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Предмет:  Извештај Комисије за оцену пријаве теме докторске дисертације кандидата 

Бојане Шпировић Трифуновић, специјалисте хемијских наука 

 

Одлуком Наставно-научног већа Пољопривредног факултета Универзитета у 

Београду, бр. 461/6-3.2. од 29.03.2017. године, именовани смо у Комисију за оцену 

пријаве докторске дисертације Бојане Шпировић Трифуновић, специјалисте хемијских 

наука, под насловом: „Развој методе за истовремено одређивање присуства 

охратоксина А и остатака пестицида у грожђу и вину LC-MS/MS техником“.  

На основу увида у садржај пријаве докторске дисертације, Комисија у саставу др 

Драгица Бркић, ванредни професор Пољопривредног факултета Универзитета у Београду, 

др Горица Вуковић, научни сарадник Градског завода за јавно здравље, Београд и др 

Сања Лазић, редовни професор Пољопривредног факултета Универзитета у Новом Саду, 

подносимо Наставно-научном већу Пољопривредног факултета следећи  

 

И З В Е Ш Т А Ј 

 

ПРИКАЗ И АНАЛИЗА ПРИЈАВЕ 

1. Наслов дисертације 

 Комисија предлаже малу корекцију наслова: „Истовремено одређивање 

охратоксина А и остатака пестицида у грожђу и вину LC-MS/MS техником“. 

 

2. Предмет и програм истраживања 

У пријави докторске дисертације кандидат указује на чињеницу да је, према 

подацима из 2016. године, за примену у Србији регистрованo 69 активних супстанци 

фунгицида и зооцида, који су формулисани у 203 различита средстава за заштиту биља за 

примену у виновој лози (Спасић, 2016). За примену фунгицида је веома битно да имају 

широк спектар деловања и дуг период стабилности, чиме се обезбеђује боља ефикасност 

и мања учесталост примене. Због различитих механизама деловања, пестициди се везују 

за различите делове грозда, па се за контактне пестициде очекује већа количина остатака 

на покожици, док се већа количина остатака у пулпи очекује за системичне (González-

Rodríguez et al., 2009). Да би били сигурни да присутна количина остатака пестицида не 

представља ризик по здравље људи, односно да су производи здравствено безбедни, 

неопходно је вршити сталну контролу њиховог присуства у гајеним биљкама. Због тога је 

потребно развијати поуздане, осетљиве и селективне методе за њихово одређивање. 

Кандидат у наставку текста указује на чињеницу да се, због све веће 

заинтересованости потрошача за храну из органске производње, јавила потреба и за 

испититивањем разлике у садржају микотоксина у тако добијеној храни и храни из  
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конвенционалне производње. Наиме, због специфичности органске производње, и готово 

потпуног искључења пестицида, повећан је ризик од контаминације плодова 

микотоксинима. Резултати испитивања аутора широм света указују на чињеницу да се у 

храни произведеној по принципима органске пољопривреде могу наћи микотоксини, док 

се у производима из конвенционалне пољопривреде могу наћи повећане количине 

остатака синтетичких супстанци - пестицида (Elmholt and Rasmussen, 2005; Jorgensen, 

2005; Juan et al., 2008). С друге стране, постоје и аутори који тврде да не постоји јасна 

веза између органске производње и присуства микотоксина (Czerwiecki et al., 2002a; 

Czerwiecki et al., 2002b; Chiodini et al., 2006; Pussemier еt al., 2006), а постоје и 

истраживања којима је утврђено присуство микотоксина и у храни произведеној на 

конвенционалан начин и у храни из органске производње (Biffi et al., 2004; Juan et al., 

2008). Због свега реченог, потребно је вршити сталну контролу присуства микотоксина и 

остатака пестицида и упознати потрошаче са ризицима по здравље који могу бити 

последица и једног и другог начина производње.  

