NASTAVNO-NAUCNOM VECU
TEHNOLOSKO-METALURSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nastavno-nau¢nog veca Tehnolosko-metalurskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, odrzanoj 29.11.2012. godine, imenovani smo za ¢lanove Komisije za ocenu
naucne zasnovanosti teme doktorske disertacije, koju je pod nazivom ,UTICAJ
FERMENTACIJUE NA  DEGRADACIJU  OSTATAKA  PESTICIDA U
FERMENTISANIM PROIZVODIMA OD ZITA%, predlozila Mr. Tijana Pordevié.

Na osnovu pregleda dokumentacije koju je dostavila kandidatkinja, Komisija podnosi
Nastavno-nau¢nom vecu sledeci

IZVESTAJ
1. PODACI O KANDIDATU
Opsti biografski podaci

Tijana Pordevi¢ je rodena 16. jula 1980. godine u Somboru, Republika Srbija.
Osnovnu 1 srednju Skolu zavrSila je u Somboru. Studije na Prirodno-matematickom
fakultetu Univerziteta u Novom Sadu, departman za biologiju i ekologiju, smer profesor
biologije, upisala je Skolske 1999/2000. godine. Fakultetsku diplomu stekla je 04. oktobra
2004. godine odbranom diplomskog rada pod naslovom "Selekcija mikroorganizama za
dobijanje proizvodnih sojeva ".

Magistarske studije na TehnoloSko-metalurSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu,
studijski program Biohemijsko inzenjerstvo 1 biotehnologija, upisala je Skolske 2004/05.
godine. Magistarsku tezu pod nazivom '"Ispitivanje antioksidativne aktivnosti
fermentisanih biljnih proizvoda" odbranila je 18. jula 2008. godine.

Na pocetku magistarskih studija bila je stipendista Republicke fondacije za razvoj
nau¢nog i umetnickog podmlatka, a od januara 2005. pa do zavrSetka magistrature
stipendista Ministarstva nauke 1 zastite Zivotne sredine Republike Srbije. Od 01. februara
2005. do 31. jula 2008. godine kao stipendista Ministarstva nauke i zastite zivotne sredine
Republike Srbije bila je angaZzovana na TehnoloSko-metalurSkom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, i tokom tog trogodisnjeg istrazivackog rada ucestvovala je na dva projekta
Ministarstva nauke 1 zaStite Zivotne sredine Republike Srbije: TR 6713 — ,Razvoj
biomedicinskog tekstilnog materijala i proizvoda programiranih svojstava® (2005-2007)
u BTN-3710086 — ,,Program novih tehnologija u prehrambenoj industriji ,,Dodaci hrani
dobijeni biotehnoloskim putem* (2005-2007).

Od 01. januara 2009. godine zaposlena je kao istraZiva¢ pripravnik u Laboratoriji za
hemiju Instituta za pesticide i zaStitu zivotne sredine u Beogradu. U zvanje istrazivac-
saradnik izabrana je 24. aprila 2009. godine. Tokom dosadasnjeg istrazivackog rada na
Institutu za pesticide i zastitu zivotne sredine, ucestvovala je na projektu Ministarstva za
nauku 1 tehnoloSki razvoj Republike Srbije TR20036 ,Razvoj 1 unapredenje
bioracionalnih metoda zastite bilja od bolesti i Stetocina* (2008.-2011.), a u novom
projektnom ciklusu Ministarstva prosvete 1 nauke Republike Srbije angaZovana je na
projektu TR 31043 — , Proucavanje biljnih patogena, artropoda, korova i pesticida u cilju
razvoja metoda bioracionalne zastite bilja 1 proizvodnje bezbedne hrane® (2011.-2014.).
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AND TOXICOLOGY, 88 (3), 385-390, ISSN 0007-4861, IF (2011) = 1,018
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961-6311-66-3

Purovié, R., Pordevi¢ T. (2012): Effect of organic matter and clay content in the soil on
triazine and organophosphorus pesticides adsorption processes. Book of abstracts:
Annual MGPR Meeting 2012 and International Conference on Food and Health Safety:
Moving Towards a Sustainable Agriculture, Belgrade, Serbia, 11-12 October 2012., 69.
ISBN: 987-86-83017-22-5

CASOPISI NACIONALNOG ZNACAJA (M50)
Rad u vodeéem ¢asopisu nacionalnog znacaja (M51)

Purovi¢ R., Gajic-Umiljendi¢ J., Pordevié¢ T. (2009): Effect of Organic Matter and Clay
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168—169. ISBN 987-86-83017-21-8
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28.novembar-2.decembar 2011., 169-170. ISBN 987-86-83017-21-8

