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UTICAJ FERMENTACIJE NA DEGRADACIJU OSTATAKA PESTICIDA U
FERMENTISANIM PROIZVODIMA OD ZITA

REZIME

Zbog intenziviranja primene pesticida u poljoprivredi ostaci ovih jedinjenja
se danas Cesto detektuju u svim segmentima zivotne sredine, $to za posledicu ima 1
povecanje zagadenosti uzgajanih konzumnih biljaka. Porast kontaminacije
prehrambenih proizvoda pesticidima sa ozbiljnim posledicama na ljudsko zdravlje
doveo je do povecane zainteresovanosti za razvijanje strategije u cilju poboljSanja
bezbednosti hrane sa aspekta zagadenosti ovim jedinjenjima. Ispitivanje uticaja
tehnika procesuiranja hrane na smanjenje nivoa zagadenosti pesticidima poslednjih
godina privlaci sve vec¢u paznju. S obzirom da je fermentacija jedan od najstarijih, a
danas veoma zastupljenih vidova prerade hrane, cilj ovog rada je ispitivanje
mogucnosti kori§¢enja fermentacionih procesa u cilju smanjenja koli¢ine ostataka
pesticida, odnosno uticaj fermentativnih mikroorganizama na degradaciju ostataka
pesticida u prehrambenim proizvodima.

U radu je ispitivan uticaj fermentacije bakterijama mlecno kiselinskog vrenja
(Lactobacillus plantarum) 1 kvascima (Saccharomyces cerevisiae) na degradaciju t;.
smanjenje nivoa ostataka pesticida (pirimifos-metila, hlorpirifos-metila i bifentrina) u
fermentisanim supstratima zita (Triticum spelta). Takode je utvrdeno kako 1 u kom
stepenu ostaci pomenutih pesticida uticu na rast koriS¢enih fermentativnih
mikroorganizama 1 proces fermentacije. IstraZivanja u okviru rada obuhvatala su:
utvrdivanje faza rasta koris¢enih mikroorganizama u datim laboratorijskim uslovima,
optimizaciju uslova mikrobioloskih fermentacija, ispitivanje uticaja pomenutih
pesticida na rast fermentativnih mikroorganizama 1 na proces fermentacije pSenice,
izbor optimalne analiticke metode pripreme uzoraka za odredivanje ostataka
ispitivanih pesticida, optimizaciju parametara fermentacije pSeni¢nog supstrata
(temperatura, trajanje fermentacije 1 veli¢ina inokuluma) u cilju postizanja
maksimalnog stepena degradacije pesticida 1 utvrdivanje doprinosa procesa
fermentacije u degradaciji pesticida tj. definisanje uticaja aktivnosti izabranih

fermentativnih mikroorganizama na degradaciju.



Utvrdeno je da su 1 L. plantarum 1 S. cerevisiae slabo osetljivi na prisustvo
bifentrina u podlogama za rast, dok prisustvo organofosfata u velikoj meri negativno
uti¢e na njihov rast u podlozi, pri ¢emu znacajnije na kvasac. Dalje, prisustvo
pirimifos-metila 1 hlorpirifos-metila, iako negativno utie na porast brojnosti L.
plantarum u pSeni¢nom supstratu, ne odrazava se negativnho na mle¢nokiselinsku
fermentaciju pSenice izrazenu kroz snizavanje pH vrednosti 1 produkciju mlecne
kiseline, dok prisustvo bifentrina u manjoj meri utice na oba pokazatelja efikasnosti
fermentacije. Sa druge strane, prisustvo sva tri ispitivana pesticida negativno utice
kako na porast brojnosti S. cerevisiae u pSenicnom supstratu, tako 1 na ukupnu
kvasnu fermentaciju pSenice izrazenu kroz snizavanje pH vrednosti i produkciju
CO,. Fermentacija pSenice sa L. plantarum dovodi do redukcije rezidua sva tri
ispitivana pesticida, pri ¢emu kada se posmatra ukupna degradacija u toku
fermentativnog procesa, najviSe degradira hlorpirifos-metil (88-93 %), nesto manje
pirimifos-metil (71-82 %), a najmanja bifentrin (35-65 %). Kada se posmatra uticaj
iskljucivo aktivnosti L. plantarum, on u najvecoj meri degradira bifentrin (15-44 %),
neSto manje pirimifos-metil (10-27 %), a najmanje hlorpirifos-metil (9-14 %).
Fermentacija pSenice sa S. cerevisiae dovodi do redukcije rezidua sva tri ispitivana
pesticida, pri ¢emu je, kada se posmatra ukupna degradacija u toku fermentativnog
procesa, hlorpirifos-metil najpodlozniji redukciji (93-98 %), neSto manja redukcija
zabelezena je kod pirimifos-metila (63-77 %), a najmanja kod bifentrina (36-49 %).
Kada se posmatra uticaj isklju¢ivo aktivnosti S. cerevisiae, on u najvecoj meri
degradira bifentrin (16-28 %), neSto manje pirimifos-metil (3-30 %), a najmanje
hlorpirifos-metil (14-19 %). UopSteno, procesi fermentacije pSenice sa L. plantarum i
sa S. cerevisiae mogu se efikasno koristiti kao sredstvo za redukciju potencijalne
kontaminacije pSenice pirimifos-metilom, hlorpirifos-metilom i1 bifentrinom iznad
njthovih MDK vrednosti, pri ¢emu je degradacija pirimifos-metila 1 bifentrina veca u
toku mle¢nokiselinske fermentacije, dok je degradacija hlorpirifos-metila ve¢a u toku
kvasne fermentacije pSenice.

Kljuéne re€i: pesticidi, fermentacija, degradacija, pSenica, pirimifos-metil,
hlorpirifos-metil, bifentrin, Lactobacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae
Nau¢na oblast: Hemija i hemijska tehnologija

UZa naucna oblast: Biotehnologija
UDK broj:



EFFECT OF WHEAT FERMENTATIONS ON PESTICIDE RESIDUES
DEGRADATIONS

ABSTRACT

Pesticide residues have become an unavoidable part of the environment. Most
of the applied pesticides find their way as ‘residue’ in the environment, and, once the
environment is contaminated with pesticides, they may easily enter into human food
chain through the plants creating serious acute health problems. Hence it is
significant to evaluate simple, cost effective strategies to enhance food safety from
harmful pesticides. Food processing at domestic and industrial level would offer a
suitable means to tackle the current scenario of unsafe food. In that context, it is
interesting to study the potential loss of pesticide during fermentation as one of the
oldest simple biotechnological process.

In presented work the dissipation of pirimiphos-methyl, chlorpyriphos-methyl
and bifenthrin during wheat (Triticum spelta) fermentation by Lactobacillus
plantarum and Saccharomyces cerevsiae was investigated. Additionally, the effect of
used pesticides on the lactobacilli and yeast growth and on fermentation efficiency
was as well studied. Experiment conducted for dissertation consisted of:
determination of used microorganisms growth curves in laboratory conditions,
optimization of fermentation condition for uncontaminated wheat, study of effect of
pesticide contamination in the growth substrates on microorganisms growth, study of
effect of pesticides on fermentations efficiency, establishment of optimal analytical
method for determination of pesticide residues in fermented wheat samples,
optimization of fermentation condition (temperature, fermentation time and
inoculums size) in order to obtain the highest pesticide degradation level, and
determination of the individual effects of used fermentative microorganisms strains
on pesticide residues dissipation in wheat.

Obtained results showed that growth of L. plantarum and S. cerevisiae in
growth substrates was not inhibited by bifenthrin contamination, while was by
organophosphates, while lactic acid bacteria was, generally, more resistant on
contamination. Further, although pirimiphos-methyl and chlorpyriphos-methyl

inhibited L. plantarum growth rate in wheat substrates, fermentation efficiency (pH



decrease and lactic acid production) was not diminished, while bifenthrin did
negatively affect fermentation. On the other hand, all three pesticides negatively
affected S. cerevisiae fermentation efficiency i.e. inhibited growth rate, pH decrease
and CO, production. Degradation of all three tested pesticides in wheat was impacted
by the L. plantarum. Overall, lactic acid fermentation procedure resulted with high
degradation of chlorpyriphos-methyl (88-93 %), somewhat lower degradation of
pirimiphos-methyl (71-82 %), and the lowest degradation of bifenthrin (35-65 %).
When considering individual effects of lactobacilli cells, the highest reduction was
for bifenthrin (15-44 %), lower for pirimiphos-methyl (10-27 %) and the lowest for
chlorpyriphos-methyl (9-14 %). Degradation of all three tested pesticides in wheat
was also impacted by the S. cerevisiae. Overall, yeast fermentation procedure
resulted with high degradation of chlorpyriphos-methyl (93-98 %), somewhat lower
degradation of pirimiphos-methyl (63-77 %), and the lowest degradation of
bifenthrin (36-49 %). When considering individual effects of yeast cells, the highest
reduction was for bifenthrin (16-28 %), lower for pirimiphos-methyl (3-30 %) and
the lowest for chlorpyriphos-methyl (14-19 %). Generally, lactic acid and yeast
fermentations could be effective tool for minimizing the residual contamination in
wheat, in amount over MRL, whereby the pirimiphos-methyl and bifenthrin
degradation was higher after fermentation with L. plantarum, and chlorpyriphos-

methyl degradation was higher after fermentation with S. cerevisiae.

Key words: pesticides, fermentation, degradation, wheat, pirimiphos-methyl,
chlorpyriphos-methyl, bifenthrin, Lactobacillus  plantarum, Saccharomyces
cerevisiae

Scientific domain: Chemistry and Chemical Technology

Narrow scientific domain: Biotechnology

UDK broj:
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UVOD

S obzirom na intenziviranje primene pesticida u poljoprivredi, naroCito u
razvijenijim zemljama, ostaci ovih jedinjenja se ¢esto detektuju u svim segmentima
zivotne sredine. Naime, uprkos napredku u oblasti proizvodnje pesticida, nakon
njihove primene odredeni deo aktivne materije dospeva u Zivotnu sredinu, Sto za
posledicu ima 1 povecenje zagadenosti uzgajanih konzumnih biljaka. Porast
kontaminacije prehrambenih proizvoda pesticidima sa ozbiljnim posledicama na
ljudsko zdravlje doveo je do potrebe za kontinuiranim monitoringom nivoa
zagadenosti ovim agrohemikalijama kako u biljnim kulturama tako i u konzumnim
proizvodima. Takode, sve je ve€a zainteresovanost za razvijanje strategije u cilju
poboljsanja bezbednosti hrane sa aspekta zagadenosti pesticidima. Shodno tome, u
porastu je broj publikacija koje se odnose na ispitivanje uticaja tehnika procesuiranja
hrane u toku prerade biljnog materijala na smanjenje nivoa zagadenosti pesticidima.
S obzirom da je jedan od najstarijih, a danas veoma zastupljenih vidova prerade
hrane fermentacija, ono Sto poslednjih godina privlaci sve ve¢u paznju je mogucénost
koriS¢enja fermentacionih procesa u cilju smanjenja koli¢ine ostataka pesticida, t;.
uticaj fermentativnih mikroorganizama na degradaciju ostataka pesticida u
prehrambenim proizvodima.

Prva istrazivanja u oblasti uticaja procesa fermentacije na degradaciju
ostataka pesticida pocela su krajem 60-tih i poCetkom 70-tih godina proslog veka 1
ubrzo je usledio znacajan broj radova u kojima je mogucnost degradacije razli¢itih
grupa pesticida ispitivana u razli¢itim fermentacionim sistemima. lako se u to vreme
najveci broj rezultata odnosio na mikrobnu degradaciju pesticida u zemljiStu ubrzo su
usledila istrazivanja koja su ukazala na pozitivan efekat fermentacije na redukciju
nivoa ostataka pesticida u prehrambenim proizvodima pri ¢emu je zapazen pozitivan
uticaj fermentativne aktivnosti brojnih mikroorganizama koriS¢enih u ove svrhe na
smanjenje nivoa zagadenosti pesticidima kod finalnog proizvoda. Na osnovu
literaturnog pregleda se moze zakljuciti da su istraZivanja uticaja mikrobioloSke
fermentacije u toku tehnoloSke prerade zrnastih plodova Zzitarica, kao jednih od
najrasprostranjenijth uzgojnih biljaka, na redukciju ostataka pesticida nedovoljno

zastupljena. Kako su preradevine od Zita u izrazito velikoj meri zastupljene u
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ljudskoj ishrani, narocCito imaju¢i u vidu da se Cak tre¢ina ukupno proizvedene
pSenice na svetskom nivou iskoristi samo za proizvodnju hleba kao jednog od
osnovnih fermentisanih prehrambenih proizvoda, evidentna je potreba da se
detaljnije ispita uticaj aktivnosti mikroorganizama u toku fermentacije ovih biljnih
vrsta na degradaciju, tj. redukciju nivoa ostataka pesticida.

U skladu sa predhodno navedenim, cilj ove disertacije je bio ispitivanje
uticaja fermentacije bakterijjama mlecno kiselinskog vrenja 1 kvascima na
degradaciju tj. smanjenje nivoa ostataka pesticida u fermentisanim proizvodima Zita.
U istrazivanja je uklju¢ena pSenica (Triticum spelta) kao vrsta zitarice koja se
najces¢e koristi kao sirovina za proizvodnju kiselog testa, a za fermentativne
mikroorganizme odabrani su mikroorganizmi koji se ucestalo upotrebljavaju u
fermentacionim tehnologijama prerade zita 1 to Lactobacillus plantarum kao
predstavnik bakterija mle¢nokiselinskog vrenja 1 Saccharomyces cerevisiae kao
predstavnik kvasaca. Od aktivnih materija pesticida u istrazivanja su ukljuc¢eni
pirimifos-metil, hlorpirifos-metil 1 bifentrin koji se primenjuju za tretman pSenice, te
se saglasno svojoj primeni mogu detektovati u zrnastim plodovima ove Zitarice.

Cilj istrazivanja je bio 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, rezidue pesticida uticu na
proces fermentacije. Cilj rada je bio usmeren ka ispitivanju mogucénosti koris¢enja
fermentacionog procesa, kao jednog od osnovnog postupka prerade hrane, u svrhu

smanjenja nivoa zagadenosti finalnog proizvoda pesticidima.
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1. PSENICA KAO OSNOVNA NAMIRNICA U LJUDSKOJ
ISHRANI

Hrana predstavlja prirodnu meSavinu gradivnih 1 energetskih organskih
materija 1 kljuéni je faktor za normalno fiizioloSko 1 psiholosko funkcionisanje
svakog coveka. Medu esencijalne konstituente u ljuskoj ishrani svrstava se svakako
pSenica (Triticum sp.) kao jedna od najvaznijih vrsta Zzitarica, kako po
rasprostranjenosti 1 proizvodnji, tako 1 po svojoj hranljivoj vrednosti. PSenica je
najznacajniji ratarski usev u svetu, naro€ito imajuc¢i u vidu da se jedna tre¢ina od
prinosa pSenice koristi u prehrambenoj industriji za proizvodnju hleba, testenine,
griza, ulja iz klica, skroba, alkohola itd. Prema podacima Organizacije za Hranu i
Poljoprivredu Ujedinjenih Nacija (Food and Agriculture Organization of the United
Nations — FAO) [1], svetska produkcija pSenice u poslednjih nekoliko godina prelazi
650 miliona tona godiSnje sa tendencijom stalnog porasta. Podru¢je proizvodnje
pSenice u svetu je preko 217 000 000 ha, s prosecnim prinosom od 3 t/ha. Po
proizvodnji, u Srbiji pSenica, nakon kukuruza, zauzima drugo mesto, sa podrucjem

proizvodnje od preko 480 000 hektara 1 prosecnim prinosom od 3,5 t/ha.

1.1. SPELTA

(Triticum spelta L.)

Medu najstarijim vrstama pSenice nalazi se spelta ili krupnik (7riticum spelta
L.). Spelta, poreklom iz juzne Azije, doneta je na Bliski Istok pre oko 9000 godina 1
od tada se proSirila na celoj teritoriji Evrope. Ovu plevi€astu 1 jestivu vrstu pSenice
poznavali su 1 koristili za ishranu 1 stari Rimljani 1 gajili su je maltene u celoj
Imperiji, u Nemackoj, u alpskim predelima 1 delovima Panonske nizije. Madarska
plemena, naseljavanjem u Panonsku niziju, nastavila su sa gajenjem i kori§¢enjem u
ishrani ove pSenice, sve do polovine 20. veka. Stvaranjem visokorodnih sorti ova
vrlo znaCajna Zzitarica skoro je iS¢ezla i1 odrZzavana je samo u bankama gena Sirom
sveta. Ponovo je otkrivena sedamdesetih godina prosloga veka, budenjem ekoloske
svesti stanovniStva 1 neophodnosti potrosnje zdravstveno bezbedne hrane. Poslednjih

godina interesovanje za uzgoj ove zitarice je u sve ve¢em porastu, narocito imajuci u
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vidu izuzetan nutritivni kvalitet biljke i njenu pojac¢anu otpornost na stresne uslove
[2,3].

Slika 1.1.1. Klas i zrno spelte

Nutritivne vrednosti spelte (Slika 1.1.1.) su izuzetno visoke u poredenju sa
drugim zitaricama. Ovo je zitarica koja ¢oveku, osim vode, moze da obezbedi sve
potrebne hranljive sastojke za zivot, jer sadrzi ugljene hidrate, proteine, lipide,
vitamine 1 minerale [4,5]. Zrno spelte sadrzi 60,9-65,8 g ugljenih hidrata /100g suve
materije, uglavnom u obliku skroba [6]. Osim toga, sadrzaj vlakana (12,9-13,8
g/100g suve materije) je veéi nego u zrnu psenice [7]. Isto je i za proteine kojih ima
oko 17 %, masti (oko 3 %), a bogata je i mineralnim materijama (cink, selen, litijum,
fosfor, magnezijum), vitaminima i celulozom u idealnom odnosu.

Spelta se primenjuje u brojnim sferama prehrambene industrije. Ova Zitarica
namenjena je kako za ishranu ljudi tako i Zivotinja [8]. Zito spelte se koristi u
proizvodnji hleba, testenina, i obroka na bazi zitarica [9], ali znatno manje u
proizvodnji alkoholnih pi¢a. Tehnologija pecenja hleba od spelte je identicna
obi¢nom hlebu, sa proizvodnjom kiselog testa (sourdough) kao jednim od osnovnih
biotehnoloskih procesa.

U proizvodnji spelta je manje zahtevna prema klimatskim, zemljiSnim
uslovima i prema zahtevima vezanim za agrotehniku. Ona ima debelu opnu, koja je
bolje stiti od insekata, ali i od pesticida i drugih otrovnih materija, otporna je prema
StetoCinama 1 bolestima i zato je pogodna za bio ili organsku proizvodnju. Njeno

gajenje se, pak, ne razlikuje od gajenja obi¢ne pSenice, izuzev §to zahteva primenu
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manjih koli¢ina mineralnih dubriva 1 sredstava za zaStitu bilja, te je zbog toga njeno

gajenje rentabilnije od obi¢ne pSenice.

2. POLJOPRIVREDA KAO JEDAN OD MOGUCIH IZVORA
ZAGADPENJA PSENICNIH PREHRAMBENIH PROIZVODA

Poznato je da je u svetu i1 kod nas u proSlosti dolazilo do masovnih 1
ekstenzivnih Steta u poljoprivredi koje su nanosile biljne 1 zZivotinjske bolesti s jedne
strane, 1 korovi s druge strane. Izmedu 1842. i 1847. godine zbog Stete u
poljoprivredi u svetu je vladala glad koja je prouzrokovala smrt Ccetvrtine
stanovniStva 1 emigraciju joS cetvrtine u zemlje Afrike 1 Australije. Uprkos
izuzetnom unapredenju u savremenoj proizvodnji hrane 1 uvodenju koncepta
odrzivog razvoja sa ciljem vece ekoloSke delotvornosti poljoprivrede, ¢ak 1 danas,
prema saopsStenju Organizacije Ujedinjenith Nacija, svake godine insekti uniSte
tre¢inu svetskog prinosa Zitarica. Prema zvani¢nim podacima FAO, ukoliko se u
poljoprivredi ne bi koristili pesticidi kao agensi za zastitu bilja, samo u toku jedne
godine Stetni insekti zajedno sa biljnim bolestima 1 korovima smanjili bi svetsku
proizvodnju hrane za 25-30 %, a gubici uskladiStenih namirnica povecali bi se za jo$
10-15 %.