Докторанд указује на чињеницу да произвођачи грожђа у органској производњи, 

да би спречили повећан развој гљива које производе микотоксине, бирају сорте које су 

отпорније на болести јер се квалитет органске производње, због могућности појаве 

микотоксина, може довести у питање. Један од веома значајних микотоксина је 

охратоксин А (ОТА), токсични метаболит који продукују гљиве из родова Aspergillus (као 

што су A. ochraceus, A. carbonarius, A. niger или A. flavus) и Penicillium (P. verrucosum), а 

среће се, између осталог, у грожђу и вину (Zimmerli and Dick, 1996). Међународна 

агенција за испитивање канцера (IARC - International Agency for Research on Cancer) га је 

класификовала у групу 2Б, групу могућих карциногена за људе, јер постоји довољно 

података који потврђују његову карциногеност за експерименталне животиње (IARC, 

2017). Поред карциногеног деловања, литературни подаци на експерименталним 

животињама указују на његово нефротоксично, имуносупресивно, репротоксично и 

токсично деловање на раст и развој. Такође, делује и генотоксично, што је потврђено у 

експериментима in vivo и in vitro. Токсичност ОТА зависи од дозе, а за процену ризика је 

врло важно знати која количина овог микотоксина се може наћи у грожђу и вину, јер је 

њихова конзумација, значајан пут изложености људи охратоксину А (Zimmerli and Dick, 

1996; Valero et al., 2008). Изложеност охратоксину А путем исхране се може пратити 

анализом његовог присуства у намирницама или индиректно анализом његових маркера у 

биолошком материјалу (урин, крв, млеко) (Ghali et al., 2008; Ali et al. 2017).  

Најефикаснији начин анализе остатака пестицида је употребом мултирезидуалних 

метода (MRM) (Economou et al., 2009). Захтеви које мора испунити MRM метода, у 

смислу селективности и осетљивости, као и потврда резултата, успешно се постижу 

течном (LC) или гасном (GC) хроматографијом куплованом са масеним спектрометром 

(MS или MS/MS) (Alder et al., 2006). Mеђутим, одређивање остатака пестицида, који имају 

различиту хемијску структуру и различита физичко-хемијска својства, захтева припрему 

узорака која није једноставна и лако примењива на различита једињења. То се постиже 

различитим поступцима екстракције, као што су течно-течна екстракција (LLP), 

дисперзиона екстракција на чврстој фази (dSPE), течна микроекстракција на влакну 

(LPME), микроекстракција на чврстој фази (SPME) или QuEChERS (Quick Easy Cheap 

Effective Rugged and Safe) метода (Anastassiades et al., 2003; Payá et al., 2007). 

Такође, кандидат наводи да постоји неколико различитих метода за екстракцију 

охратоксина А из различитих намирница. Ове методе углавном укључују екстракцију 

растварачима, као што су смесе дихлорметана са натријум бикарбонатним пуфером (Ghali 

et al., 2008), ацетонитрил - вода, метанол - фосфорна и метанол - мравља киселина, 

хлороформ и раствор фосфатног пуфера (PBS). За пречишћавање се најчешће користи 

екстракција на чврстој фази преко анјон-измењивачких колона (SAX), силика гела, C8 и 

имуноафинитетних колона (Tam et al., 2011). Детекција и одређивање количине ОТА се 
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врше помоћу течне хроматографије са флуоресцентним детектором (LC-FLD) (Juan et al., 

2008), течне хроматографије са масеним спектрометром (са једним квадруполом „Single 

Quadrupole“ LC-MS, или троструким квадруполом, „Triple Quad“ LC-MS/MS) (Tam et al., 

2011). За потврду присуства охратоксина А се користи LC-MS/MS техника, или се 

охратоксин А преводи у метил охратоксин А и одређује течном хроматографијом са 

флуоросцентним детектором (HPLC-FLD). 