Gaji¢ Umiljendi¢ J., Radivojevié¢ Lj., Jovanovi¢-Radovanov K., Santri¢ Lj., Sarié-
Krsmanovi¢ M., Purovi¢ R., DPordevi¢ T. (2012): Osetljivost kukuruza, suncokreta i
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Odbranjen magistarski rad (M72)

Dordevi¢ T. (2008): Ispitivanje antioksidativne aktivnosti fermentisanih biljnih
proizvoda. Tehnolosko-metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu, mentor Dr Slavica
Siler-Marinkovié, red. prof., datum odbrane 18.07.2008., broj strana 136, kljucne reci:
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Ocena podobnosti kandidata za rad na predloZenoj temi

Na osnovu dosadaSnjeg rada i pokazanih rezultata tokom doktorskih studija i u
okviru
naucno-istrazivackog rada, Mr Tijana Pordevi¢ je pokazala izuzetan smisao i sposobnost
za bavljenje naucno-istrazivackim radom. To se ogleda, pre svega, u potpuno
samostalnom kreiranju 1 realizaciji istrazivanja, kako vezanih za temu doktorske
disertacije, tako i mnogo $ire. Iz oblasti istrazivanja, iz koje se predlaze tema doktorske
disertacije, ve¢ je odbranila magistarski rad 1 objavila sedam radova u medunarodnim
Casopisima, Sest radova u nacionalnim casopisima 1 saop$tila 14 radova na
medunarodnim 1 nacionalnim skupovima.
Na osnovu iznetih podataka moze se zakljuéiti da Mr Tijana Pordevi¢ ispunjava sve
potrebne uslove za rad na predlozenoj temi doktorske disertacije.

2. PREDMET I CILJ ISTRAZIVANJA

S obzirom na intenziviranje primene pesticida u poljoprivredi, naro€ito u razvijenijim
zemljama, ostaci ovih jedinjenja se Cesto detektuju u svim segmentima zivotne sredine.
Uprkos napretku u oblasti proizvodnje pesticida, nakon njihove primene, odredeni deo
aktivne materije dospeva u zivotnu sredinu, §to za posledicu ima i povecenje zagadenosti



uzgajanih konzumnih biljaka. Porast kontaminacije prehrambenih proizvoda pesticidima
sa ozbiljnim posledicama na ljudsko zdravlje, uzrokovao je potrebu za kontinuiranim
pracenjem nivoa zagadenosti ovim agrohemikalijama, kako u biljnim kulturama tako i u
konzumnim proizvodima. Shodno tome, raste broj publikacija koje se bave ispitivanjem
uticaja tehnika procesuiranja hrane na smanjenje nivoa njihove zagadenosti pesticidima.

Prerada hrane generalno podrazumeva postupak transformisanja sirovog, lako
kvarljivog materijala u proizvod poboljSanog kvaliteta i povecane dugotrajnosti (Chin,
1997). Jedan od najstarijih, a danas veoma zastupljenih vidova prerade hrane je
fermentacija. Fermentacioni procesi su bitni iz viSe razloga. Pre svega, fermentacijom se
poboljsava kvalitet biljnog proizvoda usled enzimske hidrolize ve¢ine proteina do amino
kiselina 1 peptida niZe molekulske mase, ¢ime se one Cine pristupacnijim. Fermentacijom
se skrob razlaze na proste ugljene hidrate koji se u anaerobnim uslovima metaboliziraju
do mlec¢ne kiseline, alkohola i ugljen dioksida, dok se digestibilnost proizvoda poboljsava
razgradnjom teSko svarljive celuloze 1 hemiceluloze. Dalje, u toku fermentacije povecava
se sadrzaj vitamina B kompleksa kao i polifenolnih jedinjenja koja su u direktnoj vezi sa
antioksidativnom aktivnos¢u (Friend i1 Shahani, 1984), a osim toga, alkohol i kiseline
nastale kao rezultat fermentacije inhibiraju rast patogenih mikroorganizama, tako da se
snizavajem pH vrednosti obezbeduje vec¢a dugotrajnost proizvoda (Sindhu i1 Khetarpaul,
2005). Medutim, ono Sto poslednjih godina privlaci sve veéu paznju je moguénost
koris¢enja fermentacionih procesa u cilju smanjenja koliine ostataka pesticida, tj. uticaj
fermentativnih mikroorganizama na degradaciju ostataka pesticida u prehrambenim
proizvodima.