Neminovno je da je danas, zahvaljujuci upotrebi pesticida, ukupan prinos svih
kultura povecan u proseku 2 do 3 puta [10] 1 nesumnjivo je da pesticidi pruzaju
c¢oveku neprocenjivu korist u zastiti gajenih kultura. Medutim, ono §to je takode
evidentno je da se, upravo zbog intenzivirane primene pesticida u poljoprivredi,
narocito u razvijenijim zemljama, ostaci ovih jedinjenja danas Cesto detektuju u svim
segmentima Zzivotne sredine. Naime, uprkos izuzetnom napredku u oblasti
proizvodnje pesticida, nakon njihove primene samo 0,1-0,3 % upotrebljene koli¢ine
pesticida dolazi do ciljnih organizama, dok se preostali deo ,,izgubi*“ u Zivotnoj
sredini, Sto za posledicu ima i1 povecenje zagadenosti uzgajanih konzumnih biljaka
[11,12]. Porast kontaminacije prehrambenih proizvoda pesticidima sa ozbiljnim
posledicama na ljudsko zdravlje doveo je do potrebe za kontinuiranim monitoringom
nivoa zagadenosti ovim agrohemikalijama kako u biljnim kulturama tako 1 u
konzumnim proizvodima, a sve je veca zainteresovanost i za razvijanje strategija u

cilju poboljSanja bezbednosti hrane sa aspekta zagadenosti pesticidima.
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2.1. PESTICIDI

Pod pesticidima se podrazumevaju hemijska jedinjenja organskog,
neorganskog 1 prirodnog porekla, koja se primenjuju u poljoprivredi, Sumarstvu,
veterinarstvu, prehrambenoj industriji 1 komunalnoj higijeni radi suzbijanja
fitopatogenih organizama, Stetnih insekata, nematoda, glodara, ptica, kao 1 za
suzbijanje korova 1 regulisanje rasta biljaka.

Istorija koriScenja pesticidnih sredstava veoma je duga [13]. Sumpor je
koriScen u Kini jo$ hiljadite godine pre nove ere kao fungicidno sredstvo, a u Evropi
je primenjen kao fungicid tek 1800. godine. Ekstrakt lista duvana je koriScen 1690.
godine kao insekticid. Godine 1867. meSavina bakra 1 arsenika masovno je koriS¢ena
za kontrolu krompirove zlatice, bakar-sulfat je 1882. godine uveden u zastitu vinove
loze, a 10 %-ni rastvor sumporne kiseline je na pocetku XX veka sluzio za
uniStavanje nekih vrsta korova. Godine 1922. obavljeno je prvo =zapraSivanje
pesticidima iz vazduha, a 1930. godina se smatra pocetkom ere koriS¢enja modernih
pesticida.

Pesticidi danas predstavljaju veoma znacajnu komponentu moderne
poljoprivredne industrije. PokuSaji da se gubici svedu na $to manju meru doveli su do
razvoja Sirokog spektra jedinjenja koja se danas upotrebljavaju kao pesticidi. Na
svetskom trziStu trenutno je registrovano viSe od 1180 pesticida [14] od Cega 435
herbicida, 335 insekticida 1 410 fungicida, a svi oni se na trziStu mogu naci u obliku
32 800 formulacija [15]. Prema podacima iz Evropske Unije, na trzistu je u ovom
trenutku registrovano viSe od 1140 pesticida [16], dok je prema izveStaju
Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva 1 vodoprivrede Republike Srbije (2010) u
naSoj zemlji u prometu 327 aktivnih materija pesticida, formulisanih u vidu 878

pesticidnih preparata [17].

Kod pesticida se mogu razlikovati tri grupe osobina koje karakteriSu njihova
svojstva, a to su fizicke, hemijske 1 toksikoloSke osobine.

Fizicke osobine pesticida odreduju njihovo ponasanje 1 postojanost u

razlicitim uslovima u kojima se ova jedinjenja mogu naci. Poznavanje fizickih
osobina pesticida preduslov je za njihovu uspe$nu primenu, za razumevanje njihovog
ponaSanja u zemljiStu, vodi 1 atmosferi, za njihovo cuvanje, kao 1 za primenu

adekvatnog nacina uklanjanja rezidua pesticida iz zivotne sredine. Veliki prakti¢ni
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znacaj, naroCito u pogledu uklanjanja pesticida iz zivotne sredine imaju sledece
fizicke osobine:

o tacka kljucanja

e isparljivost

e napon pare

e dipolni momenat

e rastvorljivost

Tacka kljucanja pesticida zavisi od njegove prirode i predstavlja temperaturu
na kojoj pesticid iz te€nog agregatnog stanja prelazi u paru, odnosno gas. Tacka
kljucanja predstavlja vaznu karakteristiku pesticida, jer se na osnovu nje moze
prosuditi o postojanosti tog jedinjenja u odredenim uslovima. Pesticidi sa nizom
tackom kljucanja krace se zadrZzavaju na zemlji i delovima biljaka, tj. brze isparavaju,
dok pesticidi sa visokom tackom kljucanja teze isparavaju i samim tim duze se
zadrzavaju na delovima biljaka.

Pod isparljivos¢u se podrazumeva koli¢ina pesticida koja moze da ispari u
vazduh (prede iz Cvrstog u gasovito agregatno stanje na odredenoj temperaturi) do
maksimalne koncentracije (koncentracije zasiéenja) i izraZava se u g/cm’.

Napon pare pesticida je pritisak pri kome se na datoj temperaturi uspostavlja
ravnoteza izmedu gasovite 1 Cvrste ili teCne faze. PoveCava se sa povecanjem
temperature 1 obrnuto, a kada se izjednaci sa postoje¢im atmosferskim pritiskom
dovodi do klju¢anja pesticida u te€nom agregatnom stanju. Napon pare je u vezi sa
tackom kljucanja pesticida 1 ukoliko je on visi, tacka kljucanja je niza i obrnuto.
Pesticidi sa malim naponom pare isparavaju sporo i obrnuto, i stoga poznavanje
napona pare pesticida ima prakti¢an znacaj.

Dipolni momenat je proizvod rastojanja izmedu pozitivhog 1 negativhog
naelektrisanja u molekulu 1 jac¢ine jednog od naelektrisanja. On odreduje hemijske
osobine pesticida, odnosno njegovo uceS€e u reakcijama koje se odigravaju u
rastvoru. Od polarnosti pesticida zavise specificna mo¢ rastvaranja, isparljivost,
stepen asocijacije. Polarni pesticidi bolje se rastvaraju u polarnim jedinjenjima 1
manje su isparljivi od nepolarnih. Oni su po pravilu aktivni rastvaraci, koji uti€u na
osobine drugih polarnih jedinjenja u rastvoru, ucestvuju u intermedijarnim

reakcijama 1 uti€u na smer 1 brzinu konac¢ne reakcije.
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Rastvorljivost pesticida u vodi ili drugim rastvara¢ima predstavlja koli¢inu
pesticida koja se pri odredenoj temperaturi rastvara u jedinici zapremine rastvaraca i
raste sa porastom temperature. Rastvorljivost pesticida je vazna fizicka osobina jer
od nje zavisi apsorpcija pesticida, pokretljivost u Zivim organizmima i zemljiStu.
Pesticidi koji su slabo rastvorni u vodi teZe se spiraju sa tretiranih biljnih delova 1
zemljista. U dekontaminaciji 1 detekciji pesticida veoma je vazno poznavati
rastvorljivost pesticida, jer od toga zavisi na koji ¢e se naCin 1 pomocu kojih
supstanci izvrSiti njegova dekontaminacija, odnosno ekstrakcija iz razliCitih
materijala.

Hemijske osobine pesticida zavise pre svega od strukture molekula i one

odreduju reaktivnost pesticida, pogotovo imaju¢i u vidu da kod pesticida postoji
direktna veza izmedu hemijske strukture 1 bioaktivnog odnosno toksi¢nog dejstva
[18]. Izvesni atomi 1 hemijski radikali koji ulaze u sastav aktivnih materija direktno
unose svoje toksi¢ne osobine, kao $to je slucaj sa halogenim elementima ili teSkim
metalima, pa tako npr. jedinjenja sa jednim atomom hlora u molekulu imaju samo
fumigantno dejstvo, a sa dva i viSe ispoljavaju insekticidno i baktericidno dejstvo
[19]. Osim ovoga, poznato je da i stabilnost pesticida zavisi od njihovih hemijskih
osobina, pa zbog toga razli¢iti pesticidi razliito reaguju na unutras$nje i spoljasnje
uticaje. Pojedini pesticidi se pri duZem stajanju menjaju i, usled razlaganja ili
polimerizacije, gube bitne hemijske karakteristike. Osim toga promenom
temperature, pritiska vode ili kiseonika, pH ili svetlosti, stabilnost nekih pesticida se
drasticno smanjuje skoro do nivoa da postaju neaktivni i neupotrebljivi. Tako je
poznavanje hemijskih karakteristika pesticida, koje upucuju na njegovu stabilnost
pod razli¢itim varijacijama spolja$njih uticaja, od velikog znaCaja za utvrdivanje
adekvatnog nacina uklanjanja njihovih rezidua iz Zivotne sredine.

Toksikoloske osobine pesticida karakteriSu otrovnost i1 nacin delovanja na

zivi organizam. Toksi¢nost uglavnom zavisi od sposobnosti delovanja pesticida na
razliite konstituente ¢elije koji igraju vaznu ulogu u biohemijskim i fizioloskim
procesima. Uzimajuci u obzir dokazanu toksi¢nost pesticida, i1 ¢injenicu da pesticidi i
njihovi metaboliti ulaze u ljudski organizam preko lanca ishrane 1 vode, rastuca
zabrinutost javnosti za zdravlje ljudi u vezi sa ostacima pesticida u hrani je dovela do

poostravanja regulative koja se odnosi na maksimalno dozvoljene koli¢ine ostataka
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pesticida (MDK) u namirnicama. Odredivanje MDK vrednosti se temelji na
poznavanju preporucene doze primene datog pesticida 1 propisane karence t;.
vremenskog perioda koji je potrebno da prode od primene pesticida do berbe ili
setve. Do danas je Svetska Zdravstvena Organizacija propisala vise od 17000 MDK
vrednosti za razne namirnice 1 brojne pesticide [20-23], a naSa zemlja je 2010.
godine, donela ,,Pravilnik o maksimalno dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava
za zaStitu bilja u hrani 1 hrani za Zivotinje 1 o hrani 1 hrani za zivotinje za koju se
utvrduju maksimalno dozvoljene koliine ostataka sredstava za zastitu bilja*, ime su
MDK vrednosti uskladene sa vrednostima u Evropskoj uniji [24]. Osim toga, procena
bezbednosti koris¢enja pesticida vrsi se od strane nadleznih stru¢njaka za ova pitanja.
Na medunarodnom nivou pri WHO/FAO postoji posebna komisija za rezidue
pesticida (Joint Meeting on Pesticide Residues, JMPR) koja redovno evaluira sve
dostupne podatke o koriS¢enju pesticida i1 njihovoj toksi¢nosti 1 uticaju na zivotnu
sredinu 1 na osnovu toga donosi pozitivne liste pesticida koji se mogu koristiti,

preporuke za MDK, procene dijetarnog unosa, klasifikacije toksi¢nosti i dr. [25].

Pesticidi se mogu podeliti na razne nacine. U literaturi se susrecu podele
prema nameni, tj. prema grupi zivih organizama koje suzbijaju, prema nacinu i
karakteru delovanja, prema toksic¢nosti, kancerogenosti, mutagenosti, perzistentnosti,
pripadnosti hemijskoj grupi jedinjenja 1 mehanizmu delovanja [26]. Osnovna podela
pesticida izvrSena je prema njihovom dejstvu na:

o herbicide — pesticidi za uniStavanje korovskih biljaka

o insekticide — pesticidi za suzbijanje insekata

o fungicide — pesticidi za suzbijanje i prevenciju pojave fitopatogena

o rodenticide — pesticidi za uniStavanje glodara
2.1.1. INSEKTICIDI

Insekticidi su grupa pesticida koja sluzi za suzbijanje Stetnih insekata u polju 1
u skladiStima. Razvoj insekticida poceo je u XIX veku, a polovinom XIX veka ve¢ su
bili poznati prirodni insekticidi, kao Sto su nikotin, piretin, rotenoid, kao i preparati
na bazi arsena. Prvi nemetalni organski insekticid upotrebljen je u Nemackoj 1892.
godine (4,6-dinitro-2-metil-fenol antinonin), ali se nije odrzao zbog visoke

toksi¢nosti. Do pojave prvog univerzalnog insekticida sa kontaktnim dejstvom doslo
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je zahvaljujuci Miiller-u, ¢iji je DDT od 1939. godine nasao primenu u celom svetu,
medutim, zbog izrazite toksi¢nosti 1 pojave hroni¢nih trovanja, ve¢ 1972. godine
zabranjen je za upotrebu u Americi, a ubrzo 1 u ostalim zemljama Sirom sveta. Od tog
perioda otkriven je Citav niz jedinjenja koja ispoljavaju specificno delovanje na
insekte. Danas, insekticidi obuhvataju nekoliko klasa jedinjenja: organohlorne
insekticide, organofosfate, karbamate, piretroide i neonikotinoide.

Organohlorni insekticidi (heptahlor, endosulfan, dieldrin, pentahlorfenol itd.)
se kao grupa danas viSe ne preporucuju za upotrebu zbog velike toksi¢nosti za ljude 1
zivotinje 1 zbog velike perzistentnosti u Zivotnoj sredini, a mnogi od njih su 1
zabranjeni u zemljama Sirom sveta (DDT, aldrin, lindan).

Organofosfati su grupa insekticida koja deluje na nervni sistem insekata
preko enzima acetilholinesteraze i takode se u manjoj meri preporucuje za upotrebu
naroc¢ito zbog cCestih pojava akutnih trovanja ljudi 1 Zivotinja. Medutim, njihova
perzistentnost u prirodi je izrazito mala, pa su zbog toga Cesto upotrebljivani DDT,
dieldrin 1 aldrin, zamenjeni hlorpirifosom, hlorpirifos-metilom, diazinonom,
pirimifos-metilom, parationom, malationom, i1 drugim insekticidima iz ove grupe. U
danaSnje vreme se organofosfati veoma ucestalo koriste zbog njihove efikasnosti,
uprkos upozorenjima o toksi¢nosti od strane EPA-e. Upravo zbog potencijalne
opasnosti koju predstavljaju za ljude, naucnici Sirom sveta pridaju veliki znacaj
pronalaZenju efikasnog nacina za uklanjanje rezidua organofosfata iz Zivotne sredine,
a narocito iz prehrambenih proizvoda.

Karbamati imaju sli¢an mehanizam dejstva na nervni sistem kao 1
organofosfati, medutim inaktivacija enzima acetilholinesteraze pod dejstvom
karbamata je reverzibilna, pa iz tog razloga ovi insekticidi imaju donekle manje
toksicni efekat na zivotinje 1 ljude. Zbog toga se aldikarb, karbofuran, oksamil,
metomil 1 drugi insekticidi iz ove grupe u velikoj meri koriste za efektivno suzbijanje
Stetnih insekata.

Piretroidi su sintetisani na osnovu piretruma, prirodne komponente sa
insekticidnim dejstvom izolovane iz ekstrakta cvetova biljke Chrysantemum sp. Ova
jedinjenja ispoljavaju mnogo manju akutnu toksi¢nost u odnosu na organofosfate 1
karbamate, 1 zbog toga se Cesto koriste za suzbijanje insekata u domacinstvima, kao 1

za zaStitu domacih zivotinja od parazitnih insekata 1 za dezinsekciju u pogonima za
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proizvodnju hrane. Njihov osnovni nedostatak u pogledu efikasnosti je brza
razgradivost pod dejstvom svetlosti. Danas se u svim sferama zaStite od Stetnih
insekata uspesno koriste brojni piretroidi kao Sto su bifentrin, ciflutrin, cipermentrin,
deltametrin, lambda-cihalotrin, permetrin 1 drugi.

Neonikotinoidi su sinteticki analozi prirodnog insekticida nikotina, sa mnogo
manjom akutnom toksicno$¢u za sisare 1 mnogo vecom perzistentnoS¢u. To su
insekticidi najnovije generacije, sintetisani 90-tth godina prosSlog veka, a
imidakloprid iz ove grupe pesticida je trenutno najviSe koriS¢en insekticid Sirom
sveta. Osim njega, ostali neonikotinoidi, kao S§to su acetamiprid, tiametoksam 1
tiakloprid, u velikoj meri se koriste za suzbijanje zemljiSnih 1 skladiStnih insekata,
folijarni tretman zasada Zitarica, leguminoza, voca, povréa 1 pamuka, kao 1 za

suzbijanje parazitnih insekata domacih zivotinja.
2.1.1.1. Insekticidi za suzbijanje insekata u uskladiStenom Zitu

Od brojnih aktivnih materija sa insekticidnim efektom koje pripadaju
razli¢itim opisanim grupama insekticida, za suzbijanje insekata u uskladiStenom zitu,
kao najrasprostranjenijoj uzgojnoj biljci na nasem podneblju, izrazito je zastupljena
upotreba kontaktnih insekticida. Kontaktnim insekticidima, koji pripadaju
organofosfatima 1 piretroidima, tretira se skladi$ni prostor ili direktno uskladiSteno
zito, a primena ovih pesticida narocito je zastupljena u onim skladiStima gde je
potrebno obezbediti dugotrajno cuvanje zita [27-30]. Medu aktivne materije
registrovane za ovu primenu spadaju organofosfati pirimifos-metil i hlorpirifos-metil
kao 1 piretroid bifentrin.

Pirimifos-metil (O—2—dietilamino—6—metilpirimidin—4-il-O,0—dimetil—-
tiofosfat) (Slika 2.1.1.1.1.) je nekumulativni organofosfatni insekticid i akaricid
Sirokog spektra dejstva koji deluje kontaktno, digestivno 1 respiratorno, penetrira u
biljna tkiva, a ispoljava i translaminarnu aktivnost. Ovaj pesticid je jedan od najceSce
koriS¢enih za tretman skladiStnog prostora, ambalaze ili direktno biljnih proizvoda, a
njegova efikasnost se ogleda u produZenoj insekticidnoj aktivno$¢u u skladiStima

[31].
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Slika 2.1.1.1.1. Strukturna formula pirimifos-metila

Osnovna svojstva ovog jedinjenja kao insekticida prvobitno su opisani 1960-
tih godina u Velikoj Britaniji, dok ga je u primenu uvela firma ICI Plant Protection
Division (danas Zeneca Agrochemicals), patent GB 1019227.

Pirimifos-metil je bledozuta te¢nost na temperaturi preko 18 °C, umereno
isparljiva sa malim naponom pare (2 mPa na 20 °C, 6,9 mPa na 30 °C 122 mPa na 40
°C), slabo rastvorljiva u vodi (10 mg/mL, pri pH 7 na 20 °C), a rastvorna u vecini
organskih rastvaraca. Na temperaturama preko 120 °C dolazi do degradacije ovog
insekticida, dok je na sobnoj temperaturi stabilan do Sest meseci. Brzo se razlaze do
hidroksi derivata u jakim kiselinama, pri ¢emu npr. pri pH=4 vreme za koje se
raspadne polovina prvobitne koli¢ine pesticida (DTso) u vodi iznosi 2 dana. Umereno
je stabilan u bazama, pri ¢emu na pH=9, DTsy iznosi 75 dana. Stabilan je u
neutralnom vodenom rastvoru, a pri pH=7 DTsy u vodi iznosi 117 dana [32]. Glavni
produkt hidrolize pirimifos-metila je pirimidinol. Osim hidroliticke hemijske
degradacije, ovaj insekticid podlozan je i izuzetno brzoj fotolizi (DTs¢ <1 sat), a
produkt fotoliticke razgradnje je 2—dietilamino—6-metil-pirimidin—4—ol.

Osnovni produkti metabolizma pirimifos-metila u biljnom tkivu su
pirimidinil, 2 — dietilamino — 6 — metilpirimidin — 4 — ol, 2 — etilamino — 6 —
metilpirimidin — 4 — ol 1 2 — amino — 6 — metilpirimidin — 4 — ol, pri ¢emu pribliZzno
90 % metabolita ovog insekticida ¢ini  2-dietilamino—6—metilpirimidin—4—ol.
Pirimifos-metil veoma brzo isparava nakon aplikacije na biljke, tako da se nakon 2-3
dana na biljnom materijalu zadrzava svega 10 % insekticida, ukljucujuci i njegove
metabolite. Sa uskladiStenim Zitaricama je drugalije, pa je nakon tretiranja u

skladistima DTs pirimifos-metila ve¢e od 2 meseca.
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Maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK) pirimifos-metila u namirnicama
propisane su od strane vise medunarodnih organizacija i drzava. Evropska unija
propisala je MDK vrednosti za pirimifos-metil prisutan u namirnicama za ljudsku
upotrebu, a nasa zemlja je 2010. godine donela pravilnik kojim su vrednosti MDK
uskladene sa vrednostima u Evropskoj uniji [24] 1 po kojem se MDK za ovaj
insekticid krec¢e od 0,05 do 5 mg/kg. Za pSenicu, tj. sve zitarice, ova vrednost je 5
mg/kg.