Кандидат наводи да је планом ове докторске дисертације предвиђен развој и 

оптимизација методе за истовремену анализу остатака пестицида и присуства 

охратоксина А у грожђу и вину из конвенционалне и органске производње. Наводи се да 

ће испитивања обухватити седам активних супстанци фунгицида, из шест различитих 

хемијских група, које се користе у заштити винове лозе: азоксистробин (стробилурин), 

боскалид (карбоксиамид), цимоксанил (карбамид), ципродинил и пириметанил 

(анилинпиримидини), флудиоксонил (фенилпирол), металаксил-М (ацилаланин) и један 

зооцид из групе мети акарицида - пиридабен. Oстаци пестицида и ОТА у грожђу и вину 

ће се одређивати применом течне хроматографије купловане са масеним спектрометром 

(LC-MS/MS). У Републици Србији, нема података о остацима пестицида нити ОТА у 

грожђу и вину, из конвенционалне и органске производње. 

 

3. Научни циљ истраживања 

Циљ истраживања у оквиру ове докторске дисертације је развој и оптимизација 

мултирезидуалне инструменталне методе која је осетљива и селективна за истовремено 

испитивање остатака активних супстанци пестицида и ОТА у грожђу и вину.  

Такође, циљ рада је и избор методе за истовремену екстракцију остатака пестицида 

и ОТА из истог узорка грожђа, односно вина. Поредиће се методе екстракције ОТА 

QuEChERS китовима и помоћу BondElut Micotoxin китова, као и пречишћавање преко 

dSPE колона за воће и поврће, пигментисане и масне узорке. Припрема узорка, мора да 

буде брза и ефикасна и да задовољи параметре неопходне за оптимизацију аналитичке 

методе дефинисане у европском законодавству SANTE/11945/2015 и Comm. Reg. (EC) 

No 401/2006. Пажња је посвећена прилагођавању примене QuEChERS методе за 

екстракцију ОТА, чиме би се избегла употреба имуноафинитетних колона и знатно 

смањила цена анализе, а да се при том не изгуби на осетљивости методе. Циљ је, такође, и 

да принос екстракције, за што већи број аналита, буде близу 100%, а и да се припремом 

узорка у задовољавајућој мери уклоне нечистоће, како би се повећала селективност и 

избегао нежељени утицај матрикса. Поступак пречишћавања, у исто време, мора у 

довољној мери да концентрује узорак у циљу повећања осетљивости методе. 

Циљ рада је и практична примена развијене и оптимизоване MRM методе за 

одређивање количине остатака активних супстанци пестицида и OTA у реалним узорцима 

грожђа и вина, из конвенционалне и органске производње. На тај начин ће се у узорцима 

из конвенционалне производње проверити да ли су средства за заштиту биља примењена 

у складу са добром пољопривредном праксом, односно да ли су њихови остаци у складу 

са прописаним максимално дозвољеним количинама остатака (МДК вредности). На 

узорцима из производње по органским принципима ће се проверити да ли је било 

недозвољене примене пестицида. 

 Поређењем добијених резултата присуства ОТА у грожђу и вину из 

конвенционалне и органске производње видеће се да ли примена пестицида има утицаја 

на његово настајање. Такође, утврдиће се да ли постоји зависност између сорте грожђа и 

појаве ОТА. Развијена и оптимизована MRM метода, допринеће рутинској контроли 

узорака на тржишту, ради праћења изложености потрошача како остацима пестицида, 

тако и микотоксинима.  
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4. Основне хипотезе од којих се полази 

 Полази се од следећих хипотеза:  

1) Када је у питању органска производња контролишу се остаци пестицида, али не и 

присуство микотоксина. 

2) Истовремена екстракцијa остатака пестицида и ОТА из истог узорка грожђа, односно 

вина, je изводљива. 

3) Истовремено одређивање остатака пестицида и ОТА у узорцима грожђа и вина је 

могуће. 

4) Применом QuEChERS-методе за екстракцију ОТА може се избећи употреба 

имуноафинитетних колона и знатно смањити цена анализе, а да се при томе не изгуби 

на осетљивости методе. 

5) Принос екстракције применом QuEChERS методе ће за већину аналита бити у опсегу 

70-120% (захтев регулативе за оптимизацију аналитичке методе). 

6)  Биће задовољени сви критеријуми неопходни за оптимизацију MRM методе.  

7)  Припремом узорака ће  бити уклоњене примесе и смањен утицај матрикса.  