Predmet ove disertacije je ispitivanje uticaja fermentacije bakterijama mlecno
kiselinskog vrenja 1 kvascima na degradaciju, tj. smanjenje nivoa ostataka pesticida u
fermentisanim proizvodima zita. IstraZivanja bi bila fokusirana na organofosfatne
pesticide (hlorpirifos-metil 1 pirimifos-metil) 1 piretroide (bifentrin), koji se koriste kao
insekticidi. Ovakav izbor aktivnih materija je uinjen, kako bi se obuhvatila jedinjenja
razli¢ite hemijske strukture, koja se masovno koriste u nasoj zemlji (Janji¢ 1 Elezovi¢,
2010) u tretmanu biljnih kultura, kako u usevima (folijarno i preko zemljista), tako i u
skladistima, te se mogu detektovati u zrnevlju zitarica. Od Zzitarica, koristi¢e se pSenica
(Triticum spelta), s obzirom da se ova vrsta najcesce koristi kao sirovina za proizvodnju
kiselog testa. Od fermentativnih mikroorganizama, odabrani su Lactobacillus plantarum
kao predstavnik bakterija mle¢nokiselinskog vrenja 1 Saccharomyces cerevisiae kao
predstavnik kvasaca.

Cilj istrazivanja je da se utvrdi, da li 1 u kom stepenu fermentacija pSeni¢nog zrna
ispitivanim mikroorganizmima uti¢e na smanjenje koncentracije rezidua pesticida kao 1
kako, odnosno u kom stepenu, rezidui pesticida uti¢u na proces fermentacije.

Ciljevi istrazivanja obuhvaéenih ovom disertacijom se mogu podeliti u nekoliko
celina:
1) Utvrdivanje eksponencijalnih faza rasta i generacijskog vremena Lactobacillus
plantarum 1 Saccharomyces cerevisiae u datim laboratorijskim uslovima.

Cilj ovih ispitivanja bi bio utvrdivanje generacijskog vremena i koeficijenata rasta
koriS¢enih mikroorganizama, u cilju optimizacije pocetne koncentracije inokuluma.

2) Optimizacija uslova mikrobioloske fermentacije netretiranog Zzitnog supstrata u
laboratorijskim uslovima.Cilj ovog seta eksperimenata bi bio utvrdivanje mogucnosti
izvodenja efikasne kontrolisane fermentacije u laboratorijskim uslovima.



3) Ispitivanje uticaja pesticida na rast i aktivnost fermentativnih mikroorganizama. U
ovoj fazi eksperimenata bi se ispitivao uticaj proucavanih aktivnih materija na rast i
aktivnost fermentativnih mikroorganizama u cilju definisanja efikasnosti fermentacije
koja moze da se oCekuje u datim uslovima.

4) Optimizacija uslova fermentacije pSeni¢nog supstrata u cilju postizanja maksimalnog
stepena degradacije pesticida.

5) Optimizacija pripreme uzoraka za odredivenje ostataka ispitivanih pesticida u
fermentisanim proizvodima.

6) Utvrdivanje doprinosa procesa fermentacije u degradaciji pesticida.

S obzirom da bi u predhodno definisanim istrazivanjima, ukupna degradacija
pesticida predstavljala sumu spontane degradacije i degradacije izazvane aktivnoS$¢u
fermentativnih mikroorganizama, dodatnim ispitivanjima bi se odredio i doprinos samog
procesa fermentacije u degradaciji pesticida. Cilj ovog seta eksperimenata bi bio realnije
sagledavanje 1 jasnije definisanje uticaja aktivnosti izabranih fermentativnih
mikroorganizama na degradaciju pesticida ukljucenih u istrazivanje.
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3. POLAZNE HIPOTEZE

Prva istrazivanja vezana za ispitivanje uticaja fermentacije na degradaciju ostataka
pesticida pocela su krajem 60-tih i po¢etkom 70-tih godina prosSlog veka, ispitivanjem
mehanizama dehlorizacije DDT-a pomoc¢u mikroorganizama (Barker i sar., 1965; Chacko
i sar., 1966; Mendel 1 Walton, 1966; Wedemeyer, 1966, 1968; Langlois i sar., 1970).
Rezultati su tada pokazali da mikroorganizmi imaju sposobnost reduktivne dehlorizacije
DDT-a do DDD oblika. Ubrzo je usledio i znacajan broj radova u kojima je moguénost
degradacije razliCitih grupa pesticida ispitivana u razli¢itim fermentacionim sistemima.
Iako se u to vreme najveci broj rezultata odnosio na mikrobnu degradaciju pesticida u
zemljistu (Quensen 1 sar., 1990; Sahu i sar., 1990, 1992; Faller i sar., 1991), ubrzo su
usledila istrazivanja koja su ukazala na pozitivan efekat fermentacije na smanjenje nivoa
ostataka pesticida u prehrambenim proizvodima.(Hugunin i Bradley, 1971; Rachev i sar.,
1974; Niewiadowska i sar., 1996; Abou-Arab, 1997; Rajashekar 1 sar., 2007; Bo i Zhao,
2010). Paralelno, wusledilo je i1 veliko interesovanje za ispitivanje fermentativne
biodegradacije ostataka fungicida u procesima prerade grozda u proizvodnji vina i siréeta
(Lemperle in 1975; Cabras i1 sar., 1987; Zironi 1 sar., 1991; Farris i sar., 1992; Sala i sar.,
1996; Cabras 1 sar., 2000; Fernandez 1 sar., 2005; de Melo Abreu i sar., 2006; Garau i
sar., 2009; Cus i sar., 2010). IstraZivanja u ovoj oblasti prosirila su se i na tehnologiju
prerade mesa i mesnih preradevina (Abou-Arab, 2002) i povrtnih i zacinskih biljaka
(Banna 1 Kawar, 1982; Abou-Arab, 1999; Azizi i Homayouni, 2009; Cho 1 sar., 2009;
Gupta i Shanker, 2009; Jung i sar., 2009), pri ¢emu je zapazen pozitivan uticaj
fermentativne aktivnosti brojnih mikroorganizama, koris¢enih u ove svrhe, na smanjenje
nivoa zagadenosti finalnog proizvoda.