Uopsteno gledano, moze se =zakljuciti da pirimifos-metil nema veliki
negativni uticaj na zivotnu sredinu jer mu je DTso u zemljiStu od 3,5 do 25 dana, a
stepen fotolize veoma visok. Osim toga nije utvrden kao kancerogen, teratogen,
genotoksican ni neurotoksi¢an za misSeve, pacove 1 zeCeve. Po najnovijem pravilniku
o kriterijumina za razvrstavanje otrova Republike Srbije [33] ova aktivna materija
svrstana je u III grupu otrova kao srednje toksicna materija (Xn), medutim, po
najnovijoj klasifikaciji Svetske Zdravstvene Organizacije ovaj pesticid se svrstava u
I grupu otrova kao visoko toksi¢na materija (T) 1 kao materija opasna po zivotnu
sredinu (N) [34]. Ovaj insekticid se pokazao kao izuzetno toksiCan za vodene
organizme, S§to je u skladu sa izrazito sporom hidrolizom u neutralnom vodenom
rastvoru, i stoga je kategorizovan kao R50/53 (veoma otrovan za vodene organizme,
moze prouzrokovati dugotrajna nezeljena dejstva na vodenu sredinu). Osim toga
izrazito je toksican i za pcele (R57), 1 kategorizovan je i kao R22 (Stetan ako se
proguta).

Hlorpirifos-metil (0,0-dimetil-0-3,5,6-trihlor-2-piridil-fosfortioat)  (Slika
2.1.1.1.2.) je nesistemski insekticid iz grupe organofosfata, Sirokog spektra dejstva.
Deluje kontaktno, digestivno i respiratorno, a male je toksicnosti za sisare [35].

| 5 O—2CH
N ;

=M /P\

Cl O 0—=CH
¢ 3

Cl
Slika 2.1.1.1.2. Strukturna formula hlorpirifos-metila

Osnovna svojstva ovog jedinjenja kao insekticida prvi su opisali Rigterink 1

Kenaga 1966. godine [36], dok ga je u primenu uvela firma Dow Chemical Co.
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(danas Dow AgroSciences), patent US 3244586. Registrovan je 1985. godine za
tretman skladiStnog prostora 1 zita u skladiStima, i danas se u velikoj meri
upotrebljava u poljoprivredi.

Hlorpirifos-metil je bela kristalna supstanca karakteristicnog mirisa, sa
tackom topljenja od 45,5-46,5 °C. Umereno je isparljiv, sa malim naponom pare (3
mPa na 25 °C), izuzetno male rastvorljivosti u vodi (2,6 mg/L na 20 °C), a izrazito
rastvoran u acetonu, metanolu 1 heksanu. Na sobnoj temperaturi je stabilan, medutim
u vodenom rastvoru pri vi§im pH vrednostima (pH=8) brzo hidrolizuje (manje od 9
dana). Hidroliza molekula je dakle brza pri viSim pH vrednostima. Takode pod
uticajem UV zracenja dolazi do ubrzane fotodegradacije ovog jedinjenja. Umereno je
postojan u vodi bez znacajnih razlika pri promenama pH vrednosti (vreme
poluraspada je 27, 21 1 13 dana pri pH=4, 7 19). Glavni produkt hidrolize hlorpirifos-
metila je 3,5,6-trihloro—2—piridinol 1 des-metil-hlorpirifos-metil. Osim hidroliticke
hemijske degradacije, ovaj insekticid podlozan je i umereno brzoj fotolizi koja varira
od temperatute (DTso mereno u junu iznosi 1,8 dana a u decembru 3,8 dana), a
produkt fotoliticke razgradnje je 3,5,6—trihloro—2—piridinol.

Osnovni produkti metabolizma hlorpirifos-metila su hlorpirifosmetil-okson,
des-metil-hlorpirifos-metil, 3,5,6—trihloro—2—piridinol, S—metil izomer hlorpirifos-
metil 1 2—metoksi—3,5,6—trihloropiridin. Od ovih metabolita u biljnom tkivu najvise
se stvara 3,5,6-trihloro—2—piridinol, dok se ostali metaboliti eventualno nalaze u
veoma malim koli¢inama. Hlorpirifos-metil kao 1 pirimifos-metil veoma brzo
isparava nakon aplikacije na biljke naro€ito u toku prve nedelje nakon aplikacije.
Medutim, kao 1 kod predhodno opisanog organofosfata, zadrzavanje hlorpirifos-
metila na uskladiStenim Zzitaricama je produzeno, $to je, kao $to je ranije pomenuto,
osnovni uzrok njegove efikasnosti.

lako je nakon tretmana u skladiStima hlorpirifos-metil izrazito stabilan, ovo
jedinjenje ne penetrira u zrna uskladistenih Zitarica, tako da se skoro 90 % ostatka
ovog insekticida uklanja nakon ljustenja zita, dok samo 10 % ostaje u brasnu.
Medutim ovo nije slucaj sa integralnim braSnom gde se nakon mlevenja zadrzava
vecina aplikovanog pesticida. Maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK) hlorpirifos-
metila ustanovljene od strane brojnih svetskih 1 evropskih organizacija kre¢u se od

0,05 do 3 mg/kg, pri ¢emu je za pSenicu, tj. sve zitarice, ova vrednost je 3 mg/kg.
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Uopsteno gledano, hlorpirifos-metil nema veliki negativni uticaj na zivotnu
sredinu jer mu je DTso u zemljiStu od 1,5 do 33 dana, a stepen mikrobne degradacije
visok. Osim toga nije utvrden kao kancerogen, teratogen, genotoksiCan ni
neurotoksican. Klasifikacija najnovijeg pravilnika o kriterijjumima za razvrstavanje
otrova Republike Srbije [33] kao 1 Svetske Zdravstvene Organizacije svrstala je ovaj
pesticid u III grupu otrova kao srednje toksicnu materiju (Xn) sa nadrazuju¢im
dejstvom (Xi) 1 kao materiju opasnu po zivotnu sredinu (N) [34]. Pokazao se kao
izuzetno toksi¢an za vodene organizme 1 stoga je kategorizovan kao R50/53 (veoma
otrovan za vodene organizme, moze izazvati dugotrajne negativne efekte u vodenoj
sredini). Osim toga izrazito je toksican i1 za pcele (R57), Stetan je u dodiru sa koZzom 1
ako se proguta (R21/22) 1 nadrazuje o¢i 1 kozu (R36/38).

Bifentrin (2 — metilbifenil — 3 — il — metil — (Z) — (1RS) — cis — 3 — (2 — hlor —
3,3,3 — trifluorprop — 1 - enil) — 2,2 — dimetil — ciklopropan — karboksilat) (Slika
2.1.1.1.3.) je msekticid iz grupe piretroida koji se od sintetisanja ranih 90-tih godina
prosloga veka veoma efikasno koristi za zaStitu uskladiStenog Zita od Stetnih insekata
[37,38].
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Slika 2.1.1.1.3. Strukturna formula bifentrina

Osnovna svojstva ovog jedinjenja kao insekticida prvi su opisali Doel 1 sar. 1

Crossman 1 sar. 1984. godine [39,40], dok ga je u primenu uvela firma FMC Corp.
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Ovaj insekticid deluje kontaktno 1 digestivno, a utie na centralni 1 periferni nervni
sistem insekata izazivaju¢i paralizu [41]. lako izaziva oSteCenje nervnog sistema
beski¢menjaka 1 to na nekoliko razli€itih nacina, male je toksi¢nosti za sisare.
Medutim, izrazene je toksi¢nosti za vodene organizme, zbog toga S$to ima sposobnost
inhibicije produkcije enzima ATPaze [42], koji je neophodan za osmoregulaciju 1
jonski balans kod vodenih organizama.

Bifentrin spada u trecu generaciju sintetickih piretroida 1 karakteriSe ga
mnogo veca fotostabilnost 1 insekticidna aktivnost u odnosu na predhodno sintetisane
piretroide [43]. To je nepolarni molekul koji se sastoji od > 97 % cis- izomera i < 3
% trans- izomera. Moze da bude u ¢vstom agregatnom stanju u formi kristala ili
voska, ili moze da bude viskozna te¢nost, sa tackom topljenja od 68-70 °C. Ima
nizak napon pare (0,024 mPa na 25 °C) tako da mu je isparljivost veoma mala, i
shodno tome ima veliku tendenciju vezivanja za zemljiSte. Osim ovoga bifentrin kao
izrazito nepolarno jedinjenje veoma je slabe rastvorljivosti u vodi (0,1 mg/mL na 25
°C), a dobro rastvoran u acetonu, hloroformu, dihlormetanu, dietil etru 1 toluenu, a
neSto manje rastvoran u metanolu. Veoma je stabilan u poljskim uslovima, do 2
godine na tempetaruri od 25 °C, i sa vremenom poluraspada od 122 do 345 dana na
prirodnoj svetlosti. U vodenom rastvoru na sobnoj temperaturi stabilan je do preko
30 dana, a do njegove abioticke hidrolize ne dolazi ni u kiseloj, ni u neutralnoj, ni
baznoj sredini. Osim toga vreme fotokatalitickog poluraspada mu je od 276 do 416
dana. Osnovni produkt metabolizma bifentrina je 4’- hidroksi bifentrin.

Bifentrin se ne apsorbuje od strane biljaka niti je utvrdena njegova
translokacija kroz biljke, a poznato je da ne metaboliSe u biljkama i da je veoma
stabilan. Koli¢ina ostataka bifentrina na kraju skladiStenja Zitarica na 20 1 25 °C je u
principu ista kao 1 na pocetku, tj. neposredno nakon primene. Manji procenat rezidua
bifentrina se gubi u toku procesa mlevenja celog zrna zita, a neSto veci u procesu
proizvodnje belog brasna. Maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK) bifentrina
ustanovljene od strane brojnih svetskih i1 evropskih organizacija kre¢u se od 0,05 do
10 mg/kg, pri ¢emu je za pSenicu, tj. sve zitarice, ova vrednost 0,5 mg/kg.

Zbog izrazene stabilnosti bifentrin moze da ima veliki negativan uticaj na
zivotnu sredinu. Osim toga, iako nije klasifikovan kao kancerogen ni teratogen za

ljude, eksperimentima je dokazana njegova kancerogenost za pacove, a neka
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istrazivanja su pokazala 1 da ima cito- 1 genotoksi¢na dejstva na epitelne celije
amniona ¢oveka [44]. Po najnovijem pravilniku o kriterijumima za razvrstavanje
otrova Republike Srbije [33] i klasifikaciji Svetske Zdravstvene Organizacije [34]
ovaj pesticid se svrstava u Il grupu otrova kao visoko toksi¢na materija (T) 1 kao
materija opasna po zivotnu sredinu (N). Otrovan je ako se udiSe 1 proguta (R23/25), a
zbog izrazene toksiCnosti za vodene organizme kategorizovan je kao R50/53 (veoma
toksi¢an za vodene organizme, moze izazvati dugotrajne negativne efekte u vodenoj

sredini), a izrazito je toksican i za pcele (R57).

3. ULAZAK PESTICIDA U LANAC ISHRANE

Za razliku od vecine zagadujucih supstanci koje se u zivotnu sredinu unose
bez odredenog cilja, pesticidi se unose sa namerom da pomognu coveku povecanjem
prinosa u poljoprivredi, vocarstvu, vinogradarstvu 1 Sumarstvu suzbijanjem Stetnih
organizama. Svetska Zdravstvena Organizacija kao 1 Evropska Unija danas propisuju
veliki broj zakona, direktiva i1 regulativa kojima se strogo reguliSe postupak kako
registracije 1 nacina stavljanja u promet pesticida, tako 1 njihove primene i sluzbene
kontrole ostataka pesticida u hrani 1 hrani za zivotinje, a sve u okviru ostvarenja
koncepta Dobre Poljoprivredne Prakse (Good Agricultural Practice — GAP), a nasa
zemlja je u poslednjih nekoliko godina donela brojne nove zakone ukladene sa
standardima Evropske Unije. Ako bi se primenjivali svi postoje¢i zakoni vezani za
pesticide, problemi sa zagadenjem 1 Stetnim efektima ovih agrohemikalija ne bi
postojali. Nazalost, u praksi neretko ovo nije slucaj, pa dolazi do ispoljavanja Stetnih
efekata pesticida kao posledica neracionalne i1 nestrucne upotrebe, rukovanja i
cuvanja, kao 1 zloupotrebe 1 udesa tj. havarija.

Neadekvatnom hemizacijom poljoprivrede uspostavljeno je ve¢ danas
stabilno kruzenje pesticida 1 njihovih degradacionih proizvoda u Zivotnoj sredini.

Kao posledicu nalazimo pesticide i njihove rezidue u hrani (Slika 3.1.).
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Slika 3.1. Moguc¢i putevi zagadenja namirnica pesticidima

Unosenje rezidua pesticida vodom za piée i hranom je najznacajniji put kojim
je opsta populacija izlozena pesticidima. Namirnice zivotinjskog porekla mogu da
sadrze rezidue pesticida ukoliko se zivotinje hrane zagadenom biljnom hranom ili
ako je na zivotinjama vrSeno suzbijanje parazita i insekata. Namirnice biljnog
porekla mogu da sadrze rezidue pesticida kao posledicu tretiranja biljnih kultura u
toku rasta i razvoja kao i za vreme njihovog skladiStenja, a mogu da resorbuju
pesticide iz zemljiSta tretiranog pesticidima.

Zagadivanje zivotnih namirnica pesticidima predstavlja zna¢ajan problem. U
literaturi je opisano blizu 3.000 slucajeva neprofesionalnog trovanja nastalih posle
upotrebe biljaka tretiranih organohlornim i organofosfornim preparatima kao i onim
na bazi arsena i zive. Polovina ovih slu¢ajeva vezana je za upotrebu zitarica tretiranih
pesticidima, a ostali za upotrebu biljnih proizvoda koji su bili prskani tiofosom,
aldrinom, dieldrinom, polihlorkamfenom, arsenom i dr. [45]. U periodu od 1956.-
1967. godine zabelezena su brojna trovanja organohlornim i organofosfornim
pesticidima iz brasna (Engleska 1956. godine, endrin, broj otrovanih 59; Indija 1958.
godine, paration, broj otrovanih 828, broj umrlih 106; Singapur 1960. godine,
paration, broj otrovanih 38, broj umrlih 9; Meksiko 1967. godine, paration, broj
otrovanih 579, broj umrlih 16; Kolumbija 1967. godine, paration, broj otrovanih 165,
broj umrlih 63; Saudijska Arabija 1967. godine, endrin, broj otrovanih 847, broj
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upotrebe 1 neadekvatnog rukovanja sa pesticidima su: ¢ Trovanje semenskim
obelezenim zitom u Iraku 1955-1959 1 1971 godine kada je koriS¢en pesticid na bazi
zive (“Granosan”). Predhodno pranje zita nije uklonilo pesticid 1 trovanje je
rezultiralo sa 200 umrlih 1 velikim brojem prezivelih ali sa trajnim posledicama
(slepilo, gluvoéa, tremor itd.). » Trovanje nemac¢kim herbicidom “nemacur” u Spaniji
1981. godine koje je rezultiralo sa preko 600 umrlih. « Trovanje metil-izocijanatom u
indijskom gradu Bopalu 1984. godine usled ispuStanja ove toksi¢ne hemikalije
(stirovine za dobijanje pesticida) iz fabrike Union Carbid. Ova havarija rezultirala je
sa 1500 umrlih 1 200 000 sa trajnim oStecenjima. * BlaZe trovanje aldikarbom kojim
su prskane lubenice u SAD 1958. godine. Stotine ljudi je osetilo simptome trovanja,
a preko 10 miliona lubenica je uniSteno.

Navedeni, kao 1 mnogi drugi slu¢ajevi trovanja, kao 1 porast kontaminacije
prehrambenih proizvoda pesticidima sa ozbiljnim posledicama na ljudsko zdravlje,
doveli su do potrebe za kontinuiranim monitoringom nivoa zagadenosti ovim
agrohemikalijama kako u biljnim kulturama tako i u konzumnim proizvodima.
Takode, sve je vefa zainteresovanost za razvijanje strategije u cilju poboljSanja
bezbednosti hrane sa aspekta zagadenosti pesticidima. Shodno tome, u porastu je broj
publikacija koje se odnose na ispitivanje uticaja tehnika procesuiranja hrane u toku

prerade biljnog materijala na smanjenje nivoa zagadenosti pesticidima.

4. PRERADA HRANE KAO MEHANIZAM ZA REDUKCIJU
OSTATAKA PESTICIDA

Prerada hrane generalno podrazumeva postupak transformisanja sirovog lako
kvarljivog materijala u proizvod poboljSanog kvaliteta i povecane dugotrajnosti [46].
Tehnike prerade hrane obuhvataju sve postupke koji na neki nafin dovode do
transformacije sirovina u hranu bilo da je re¢ o procesuiranjima u prehrambenim
industrijama (mlekarska industrja, pekarska industrija, mlinarstvo, proizvodnja ulja,
proizvodnja slada 1 sl.), procesuiranjima u domacinstvima (guljenje, pranje, pecenje,

kuvanje) ili postupcima skladiStenja, konzerviranja 1 sl.
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Mehanizmi koji mogu da dovedu do promene ostataka pesticida u toku
skladiStenja ili prerade su:

- Razgradnja pod dejstvom toplote (degradacija, polimerizacija...).
Reakcije ovog tipa brze se odvijaju u te€noj fazi, a toplota moze takode uticati na
gotovo sve mehanizme eliminacije pesticida u toku obrade sirove hrane (rastvaranje,
hidroliza, isparavanje, mikrobna razgradnja, metabolizam, enzimska transformacija)

- Rastvaranje koje direktno zavisi od rastvorljivosti pesticida u vodi. Na
rastvaranje pesticida pri odredenom procesu prerade hrane dodatno utiCu
temperatura, pocetna koncentracija pesticida, podeoni koeficijent tj. lipofilnost
pesticida, njegov dipolni momenat, kao 1 pH vodenog medija. Do rastvaranja
pesticida moZe da dode prilikom pranja namirnica, u proizvodnji vina, pripremi ¢aja i
sl

- Hidroliza je jedan od osnovnih procesa eliminacije vecine pesticida u
toku razliCitih nacina procesuiranja hrane. U zavisnosti od hemijske strukture
pesticida, neka jedinjenja mogu brze da hidrolizuju u kiseloj ili baznoj sredini.

- Oksidacija tj. degradacija pesticida putem hemijske oksidacije koju
moze ubrzati izlozenost sirovine kiseoniku, visokoj temperaturi skladistenja, UV
zracenju, kao 1 prisustvo potencijalno oksidativnih komponenti.

- Fotodegradacija kojoj su podlozni svi pesticidi u vecoj ili manjoj meri.
Do nje moZze da dode u toku suSenja vo¢a na suncu, UV zracenja u cilju
produzavanja trajnosti pri skladiStenju proizvoda i sl.

- Promena koncentracije ostatka pesticida zbog moguce promene tezine
namirnice pri ¢emu rast biljke npr. u toku skladiStenja nezrelog svezeg voca dovodi
do smanjena koncentracija rezidua pesticida, dok gubitak vode u toku skladiStenja
1/ili suSenja dovodi do povecavanja koncentracija ostataka.

- Razdvajanje ostataka pesticida izmedu faza u toku prerade koje zavisi
od raspodele pesticida u jestivom delu namirnice kao 1 lipofilnosti pesticida usled
koje moze do¢i do koncentrovanja pesticida rastvornih u mastima 1 eliminacije
pesticida rastvornih u vodi u toku proizvodnje nerafinisanog ulja.

- Isparavanje 1z uskladiStenih namirnica ili hrane nakon suSenja ili
kuvanja. Eliminaciji ostataka pesticida putem isparavanja pogoduju visok napon pare

kao 1 nizak podeoni koeficijent jedinjenja. Takode, isparavanje zavisi od temperature
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1 vlaznosti u toku skladistenja. Ukoliko je je temperatura veca, a vlaznost vazduha
manja, dolazi do brzeg isparavanja i obrnuto.

- Enzimska transformacija koja je wuglavnom rezultat mikrobne
degradacije tj. biotickog procesa posredovanog mikroorganizmima koji zajedno sa
hranjivim materijama troSe 1 pesticide iz supstrata. Do mikrobne degradacije dolazi
prilikom fermentacionih procesa (proizvodnja hleba, mle¢nih proizvoda, sirceta,
alkoholnih pica 1sl.), ali Cesto 1 u toku skladiStenje Zitarica.

Brojne publikacije ukazuju na mogucénost promene u koliini ostataka
pesticida u finalnom prizvodu u toku procesa prerade namirnica. Jo§ davne 1964.
godine Langlois i sar. utvrdili su da se DDT 1 lindan mogu na¢i u mnogo vecoj
koncentraciji u puteru proizvedenom od mleka (19,2 tj. 20 ppm) nego u sirovom
mleku koje ulazi u proces proizvodnje (0,9 tj. 0,98 ppm) [47], a ova pojava je upravo
objasnjena lipofilnoS¢u rezidua ovih pesticida i njithovim razdvajanjem izmedu faza
[48]. Sa druge strane, u toku procesa prerade mleka i proizvodnje sireva,
evidentirano je 1 znatno smanjenje rezidua leptofosa kao posledica grejanja 1 soljenja
koji su doveli do izuzetno velike degradacije ovog jedinjenja [49].

