражи-
вачких начела. Радна хипотеза и циљеви су јасно дефинисани. Истраживање 
обухвата методе које су данас веома актуелне у свијету.  

Комисија сматра да постоје стручни услови да кандидат може успјешно 
реализовати све постављене захтјеве везане за израду докторске тезе, добити 
значајне и поуздане резултате. Предложена тема је актуелна и недовољно истражена 
у нашим здравственим установама.   

 

Приједлог теме докторске дисертације кандидата, мр Ђорђа Мирјанића под 
називом "Ефикасност природних заслађивача у заштити зубне глеђи од газираних 
напитака" задовољава све критеријуме за пријаву теме докторске дисертације. На  
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