Na osnovu literaturnog pregleda se moze zakljuciti, da su istrazivanja uticaja
mikrobioloske fermentacije zrnevlja zitarica, na smanjenje rezidua pesticida, nedovoljno
zastupljena. Objavljeno je tek nekoliko radova baziranih na ispitivanju efekta kvasne
fermentacije jecmenog slada i hmelja u toku proizvodnje piva na degradaciju ostataka
pesticida (Navarro i sar., 2006, 2007). Sharma i sar. (2005) su publikovali rezultate koji
ukazuju na pozitivan efekat kvasne fermentacije pSeni¢nog brasna u toku proizvodnje
hleba na degradaciju ostataka pesticida. Kako su zitarice vrlo zastupljene u ljudskoj
ishrani, evidentna je potreba da se detaljnije ispita uticaj aktivnosti mikroorganizama u
toku fermentacije ovih biljnih vrsta na degradaciju ostataka pesticida.

Osnovna hipoteza sa kojom se ulazi u istrazivanja je da mikroorganizmi mogu u
izvesnoj meri da razgrade pesticide i tako smanje njihovu koncentraciju u krajnjem
proizvodu. U toku istraZivanja, pratio bi se uticaj kontrolisanih fermentacija pSenice
pomocu inokuluma ispitivanih kultura mikroorganizama na stepen degradacije izabranih
aktivnih materija pesticida. Pratio bi se i uticaj razli¢itih parametara fermentacije
(temperatura, trajanje fermentacije i veli¢ina inokuluma) na stepen degradacije pesticida
koris¢enjem Box-Behnken statistickog dizajna eksperimenta sa tri faktora na tri nivoa i tri
ponavljanja u centralnoj tacki. Dodatno, proucavao bi se i uticaj pomenutih pesticida na
rast 1 aktivnost ovih fermentativnih mikroorganizama. S obzirom da bi u ovim
ispitivanjima ukupna degradacija pesticida predstavljala sumu spontane degradacije i
degradacije izazvane aktivnoScu fermentativnih mikroorganizama, doprinos procesa
fermentacije degradaciji pesticida bi se odredio obogacivanjem mikrobioloskih podloga

11



koje se koriste za rast izabranih mikroorganizama pomenutim pesticidima, i pracenju
koliCine pesticida u njima, u funkciji vremena pri identi¢nim ostalim eksperimentalnim
uslovima.

Ispitivanju uticaja fermentacije na stepen degradacije izabranih aktivnih materija
pesticida predhodio bi izbor optimalne analiticke metode za pripremu uzoraka za
odredivenje ostataka ispitivanih pesticida u fermentisanim proizvodima. Naime, iako
postoje brojne publikacije, koje se odnose na razvoj metoda za odredivanje ostataka
razli¢itih pesticida u pSenici (Bottomley i Baker, 1984; Nakamura i sar., 1993; Pang i
sar., 1995a, 1995b, 1997, 1999; Kaushik i Handa, 1997; Guo-Fang i sar., 2006; Khan 1
sar., 2007), efikasnost ovih metoda u odredivanju ostataka pesticida u fermentisanim
pSeni¢nim proizvodima nije dovoljno potvrdena. S obzirom da, kao Sto je ranije
pomenuto, u toku fermentacije dolazi do znaajnog smanjenja pH vrednosti pSenice, ova,
kao i brojne druge promene pSenicnog supstrata, mogu da imaju negativan uticaj na
efikasnost metode za odredivanje ostataka izabranih aktivnih materija pesticida.
Uzimajuéi ove Cinjenice u obzir, istrazivanja u okviru ove teze bi bila usmerena i na
testiranje efikasnosti tri razliCite metode pripreme uzoraka za odredivanje ostataka
hlorpirifos metila, pirimifos metila i bifentrina u fermentisanim uzorcima pSenice. Prva
metoda koja bi se testirala (Khan i sar., 2007) se ve¢ pokazala kao izuzetno efikasna
metoda pripreme uzoraka za odredivanje ostataka razlicitih pesticida u pSeni¢nom brasnu.
Druga metoda (Purovi¢ i Pordevi¢, 2010) se pokazala kao veoma efikasna za
odredivanje pesticida u izuzetno kompleksnom zemljiSnom matriksu, dok bi treca
testirana metoda predstavljala kombinaciju prve dve. Poredenjem najvaznijih analitickih
parametara testiranih metoda i uzimajuci u obzir njihove prakti¢ne prednosti i nedostatke,
jedna od njih bi bila izabrana za dalji rad.