Ve¢ od 60-tih godina proslog veka potvrdeno je da kuvanje sirove hrane u
mnogome doprinosi smanjenju koncentracije rezidua pesticida u povréu. Tako su veé
1968. godine Askew i sar. utvrdili da 30 minutno kuvanje krompira 1 kupusa dovodi
do degradacije dimetoata i to od 37 do 86 % [50]. Slicne rezultate dobili su 1 Elkins 1
sar. (1972) koji su utvrdili gubitak diazinona (58 %), azinfos-metila (100 %),
malationa (96 %), metil-parationa (100 %) 1 karbofentiona (17 %) u toku kuvanja
spanaca 66 minuta na 120 °C [51]. Dalja istrazivanja dokazala su da kuvanjem raznih
vrsta povréa 1 voca u toku razli¢itith vremenskih intervala dolazi do znacajne
degradacije mnogih aktivnih materija pesticida: daminozida u jabukama,
ditiokarbamata u graSku, endosulfana u gorkoj dinji, parationa u paradajzu 1
malationa u kukuruzu 1 pasulju [52-55]. Kasnije, pojavom mikrotalasne pecnice 1
uvodenjem njenog koriS¢enja u domacinstva, istrazivaci su poceli da ispituju efekat
procesuiranja hrane mikrotalasima na degradaciju pesticida. Istrazivanja su pokazala
da 1 kuvanje u mikrotalasnoj pe¢nici takode redukuje ostatke trifluralina, hlorpirifosa,
dekametrina, cipermetrina i dihlorvosa u pirinu 1 pasulju 1 to do 99 %. [56].

Ocigledno je da je za degradaciju pesticida u toku kuvanja zasluzna razgradnja pod
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dejstvom toplote [57], naroCito uzimajuci u obzir i rezultate koje su publikovali
Habiba 1 sar. (1992) i Radwan 1 sar. (2005) vezane za eliminaciju profenofosa iz
patlidzana i1 krompira u toku prZenja, pecenja i blanSiranja [58,59]. S obzirom na
dodatne brojne primere degradacije pesticida u toku pasterizacije, autoklaviranja,
konzerviranja sa termickom obradom 1 kuvanja na pari [60,66], moze se zakljuciti da
generalno procesi koji ukljuCuju toplotu dovode do isparavanja, kodestilacije,
termicke degradacije, hidrolize ili drugih hemijskih degradacija pesticida 1 time
smanjuju nivo ostataka u finalnim proizvodima [67, 68].

Ne samo da tehnolosko zahtevniji procesi prerade hrane dovode do redukcije
ostataka pesticida, nego se nivo zagadenosti hrane ovim jedinjenjima moze smanjiti 1
najjednostavnijim pranjem, guljenjem, zamrzavanjem ili susenjem [64, 69-75]. Osim
toga u zavisnosti od stabilnosti pesticida, 1 samim skladiStenjem namirnica u
odredenom vremenskom intervalu moze do¢i do smanjenja nivoa rezidua [76-78].
Ovo naro¢ito moze da ima znacaja u slucaju skladistenju Zitarica koje se uobic¢ajeno
skladiste od 3 do 36 meseci, 1 obavezno tretiraju insekticidima u toku samog procesa
skladiStenja [67], pa je iz tog razloga velika verovatno¢a da se znaCajna koli¢ina
rezidua insekticida na ovaj nacin ukljuci u lanac ishrane.

Generalno, vecina insekticida kojima se tretiraju uskladiStene Zitarice imaju
dugo vreme poluraspada, tj. izrazito su stabilni [67,79], tako da je smanjenje nivoa
rezidua relativno malo u toku 32 nedelje skladiStenja na 20 °C 1 vlaZznosti od 50-
70 %. Dok na 30 °C malation degradira na nivou od 30-40 %, pirimifos-metil,
hlorpirifos-metil 1 fenvalerat znatno su perzistentniji 1 ostaju na relativno
konstantnom koncentracionom nivou u toku skladiStenja [80]. Osim toga
organohlorni insekticidi 1 piretroidi su takode veoma stabilni u silosnim uslovima
[67,81]. NesSto veca degradacija insekticida nakon 12 meseci uocena je u slucaju
skladiStenja na otvorenom, gde do smanjenja nivoa ostataka dolazi usled isparavanja
1/ili talozenja formulacije pesticida na dno otvorenog silosa [55]. Sa druge strane,
razli¢iti insekticidi aplicirani na zrno Zitarica razli¢ito se transportuju kroz njega i/ili
zadrzavaju na povrsini, pa je iz tog razloga razumljivo da se rezidue nekih od njih
mogu uspeSno smanjiti 1 ukloniti u toku procesa mlevenja i dobijanja belog brasna
[82,83,84]. Medutim, obzirom da do sada nisu zabeleZene znacajnije redukcije

rezidua insekticida u toku skladiStenja, a evidentan je porast u konzumiranju

23



Doktorska disertacija Teorijski deo

integralnih preradevina od zitarica kojima se u toku mlevenja ne odstranjuje
spoljasnji sloj zrna u kojem se zadrzava veliki broj ostataka pesticida, opravdano je
ispitivati druge nacine prerade tj. metode kojim bi se mogao umanjiti stepen
zagadenja ovim agrohemikalijama. Jedna od tih metoda jeste fermentacija kao jedan

od najstarijih, a danas veoma zastupljenih vidova prerade hrane.

4.1. FERMENTACIJA KAO MEHANIZAM ZA REDUKCIJU OSTATAKA

PESTICIDA

Fermentacija je jednostavan proces u toku kojega se ve¢ina proteina enzimski
hidrolizuje do amino kiselina i peptida nize molekulske mase, a skrob razlaze na
proste ugljene hidrate koji se dalje razlazu do mlec¢ne kiseline, alkohola i ugljen
dioksida [85]. Fermentacioni procesi su bitni iz viSe razloga. Pre svega,
fermentacijom se poboljSava kvalitet biljnog proizvoda razlaganjem proteina 1 skroba
¢ime se olakSava njihovo usvajanje od strane ljudskog organizma, a razgradnjom
teSko svarljive celuloze 1 hemiceluloze poboljSava se 1 digestibilnost proizvoda. Dalje
u toku fermentacije povecava se sadrzaj vitamina B kompleksa kao 1 polifenolnih
jedinjenja koja su u direktnoj vezi sa antioksidativnom aktivnos$¢u [86], a, osim toga,
alkohol 1 kiseline stvorene u toku fermentacije inhibiraju rast patogenih mikroba tako
da se snizavajem pH vrednosti obezbeduje veca dugotrajnost proizvoda [87].
Medutim, ono Sto poslednjih godina privla¢i sve vecéu paznju je mogucnost
koriS¢enja fermentacionih procesa u cilju smanjenja koli¢ine ostataka pesticida, t;.
uticaj fermentativnih mikroorganizama na degradaciju ostataka pesticida u
prehrambenim proizvodima.

Prva istrazivanja u oblasti uticaja procesa fermentacije na degradaciju
ostataka pesticida pocela su krajem 60-tih 1 pocetkom 70-tith godina proSlog veka,
ispitivanjem mehanizama dehlorizacije DDT-a pomo¢u mikroorganizama [88-93].
Rezultati su tada ukazali na sposobnost mikroorganizama da vrSe reduktivnu
dehlorizaciju DDT-a do DDD oblika. Ubrzo je usledio i znacajan broj istrazivanja u
kojima je moguénost degradacije razli¢itith grupa pesticida ispitivana u razlicitim
fermentacionim sistemima. lako se u to vreme najveéi broj rezultata odnosio na
mikrobnu degradaciju pesticida u zemljiStu [94-97], nije proSlo mnogo do

publikovanja prvih rezultata koji su ukazali na pozitivan efekat fermentacije na

24



Doktorska disertacija Teorijski deo

redukciju nivoa ostataka pesticida u prehrambenim proizvodima. RazliCite grupe
autora su potvrdile znacajno smanjenje ostataka pesticida tokom fermentativnih
procesa u tehnologiji prerade mleka 1 mle¢nih proizvoda [64, 98-103]. Paralelno,
usledilo je 1 veliko interesovanje za ispitivanje fermentativne biodegradacije ostataka
fungicida u procesima prerade grozda u proizvodnji vina 1 sir¢eta [104-113].
Istrazivanja u ovoj oblasti proSirila su se 1 na tehnologiju prerade mesa 1 mesnih
preradevina [114] 1 povrtnih 1 za€inskih biljaka [65, 115-119], pri ¢emu je zapazen
pozitivan uticaj fermentativne aktivnosti brojnih mikroorganizama koriS¢enih u ove
svrhe na smanjenje nivoa zagadenosti pesticidima kod finalnog proizvoda.
Istrazivanja uticaja mikrobioloSke fermentacije u toku tehnoloSke prerade
zrnastih plodova zitarica, kao jednih od najrasprostranjenijih uzgojnih biljaka, na
redukciju ostataka pesticida do danas nisu u dovoljnoj meri zastupljena. Sa aspekta
proizvodnje alkoholnih pica, tacnije piva, objavljeno je tek nekoliko radova baziranih
na ispitivanju efekta kvasne fermentacije je¢menog slada 1 hmelja u toku tehnoloskog
procesa proizvodnje piva na degradaciju ostataka pesticida [120,121], dok su Sharma
1 sar. (2005) publikovali rezultate koji jasno ukazuju na pozitivan efekat kvasne
fermentacije pSeni¢nog brasna u toku proizvodnje hleba na degradaciju ostataka
pesticida kojima je predhodno ova Zitarica bila tretirana [68]. Kako su preradevine od
zita, sa akcentom na integralne preradevine poslednjih godina, u izrazito velikoj meri
zastupljene u ljudskoj ishrani, a, kao Sto je ve¢ pomenuto, stabilnost insekticida
kojima se zito tretira u toku skladiStenja je izrazena, velika je verovatnoca da se
znacajna koliCina rezidua insekticida preko Zitarica ukljuci u lanac ishrane. Stoga je
evidentna potreba da se detaljnije ispita uticaj aktivnosti mikroorganizama u toku
fermentacije ovih biljnih vrsta na degradaciju, tj. redukciju nivoa ostataka pesticida.
Osim §to se tre¢ina ukupno proizvedene pSenice na svetskom nivou iskoristi za
proizvodnju hleba kao jednog od osnovnih fermentisanih prehrambenih proizvoda,
postoji 1 veliki broj tradicionalnih fermentisanih proizvoda od zita (boza, tarhana, ogi
1 sl.) koji se kao hrana narocito koriste u siromasnijim zemljama i zemljama trec¢eg
sveta [122]. Krajem 90-tih godina proslog veka na trziStu se pojavio i proizvod od
fermentisanih pSeni¢nih klica koji je kroz brojna istraZivanja dokazan kao izrazito

efikasan dijetetski suplement za ljude obolele od kancera [123].
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5. FERMENTATIVNI MIKROORGANIZMI

5.1. BAKTERIJE MLECNO-KISELINSKOG VRENJA

Bakterije mle¢no kiselinskog vrenja (BMK) su Gram-pozitivne, fakultativno
anaerobne, katalaza negativne, nepokretne ili pokretne, asporogene bakterije koje
imaju zajedni¢ku osobinu da iz ugljenih hidrata produkuju mlecnu kiselinu kao
glavni produkt metabolizma, dok su ostali produkti CO,, siréetna kiselina,
propionska kiselina itd. [124]. Mle¢na kiselina oslobodena tokom fermentacije
snizava pH sredine 1 time spreava razvic¢e nepozeljnih, patogenih mikroorganizama
[125]. Zbog toga, kao 1 zbog <{injenice da BMK doprinose poboljSanju
organoleptiCkih i nutritivnih karakteristika fermentisanog proizvoda [124], mnoge
vrste BMK se danas ucestalo koriste u procesima prerade sirovina i proizvodnje
fermentisanih prehrambenih proizvoda od mesa, mleka, povréa 1 Zitarica. Americka
agencija za hranu i lekove (FDA) oznacila je bakterije mlecne kiseline kao bezbedne
za humanu upotrebu (GRAS — eng. Generaly recognized as safe) [126,127].

BMK su generalno mezofilne bakterije (optimalna T krece se od 28 °C do 35
°C), ali one mogu da rastu 1 na temperaturama nizim od 5 °C ili vi§im od 45 °C.
Imaju velike zahteve za nutrijentima, kao Sto su: fermentabilni ugljeni hidrati,
aminokiseline, vitamini (posebno B kompleks), nukleinske kiseline, minerali, 1 zato
se prirodno nalaze u kompleksnim organskim supstratima, kao Sto su biljni materijal,
mleko 1 mle¢ni proizvodi, vino i pivo. Osim toga normalna su mikroflora u ustima 1
intestinalnom traktu ljudi 1 Zivotinja [128,129].

Prvu kulturu BMK izolovao je J. Lister 1873. godine i nazvao je ,,Bacterium
lactis* (po danasnjoj taksonomiji najverovatnije je to Lactococcus lactis). Najpre su
ove bakterije prepoznate kao bakterije koje ukiSeljavaju mleko, da bi se kasnije
uocila njihova sli€nost sa bakterijama izolovanim iz drugih izvora [130]. Danas
najzastupljeniji rodovi BMK sa tehnoloskog stanoviSta obuhvataju Stapicaste
bakterije Lactobacillus 1 Bifidobacterium 1 koki bakterije: Streptococcus,
Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus, kao 1 manje zastupljene
rodove: Aerococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus 1
Weisella [128,130-132 ]. Klasifikacija BMK je zasnovana na njthovoj morfologiji,

tipovima fermentacije glukoze, rastu na razli¢itim temperaturama, odnosu dobijenih
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produkata, sposobnosc¢u rasta pri visokoj koncentraciji soli 1 toleranciji na kiseline 1

baze.
5.1.1. KARAKTERISTIKE RODA LACTOBACILLUS

Najveca grupa BMK pripada rodu Lactobacillus koji obuhvata vise od 145
razli¢itih vrsta 1 30 podvrsta [133,134], pri ¢emu se kontuirano vrsi re-evaluacija
vrsta 1 podvrsta uz pomo¢ savremenih metoda molekularne biologije [135-136].

Lactobacillus vrste koriste se kao starter kulture u industrijskoj proizvodnji i
domacinstvu za fermentaciju prehrambenih proizvoda jer doprinose konzervisanju,
ukusu 1 teksturi fermentisanih proizvoda. Jedan od klasi¢nih nacina klasifikacije
Lactobacillus vrsta je na osnovu tipova fermentacije ugljenih hidrata. Tako se rod
Lactobacillus deli na homofermentativne, fakultativno heterofermentativne 1
obligatno heterofermentativne laktobacile [128,131]. Homofermentativni laktobacili
razgraduju glukozu po Embden-Meyerhof-Parnas putu (glikoliza) preko brojnih
meduprodukata do pirogrozdane kiseline, da bi dalje redukcijom pirogroZzdane
kiseline (piruvata), delovanjem enzima laktat-dehidrogenaze, nastala mle¢na kiselina
(laktat) kao glavni proizvod njihovog metabolizma (najmanje 90 %). Ovi
laktobacili proizvode vrlo malu koli¢inu ostalih meduprodukata: diacetila, acetoina,
acetona, acetaldehida, etanola, kao 1 siretnu, buternu, propionsku, mravlju kiselinu 1
druge, koje uticu na svojstvenu aromu fermentisanih proizvoda. Ovakav
homofermentativni tip mlecno kisele fermentacije, pri kojoj iz jednog molekula
glukoze nastaju dva molekula mle¢ne kiseline 1 dva molekula ATP-a, karakteristi¢an
je za L. acidophylus, L. helveticus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbrueckii
subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Ove vrste ne fermentiSu pentoze ni
glukonat  [128,137]. Heterofermentativni  laktobacili  razgraduju  glukozu
fosfoketaloznim (pentoza-fosfatnim) putem. Za ovaj rod BMK karakteristicna je
heterofermentacija inicirana oksidacijom glukoza-6-fosfata koja se nastavlja
dekarboksilacijom 1 cepanjem nastalog pentoza-5-fosfata (pomocu enzima
fosfoketolaze). Na taj nain se iz heksoza stvaraju jednake koli¢ine mle¢ne kiseline,
acetata ili etanola 1 CO,. Obligatna heterofermentacija karakteristi¢na za laktobacile

L. brevis, L. buchneri, L. fermentum, L. kefir, L. reuteri [128,137], dok su
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karakteristi¢ni fakultativni heterofermentativni laktobacili L. plantarum, L. pentosus i

L. casei.
5.1.1.1. Lactobacillus plantarum

Dok je osnovna funkcija BMK fermentaciona konverzija Secera iz razlicitih
sirovina u mle¢nu kiselinu, njihove druge, ne manje vazne osobine su proizvodnja
antimikrobnih peptida, egzopolisaharida i raznih drugih metabolita. Pored toga,
Lactobacillus vrste se nalaze u crevima ljudi i Zivotinja, a njihov broj moze da varira
u zavisnosti od zivotinjske vrste, starosti domacina ili lokacije unutar creva.
Medutim, samo nekoliko Lactobacillus vrsta koje su stanovnici digestivnog trakta
koriste se i za industrijsku proizvodnju fermentisanih prehrambenih proizvoda, a to

su: L. crispatus, L. gasseri i L. plantarum [130,137,138].

Slika 5.1.1.1.1. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum (Slika 5.1.1.1.1.) je predstavnik BMK koji uéestvuje
u proizvodnji fermentisanih biljnih proizvoda, fermentisanih proizvoda od mesa kao i
pekarskih fermentisanih proizvoda. To je lako adaptibilna vrsta BMK koja se zbog
izrazene sposobnosti razgradnje lignoceluloznog matriksa veoma ucestalo koristi u
proizvodnji silaza, ali je takode i osnovna kultura za kiSeljenje krastavaca, kupusa i
maslina, proizvodnju fermentisanih napitaka od Zzitarica kao i kiselog testa. Utvrdeno
je da L. plantarum produkuje antimikrobne supstance zahvaljuju¢i kojima se
produzava rok trajanja fermentisane hrane [139]. Osim toga, zbog izraZene
tolerancije na visok sadrzaj hlorovodoni¢ne kiseline (pH oko 2) u Zelucu, i na visoke
koncentracije zu¢nih soli [138], kao i dokazane neskodljivosti za ljudsku upotrebu i
blagotvornog dejstva na zdravlje domacina, Svetska zdravstvena organizacija

svrstala je ovu vrstu BMK u probiotski mikroorganizam.
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5.2. KVASCI

Kvasci su eukariotski, jednocelijski, nefilamentozni, heterotrofni,
mikroorganizmi klasifikovani u carstvo gljiva (Fungi). Postoji oko 1500 vrsta
kvasaca $to Cini svega 1 % od ukupnog broja vrsta iz carstva gljiva. Kvasci su Siroko
rasprostranjeni u prirodi (ubikvitarni mikroorganizmi), sa optimalnom temperaturom
za rast od 15-30 °C (mada se ona razlikuje od vrste do vrste) [140]. Iako su same
¢elije kvasaca indiferentne na vrednosti pH sredine u opsegu od 3,5-8, njihovom
razvoju pogoduje blago kisela sredina (pH izmedu 4 1 6) jer im je rast u sredini sa pH
iznad 1 ispod ovih vrednosti ograni¢en zbog osetljivosti enzimskih sistema [141].

Kwvasci su fakultativno anaerobni mikroorganizmi. Pod anaerobnim uslovima
javlja se fermentativni tip metabolizma, pri ¢emu je rast ¢elija minimalan, a
reprodukcija ograniCena na nekoliko generacija, dok prisustvo kiseonika u znatnoj
meri stimuliSe umnoZavanje ¢elija [141]. Ova pojava da se fermentacija ugljenih
hidrata odvija pod anaerobnim uslovima i da se aerisanjem kulture najpre usporava, a
zatim 1 potpuno zaustavlja definiSe se kao ,Pasteur-ov efekat”. Medutim,
fermentacija je kod odredenih vrsta kvasaca 1 u zavisnosti od supstrata koga
fermentiSu, moguc¢a i pod aerobnim uslovima, a taj fenomen u razli¢itim oblicima
poznat je pod nazivom ,negativan Pasteur-ov efekat* [142]. U aerobnim uslovima,
kada je krajnji akceptor elektrona kiseonik, razlaganje ugljenih hidrata se odvija kao
respiracija, a nastala pirogrozdana kiselina preko acetil-CoA, kao intermedijera, ulazi
u ciklus trikarbonskih kiselina (Krebs-ov ciklus). S druge strane, tokom
fermentativnog tipa metabolizma, pirogrozdana kiselina se transformiSe u etanol 1
CO, [143,144].

Kwvasci u prirodi rastu kao saprofiti na SeCernim supstratima 1 kao patogeni na
proteinskom materijalu. Tokom svog metabolizma ovi mikroorganizmi kao sporedne
produkte sintetiSu veliki broj bioloski vrednih jedinjenja kao S§to su vitamini B grupe:
tiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), pantotenska kiselina (BS), piridoksin (B6),
p-aminobenzoeva kiselina, vitamin B12, zatim folna kiselina, nikotinska kiselina,
biotin, inozitol i drugi [145,146]. Zbog ove osobine, kao i1 zbog fermentativne
sposobnosti 1 produkcije etanola 1 ugljendioksida, kvasci imaju izuzetan industrijski
znacaj. Ovi mikroorganizmi imaju Siroku primenu u industriji. Koriste se od davnina

u tradicionalnoj proizvodnji vina, piva i pekarskih proizvoda. Osim u biotehnologiji,
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koriste se 1 u prehrambenoj industriji kao dodatak prehrambenim proizvodima,
najcesce kao pekarski kvasac ili osuSena biomasa. Danas se razli¢iti kvasci, najcesce
selektovani metodama genetickog inZenjerstva, cesto koriste 1 u farmaceutskoj
proizvodnji novih lekova.