8) Пречишћавање узорка ће у довољној мери концентровати узорак и повећати 

осетљивост методе.  

9) MRM метода ће бити примењива у рутинској контроли узорака на тржишту, за 

праћење изложености потрошача остацима пестицида и ОТА. 

 

5. Материјал и методе рада 

 

5.1. Материјал 

У изради ове докторске дисертације користиће се активне супстанце: 

азоксистробин (чистоћа аналитичког стандарда 99,7%), боскалид (99,0%), цимоксанил 

(97,5%), ципродинил (99,9%), флудиоксонил (99,9%), металаксил-М (99,1%), 

пириметанил (100%), пиридабен (99,9%), охратоксин А (концентрације 10,13 µg/ml) и 

интерни стандард карбофуран-D3 (99,7%).  

 

5.2. Методе 

5.2.1. Узорковање 

Узорци грожђа из конвенционалне производње ће бити прикупљени са седам 

локалитета и обухватиће 23 винске сорте (11 црних и 12 белих). Локалитети са којих ће 

бити прикупљани узорци се налазе у различитим виногорјима Србије. Списак 

примењених средстава за заштиту биља на сваком локалитету ће бити достављен пре 

почетка узорковања. Узорковање грожђа ће се вршити 2016. године, а вина 2017. године и 

то са локалитета: Сремски Карловци, Радмиловац, Голобок, Заклопача, Топола, Доње 

Злегиње и Мала Сугубина. Укупно ће бити испитано 25 узорака грожђа из 

конвенционалне производње. Двадесет узорака вина произведених од грожђа из 

конвенционалне производње биће, такође, прикупљени из ових седам локалитета. 

Узорковање грожђа из органске производње ће бити изведено на 2 локалитета. Укупно ће 

бити испитани узорци грожђа 4 различите сорте и 4 врсте вина из истих локалитета. 

Остаци пестицида и присуство OTA биће испитани у свих 29 узорака грожђа и 24 узорка 

вина, који ће се узорковати у по пет подузорака (укупно 145 узорака грожђа и 120 узорака 

вина). Лабораторијски узорци за анализу ће бити припремани у два понављања. 

Узорковање, односно добијање репрезентативног узорка је од велике важности за 

добијање поузданих резултата. Такође, неопходно је водити рачуна о даљем руковању, 

чувању, припреми и узимању узорака за анализу. Према Уредби Европске уније 63/2002, 
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приликом одређивања садржаја пестицида у грожђу као матриксу, потребно је формирати 

репрезентативни почетни узорак од минимум 2 килограма, који се у полиетиленским 

кесама транспортује до лабораторије и чува у замрзивачу до момента анализе. Код 

анализе грожђа користи се цео плод. Хомогенизовањем узорка, добија се смеса од које се 

узима лабораторијски узорак, из кога се формира аналитички узорак за анализу. 

Количина аналитичког узорка, који се узима за анализу је 10 грама према методи 

Anastassiades et аl. (2003). 

 

5.2.2. Припрема узорака 

За припрему узорака за анализу остатака пестицида ће се користити QuEChERS 

метода (Anastassiades et аl., 2003). Екстракција се изводи употребом ацетонитрила као 

екстракционог растварача у присуству соли магнезијум сулфата и натријум хлорида. 

Други корак је пречишћавање екстракта које се врши методом дисперзионе екстракције 

на чврстој фази помоћу магнезијум сулфата и примарних-секундарних амина. За 

екстракцију ће се користити QuEChERS Extract Tubes китови (EN Method, 5982-5650, 

USA), а за пречишћавање узорака Dispersive SPE, 2 ml, Pigment Samples (5982-5221, USA) 

и Dispersive SPE, 2 ml, Fruits and Veg (EN, 5982-5021, USA).  

Поред испитивања остатака пестицида, предмет истраживања докторске 

дисертације биће и развој методе за екстракцију, пречишћавање и одређивање садржаја 

ОТА у грожђу и вину и његова детекција течном хроматографијом са масеном 

спектрометријом (LC-MS/MS).  