4, NAUCNE METODE ISTRAZIVANJA

Odredivanje faza krive rasta mikroorganizama ukljucivalo bi dve metode: direktnu
metodu razredenja tj. zasejavanje ¢elija na odredene podloge u cilju izra¢unavanja CFU
(Colony Forming Units) parametra, i indirektnu metodu merenja opti¢ke gustine na
spektrofotometru pri talasnoj duzini od 620 nm (O.D.¢20nm)-

U okviru optimizacije fermentacije pSenice odabranim mikroorganizmima koristila bi
se statistiCka metoda odzivne povrSine, tj. Box-Behnken dizajn eksperimenta sa tri
faktora na tri nivoa i tri ponavljanja u centralnoj tacki, i sa tri posmatrana odziva. Faktori
1 njihovi nivoi pri fermentaciji sa L. plantarum 1 S. cerevisiae bi bili: veli¢ina inokuluma
(6%, 8%, 10%), trajanje fermentacije (24 h, 48 h, 72 h) i temperatura (23 °C, 30 °C, 37
%C). Odzivi za utvrdivanje efikasnosti L. plantarum u fermentaciji supstrata bi bili:
praéenje promene pH vrednosti, pradenje promene titrabilne kiselosti (TTA test) i
odredivanje broja mikroorganizama metodom razredenja (CFU parametar). Odzivi za
utvrdivanje efikasnosti S. cerevisiae u fermentaciji supstrata bi bili: pracenje promene pH
vrednosti, odredivanje produkcije CO; indirektnim merenjem mase fermentisanog
supstrata i odredivanje broja mikroorganizama metodom razredenja (CFU parametar).

Kao parametar za utvrdivanje uticaja fermentacije na smanjenje nivoa ostataka
pesticida u supstratu, pratile bi se promene koncentracija ostataka ispitivanih aktivnih
materija u uzorcima GC-MS spektrometrjom. Za hromatografisanje bi se koristila DB-
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Sms kapilarna kolona, dok bi maseni spektrometar radio u Selected Ion Monitoring (SIS)
modu, tj. koristili bi se karakteristicni fragmentni joni (m/z) za detekciju 1 kvantifikaciju
svake aktivne materije (joni 290 1 233 za pirimifos metil, 286 i 125 za hlorpirifos metil,
181 1 166 za bifentrin).

5. OCEKIVANI NAUCNI DOPRINOS

Kao rezultat ove doktorske disertacije ocekuje se naucni doprinos koji treba da omoguci
bolje razumevanje uticaja:
1. ispitivanih pesticida na metabolizam, rast i razvoj mikroroganizama L. plantarum
18. cerevisiae ;
2. ispitivanih pesticida na proces fermentacije pSenice;
3. fermentacije pSenice ispitivanim mikroorganizmima na degradaciju rezidua
pesticida hlorpirifos-metil, pirimifos-metil 1 bifentrin u zrnu;
4. razlicitih parametara fermentacije (temperatura, trajanje fermentacije 1 veliina
inokuluma) na stepen degradacije ispitivanih pesticida.

6.PLAN ISTRAZIVANJA I STRUKTURA RADA
U toku izrade doktorske disertacije planirane su sledece faze :

1) Odredivanje faza krive rasta mikroorganizama ukljucivalo bi dve metode: direktnu
metodu razredenja tj. zasejavanje ¢elija na odredene podloge u cilju izracunavanja CFU
(Colony Forming Units) parametra, i indirektnu metodu merenja opti¢ke gustine na
spektrofotometru pri talasnoj duzini od 620 nm (O.D.s20nm). Koristile bi se kulture
bakterije mlecno-kiselinskog vrenja (Lactobicillus plantarum) 1 kvasca (Saccharomyces
cereviciae) iz kolekcije kultura mikrobioloske laboratorije Tehnolosko-metalurskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Kao podloge za rast i odredivanje broja kolonija
koristili bi se MRS (de Man, Rogosa i Sharpe) bujon i agar za L. plantarum, odnosno
YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) bujon i agar za S. cerevisiae. Rast L. plantarum bi
se pratio u 30 minutnom vremenskom intervalu u toku 54 h na 30 °C, dok bi se rast S.
cerevisiae pratio u 30 minutnom vremenskom intervalu u toku 48 h na 30 °C.