Jos od kako je Julius Meyen 1838. godine predlozio latinski naziv
Saccharomyces za rod u koji je grupisao vrste kvasaca izolovanih iz piva 1 vina, a
1870. godine Rees svrstao ovaj rod u grupu askomiceta odnosno askosporogenih
kvasaca, klasifikacija ovih mikroorganizama se kontinuirano menjala tokom niza
godina [147]. Po Loderovoj (Jacomina Lodder) kvasci se mogu klasifikovati u dve
grupe: askosporogeni ili tzv. ,pravi” kvasci u koje spadaju sa tehnoloSkog aspekta
najznaajniji  kvasci  Saccharomyces, Hansenula, Pichia, Debaromyces 1
Schizosaccharomyces, 1 anasporogeni u koji spada krmni kvasac Candida utilis ali 1

patogeni Candida albicans 1 Cryptococcus neoformans.
5.2.1. KARAKTERISTIKE RODA SACCHAROMYCES

Najznacajniji rod kvasaca sa tehnoloSkog aspekta je svakako rod
Saccharomyces. Ovaj rod kvasaca intenzivno fermentiSe Secere tj. heksoze, dok
pentoze moze samo asimilovati ali ih ne fermentiSe. Neke vrste su osmofilne 1 mogu
rasti 1 pri veoma velikim koncentracijama soli i Secera, a rastu na temperaturama od
5-35 °C pri minimalnoj pH vrednosti od 2-2,5. Vrste Saccharomyces mogu biti
kontaminanti vo¢nih sokova, koncentrata i1 sirupa, soka od paradajza, majoneza,
meda 1 dzemova (S. rouxii 1 S. melis), medutim najznacajnije vrste ovog roda su
svakako S. uvarum koji se koristi u proizvodnji piva 1 najpoznatiji S. cerevisiae koji

se koristi kao radni mokroorganizam u fermentativnoj industriji.
5.2.1.1. Saccharomyces cerevisiae

Zbog svoje klasi¢ne industrijske primene u proizvodnji kiselog testa i
fermentaciji piva 1 vina, Saccharomyces cerevisiae (Slika 5.2.1.1.1.) je najpoznatiji
kvasac iz roda Saccharomyces tako da se Cesto pojam kvasac 1 Saccharomyces
cerevisiae upotrebljavaju kao sinonimi. Ovaj pivski kvasac gornjeg vrenja, alkoholni
1 pekarski kvasac je manje rasprostranjen u prirodi gde se najceS¢e nalazi u vocu,
vocnim sokovima 1 plodovima koji sadrze Secere. To je jednocelijski, heterotrofni,

fakultativno anaerobni mikroorganizam koji se razmnoZava bespolno pupljenjem, ali
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kada uslovi sredine postanu nepovoljni (visoke temperature i nedostatak vlage),

sporuliSe askospore koje mu omogucavaju prezivljavanje.

Slika 5.2.1.1.1. Saccharomyces cerevisiae

Prvi korak u metabolizmu disaharida kod Saccharomyces cerevisiae se odvija
ekstracelularno. Naime, u slu¢aju usvajanja saharoze dolazi do ekstracelularne
hidrolize pomoc¢u enzima invertaze do glukoze 1 fruktoze. Invertaza se kod kvasca
nalazi sa spoljasnje strane osnovne celijske membrane [148]. Dalje se u celijama
kvasca odvija Emben-Meyerhof-Parnasov put razgradnje glukoze 1 fruktoze, pri
¢emu se u aecrobnim uslovima razlaganje odvija kao respiracija uz rapidno povecanje
biomase, dok se u nedostatku kiseonika kao krajnji produkti oslobadaju etanol i
ugljendioksid [143,144]. Tako se proces proizvodnje pekarskog kvasca odvija u
aerobnim uslovima jer se zahteva maksimalan broj ¢elija, dok je proces proizvodnje
alkoholnih pi¢a usmeren ka povecanju akumulacije metabolita, naroCito etanola, i
odvija se u anaerobnim uslovima. Medutim, Saccharomyces cerevisiae pokazuje
izrazeni ,,Crabtree efekat* kada je njegov oksidativni metabolizam pod pritiskom
uzrokovanim porastom koncentracije glukoze u hranjivoj podlozi. Drugim rec¢ima,
povecanje koncentracije glukoze iznad kritine vrednosti prouzrokuje smanjenje
sposobnosti kvasca da vrSi oksidaciju glukoze. Kao rezultat, ¢elija ulazi u stanje
neravnoteze 1 NADH se pocinje akumulirati brze nego §to je ¢elija u stanju da ga
reoksiduje u procesu oksidativne fosforilacije. Jedini nacin da celija reoksiduje
akumulirani NADH je redukovanjem piruvata oksidovanog u procesu ciklusa
limunske kiseline. Tako kvasac redukuje piruvat u etanol istovremeno oksidujuci

NADH u NAD'. Iz tog razloga, ¢ak i u prisustvu odgovarajuée koncentracije
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kiseonika, kod ovog Crabtree-pozitivnog kvasca povecanje koncentracije glukoze

neizbezno uzrokuje produkceiju 1 akumulaciju etanola.

5.3. PRIMENA FERMENTATIVNIH MIKROORGANIZAMA U PROIZVODNIJI

KISELOG TESTA

Osnova biotehnoloskog procesa proizvodnje kiselog testa je fermentacija
braSna zitarica sa kvascima 1 bakterijama mlecne kiseline (BMK). Ova dva
mikroorganizma imaju sustinsku ulogu u formiranju osobina proizvoda, a izmedu
njih postoje slozeni nekompetitivni odnosi u ishrani [149]. Kvasci, fermentiSuci
Secere iz brasna, stvaraju, pored ostalih metabolita, 1 CO, odnosno anaerobne uslove
koji pogoduju razvoju BMK, dok je glavni produkt fermentacije BMK mle¢na
kiselina koja povecava kiselost testa, Sto dalje spre€ava razmnozavanje nezeljenih
mikroorganizama 1 povecava trajnost hleba. Pored toga, upotreba kiselih testa
poboljsava tehnoloSke karakteristike testa, kao 1 strukturu, hranjivu vrednost i aromu
hleba [150]. U poredenju sa hlebom dobijenim na klasican nacin (kvasnom
fermentacijom), dokazano je da se fermentacijom kiselog testa dobija hleb sa
povecanom zapreminom, poboljSanim izgledom i aromom [151]. Jedini nedostatak
proizvodnje hleba od kiselih testa je vec¢i ulozeni rad u poredenju sa klasicnim
procesom gde je fermentacija sa kvascima znatno krac¢a. Osim ovoga, ukoliko se
proizvodi hleb od spontano fermentisanog kiselog testa, teSko je odrzati stalnost
osobina proizvoda usled nedovoljne kontrole mikrobnog sastava. Taj problem se

prevazilazi upotrebom definisanih starter kultura.

6. ANALITICKE METODE PRIPREME UZORAKA ZA
ODREPIVANJE OSTATAKA PIRIMIFOS-METILA,
HLORPIRIFOS-METILA I BIFENTRINA U FERMENTISANOM
ZITNOM SUPSTRATU

U danaSnje vreme osnovna strategija 1 cilj u okviru analitike ostataka
pesticida je razvijanje viSerezidualnog metoda za odredivanje Sto veceg broja
aktivnih materija koje pripadaju razli¢itim klasama po svojim fizicko-hemijskim

karakteristikama. Upravo ova razli¢itost aktivnih materija pesticida predstavlja
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osnovnu poteSkocu za razvijanje metoda kojima bi se analizirale sve zeljene aktivne
materije iz jedne matrice. Ponekad je neophodno imati viSe razliCitth metoda za
pripremu uzoraka, pri ¢emu se pri izboru metode za pripremu uzimaju u obzir
svojstva kako aktivne materije tako i proizvoda koji se analizira.

lako proces separacione hemijske analize ukljuuje nekoliko stupnjeva
(priprema uzorka, separacija tj. kvantifikacija analita 1 analiza podataka), za
,»hajkritiéniji“ se moze uzeti korak pripreme uzorka, koji se obi¢no sastoji od tri
podstupnja: ekstrakcija (ciljani analiti se izvlaCe iz matriksa uzorka 1 prevode u
medijum pogodan za dalju analizu), koncentrovanje (povecavanje koncentracije
ekstrahovanih analita u cilju povecanja osetljivosti analize) 1 prec¢iS¢avanje dobijenog
ekstrakta (ciljani analiti se izoluju od ostalih frakcija matriksa uzorka koji su
koekstrahovani i mogu da interferiraju sa analitima).

Do danas je razvijen 1 validovan veliki broj GC ili GC/MS analitickih metoda
za odredivanje ostataka pirimifos-metila, hlorpirifos-metila 1 bifentrina u pSenici koje
se zasnivaju na razliCitim ekstrakcionim procedurama i preciS¢avanjima. Jos 1979.
godine Mestres 1 sar. su razvili viSerezidualnu metodu za odredivanje organohlornih
pesticida, organofosfata i sintetiCkih piretroida u uzorcima pSenice [152], koja je,
medutim, bila veoma slozena 1 zahtevna. Osnovna teznja istrazivaca od tada je bila
uproS¢avanje ovakvih viSerezidualnih metoda uz smanjenje utroska hemikalija 1
skrac¢ivanje pripreme uzorka. Tako su Bottomley 1 Baker ekstrakcijom metanolom 1
acetonom 1 particioniranjem sa dihlormetanom uz preciS¢avanje preko aluminijum
oksida dobili prinose od 84-99 % za pirimifos-metil 1 80-90 % za hlorpirifos-metil
[153]. Tokom poslednje dve decenije brojni autori su publikovali rezultate koji su se
odnosili na razvoj metoda za odredivanje ostataka pesticida u pSenici i to kako
piretroida tako 1 organofosfata [31,154-163]. Sve ove metode bazirale su se na
tradicionalnim metodama pripreme uzoraka tj. ekstrakciji sa razli¢itim rastvaraima
(metanol, aceton, dihlormetan, etil-acetat) i njihovim meSavinama, koncentrovanju
vakuum uparavanjem i prec¢iS¢avanju preko kolona sa razli¢itim punjenjem (florisil,
aktivni ugalj, aluminijum oksid), a prinosi svih ispitivanih metoda bili su
zadovoljavaju¢i nakon detekcije 1 kvantifikacije bilo gasnom hromatografijom ili
gasnom hromatografijom sa masenom detekcijom. Medutim, imajué¢i u vidu da su

sve opisane metode pripreme uzoraka koristile uglavnom toksicne organske
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rastvara¢e uz procedure koje su se sastojale iz viSe koraka, pa samim tim cCesto
rezultirare 1 odredenim gubitkom analita, poslednjih godina doSlo je do razvijanja
novih ekstrakcionih tehnika. Neke od njih, kao §to su te¢na ekstrakcija pod pritiskom
(PLE) 1 ekstrakcija u c¢vrstoj fazi (SPE) [164,165], kao i najnovija QuEChERS
(quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) metoda koja je za kratko vreme, kao
metoda novije generacije za analizu ostataka pesticida u hrani, postala brza i
prigodna zamena za tecno-teCnu ekstrakciju (LLE), obezbeduju¢i zadovoljavajuce
rezultate kroz minimalan broj ekstrakcionih koraka 1 sa veoma malim utroskom
rastvarata [166-169], uspeSno su primenjenje za odredivanje organofosfata i
piretroida iz Zita.

Uprkos evidentnoj efikasnosti predhodno pomenutih metoda u odredivanju
ostataka pirimifos-metila, hlorpirifos-metila i bifentrina u pSenici, njihova efikasnost
u odredivanju ostataka datih pesticida u fermentisanim pSeni¢nim proizvodima nije
dovoljno istrazena. Sharma i Satya su 2005. godine objavili rezultate ispitivanja
degradacije pesticida u toku proizvodnje hleba, gde su pesticide ekstrahovali iz
gotovog testa heksanom 1/ili dihlormetanom, koncentrovali uparavanjem 1
preciS¢avali preko florisila, 1 tim postupkom dobili zadovoljavaju¢e prinose za
endosulfan, heksakonazol, propikonazol, hlorpirifos, malation i deltametrin [68]. Sa
druge strane Kolberg 1 sar. su iz hleba pomocu QuEChERS metode uspesno
ekstrahovali 15 pesticida medu kojima 1 pirimifos-metil 1 hlorpirifos-metil, medutim
prinosi metode su bili nesto nizi (63-67 %) za uzorke kontaminirane sa najmanjim
koncentracijama pesticida (10 pg/kg) [170]. Takode Koesukwiwat 1 sar. dobili su
dobre prinose QUEChERS metode pri analizi pirimifos-metila (101-118 %) 1
hlorpirifos-metila (99-104 %) kao 1 joS 30 pesticida u testu [171]. S obzirom da, kao
Sto je ranije pomenuto, u toku fermentacije dolazi do znaCajnog smanjenja pH
vrednosti pSenice, ova, kao 1 brojne druge promene pSeni¢nog supstrata, mogu da
imaju negativan uticaj na efikasnost metode za odredivanje ostataka izabranih
aktivnih materija pesticida. Iz tog razloga pri izboru postupka pripreme uzorka
potrebno je uzeti u obzir mnoStvo faktora, koji se odnose na fizicke osobine
ispitivanih pesticida (isparljivost, rastvorljivost u vodi 1 organskim rastvarac¢ima,
stabilnost, kiselo-bazna svojstva, itd.) i1 fiziCku prirodu matriksa uzorka (sadrzaj

vode, masnoca, pigmenata, itd.). Osim toga za rad treba izabrati takvu analiticku
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proceduru koja ¢e probleme vezane za trajanje analize, koli¢ine rastvaraca 1 ostalih
neophodnih reagenasa svesti na minimum, koja ¢e se sastojati iz $to manjeg broja
koraka, ¢ime ¢e se potencijalni izvori greSaka svesti na minimum, 1 koja ce

omoguciti istovremeno odredivanje svih ciljanih aktivnih materija.

7. EKSPERIMENTALNI DIZAJN

Klasic¢an pristup eksperimentalnom radu istrazivanja uticaja pojedinacnih
faktora na neku pojavu ili proces (one at a time design) ukljucuje dosta napora 1
vremena, a u slucajevima kada su interakcije faktora vazne nije ni u potpunost tacan
[172,173]. Tako je npr. za ispitivanja uticaja pet faktora sa pet nivoa njihovih
vrednosti na neku odabranu veli¢inu po klasi¢nom eksperimentalnom radu potrebno
izvesti 3125 eksperimenata, koje je teSko analizirati 1 izvesti, pa se u praksi broj
eksperimenata redukuje bilo smanjenjem broja ispitivanih faktora ili brojem njihovih
nivoa, S§to za posledicu ima smanjenje pouzdanosti zaklju¢aka izvedenih iz
eksperimentalnih istrazivanja [174]. Najefikasniji put povecanju vrednosti
istrazivanja 1 skraivanju vremena njegovog trajanja je statistiCko planiranje
eksperimenata (DOE, Design of Experiments), kojim se npr. navedeni problem sa pet
faktora 1 pet nivoa njihovih vrednosti moze reSiti smanjivanjem broja eksperimenata
na 32 u skladu sa rotabilnim planom drugog reda [175].

Postupak odzivne povrSine (RSM-response surface methodology) spada u
najceS¢e koriStene postupke statisticki planiranih eksperimenata [176]. Ovaj
postupak su uveli Box 1 Wilson (1951), a kasnije ga je popularizovao Montgomery, a
moze se definisati kao empirijska statistiCka tehnika primenjena za regresionu
analizu podataka dobijenih iz adekvatno planiranih eksperimenata simultanim
reSavanjem sistema jednacina [176,177]. Svaka od jednacina naziva se funkcija
odziva, a njen geometrijski prikaz se naziva odzivna povr§ina. One se mogu prikazati
u tri dimenzije ili, kao konturne povrsine, u dve dimenzije [178]. Ovakvi modeli su
posebno pogodni za reSavanje optimizacionih problema s obzirom da je njima
moguce opisati interakcije velikog broja faktora [174]. Definisanje znacajnosti
pojedinih faktora moguce je uraditi pomocu Studentovog t-testa kojim se ukazuje
koji faktori su znacajni odnosno koje od interakcija su bitne za posmatrani odziv.

Ako se kao krajnji cilj postupka uzme pronalazenje optimalnog reSenja onda je
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neophodno koristiti polinome drugog reda za opisivanje odabranih odziva. Tada
svaki od posmatranih faktora mora da ima tri ili pet nivoa vrednosti u zavisnosti od
primenjenog eksperimentalnog plana.

Izbor odgovaraju¢eg eksperimentalnog plana kljuan je korak u primeni
postupka odzivne povrSine. Na raspolaganju su nam brojni eksperimentalni planovi
koji se razlikuju pre svega po broju eksperimenata. NajceS¢e se u istrazivanjima
koriste slede¢i planovi: Box-Behnken dizajn (BBD), centralni kompozitni plan
(CCD), potpuni eksperimentalni plan 1 dr.

Box-Behnken-ov plan ima prednost nad ostalim u pogledu efikasnosti,
odnosno odnosa izmedu broja koeficijenata koji se javljaju u odabranom modelu 1
broja eksperimenata koje je potrebno izvesti (Slika 7.1.). Na primer, eksperimentalni
dizajn sa tri faktora na tri nivoa 1 tri ponavljanja u centralnoj tacki ima 15
eksperimenata (Slika 7.1.). Efikasnost ovog eksperimentalnog plana veca je u
poredenju sa efikasnoS¢u centralnog kompozitnog plana. Ova prednost Box-
Behnkenovog eksperimentalnog plana gubi se kada se posmatra sistem sa Cetri 1 viSe

promenjlivih, odnosno faktora.
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Slika 7.1. Raspored tacaka Box-Behnken-ovog eksperimentalnog plana

Box-Behnken-ov dizajn se pokazao kao koristan metod za ispitivanje uticaja
razli¢itih faktora na analiticki signal. S obzirom na to da se na ovaj na¢in dobijaju

optimalni eksperimentalni uslovi pri kojima je efekat faktora na analiticki odgovor
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najveci, ne moraju se testirati razliite varijabile za dobijanje najboljeg odgovora, Sto
znacajno skracuje vreme ukupne analize. Na kraju, najznacajnija prednost primene
ovog metoda je pojednostavljivanje primenjene tehnike 1 postavke eksperimenta.

PonaSanje sistema dizajniranog po Box-Behnken planu eksperimenta se
opisuje multilinearnim regresionim modelom:

Y = by+2bux; (1)

gde je Y predskazana vrednost odgovora sistema, by srednja vrednost odgovora u
centralnoj tacki dizajna, b; izraCunati koeficijenti regresije, a x; varijabile koje mogu
biti glavni faktori (x=A, B, C) ili neka od njihovih interakcija (x=AB, BC, AC, AA,
BB 1 CC). Koris¢enjem jedna¢ine multilinearnog regresionog modela izraCunavaju se
predvideni odgovori sistema, a njihovim poredenjem sa dobijenim eksperimentalnim
vrednostima preko linearne regresijske analize (izraCunavanjem nedostatka
podesenosti — “lack of fif”) i koeficijenta determinacije (R?) utvrduje se da i je

predlozen model odgovarajuci za eksperiment.
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8. UTVRDIVANJE FAZA RASTA I GENERACIJSKOG
VREMENA LACTOBACILLUS PLANTARUM 1
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Generacijsko vreme 1 koeficijenti rasta koriS¢enih mikroorganizama
odredivani su u cilju definisanja trajanja njihove aktivacije 1 preciziranja pocetne
brojnosti ¢elija u inokulumu za fermentacije.

Odredivanje faza krive rasta mikroorganizama ukljucivalo je dve metode:

- direktnu metodu razredenja tj. zasejavanja ¢elija na odredene podloge u
cilju izracunavanja CFU (Colony Forming Units) parametra

- indirektnu metodu merenja opticke gustine na spektrofotometru pri
talasnoj duzini od 620 nm (O.D.20nm)-

Kultura Lactobacillus plantarum koris¢ena u radu potice iz kolekcije kultura
mikrobioloske laboratorije TehnoloSko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Kultura je ¢uvana u MRS (de Man, Rogosa 1 Sharpe) bujonu (Torlak,
Beograd) na 4-6 °C, a za potrebe eksperimenta je aktivirana u MRS bujonu
inkubacijom od 24 h na 30 °C (Inkubator VELP Scientifica FOC 225L, Italija).

Kultura Saccharomyces cerevisiae koris¢ena u radu potice iz kolekcije
kultura mikrobioloSke laboratorije TehnoloSko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Kultura je ¢uvana na YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) agaru
(Torlak, Beograd) na 4-6 °C, a za potrebe eksperimenta je aktivirana u YPD bujonu
(Torlak, Beograd) inkubacijom od 24 h na 30 °C.