Испитаће се могућност примене QuEChERS методе за припрему узорака за 

одређивање присуства ОТА, као знатно јефтиније и брже у односу на припрему помоћу 

имуноафинитетних колона. 

Поредиће се методе екстракције ОТА QuEChERS китовима и помоћу BondElut 

Micotoxin китова, као и пречишћавање преко dSPE колона за воће и поврће, пигментисане 

и масне узорке. 

 

5.2.3. Развој методе 

Како бисмо са сигурношћу могли да одредимо остатке пестицида и присуство ОТА 

у узорцима грожђа и вина, оптимизација методе је први корак у добијању поузданих 

резултата. Типични параметри оптимизације аналитичких метода су: линеарност одзива 

детектора, граница одређивања (LOD), граница мерења (LOQ), селективност, прецизност, 

опсег мерења, тачност (одређена преко приноса екстракције, recovery), истинитост и 

утицај матрикса у складу са смерницама SANTE/11945/2015 документа. Сви ови 

параметри ће бити одређени приликом оптимизације методе. 

 

5.2.4. Одређивање концентрације остатака пестицида и ОТА  

Концентрације остатака активних супстанци пестицида и ОТА биће испитиване 

методом течне хроматографије (Agilent 1260 Infinity) са троструким квадруполом (Agilent 

6460 Triple Quad LC/MS). 

 

5.2.5. Статистичка обрада резултата  

Од статистичких анализа биће рађено одређивање средње вредности, стандардне 

девијације и релативне стандардне девијације коришћењем Microsoft Excel програма. За 

формирање квалитативног и квантитативног извештаја испитивања користиће се 

одговарајући програми - Agilent MassHunter Workstation Qual и Quant. 

 

6. Списак литературе која ће се користити: Прилог 1 
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7. Списак саопштених и објављених научних радова кандидата Бојане Шпировић 

Трифуновић:  Прилог 2 

 

8. Биографија кандидата 

Бојана Шпировић Трифуновић је рођена 17.02.1980. године у Краљеву, Република 

Србија. Гимназију, природно-математички смер, завршила је у Трстенику 1999. године. 

Хемијски факултет, Универзитета у Београду (смер дипломирани хемичар, група 

Органска хемија), завршила је 2005. године. Дипломски рад под називом: „Изоловање и 

одређивање антиоксидативне активности флавона из биљке Centaurea glaberrima“, 

одбранила је на Катедри за органску хемију, са оценом 10. Специјалистичке студије, на 

истом факултету, завршила је 2008. године. На претходним нивоима студија стекла је 

просечну оцену 8,11. Резултате из специјалистичког рада „Бисфрагментациoне реакције 

холестанског и андростанског 5α,8α-ендопероксида под условима микроталасног 

озрачивања“ објавила је на међународном научном скупу. 

У периоду од октобра 2006. до марта 2007. године хонорарно је била ангажована 

на Пољопривредном факултету Универзитета у Београду, на Катедри за пестициде. Од 

марта 2007. запослена је као сарадник без сарадничког звања, на истом факултету на 

Катедри за пестициде. Бави се одређивањем остатака пестицида у различитим 

матриксима, као и одређивањем садржаја активних супстанци и анализом физичко-

хемијских својстава средстава за заштиту биља. 

Похађала је више курсева и обука за рад на гасном и течном хроматографу. 

Усавршила је рад на гасном хроматографу са пламено-јонизујућим (FID), детектором са 

захватом електрона (ECD), пламено фотометријским (FPD) и азот-фосфорним (NPD) 

детекторима и течном хроматографу са детектором са диодним зрацима (DAD) и масеним 

спектрометром (МЅ/МЅ). Поседује цертификате са курсева за Процену мерне 

несигурности, који је организовао Савез хемијских инжењера, 2009. године. Такође је 

учествовала и на обукама „Capabilities of U-HPLC-MS/MS analysis of contaminants and 

pharmaceutical compounds in food and the environment” и „Quality assurance (QA) and quality 

control (QC) procedures in analysis of contaminants and pharmaceutical compounds in food and 

the environment”, у организацији EU FP7 CEFSER, у Новом Саду 2010. године. 