2) U okviru optimizacije uslova fermentacije, zrno organski uzgajane pSenice
netretirane pesticidima bi se samlelo i sterilisalo u autoklavu 20 minuta na 121 °C, i
nakon dodavanja sterilnisane destilovane vode (1:1), inokulisalo sa predhodno
pripremljenim inokulumom. Inokulum bi se pripremao tako S§to bi se mikroorganizmi
aktivirali u odredenoj podlozi za rast na 30 °C, a samo trajanje aktivacije bi bilo
definisano predhodno utvrdenim generacijskim vremenom za dati mikroorganizam.
Nakon aktivacije, ¢elije mikroorganizama bi se izdvojile centrifugiranjem na 10000
obrtaja/min, u trajanju od 10 minuta, pri temperaturi od 4 °C, i nakon ispiranja sa 50mM
fosfatnim puferom (pH = 7), resuspendovale u sterilisanoj destilovanoj vodi.

U okviru ove faze eksperimenata bi se koristila statisticka metoda odzivne povrSine,
tj. Box-Behnken dizajn eksperimenta sa tri faktora na tri nivoa i tri ponavljanja u
centralnoj tacki, i sa tri posmatrana odziva. Faktori i njihovi nivoi pri fermentaciji sa L.
plantarum 1 S. cerevisiae bi bili: veli¢ina inokuluma (6%, 8%, 10%), trajanje fermentacije

13



(24 h, 48 h, 72 h) i temperatura (23 °C, 30 °C, 37 °C). Odzivi za utvrdivanje efikasnosti L.
plantarum u fermentaciji supstrata bi bili: pra¢enje promene pH vrednosti, pracenje
promene titrabilne kiselosti (TTA test) i odredivanje broja mikroorganizama metodom
razredenja (CFU parametar). Odzivi za utvrdivanje efikasnosti S. cerevisiae u
fermentaciji supstrata bi bili: pra¢enje promene pH vrednosti, odredivanje produkcije
CO; indirektnim merenjem mase fermentisanog supstrata i1 odredivanje broja
mikroorganizama metodom razredenja (CFU parametar).

3) U fazi definisanja uticaja ispitivanih pesticida na rast i aktivnost fermentativnih
mikroorganizama, u supstrate za rast L. plantarum i S. cerevisiae (MRS 1 YPD bujon) bi
se dodavale razli¢item koncentracije ispitivanih pesticida, a zatim inokulisali predhodno
aktiviranim mikroorganizmima, da bi se nakon inkubacije na 30 °C, direktnom metodom
razredenja 1 zasejavanja inokuluma na MRS tj. YPD agar i indirekthom metodom
merenja opticke gustine pri talasnoj duzini od 620 nm (O.D.s0nm), 0dredio stepen rasta
mikroorganizama. U ogledima bi se koristili analiticki standardi pirimifos metila (Cistoce
99,2%), hlorpirifos metila (Cistoce 99,9%) 1 bifentrina (Cistoce 98,4%), a serije
koncentracija aplikovanih aktivnih materija pesticida bi bile '/,x, 1x, 2x, 5x, 10x, 15x i
20x, pri ¢emu x odgovara maksimalnoj dozvoljenoj koncentraciji (MDK) date aktivne
materije u zrnu pSenice. Tako bi koncentracije pirimifos metila kojima bi se obogacivale
podloge za rast bile 2,5; 5; 10; 25; 50; 75 1 100 pg pirimifos metila/mL podloge,
koncentracije hlorpirifos metila 1,5; 3; 6; 15; 30; 45 1 60 pg hlorpirifos metila/mL
podloge, dok bi koncentracije bifentrina bile 0,25; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 1 10 pg
bifentrina/mL podloge. Trajanja inkubacija mikroorganizama definisala bi se u skladu sa
njihovim predhodno utvrdenim generacijskim vremenom.

4) U fazi ispitivanja uticaja najvaznijih parametara fermentacije na stepen degradacije
pesticida u supstratu, zrnu organski uzgajane pSenice netretirane pesticidima, bi se nakon
mlevenja dodavala odredena koncentracija pesticida, da bi se nakon 24 h pripremljen
uzorak sterilisao 1 nakon dodavanja sterilisane destilovane vode, inokulisao predhodno
aktiviranim inokulumom.