Kako bi se pratila dinamika rasta ¢elija, 10 mL aktiviranog inokuluma L.
plantarum inokulisano je u 1L MRS bujona 1 stavljeno na inkubaciju u trajanju od
54h na 30 °C, a 10 mL aktiviranog inokuluma S. cerevisiae inokulisano je u 1L YPD
bujona i stavljeno na inkubaciju u trajanju od 48 h na 30 °C. Na svakih 30 minuta od
pocetka inkubacije uzimano je po 5 mL uzorka svake kulture. Od 1 mL uzorka
klasi¢nom mikrobioloskom metodom pravljena su razblazenja 10° — 107, zasejavana
na MRS (L. plantarum) tj. YPD agar (S. cerevisiae) 1 nakon inkubacije od 48 h na 30
°C, odredivana je brojnost kolonija tj. ¢elija preko CFU parametra (CFU = (broj

izraslih kolonija / zapremina uzorka) x reciprocna vrednost razredenja).
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Za odredivanje opticke gustine (O.D.), zasnovane na opS$tim principima
merenja mutnoce spektrofotometrom, merena je absorbanca uzetog wuzorka
inokuluma na 620nm (UV/visible spektrofotometar LKB Biochrom Novacpec II,
Austrija) uz MRS tj. YPD bujon kao blank.

Nakon dobijanja serije rezultata pravljen je grafikon sa log;oCFU 1 O.D.s20nm,
definisane su faze rasta i odredeni: pocCetak eksponencijalne faze rasta (tp), brojnost
¢elija u trenutku pocetka eksponencijalne faze rasta (Ny), kraj eksponencijalne faze
rasta tj. poCetak stacionarne faze (t), brojnost Celija na kraju eksponencijalne faze
rasta (N;), konstanta stope rasta (u= ((log;oN; — log;oNy) x 2.303) / (t-t5)) kao 1
generacijsko vreme (g = (logioN; — log19Ny) / log;p2) koriS¢enih mikrobioloskih
kultura u datim laboratorijskim uslovima.

Nakon utvrdivanja faza rasta za L. plantarum 1 S. cerevisiae u datim
laboratorijskim uslovima, svaka sledeca aktivacija kultura kori§¢enih za fermentaciju

trajala je do postizanja njihove stacionarne faze rasta.

9. OPTIMIZACIJA USLOVA MIKROBIOLOSKIH
FERMENTACIJA

Kako bi se utvrdila moguénost izvodenja efikasne kontrolisane fermentacije u
laboratorijskim uslovima radena je optimizacija uslova mikrobioloSke fermentacije

zitnog supstrata u datim uslovima.
9.1. PRIPREMA INOKULUMA ZA FERMENTACIJU SUPSTRATA

Kultura L. plantarum je ¢uvana u MRS bujonu na 4-6 °C, a za potrebe
eksperimenta je aktivirana u MRS bujonu inkubacijom do postizanja stacionarne
faze rasta na 30 °C. Kultura S. cerevisiae je cuvana na YPD agaru na 4-6 °C, a za
potrebe eksperimenta je aktivirana u YPD bujonu inkubacijom do postizanja
stacionarne faze rasta na 30 °C.

Nakon aktivacije kultura, Ccelije mikroorganizama izdvajane su
centrifugiranjem na 10 000 obrtaja/min, u trajanju od 10 minuta, pri temperaturi od 4
°C (centrifuga Velocity 14R, Dynamica, Austrija), i nakon ispiranja sa 50mM
fosfatnim puferom (pH=7), (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka)
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resuspendovane su do pocetne zapremine u sterilisanoj destilovanoj vodi. Ovako
dobijene sveze kulture su se koristile za inokulacije supstrata (samlevene pSenice).
Svi  mikrobioloski ogledi izvedeni su pod sterilnim uslovima u

mikrobioloskoj komori za rad (Laminarna komora Flow Fast H, Italija).
9.2. PRIPREMA SUPSTRATA ZA FERMENTACIJU

Zrmo ociS¢ene organski uzgajane pSenice (7riticum spelta) netretirane
pesticidima (Jevti¢ poljoprivredno gazdinstvo, Backo GradiSte) samleveno je u
blenderu (Philips HR2161, Holandija) 1 sterilisano u autoklavu (Sanyo MLS-3780,
Japan) 15 minuta na 121 °C (103 kPa) u balonima za fermentaciju. Nakon hladenja
fermentacioni supstrat pravljen je dodavanjem sterilisane destilovane vode u odnosu

1:1 1 inokulisan inokulumom pripremljenim po predhodno opisanoj proceduri.

9.3. OPTIMIZACIJA USLOVA MLECNO-KISELINSKE I KVASNE

FERMENTACIJE PSENICE

U okviru optimizacije fermentacija u laboratorijskim uslovima eksperiment je
dizajniran po statistickoj metodi odzivne povrSine, tj. Box-Behnken planu
eksperimenta sa tri faktora na tri nivoa 1 tri ponavljanja u centralnoj tacki, i sa tri
posmatrana odziva. Statisticka obrada eksperimentalnih podataka dobijenih kroz
Box-Behnken dizajn eksperimenta uradena je u softverskom programu ReliaSoft
DOE++.

Eksperimentalni dizajn sa tri faktora na tri nivoa i tri ponavljanja u centralnoj
tacki ima 15 eksperimenata (Tabela 9.3.1.).

Faktori 1 njihovi nivoi pri fermentacijama bili su:

- (X)) veli¢ina inokuluma; 6, 8 1 10 % (v/w)
- (X3) duzina fermentacije; 24, 48172 h
- (X3) temperatura inkubacije; 23, 30 137 °C (Tabela 9.3.1.)
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Tabela 9.3.1. Box-Behnken dizajn sa tri faktora na tri nivoa: kodirani i nekodirani

nivoi nezavisnih promenjivih koriS¢enih u Box-Behnken dizajnu eksperimenta

Nivoi faktora
Ogled Kodirane vrednosti Nekodirane vrednosti

X1 Xz X3 X1 X2 X3
1 +1 +1 0 10 72 30
2 +1 -1 0 10 24 30
3 -1 +1 0 6 72 30
4 -1 -1 0 6 24 30
5 +1 0 +1 10 48 37
6 +1 0 -1 10 48 23
7 -1 0 +1 6 48 37
8 -1 0 -1 6 48 23
9 0 +1 +1 8 72 37
10 0 +1 -1 8 72 23
11 0 -1 +1 8 24 37
12 0 -1 -1 8 24 23
13 0 0 0 8 48 30
14 0 0 0 8 48 30
15 0 0 0 8 48 30

Odzivi kojima je utvrdivana efikasnost fermentacije supstrata sa L. plantarum
bili su:
- pH — pracenje promene pH vrednosti
- TTA test — pracenje promene titrabilne kiselosti
- CFU parametar — odredivanje broja mikroorganizama metodom
razredenja
Odzivi kojima je utvrdivana efikasnost fermentacije supstrata sa S. cerevisaea
bili su:
- pH — pracenje promene pH vrednosti
- CO; produkcija — odredivanje produkcije ugljen dioksida
- CFU parametar — odredivanje broja mikroorganizama metodom
razredenja
Promena pH vrednosti supstrata pre i nakon zavrSenih fermentacija pracena
je direktnim merenjem na pH-metru InoLab pH 730 (WTW, Nemacka).
Za odredivanje promene titrabilne kiselosti nakon fermentacije sa L.
plantarum - TTA test — koriS¢ena je metoda AOAC 942.15. Po tom postupku 10 g

fermentisanog uzorka uzorka prebaceno je u erlenmajer od 250 mL koji je dopunjen
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destilovanom vodom. Nakon dodavanja 10 kapi fenolftaleina kao indikatora, uzorak
je titrisan sa 0.1M NaOH do nastanka postojane roze boje. Koli¢ina titrabilne
kiseline u uzorku izraZena je kao % mlecne kiseline, a izracunata je po formuli:

kiselost (%6 mlecne kiseline) =[(0.0901 x mL (.in Naor) X N Naom) / € (uzorka)] X 100
gde je 0.0901 faktor za mlecnu kiselinu koju produkuje L. plantarum.

Za utvrdivanje efikasnosti fermentacije sa S. cerevisiae odredivana je
produkcija CO; 1to indirektno merenjem tezine supstrata u aparaturi za fermentaciju
pre 1 nakon zavrSene fermentacije. Razlika u tezinama supstrata u direktnoj je
korelaciji sa koli¢inom oslobodenog ugljen dioksida.

Za odredivanje brojnosti mikroorganizama — CFU parametar — koriS¢ena je
ve¢ opisana klasicna mikrobioloSka metoda. Po 10 g uzorka homogenizovano je u
90 mL sterilisane destilovane vode 30 minuta na tresilici (IKA Werke HS 501
Digital, Nemacka), pravljena su razblazenja do 107, zasejavana na MRS (L.
plantarum) tj. YPD agar (S. cerevisiae) 1 nakon inkubacije od 48 h na 30 °C,

odredivana je brojnost kolonija.

10. ISPITIVANJE UTICAJA PIRIMIFOS-METILA,
HLORPIRIFOS-METILA I BIFENTRINA NA RAST 1
AKTIVNOST FERMENTATIVNIH MIKROORGANIZAMA

Kako bi se definisala efikasnost fermentacije koja moze da se ocekuje u
uzorcima kontaminiranim pesticidima u datim laboratorijskim uslovima, prvo je
ispitivan uticaj proucavanih aktivnih materija na rast 1 aktivnost koriS¢enih
fermentativnih mikroorganizama.

U ogledima su koriS¢eni analiticki standardi pirimifos-metila (¢isto¢e 99,2
%) (Syngenta, Svajcarska), hlorpirifos-metila (Gisto¢e 99,9 %) (Dow Agro, SAD) i
bifentrina (Cistoce 98,4 %) (FMC Agricultural, Australija). Osnovni rastvori aktivnih
materija pravljeni su u acetonu (J.T. Baker, Nemacka) i razblaZivani u serije radnih
koncentracija u sterilisanoj destilovanoj vodi. Obogacivanje podloga pesticidima
vr§ilo se pod sterilnim uslovima u laminarnoj mikrobioloskoj komori. Ispitivano je
dejstvo pesticida aplikovanih na nivou %, 1x, 2x, 5x, 10x, 15x i 20x, pri ¢emu X

odgovara maksimalnoj dozvoljenoj koncentraciji (MDK) date aktivne materije u zrnu
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pSenice. Tako su koncentracije pirimifos-metila kojima su obogacivane 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 su
koncentracije bifentrina bile 0,25; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 1 10 pg bifentrina/mL podloge.

U ovoj fazi eksperimenata supstrati za rast L. plantarum 1 S. cerevisiae (MRS
1 YPD bujon) su nakon sterilizacije obogacivani razli¢itim koncentracijama
ispitivanih aktivnih materija 1 inokulisani mikroorganizmima predhodno aktiviranim
na ranije opisan na¢in. Nakon inkubacije na 30 °C, koja je trajala do postizanja
stacionarne faze rasta za svaki mikroorganizam, opisanim metodama — direktnom
metodom razredenja 1 zasejavanja inokuluma na MRS tj. YPD agar (CFU) 1
indirektnom metodom merenja opticke gustine pri talasnoj duzini od 620 nm
(0.D.620nm) — odreden je stepen rasta mikroorganizama. Istovremeno su pripremanti i

kontrolni uzorci inokulisanih podloga bez pesticida.

11. ISPITIVANJE UTICAJA PIRIMIFOS-METILA,
HLORPIRIFOS-METILA I BIFENTRINA NA EFIKASNOST
PROCESA MIKROBIOLOSKIH FERMENTACIJA ZITNOG

SUPSTRATA

Nakon ispitivanja uticaja proucavanih aktivnih materija na rast i aktivnost
L. plantarum 1 §. cerevisiae u supstratima za rast, testirana je 1 efikasnost
fermentacija pSeni¢nog supstrata koji je obogacen pesticidima. Za ovo ispitivanje
uticaja  pirimifos-metila,  hlorpirifos-metila 1  bifentrina na  efikasnost
mlecnokiselinske 1 kvasne fermentacije pSenice u laboratorijskim uslovima praceni
su parametri za utvrdivanje efikasnosti fermentacije za date mikroorganizme (pH,
CFU, TTA, CO,). Poredenjem parametara fermentacije pSenice nekontaminirane
pesticidima sa parametrima fermentacije kontaminiranih uzoraka, definisan je uticaj
ispitivanih pesticida na proces mle¢nokiselinske 1 kvasne fermentacije pSenice. Ovim
testiranjem je prakti¢no utvrdena efikasnost pSeni¢ne fermentacije koja moze da se
ocekuje u uzorcima obogacenim pesticidima u datim laboratorijskim uslovima.
U ovoj fazi eksperimenta su koriS¢ene tri razliite koncentracije za svaku aktivnu

materiju, 1 to: koncentracije primene jednake MDK vrednostima ispitivanih pesticida
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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 ve¢e od MDK vrednosti (25 1 75
mg/kg za pirimifos metil, 15 1 45 mg/kg za hlorpirifos metil 1 2,5 1 7,5 mg/kg za
bifentrin).

12. ISPITIVANJE EFIKASNOSTI RAZLICITIH METODA
PRIPREME UZORAKA ZA ODREDIVANJE OSTATAKA
PIRIMIFOS-METILA, HLORPIRIFOS-METILA I BIFENTRINA
U FERMENTISANIM UZORCIMA PSENICE

Kako bi rezultati o eventualnom pozitivnom efektu mlecnokiselinske i kvasne
fermentacije na smanjenje nivoa rezidua pesticida u uzorcima pSenice bili validni,
prvenstveno je bilo neophodno izabrati adekvatnu metodu pripreme fermentisanih
uzoraka kojom ¢e se rezidue pesticida efikasno ekstrahovati iz njih. Obzirom na
specificnost supstrata koji se ispituje, u radu su testirane tri metode pripreme uzoraka
za odredivanje ostataka pirimifos-metila, hlorpirifos-metila 1 bifentrina, kako bi se
poredenjem njihovih najvaznijih analiti€¢kih parametara (prvenstveno prinosa metode
— recovery) 1 uzimaju¢i u obzir njihove prakticne prednosti i nedostatke, izabrala
najadekvatnija metoda za dalje pracenje degradacije ovih pesticida u toku

fermentacije.

12.1. PRIPREMA UZORAKA ZA ISPITIVANJE METODA

Prilikom testiranja efikasnosti metoda pripreme uzoraka za odredivanje
ostataka pesticida, uzorci su pripremani na isti nacin kao 1 za testiranje efikasnosti
fermentacije (odeljak 9). Dakle, nakon aktiviranja mikroorganizama 1 izdvajanja
njithovih ¢elija (odeljak 9.1.), uzorci sterilisane samlevene organski uzgajane pSenice
kojima je dodata sterilisana destilovana voda u odnosu 1:1 (odeljak 9.2.), inokulisani
su pripremljenim mikrobioloskim kulturama (10 % v/w) 1 stavljeni na inkubaciju 48
hna 30 °C.

Nakon zavrSene fermentacije, po 10 g fermentisanih uzoraka stavljeno je u
polipropilenske centrifugalne kivete (Sarstedt, Nemacka), obogaceno sa odredenim
koli¢inama ispitivanih aktivnih materija pesticida 1 homogenizovano 3 h na

mehanic¢koj mesalici kako bi se pesticidi homogeno rasporedili po uzorku. I u ovom
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delu eksperimenta su takode koriS€eni analiticki standardi pirimifos-metila,
hlorpirifos-metila i bifentrina, pri ¢emu su osnovni rastvori aktivnih materija
pravljeni u acetonu, a serije radnih koncentracija u destilovanoj vodi. U ovom delu
eksperimenta su koriS¢ene tri razli¢ite koncentracije za svaku aktivnu materiju, 1 to:
koncentracije 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 2 puta 1 4 puta ve¢e od MDK vrednosti (10 odnosno 20 mg/kg za
pirimifos-metil, 6 odnosno 12 mg/kg za hlorpirifos-metil 1 1 odnosno 2 mg/kg za
bifentrin). Ovi uzorci, zajedno sa kontrolnim uzorcima bez pesticida, su dalje

podvrgavani preparativnim metodama.

12.2. METODE PRIPREME UZORAKA ZA ODREDIVANJE OSTATAKA

ISPITIVANIH PESTICIDA

Sve tri ispitivane metode bazirane su na ekstrakciji fermentisanog uzorka
pSenice (10 g) homogenizacijom u polipropilenskim centrifugalnim kivetama u dva
ekstrakciona ciklusa sa po 25 mL smeSe metanol:aceton=1:1 (J.T. Baker) u toku 30
minuta na mehanickoj rotacionoj mesalici, uz dodatak 5 g anhidrovanog Na,SO4
(J.T. Baker), pri cemu je Na,SO4 predhodno pripremljen suSenjem 24 h na 130 °C.
Nakon centrifugiranja 5 minuta na 4000 obrtaja/min (UZ 4, Iskra, Slovenija) 1
filtriranja dobijenog ekstrakta preko 1 g anhidrovanog Na,SOs, filtrat je uparavan na
rotacionom vakuum uparivacu na 35 °C do suvog ostatka (Devarot, Elektromedicina,
Slovenija), 1 u zavisnosti od koris¢ene metode, dalje specifi¢no procesuiran.

Metoda 1: Prva testirana metoda preciS¢avanja uzorka se ve¢ pokazala kao
izuzetno efikasna metoda pripreme uzoraka za odredivanje ostataka razlicitih
pesticida u pSenicnom brasnu [161]. Po toj metodi, suvi ostatak dobijen nakon
ekstrakcije i uparavanja rastvoren je u 2,5 mL dihlormetana (Lachner, Ceska), od
cega je 2 mL propusteno kroz staklenu kolonu predhodno napunjenu sa 1 g
anhidrovanog Na;SO4 14 g meSavine aluminijum oksida 1 aktivnog uglja (12:1) (J.T.
Baker, Nemacka), pri ¢emu je sorbent prenet u kolonu pomoc¢u 25 mL dihlormetana.
Za ove svrhe koriS¢en je kiseli aluminijum oksid (pH 4,5; I stepen po Brockmann-
u), predhodno aktiviran Zarenjem 3 h na 450 °C (pe¢ za Zarenje VIMS Elektrik,

Loznica). Pesticidi su eluirani sa punjenja kolone sa 25 mL dihlormetana. Nakon
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uparavanja dobijenog eluata do suvog ostatka (na vakuum uparivacu, 35 °C) i1
njegovog rastvaranja u 2 mL acetona, 1 pL dobijenog rastvora injektiran je u gasno-
maseni spektrometar (GC-MS).

Metoda 2: Druga testirana metoda preciS¢avanja uzorka se pokazala kao
veoma efikasna za odredivanje pesticida u izuzetno kompleksnom zemljiSnom
matriksu [179]. Po toj metodi, suvi ostatak dobijen nakon ekstrakcije 1 uparavanja
rastvoren je u 2,5 mL smese etil-acetat:aceton=4:1 (J.T. Baker, Nemacka), od ¢ega je
2 mL dobijenog rastvora propusteno kroz staklenu kolonu predhodno napunjenu sa 1
g anhidrovanog Na,SO41 5 g florisila (Serva, Nemacka), pri ¢emu je sorbent prenet u
kolonu sa 25 mL smeSe etil-acetat:aceton=4:1. Za ove svrhe koris¢en je florisil
granulacije od 60-100 meSa, predhodno aktiviran zarenjem 4 h na 600 °C, 1 dodatnim
suSenjem 8 h na 130 °C. Pesticidi se eluirani sa punjenja kolone sa 25 mL smeSe etil-
acetat:aceton=4:1. Nakon uparavanja dobijenog eluata do suvog ostatka (na vakuum
uparivacu, 35 °C) i njegovog rastvaranja u 2 mL acetona, 1 pL dobijenog rastvora
injektiran je u gasno-maseni spektrometar (GC-MS).

Metoda 3: Treca testirana metoda preciS¢avanja predstavlja kombinaciju prve
dve. Po toj metodi, suvi ostatak dobijen nakon ekstrakcije 1 uparavanja rastvoren je u
2,5 mL smese etil-acetat:aceton=4:1, od ¢ega je 2 mL dobijenog rastvora propusteno
kroz staklenu kolonu predhodno napunjenu sa 1 g anhidrovanog Na,SO4 1 4 g
meSavine aluminijum oksida i aktivnog uglja (12:1) (kiseli aluminijum oksid, pH 4,5;
I stepen po Brockmann-u; predhodno aktiviran zarenjem 3 h na 450 °C). Pesticidi su
eluirani sa punjenja kolone sa 25 mL smeSe etil-acetat:aceton=4:1. Nakon uparavanja
dobijenog eluata do suvog ostatka (na vakuum uparivacu, 35 °C) 1 njegovog
rastvaranja u 2 mL acetona, 1 pL dobijenog rastvora injektiran je u gasno-maseni
spektrometar (GC-MS).

Kontrolni uzorci fermentisanog pSeni€nog supstrata bez pesticida
ekstrahovani 1 pre€iS€eni istim opisanim metodama koriS¢eni su za pripremu
kalibracionih standarda za kvantitativno odredivanje ispitivanih aktivnih materija
pesticida. Efikasnost tri opisane metode utvrdena je izraCunavanjem dobijenog
prinosa metode (recovery).