Докторске студије на Пољопривредном факултету, Универзитета у Београду, 

студијски програм Фитомедицина је уписала школске 2010/2011. Објавила је 76 научних 

радова, уз остварени коефицијент научне компетентности, према критеријумима 

Министарства науке 46,2. Члан је Српског хемијског друштва од 2005. и Друштва за 

заштиту биља Србије од 2007. године. 

 

ЗАКЉУЧАК И ПРЕДЛОГ 

На основу чињеница изнетих у пријави докторске дисертације, а које се односе на 

научни и стручни значај изабране проблематике, актуелност теме, полазних хипотеза, 

предложеног материјала и метода рада и очекиваних резултата, може се закључити да ће 

се, у току израде ове дисертације, извршити оптимизација мултирезидуалне 

инструменталне методе која је осетљива и селективна за испитивање остатака пестицида 

и ОТА у грожђу и вину. Такође, биће развијена метода за истовремену екстракцију 

остатака пестицида, синтетичких супстанци неопходних у конвенционалној биљној 

производњи и ОТА, микотоксина из истог узорка грожђа, односно вина, чиме ће 

припрема узорака бити брза и ефикасна и задовољиће параметре неопходне за 

оптимизацију аналитичке методе. Употребом QuEChERS методе за екстракцију ОТА 

знатно ће се смањити цена анализе, а осетљивост методе ће остати иста. Добијени 
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резултати ће омогућити проверу правилне примене средства за заштиту биља у складу са 

добром пољопривредном праксом, односно проверу усклађености нивоа остатака са 

прописаним МДК вредностима, као и разлику у присуству ОТА у грожђу и вину из 

конвенционалне и органске производње. На крају, развијена и оптимизована MRM метода 

допринеће рутинској контроли узорака на тржишту, ради праћења изложености 

потрошача како остацима пестицида, тако и ОТА. 

Истовремено одређивање остатака активних супстанци примењених пестицида и 

присуства ОТА у грожђу и вину из конвенционалне са једне, и органске производње, са 

друге стране, врло је важно не само у домену научних истраживања већ и са аспекта 

практичне примене. По први пут у нашој земљи биће извршено истовремено испитивање 

великог броја узорaка грожђа и вина, из конвенционалне и органске производње, са 

различитих локалитета, на присуство остатака пестицида и ОТА. Биће утврђено и да ли 

начин производње утиче на појаву микотоксина, односно да ли постоји веза између 

примене пестицида и појаве OTA у конвенционалној и органској производњи. Такође, 

биће утврђено да ли се количина остатака пестицида и ОТА повећава или смањује 

процесом производње вина. Са аспекта практичне примене биће омогућен увид у 

изложеност потрошача и пестицидима и микотоксину из грожђа и вина. На крају, биће 

могуће и дати препоруку како смањити могућност појаве ОТА у грожђу и у вину. 

Полазећи од наведених констатација, Комисија позитивно оцењује поднету 

пријаву и предлаже Наставно-научном већу Пољопривредног факултета Универзитета у 

Београду да прихвати и одобри израду докторске дисертације Бојане Шпировић 

Трифуновић, специјалисте хемијских наука, под насловом „Истовремено одређивање 

охратоксина А и остатака пестицида у грожђу и вину LC-MS/MS техником“. 

Koмисија предлаже за првог ментора при изради ове докторске дисертације др Драгицу 

Бркић, ванредног професора Пољопривредног факултета Универзитета у Београду, а за 

другог ментора др Горицу Вуковић, научног сарадника Градског завода за јавно здравље 

из Београда. 
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др Драгица Бркић, ванредни професор Универзитет 

у Београду - Пољопривредни факултет  

(ужа научна област - Пестициди) 

 

 

др Горица Вуковић, научни сарадник 

Градски завод за јавно здравље, Београд  

(ужа научна област - Прехрамбено ижењерство) 

 

 

др Сања Лазић, редовни професор  

Универзитет у Новом Саду - Пољопривредни 

факултет  

(ужа научна област - Фитофармација) 
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