U okviru ove faze eksperimenata koristila bi se ve¢ pomenuta statisticCka metoda
odzivne povrsine, tj. Box-Behnken dizajn eksperimenta sa tri faktora na tri nivoa i tri
ponavljanja u centralnoj tacki, ali ovog puta sa Cetiri posmatrana odziva. Faktori i njihovi
nivoi pri fermentacijama bi bili isti kao pri optimizaciji uslova fermentacije, dok bi odzivi
pri fermentaciji sa L. plantarum bili pracenje promene pH vrednosti, odredivanje
promene titrabilne kiselosti (TTA test) i odredivanje broja mikroorganizama metodom
razredenja (CFU parametar), kao ve¢ pomenuti parametri za utvrdivanje efikasnosti
fermentacije, i odredivanje ostataka pesticida u uzorcima kao parametrar za utvrdivanje
uticaja fermentacije na smanjenje nivoa ostataka pesticida u supstratu. Kao parametri za
utvrdivanje efikasnosti fermentacije sa S. cerevisiae, pratile bi se promene pH vrednosti,
odredivala bi se produkcija CO, indirektnim merenjem teZine fermentisanog supstrata i
odredivao bi se broj mikroorganizama metodom razredenja (CFU parametar). Kao
parametar za utvrdivanje uticaja fermentacije na smanjenje nivoa ostataka pesticida u
supstratu, pratile bi se promene koncentracija ostataka ispitivanih aktivnih materija u
uzorcima. Na ovaj nacin, poredenjem sa rezultatima dobijenim u toku optimizacije uslova
fermentacije netretirane psSenice, osim utvrdivanja uticaja fermentacije na smanjenje
nivoa ostataka pesticida u supstratu, utvrdio bi se i uticaj koriS¢enih pesticida na
efikasnost fermentacija sa odabranim mikroorganizmima.
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Za odredivanje ostataka ispitivanih pesticida u fermentisanim uzorcima pSenice, bi
bile testirane tri metode pripreme uzoraka. Poredenjem njihovih najvaznijih analiti¢kih
parametara i uzimajuci u obzir njihove prakti¢ne prednosti i nedostatke, jedna od njih bi
bila izabrana za dalji rad. Sve tri metode bazirale bi se na homogenizaciji fermentisanog
uzorka samlevenog zrna pSenice (10 g) dva puta sa po 25 mL smeSe metanol:aceton=1:1
(30 min., na rotacionoj mesalici), uz dodatak 5 g anhidrovanog Na;SO, (suSen 24 h na
130 °C). Nakon centrifugiranja (5 min., 4000 obrtaja/min) i filtriranja dobijenog ekstrakta
preko 1 g anhidrovanog Na,SQOy, filtrat bi se upario do suvog ostatka (rotacioni uparivac,
35 °C), i u zavisnosti od koris¢ene metode, dalje specifiéno procesuirao.

Predhodno opisana ispitivanja uticaja najvaznijih parametara fermentacije na stepen
degradacije pesticida u supstratu bi se radila u po tri ponavljanja, uz variranje
koncentracija aplikovanih aktivnih materija pesticida. U radu bi se koristile tri razlicite
koncentracije, za svaku aktivnu materiju, 1 to: koncentracije primene jednake MDK
vrednostima ispitivanih pesticida u pSenici (5 mg/kg za pirimifos metil, 3 mg/kg za
hlorpirifos metil 1 0,5 mg/kg za bifentrin), odnosno koncentracije 5 puta i 15 puta vece od
MDK vrednosti. Na ovaj nacin bi se utvrdilo da li nepoStovanje karence, odnosno
preporucene doze primene pomenutih aktivnih materija od strane proizvodaca uti¢e na
kvalitet tj. bezbednost proizvoda od pSenice.

5) Doprinos samog procesa fermentacije degradaciji pesticida, odnosno odredivanje
stepena degradacije koji je izazvan samo aktivno$¢u fermentativnih mikroorganizama, bi
se odredio koriS¢enjem kontrolne grupe uzoraka pSenice, kojoj bi bila dodata ista
koliCina pesticida i podvrgnuta istim preparativnim procedurama kao i kod fermentacije,
samo bez inokulacije mikroorganizmima.

Predvida se da ¢e u doktorskoj disertaciji biti obradena slede¢a poglavlja: Uvod, Teorijski
deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak, Literatura. Struktura rada je
sledeca:
I. UVOD
II. TEORIJSKI DEO I CILJEVI RADA
III. EKSPERIMENTALNI DEO
II.1. Utvrdivanje eksponencijalnih faza rasta 1 generacijskog vremena
Lactobacillus plantarum i Saccharomyces cerevisiae
II1.2. Optimizacija uslova mikrobioloskih fermentacija
II1.3. Ispitivanje uticaja pirimifos metila, hlorpirifos metila i bifentrina na rast i
aktivnost fermentativnih mikroorganizama
I1.4. Ispitivanje efikasnosti razli¢itih metoda pripreme uzoraka za praéenje
stepena degradacije pirimifos metila, hlorpirifos metila i bifentrina u
fermentisanim uzorcima pSenice
II1.5. Optimizacija uslova fermentacije pSeni¢nog supstrata u cilju postizanja
maksimalnog stepena degradacije pesticida
II1.6. Utvrdivanje doprinosa procesa fermentacije u degradaciji pesticida
IV.REZULTATI ISTRAZIVANJA I DISKUSIJA REZULTATA
IV.1. Utvrdivanje eksponencijalnih faza rasta i generacijskog vremena
IV.1.1. Eksponencijalna faza rasta i generacijsko vreme Lactobacillus
plantarum