Dodatno, nakon utvrdivanja najefikasnije metode pripreme uzoraka za

odredivanje ostataka pesticida, izvrSena je njena optimizacija odredivanjem
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optimalne zapremina eluenta koriS¢enog za ispiranje pesticida sa kolone prilikom
preciS¢avanja uzorka, pri cemu je ispitivana efikasnost ispiranja sa 15, 20, 25, 30135

mL eluenta kori§¢enog u izabranoj metodi.
12.2.1. DETEKCIJA I KVANTIFIKACIJA ISPITIVANIH PESTICIDA

Za detekciju 1 kvantifikaciju ispitivanih aktivnih materija koriS¢en je gasno-
maseni spektrometar (GC/MS) (CP-3800/Saturn 2200, Varian Australija) sa VF-5ms
kapilarnom kolonom (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm, Varian).

Temperaturni program za GC je bio sledec¢i: poCetna temperatura 170 °C,
zagrevanje do 260 °C brzinom od 9 °C/min (izotermalno 3,5 minuta). Kao nose¢i gas
koris¢en je helijum (protok od 1,1 mL/min).

Maseni spektrometar radio je u EI/SIM modu (Electron Impact/Selected lon
Monitoring). Temperature ion trap-a i transferline-a bile su 210 °C tj. 250 °C. Po
jedan specifi¢ni jon je koriS€en za kvantifikaciju analita, dok je drugi (predstavljen u
zagradi) upotrebljen za potvrdu. KoriS¢eni su slede¢i karakteristi¢ni fragmenti (m/z)
za detekciju 1 kvantifikaciju svake aktivne materije: 290 (233) za pirimifos-metil,

286 (125) za hlorpirifos-metil 1 181 (166) za bifentrin.

13. ISPITIVANJE UTICAJA MLECNOKISELINSKE I KVASNE
FERMENTACIJE NA DEGRADACIJU PIRIMIFOS-METILA,
HLORPIRIFOS-METILA I BIFENTRINA

U okviru ispitivanja uticaja fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju
ispitivanith pesticida, cilj eksperimenata je bio usmeren kako ka ispitivanju
mogucnosti koriS¢enja fermentacionog procesa, kao jednog od osnovnih postupaka
prerade hrane, u svrhu smanjenja nivoa zagadenosti finalnog proizvoda pesticidima,
tako 1 ka optimizaciji fermentacionith parametara u cilju postizanja maksimalnog

stepena degradacije pesticida.
13.1. PRIPREMA FERMENTACIONOG PSENICNOG SUPSTRATA

Zrmo ociS¢ene organski uzgajane pSenice (7riticum spelta) netretirane
pesticidima samleveno je u blenderu i nakon mlevenja odmeravano u balone za

fermentaciju 1 obogaceno sa odredenim koncentracijama ispitivanih pesticida. Za
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kontaminaciju pSenice koriS¢eni su analiticki standardi pirimifos-metila, hlorpirifos-
metila 1 bifentrina pri ¢emu su osnovni rastvori aktivnih materija pravljeni u acetonu,
a serije radnih koncentracija u destilovanoj vodi. Nakon obogacivanja pesticidima
uzorci pSenice su homogenizovani 24 h na na tresilici kako bi se pesticidi homogeno
rasporedili po uzorku. Po isteku 24 h obogaceni uzorci samlevene pSenice sterilisani
su u autoklavu 15 minuta na 121 °C (103 kPa). Nakon hladenja fermentacioni
supstrat pravljen je dodavanjem sterilisane destilovane vode u odnosu 1:1 1
inokulisan inokulumom pripremljenim po predhodno opisanoj proceduri (odeljak

9.1).

13.2. ISPITIVANJE SPONTANE DEGRADACIJE PESTICIDA I DEGRADACIJE
POD DEJSTVOM STERILIZACIJE U CILJU UTVRDIVANJA DOPRINOSA

PROCESA FERMENTACIJE U DEGRADACIJI PESTICIDA

S obzirom da ¢e u istrazivanjima uticaja razliCitih fermentacionih parametara
na stepen degradacije pirimifos-metila, hlorpirifos-metila 1 bifentrina pri
mle¢nokiselinskoj 1 kvasnoj fermentaciji pSenice u laboratorijskim uslovima,
opisanim u slede¢em odeljku, dobijena ukupna degradacija pesticida predstavljati
sumu spontane degradacije 1 degradacije izazvane aktivnoS¢u fermentativnih
mikroorganizama, dodatnim ispitivanjima odreden je 1 doprinos samog procesa
fermentacije u degradaciji pesticida, kako bi se realnije sagledao i jasnije definisao
uticaj aktivnosti izabranih fermentativnih mikroorganizama na degradaciju pesticida
ukljucenih u istraZivanje.

Doprinos samog procesa fermentacije degradaciji pesticida, odnosno
odredivanje stepena degradacije izazvane samo aktivnoS¢u fermentativnih
mikroorganizama, odreden je pomocu dve kontrolne grupe uzoraka pSenice.

Prva kontrola obuhvatala je odredivanje ostataka ispitivanih pesticida u
uzorcima kontaminirane pSenice odmah nakon sterilizacije u autoklavu, odnosno pre
inokulacije mikroorgamizmima. Na ovaj naCin utvrdeno je eventualno postojanje
degradacije ispitivanih pesticida pod dejstvom toplote tokom sterilizacije 1 definisana
je koli¢ina rezidua u pSeni¢nim uzorcima koji se dalje uklju¢uju u fermentacione

procese.
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Druga kontrolna grupa obuhvatala je uzorke pSenice obogacene istim
koli¢inama ispitivanih pesticida i podvrgnute istim preparativnim procedurama kao 1
kod fermentacije, samo bez inokulacije mikroorganizmima. Tako je, odredivanjem
ostataka ispitivanih pesticida u uzorcima pSeni¢nog supstrata bez mikroorganizama
inkubiranog u datim vremenskim intervalima na odredenim temperaturama, utvrdeno
eventualno postojanje spontane degradacije ispitivanih pesticida na 23, 30 1 37 °C tj.

nakon 24, 48172 h.

13.3. ISPITIVANJE UTICAJA FERMENTACIJE PSENICNOG SUPSTRATA NA
DEGRADACIJU PESTICIDA UZ OPTIMIZACIJU USLOVA FERMENTACIJE U

CILJU POSTIZANJA MAKSIMALNOG STEPENA DEGRADACIJE

U okviru ispitivanja uticaja razli¢itih fermentacionih parametara na stepen
degradacije pirimifos-metila, hlorpirifos-metila 1 bifentrina pri mle¢nokiselinskoj 1
kvasnoj fermentaciji pSenice u laboratorijskim uslovima, eksperiment je dizajniran
po ve¢ pomenutoj statistiCkoj metodi odzivne povrSine, tj. Box-Behnken planu
eksperimenta sa tri faktora na tri nivoa 1 tri ponavljanja u centralnoj tacki. Faktori 1
njihovi nivoi pri fermentacijama bili su isti kao pri optimizaciji uslova fermentacije
(veli¢ina mokuluma: 6, 8 1 10 %; duZina fermentacije: 24, 48 i 72 h; temperatura
inkubacije: 23, 30 1 37 °C) (Tabela 9.3.2.). Medutim, osnovni odziv u ovom delu
eksperimenta bio je odredivanje ostataka ispitivanih pesticida u uzorcima, odnosno
pracenje promena koncentracija ostataka aktivnih materija u uzorcima, kao
parametar za utvrdivanje uticaja fermentacije na smanjenje nivoa ostataka pesticida u
supstratu.

Predhodno opisana ispitivanja uticaja najvaznijih parametara fermentacije na
stepen degradacije pesticida u supstratu radena su u po tri ponavljanja, uz variranje
koncentracija aplikovanih aktivnih materija pesticida. U eksperimentu su koriS¢ene
tri razliCite koncentracije za svaku aktivnu materiju, 1 to: koncentracije primene
jednake MDK vrednostima ispitivanith 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 ve¢e od MDK vrednosti (25 1 75 mg/kg za pirimifos metil, 15 1 45
mg/kg za hlorpirifos metil 1 2,5 1 7,5 mg/kg za bifentrin).
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14. UTVRDIVANJE FAZA RASTA I GENERACIJSKOG
VREMENA MIKROORGANIZAMA

Odredivanje parametara rasta mikroorganizama u laboratorijskim uslovima u
kojima se izvodi eksperiment prvi je vaZzan korak za dalja ispitivanja. 1z tog razloga
utvrdene su faze krive rasta, generacijska vremena i koeficijenti rasta koriS¢enih
mikroorganizama kako bi se definisalo trajanje aktivacije fermentativnih

mikroorganizama i precizirala pocetna brojnost ¢elija u inokulumu za fermentacije.

14.1. FAZE RASTA 1 GENERACIJSKO VREME LACTOBACILLUS PLANTARUM

Na osnovu rezultata dobijenih pra¢enjem dinamike rasta ¢elija L. plantarum u
MRS bujonu u 30 minutnom vremenskom intervalu u trajanju od 54 h (Prilog 1)
odredene su faze rasta koriS¢ene kulture mikroorganizma u datim eksperimentalnim

uslovima. Rezultati su prikazani na grafikonu 14.1.1.
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Grafikon 14.1.1. Faze rasta Lactobacillus plantarum

Kao Sto se sa grafikona moze videti, lag faza u datim laboratorijskim
uslovima za ovu kulturu mikroorganizma izrazito je mala, pa ¢elije L. plantarum veé
nakon dva sata inkubacije zapocinju ubrzanu deobu tj. eksponencijalnu fazu rasta
(to). Kratka lag faza karakteristéna je za L. plantarum bez obzira da li se uzgaja u
klasi¢énoj MRS podlozi ili u MRS podlozi dodatno obogacéenoj glukozom 1 laktozom

[180]. Sa druge strane iz dobijenih rezultata se moze videti da se u MRS bujonu koji
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nije modifikovan dodavanjem izvora ugljenih hidrata eksponencijalna faza rasta
produzava do 24 h (nasuprot 14 h u modifikovanom MRS bujonu) [180]. Stacionarna
faza koja pocinje nakon 24 h (t) zavrSava se nakon 34 h od pocetka inkubacije na 30
°C u MRS bujonu kada zapocinje odumiranje celija, koje se, razume se, jasnije
uocava kao smanjenje vijabilnosti ¢elija tj. smanjenje CFU parametra, dok opticka
gustina ostaje konstantna u ovoj fazi (Grafikon 14.1.1.).

Broj ¢elija L. plantarum na pocetku esponencijalne faze rasta iznosi oko
5x10"/mL podloge (log¢CFU/mL je 7,7) pri éemu absorbanca O.D.sonm iznosi 0,1,
dok na kraju eksponencijalne faze rasta broj éelija prestize nivo od 10°/mL podloge
(log1oCFU/mL je iznad 9) pri ¢emu absorbanca pri merenju opticke gustine na 620
nm dostize 5.

Kao parametri za izraCunavanje konstante stope rasta (1) i generacijskog
vremena (g) koriS¢ene kulture L. plantarum u datim laboratorijskim uslovima
definisani su:

o pocetak eksponencijalne faze rasta: to=2h

o brojnost éelija u trenutku podetka eksponencijalne faze rasta: No= 5,35x10"/mL
o logioNo=17,7283

o kraj eksponencijalne faze tj. poCetak stacionarne faze rasta: t =24 h

o brojnost éelija na kraju eksponencijalne faze rasta: N = 2,34x 10°/mL

o logioN;=9,3692

Dobijena konstanta stope rasta je p = 0,17/h, dok je g = 5,45 generacija za 22
h odnosno generacijsko vreme je 4,04 h.

Utvrdivanjem faza rasta L. plantarum u datim laboratorijskim uslovima
odredeno je da je optimalno trajanje svake sledece aktivacije 24 h u MRS bujonu na
30 °C. Na ovaj na¢in dostiZe se broj ¢elija od ~10°/mL u inokulumu koji ée se dalje

koristiti za fermentaciju pSenice.

14.2. FAZE RASTA 1 GENERACIJSKO VREME SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Na osnovu rezultata dobijenih pra¢enjem dinamike rasta Celija S. cerevisiae u
YPD bujonu u 30 minutnom vremenskom intervalu u trajanju od 48 h (Prilog 2)
odredene su faze rasta koriS¢ene kulture mikroorganizma u datim eksperimentalnim

uslovima. Rezultati su prikazani na grafikonu 14.2.1.
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Grafikon 14.2.1. Faze rasta Saccharomyces cerevisiae

Rezultati prikazani na grafikonu ukazuju na to da je kod koriS¢ene kulture
ovog mikroorganizma lag faza u datim laboratorijskim uslovima jos kra¢a nego kod
laktobacila, pa celije S. cerevisiae ve¢ nakon prvog sata inkubacije zapocinju
ubrzanu deobu tj. eksponencijalnu fazu rasta (tp). Ono Sto je takode upecatljivo je da
je 1 eksponencijalna faza rasta kod ovog mikroorganizma veoma mala. Generalno S.
cerevisiae karakteriSe izrazito brz rast [181], §to je 1 u ovom slucaju potvrdeno, pa se
eksponencijalna faza rasta zavrSava ve¢ nakon 5 h od pocetka inkubacije (t).
Stacionarna faza se zavrSava ve¢ nakon 16 h od pocetka inkubacije na 30 °C u YPD
bujonu kada zapoc¢inje odumiranje ¢elija, koje se, opet, jasnije uocava kao smanjenje
vijabilnosti ¢elija tj. smanjenje CFU parametra, dok opticka gustina ostaje konstantna
u ovoj fazi (Grafikon 14.2.1.).

Broj Celija S. cerevisiae na pocetku esponencijalne faze rasta iznosi oko
10"/mL podloge (log;oCFU/mL je 6,9) pri ¢emu absorbanca O.D.gonm iznosi 0,03,
dok na kraju eksponencijalne faze rasta broj ¢elija dostize nivo od 10°/mL podloge
(logioCFU/mL je 8,9) pri ¢emu absorbanca pri merenju opti¢ke gustine na 620 nm do
kraja stacionarne faze dostize 1,7.

Kao parametri za izraCunavanje konstante stope rasta (1) i generacijskog
vremena (g) koriS¢ene kulture S. cerevisiae u datim laboratorijskim uslovima
definisani su:

o pocetak eksponencijalne faze rasta: to=1h
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o brojnost éelija u trenutku podetka eksponencijalne faze rasta: No= 7,95x10%/mL
o logioNo = 6,9004
o kraj eksponencijalne faze tj. poCetak stacionarne faze rasta: t=15h
o brojnost éelija na kraju eksponencijalne faze rasta: N, = 7,25x10*/mL
o logoN; = 8,8603
Dobijena konstanta stope rasta je p = 1,13/h, dok je g = 6,5 generacija za 4 h
odnosno generacijsko vreme je 36,6 minuta.
Utvrdivanjem faza rasta S. cerevisiae u datim laboratorijskim uslovima
odredeno je da je optimalno trajanje svake sledece aktivacije 5 h u YPD bujonu na 30
°C. Na ovaj na¢in dostiZe se broj ¢elija od ~10°/mL u inokulumu koje ¢e se dalje

koristiti za fermentaciju pSenice.

15. OPTIMIZACIJA USLOVA MIKROBIOLOSKIH
FERMENTACIJA

Kako bi se utvrdila moguénost izvodenja efikasnih kontrolisanih
fermentacija, nakon definisanja parametara rasta koriS¢enih mikroorganizama bilo je
potrebno izvrsiti optimizaciju uslova mikrobioloskih fermentacija Zitnog supstrata u
laboratorijskim uslovima u kojima se izvodi eksperiment. U okviru optimizacije
definisani su uticaji veli¢ine inokuluma, duzine trajanja fermentacije i temperature
inkubacije na efikasnost fermentacije izrazenu kroz smanjenje pH vrednosti
supstrata, porast broja vijabilnih mikroorganizama kao i produkciju mle¢ne kiseline

tj. ugljen-dioksida od strane L. plantarum odnosno S. cerevisiae.

15.1. OPTIMIZACIJA USLOVA MLECNOKISELINSKE FERMENTACIJE

PSENICE

Rezultati ispitivanja uticaja veli¢ine inokuluma, duzine trajanja fermentacije 1
temperature inkubacije na efikasnost mle¢nokiselinske fermentacije izrazenu kroz
smanjenje pH vrednosti supstrata, porast broja vijabilnih mikroorganizama po gramu

supstrata kao 1 produkciju mle¢ne kiseline prikazani su u tabeli 15.1.1.
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Tabela 15.1.1. Uticaj fermentacionih parametara na efikasnost mle¢nokiselinske

fermentacije
Faktor Odziv
A: veliéina  B: duZina C: TTA
inokuluma fermentacije temperatura pH (%) log10CFU/g
(%) (h) O
6 - - 6,25 0,04 7,9
8 - - 6,20 0,03 8,1
10 - - 6,16 0,04 8,3
10 72 30 4,26 0,40 9,2
10 24 30 4,56 0,31 9,1
6 72 30 4,35 0,44 9,1
6 24 30 4,57 0,26 9,1
10 48 37 4,39 0,45 9,1
10 48 23 4,50 0,29 9,0
6 48 37 4,35 0,39 9,0
6 48 23 4,56 0,29 9,0
8 72 37 4,34 0,44 8,7
8 72 23 4,34 0,41 8,9
8 24 37 4,44 0,38 8,9
8 24 23 4,94 0,19 9,0
8 48 30 4,40 0,39 9,1
8 48 30 4,39 0,36 9,1
8 48 30 4,40 0,39 9,1

Kao $to se moze videti iz tabele 15.1.1., zasejavanje pSeni¢nog supstrata na
nivou 6% (v/w) (inokulumom L. plantarum sa ~10° éelija/mL) obezbedilo je 7,9
log10CFU/g uzorka, zasejavanje na nivou 8% (v/w) 8,1 log;oCFU/g uzorka, dok je
zasejavanje pSeni¢nog supstrata na nivou 10% (v/w) obezbedilo 8,3 log;oCFU/g
uzorka, pri ¢emu su se pocetne pH vrednosti kretale oko 6,20.

Dobijeni rezultati prezentovani u tabeli 15.1.1. ukazuju da promene nivoa
nezavisno promenljivih faktora dovode do promena u odzivima. Kako bi se
definisale znaajnosti uticaja pojedina¢nih fermentacionih parametara (faktora) na
efikasnost mlec¢nokiselinske fermentacije (odzive) rezultati su obradeni u
softverskom programu ReliaSoft DOE++ u kojem je zatim uradena i optimizacija
ispitivanih fermentacionih parametara.

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora (A, B, C) kao 1 njihovih interakcija

(AB, AC, BC) za svaki odziv ponaosob date su Pareto grafikonima (Grafikoni
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15.1.1.-15.1.3.). Duzine bara na grafikonima proporcionalne su standardizovanim
efektima (izraCunati efekti podeljeni njihovim standardnim devijacijama), a faktori
su poredani po opadaju¢em apsolutnom efektu. Plava vertikalna linija na grafikonima
pokazuje granicu koju prelaze statisticki znacajni efekti, u odabranom intervalu

poverenja od 90% (a=0,1).

Pareto grafikon uticaja fermentacionih parametara na pH

— Critical Value
) . - = Non-Significant
B:Duzina fermentacije - Significant

C: Temperatura
BC

wc I

A:Velicina inokuluma

AB:|

o 2 4 7
Standardizov an efekat

Grafikon 15.1.1. Pareto grafikon znaCajnosti uticaja fermentacionih parametara na

promene pH vrednosti supstrata pri fermentaciji sa L. plantarum

Pareto grafikon uticaja fermentacionih parametara na TTA

— Critical Value
) . - = Non-Significant
B:Duzina fermentacije = Significant

C: Temperatura

BC

AB
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Grafikon 15.1.2. Pareto grafikon znaCajnosti uticaja fermentacionih parametara na

promene u produkciji mle¢ne kiseline (TTA)
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Pareto grafikon uticaja fermentacionih parametara na CFU
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Grafikon 15.1.3. Pareto grafikon znaCajnosti uticaja fermentacionih parametara na
promene brojnosti vijabilnih ¢elija L. plantarum po gramu pSeni¢nog supstrata

(logloCFU/g)

Prezentovani podaci iz tabele 15.1.1. 1 sa grafikona 15.1.1 i 15.1.2. ukazuju
na to da duZina trajanja mlecnokiselinske fermentacije i temperatura inkubacije kao 1
njihove interakcije znacajno uti€u na promenu pH vrednosti pSeni¢nog supstrata kao
1 na povecanje produkcije TTA, dok veli¢ina inokuluma, ako se izuzme slaba
znacajnost u interakciji sa duzinom fermentacije (Grafikon 15.1.2.), generalno nema
efekta na ove odzive. Uzimaju¢i u obzir da se eksponencijalna faza rasta L.
plantarum zavrSava nakon 24 h, a duZine trajanja fermentacija su 24 h 1 viSe,
ocigledno je da se ve¢ nakon tog vremena dostize dovoljan broj ¢elija laktobacila
koji omogucuje efikasno odigravanje fermentacije supstrata, pa ukupna efikasnost
fermentacionog procesa nece zavisiti od pocetnog broja ¢elija inokulisanih u pSenicni
supstrat. Sto se ti¢e brojnosti vijabilnih éelija L. plantarum po gramu peni¢nog
supstrata (CFU), ni jedan od fermentacionih parametara nema efekat na ovaj odziv
(Grafikon 15.1.3.). Predpostavka je je da su parametri rasta L. plantarum u
pSeni¢nom supstratu slicni onima u MRS bujonu, i da se stacionarna faza rasta ovog
laktobacila, dostignuta nakon 24 h, prolongira do 48 odnosno 72 h odrzavajuci
priblizno istu koli¢inu vijabilnih ¢elija u tim vremenskom intervalima. Takode,
znajuci da je optimalna temperatura rasta L. plantarum u opsegu od 28-35 °C, pri
cemu je efektivni rast mogu¢ 1 na 15 1 40 °C, ne iznenaduje Sto temperatura

inkubacije ne utice znacajno na CFU.
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Uzimaju¢i u obzir faktore (A, B, C), njihove interakcije (AB, AC, BC) 1
interakcije drugog reda (AA, BB, CC) koji su pokazali statisticki znacajne efekte,
uradena je regresiona analiza za svaki odziv.