15



IV.1.2. Eksponencijalna faza rasta i generacijsko vreme Saccharomyces
cerevisiae
IV.2. Optimizacija uslova mikrobioloskih fermentacija
IV.2.1. Fermentacija pSeni¢nog supstrata sa Lactobacillus plantarum
IV.2.2. Fermentacija pSeni¢nog supstrata sa Saccharomyces cerevisiae
IV.3.Ispitivanje uticaja pesticida na rast 1 aktivnost fermentativnih
mikroorganizama
IV.3.1. Ispitivanje uticaja pesticida na rast 1 aktivnost Lactobacillus
plantarum
IV.3.1.1. Pirimifos metil
IV.3.1.2. Hlorpirifos metil
IV.3.1.3. Bifentrin
IV.3.2. Ispitivanje uticaja pesticida na rast i aktivnost Saccharomyces
cerevisiae
IV.3.2.1. Pirimifos metil
IV.3.2.2. Hlorpirifos metil
IV.3.2.3. Bifentrin
IV.4. Ispitivanje efikasnosti razli¢itth metoda pripreme uzoraka za pracenje
stepena degradacije pirimifos metila, hlorpirifos metila i bifentrina u
fermentisanim uzorcima psSenice
IV.4.1. Pre¢is¢avanje ekstrakta uzorka smeSom aluminijum oksid:aktivni
ugalj=12:1 i eluiranje dihlormetanom — Metoda 1
IV.4.2. Prec¢iS¢avanje ekstrakta uzorka florisilom 1 eluiranje smeSom etil
acetat:aceton=4:1 — Metoda 2
IV.4.3. PreciS¢avanje ekstrakta uzorka smeSom aluminijum oksid:aktivni
ugalj=12:1 1 eluiranje smeSom etil acetat:aceton=4:1 — Metoda 3
IV.5. Optimizacija uslova fermentacije pSeni¢nog supstrata u cilju postizanja
maksimalnog stepena degradacije pesticida
IV.5.1. Ispitivanje efikasnosti razli¢itih metoda pripreme uzoraka za pracenje
stepena degradacije pirimifos metila, hlorpirifos metila i bifentrina u
fermentisanim uzorcima pSenice
IV.5.2. Uticaj fermentacije pSeni¢nog supstrata sa Lactobacillus plantarum na
degradaciju pesticida
IV.5.2.1. Pirimifos metil
IV.5.2.2. Hlorpirifos metil
1V.5.2.3. Bifentrin
IV.5.3. Uticaj fermentacije pSeni¢nog supstrata sa Saccharomyces cerevisiae
na degradaciju pesticida
IV.5.3.1. Pirimifos metil
IV.5.3.2. Hlorpirifos metil
IV.5.3.3. Bifentrin
IV.6. Utvrdivanje doprinosa procesa fermentacije u degradaciji pesticida
IV.6.1. Doprinos fermentacije sa Lactobacillus plantarum u degradaciji
pesticida
IV.6.2. Doprinos fermentacije sa Saccharomyces cerevisiae u degradaciji
pesticida
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V. ZAKLJUCAK
VI. LITERATURA
VII. PRILOZI

7. ZAKLJUCAK 1 PREDLOG

Na osnovu iznetih podataka Komisija smatra da je predlozena tema doktorske disertacije
Mr Tijane Dordevi¢, ,,Uticaj fermentacije na degradaciju ostataka pesticida u
fermentisanim proizvodima od zita *, naucno zasnovana 1 predlaze Nastavno-nau¢nom
veéu da je prihvati. Za mentora se predlazu Dr Slavica Siler-Marinkovié, redovni
profesor Tehnolosko-metalurSkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu i Dr Rada Purovié,
naucni saradnik Instituta za pesticide i zastitu Zivotne sredine u Beogradu,

Istrazivanja u okviru ove disertacije pripadaju nauc¢noj oblasti Hemija 1 hemijska
tehnologija za koju je Tehnolosko-metalurski fakultet, Univerziteta u Beogradu, mati¢na
ustanova.

U Beogradu 25.12.2012. Komisija

2. Dr Rada Purovi¢, nau¢ni saradnik Instituta za
pesticide i zastitu Zivotne sredine, Beograd

3.Dr Suzana Dimitrijevi¢- Brankovi¢, vanr. prof. TMF

17