Regresiona analiza za uticaj fermentacionih parametara na promene pH

vrednosti supstrata pri fermentaciji sa L. plantarum data je u tabeli 15.1.2..

Tabela 15.1.2. Regresiona analiza znac¢ajnosti uticaja fermentacionih parametara na

promene pH vrednosti supstrata pri fermentaciji sa L. plantarum

REGRESIONA ANALIZA
Regresioni  Standardna greska 4
koegficij ent* koeficij er%ta T vrednost
Konstanta 4,3885 0,02 219,9661
B:Duzina fermentacije -0,1525 0,0147 -10,386
C:Temperatura -0,1025 0,0147 -6,9807
BC 0,125 0,0208 6,0197
BB 0,0527 0,0215 2,4452
CC 0,0677 0,0215 3,1413

* Veci apsolutni regresioni koeficijent = veéi stepen povezanosti faktora i odziva
# Veta apsolutna T-vrednost = veca statistitka znaGajnost efekta

Regresionom analizom odredeni su regresioni koeficijenti za znacajne
parametre 1 izraCunate su standardne greSke koeficijenata koje omogucavaju
jednostavno merenje nepouzdanosti izracunatih vrednosti. Veéi apsolutni regresioni
koeficijenti ukazuju na veci stepen povezanosti faktora 1 odziva, a njihovi predznaci
na prirodu odnosa izmedu njih. Takode, vece apsolutne T-vrednosti, koje se dobijaju
kada se koeficijent podeli njegovom standardnom greskom, oznafavaju manju
mogucnost da je vrednost koeficijenta nula 1 time ukazuje na vecu statisticku
znacajnost Clana.

Regresionom analizom statisticki znacajnih parametara, dobijen je slede¢i
matematicki model za promenu pH supstrata pri fermentaciji sa L. plantarum:

Y=4,397-0,1525B-0,1025C+0,125BC+0,0527BB+0,0677CC
odakle se moze videti da produzavanje fermentacije 1 porast temperature dovode do
smanjenja pH vrednosti (odziva), dok interakcije porasta ovih faktora, kao 1
interakcija drugog reda za porast temperaturnog faktora negativno uticu na smanjenje
pH. Adekvatnost dobijene regresije je odredena koriS¢enjem analize varijanse

(ANOVA), a rezultati su prikazani u tabeli 15.1.3..
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Tabela 15.1.3. ANOVA tabela za uticaj fermentacionih parametara na promene pH

vrednosti supstrata pri fermentaciji sa L. plantarum

ANOVA tabela*

DF SS MS F P*
Model 5 0,3582 0,0716 41,5321 5,96*10"6
B:DuzZina 1 0,1861 0,1861 107,8684 2,61 *10°
fermentacije
C:Temperatura 1 0,0841 0,0841 48,7307 6,46*10"5
BC 1 0,0625 0,0625 36,2364 0,0002
BB 1 0,0103 0,0103 5,9791 0,037
CC 1 0,017 0,017 9,8678 0,0119
Rezidual 9 0,0155 0,0017
wLack of fit“ 3 0,0088  0,0029 2,5881 0,1484
R’ = 0,9585

* DF — stepeni slobode; SS — suma kvadrata; MS- srednja kvadratna vrednost; F — F vrednost;
P — P vrednost

#P<0,1 (crvena boja) ukazuje na statisticki zna¢ajan uticaj faktora na odziv; niza P-vrednost ukazuje
na vecu statisticku znacajnost ¢lana

U tabeli 15.1.3. su date funkcije greSke u cilju definisanja znacaja faktora 1
vrednosti faktora tj. parametara fermentacije. Data suma kvadrata (SS) za svaki
faktor, koja se dobija kao suma kvadrata razlika izmedu eksperimentalne vrednosti 1
vrednosti izracunate dobijenim matematickim modelom (7), kvantifikuje njegov
znacaj 1 §to je njegova vrednost veca veci je 1 znacaj faktora. Definisana je 1 srednja
kvadratna vrednost (MS), kao koli¢nik sume kvadrata i odgovarajuceg broja stepeni
slobode. Dalje je izracunata F-vrednost, kao odnos srednje kvadratne greske usled
regresije 1 srednje kvadratne greSke usled reziduala, pri ¢emu veca F-vrednost
ukazuje na vec¢i znacaj ¢lana, kao 1 P-vrednost koja se koristi za definisanje statisticki
znaCajnih varijabila u odabranom intervalu poverenja od 90% (0=0,1). Visoka
vrednost R? i neznacajnost nedostatka podesenja (lack of fif) pokazatelji su da je
dobijena disipacija tacaka oko prave nagiba veoma mala Sto ukazuje na dobro
slaganje tj. visok stepen korelacije modela datog jednac¢inom 1 eksperimentalnih
vrednosti, odnosno na to da model verodostojno opisuje ekperimentalne rezultate.

Po istom principu kao regresiona analiza za uticaj fermentacionih parametara
na promene pH vrednosti supstrata uradene su regresione analize 1 za druga dva
odziva.

Regresiona analiza za uticaj fermentacionih parametara na promene u

produkciji mlec¢ne kiseline (TTA) data je u tabeli 15.1.4..
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Tabela 15.1.4. Regresiona analiza znac¢ajnosti uticaja fermentacionih parametara na

promene u produkciji mle¢ne kiseline (TTA)

REGRESIONA ANALIZA
Regresioni Standardna greSka

koeficijent koeficijenta T vrednost
Konstanta 0,3593 0,0052 69,1695
A:Veli¢ina inokuluma 0,0088 0,0071 1,2301
B:Duzina fermentacije 0,0687 0,0071 9,6647
C:Temperatura 0,06 0,0071 8,4347
AB -0,0225 0,0101 -2,2366
BC -0,04 0,0101 -3,9761

* Veéi apsolutni regresioni koeficijent = veci stepen povezanosti faktora i odziva
# Veta apsolutna T-vrednost = veca statisti¢ka znaGajnost efekta

Regresionom analizom statisticki zna€ajnih parametara, dobijen je sledec¢i

matematicki model za promene u produkciji mle¢ne kiseline:

Y= 0,3593+0,0088A+0,0687B+0,06C-0,00225AB-0,04BC

odakle se moZe videti da produzavanje fermentacije i porast temperature i, u maloj

meri, povecanje veli¢ine inokuluma, dovode do porasta u produkciji mlecne kiseline

(odziva), dok interakcije povecanje veli¢ine inokuluma — produzavanje fermentacije i

produzavanje fermentacije — porast temperature negativno uticu na ovu produkciju.

Adekvatnost dobijene regresije je odredena koriS¢enjem analize varijanse (ANOVA),

a rezultati su prikazani u tabeli 15.1.5..

Tabela 15.1.5. ANOVA tabela za uticaj fermentacionih parametara na promene u

produkciji mle€ne kiseline (TTA)

ANOVA tabela*
DF  SS MS F p*

Model 5 0,0757 0,0151 37,3751 9,33%10°
A:Veli¢ina inokuluma 1 0,0006 0,0006 1,513 0,2499
B:Duzina fermentacije 10,0378 0,0378 93,4069 4,75%10°°
C:Temperatura 10,0288 0,0288 71,1436 1,45%107
AB 1 0,002 0,002 5,0023 0,0521
BC 1 0,0064 0,0064 15,8097 0,0032
Rezidual 9 0,0036 0,0004
wLack of fit* 7 0,003 0,0004 1,4492 0,4673
R’ =0,9541

* DF — stepeni slobode; SS — suma kvadrata; MS- srednja kvadratna vrednost; F — F vrednost;

P — P vrednost

# P<0,1 (crvena boja) ukazuje na statisticki zna¢ajan uticaj faktora na odziv; niza P-vrednost

ukazuje na vecu statisticku znacajnost ¢lana

61



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Dobijena visoka vrednost R? i nezna¢ajnost nedostatka podesenja (lack of fif)
pokazatelji su da je dobijena disipacija tacaka oko prave nagiba veoma mala Sto
ukazuje na dobro slaganje tj. visok stepen korelacije modela datog jednadinom 1
eksperimentalnih vrednosti, odnosno na to da model verodostojno opisuje
ekperimentalne rezultate.

Regresiona analiza za uticaj fermentacionih parametara na promene brojnosti
vijabilnih ¢elija L. plantarum po gramu pSeni¢nog supstrata (log;oCFU/g) data je u
tabeli 15.1.6..

Tabela 15.1.6. Regresiona analiza znac¢ajnosti uticaja fermentacionih parametara na
promene brojnosti vijabilnih ¢elija L. plantarum po gramu pSeni¢nog supstrata

(logloCFU/g)

REGRESIONA ANALIZA
Regresioni Standardna greSka
koeficijent koeficijenta i
Konstanta 9,1143 0,0351 259,5627
C:Temperatura -0,025 0,0328 -0,7611
CC -0,1643 0,0481 -3,4168

* Veéi apsolutni regresioni koeficijent = veci stepen povezanosti faktora i odziva
# Veta apsolutna T-vrednost = veca statistitka znaGajnost efekta

Regresionom analizom statisticki znacajnih parametara, dobijen je sledeci
matematicki model za promene u brojnosti vijabilnih ¢elija L. plantarum po gramu
pSeni¢nog supstrata (log;oCFU/g):

Y=9,1143-0,025C-0,1643CC
odakle se moze videti da porast temperature, a naroCito interakcija drugog reda za
porast temperaturnog faktora, dovode do smanjenja brojnosti vijabilnih ¢elija L.
plantarum po gramu pSeni¢nog supstrata (log;oCFU/g). Adekvatnost dobijene
regresije je odredena koriS¢enjem analize varijanse (ANOVA), a rezultati su

prikazani u tabeli 15.1.7..
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Tabela 15.1.7. ANOVA tabela za uticaj fermentacionih parametara na promene

brojnosti vijabilnih ¢elija L. plantarum po gramu pSeni¢nog supstrata (log;¢CFU/g)

ANOVA tabela*
DF  SS MS F p*
Model 20,1058 0,0529 6,1269 0,0147
C:Temperatura 1 0,005 0,005 0,5793 0,4613
CC 1 0,1008 0,1008 11,6745 0,0051
Rezidual 12 0,1036 0,0086

R* = 0,5052

* DF — stepeni slobode; SS — suma kvadrata; MS- srednja kvadratna

vrednost; F — F vrednost; P — P vrednost

# P<0,1 (crvena boja) ukazuje na statisticki znaGajan uticaj faktora na
odziv; niza P-vrednost ukazuje na veéu statisticku znacajnost ¢lana

Dobijena niska vrednost R* pokazatelj je da je dobijena disipacija tadaka

oko prave nagiba velika Sto ukazuje na to da model ne opisuje ekperimentalne

rezultate verodostojno.

Nakon utvrdivanja znacajnosti uticaja pojedina¢nih fermentacionih

parametara na fermentaciju, u softverskom programu ReliaSoft DOE++ uradena je 1

optimizacija ispitivanih fermentacionih parametara u cilju odredivanja njihovih

optimalnih nivoa pri kojima se postize maksimalna efikasnost fermentacije sa L.

plantarum. Dobijeni rezultati prikazani su na grafikonu 15.1.4..
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Grafikon 15.1.4. Optimizacija parametara fermentacije pSenicnog supstrata sa

Lactobacillus plantarum
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Sa prikazanog grafikona moze se videti da je maksimalna efikasnost
mle¢nokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata inokulisanog sa L. plantarum
dostignuta nakon 72 h pri temperaturi koja je najbliza njegovoj optimalnoj
temperaturi rasta (~31 °C) 1 uz inokulaciju na nivou od 6% (v/w). Pri ovim
fermetacionim parametrima pH vrednost supstrata spustila se na 4,3 uz produkciju
mlecne kiseline od 0,44 % 1 dostizanje brojnosti vijabilnih ¢elija L. plantarum od 9,1

logloCFU/ g.
15.2. OPTIMIZACIJA USLOVA KVASNE FERMENTACIJE PSENICE

Rezultati ispitivanja uticaja veli¢ine inokuluma, duzine trajanja fermentacije 1
temperature inkubacije na efikasnost kvasne fermentacije izrazenu kroz smanjenje
pH vrednosti supstrata, porast broja vijabilnih mikroorganizama po gramu supstrata

kao 1 produkciju CO, prikazani su u tabeli 15.2.1.

Tabela 15.2.1. Uticaj fermentacionih parametara na efikasnost kvasne fermentacije

Faktor Odziv
A: veli¢éina  B: duZina C:
inokuluma fermentacije temperatura pH COy/kg log (CFU/g

(%) (h) (9]
6 - - 6,61 - 7,3
8 - - 6,33 - 7,5
10 - - 6,36 - 7,6
10 72 30 5,24 4,33 9,1
10 24 30 5,37 2,93 8,9
6 72 30 5,21 4,72 9,0
6 24 30 5,42 2,64 8,8
10 48 37 5,02 4,43 8,8
10 48 23 5,30 4,54 8,9
6 48 37 5,05 4,57 8,6
6 48 23 5,43 4,62 8,9
8 72 37 5,07 4,18 8,9
8 72 23 5,28 5,75 9,0
8 24 37 5,03 4,38 8,7
8 24 23 5,31 2,23 8,9
8 48 30 5,18 2,73 8,9
8 48 30 5,11 3,23 9,0
8 48 30 5,16 2,82 8,9

Kao $to se moze videti iz tabele 15.2.1., zasejavanje pSeni¢nog supstrata na
nivou 6% (v/w) (inokulumom S. cerevisieasa sa ~10° éelija/mL) obezbedilo je 7,3

log10CFU/g uzorka, zasejavanje na nivou 8% (v/w) 7,5 log;oCFU/g uzorka, dok je
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zasejavanje pSeni¢nog supstrata na nivou 10% (v/w) obezbedilo 7,6 log;oCFU/g
uzorka, pri ¢emu su se poc¢etne pH vrednosti kretale u proseku oko 6,50.

Dobijeni rezultati prezentovani u tabeli 15.2.1. ukazuju da promene nivoa
nezavisno promenljivih faktora dovode do promena u odzivima. Po ugledu na obradu
podataka iz optimizacije uslova mlecnokiselinske fermentacije (Odeljak 15.1.), 1
ovde su rezultati obradeni u softverskom programu ReliaSoft DOE++ kako bi se
definisale znaajnosti uticaja pojedina¢nih fermentacionih parametara (faktora) na
efikasnost kvasne fermentacije (odzive), a zatim je takode uradena i optimizacija
ispitivanih fermentacionih parametara.

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora (A, B, C) kao 1 njihovih interakcija
(AB, AC, BC) za svaki odziv ponaosob date su Pareto grafikonima (Grafikoni
15.2.1.-15.2.3.). Duzine bara na grafikonima proporcionalne su standardizovanim
efektima, a faktori su poredani po opadaju¢em apsolutnom efektu. Plava vertikalna
linijja na grafikonima pokazuje granicu koju prelaze statisticki znacajni efekti, u

odabranom intervalu poverenja od 90% (a=0.1).

Pareto grafikon uticaja fermentacionih parametara na pH

— Critical Value
= Non-Significant

C: Temperatura = Significant

B:Duzina fermentacije
A:Velicina inokuluma
AC
AB

BC

uuuuUi

o

2 2 5
Standardizov an efekat

Grafikon 15.2.1. Pareto grafikon znaCajnosti uticaja fermentacionih parametara na

promene pH vrednosti supstrata pri fermentaciji sa S. cerevisiae
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Pareto grafikon uticaja fermentacionih parametara na produkciju COZ2
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Grafikon 15.2.2. Pareto grafikon znaCajnosti uticaja fermentacionih parametara na

promene u produkciji CO,

Pareto grafikon uticaja fermentacionih parametara na CFU
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Grafikon 15.2.3. Pareto grafikon znaCajnosti uticaja fermentacionih parametara na

promene brojnosti vijabilnih ¢elija S. cerevisiae

Prezentovani podaci ukazuju na to temperatura i duzina trajanja fermentacije
znacCajno uticu na brojnost vijabilnih celija S. cerevisiae (Grafikon 15.2.3.).
Ocigledno je da se parametri rasta kvasca u pSeni¢nom supstratu razlikuju od onih u
YPD bujonu, i da se njegova eksponencijalna faza rasta, verovatno zbog dovoljne
koli¢ine hranjivih materija u supstratu, prolongira do 48 odnosno 72 h, iako se u tim
vremenskim intervalima odrZava priblizno ista koli¢ina vijabilnih ¢elija (Tabela

15.2.1.). Takode, znajuci da je optimalna temperatura rasta S. cerevisiae u opsegu od

66



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

25-35 °C, uticaj temperature na CFU, tj. neSto manja brojnost ¢elija na 23 1 37 °C
(Tabela 15.2.1.) nije iznenadujué. Medutim, zbog ¢injenice da veli¢ina inokuluma ne
uti¢e znacajno, ne samo na CFU, nego ni na jedan od odziva, predpostavka je da se
ve¢ nakon 24h u supstratu dostize dovoljan broj ¢elija kvasca koji omogucuje
efikasno odigravanje fermentacije, pa ukupna efikasnost fermentacionog procesa
nece zavisiti od poCetnog broja ¢elija inokulisanih u pSeni¢ni supstrat. Na promenu
pH vrednosti pSeni¢nog supstrata znacajno utie jedino temperatura (Grafikon
15.2.1.), dok na produkciju CO, znacajan efekat ima duzina fermentacije i
temperatura ali samo u interakciji sa duZzinom procesa (Grafikon 15.2.2.).

Uzimajuéi u obzir faktore (A, B, C), njihove interakcije (AB, AC, BC) 1
interakcije drugog reda (AA, BB, CC) koji su pokazali statisticki znacajne efekte,
uradena je regresiona analiza za svaki odziv.

Regresiona analiza za uticaj fermentacionih parametara na promene pH

vrednosti supstrata pri fermentaciji sa S. cerevisiae data je u tabeli 15.2.2..

Tabela 15.2.2. Regresiona analiza znaCajnosti efekata fermentacionih parametara na

promene pH vrednosti supstrata pri fermentaciji sa S. cerevisiae

REGRESIONA ANALIZA
Regresioni Standardna greska
koegficij ent koeficij er%ta i
Konstanta 5,1629 0,0297 173,7576
A:Veli¢ina inokuluma  -0,0225 0,0278 -0,8095
C:Temperatura -0,1437 0,0278 -5,172
AA 0,0921 0,0407 2,2647

* Veéi apsolutni regresioni koeficijent = veci stepen povezanosti faktora i odziva
# Veta apsolutna T-vrednost = veca statistitka znaGajnost efekta

Regresionom analizom statisticki znacajnih parametara, dobijen je sledeci
matematicki model za promenu pH vrednosti supstrata pri fermentaciji sa S.
cerevisiae:

Y=5,1629-0,0225A-0,1437C+0,0921AA
odakle se moZe videti da porast temperature, kao 1 povecanje veli¢ine inokuluma ali
na veoma niskom nivou, dovode do smanjenja pH vrednosti (odziva), dok interakcija
drugog reda za povecanje faktora veliine inokuluma negativno utice na smanjenje
pH. Adekvatnost dobijene regresije je odredena koriS¢enjem analize varijanse

(ANOVA), a rezultati su prikazani u tabeli 15.2.3..
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Tabela 15.2.3. ANOVA tabela za uticaj fermentacionih parametara na promene pH

vrednosti supstrata pri fermentaciji sa S. cerevisiae

ANOVA tabela*
DF  SS MS F p*
Model 3 02011 0,067 10,8446 0,0013
A:Veli¢ina inokuluma 1 0,004 0,004 0,6553 0,4354
C:Temperatura 1 0,1653 0,1653 26,7495 0,0003
AA 1 00317 0,0137 5,129 0,0447
Rezidual 11 0,068 0,0062
wLack of fit“ 5 0,0336 0,0057 11,1749 0,4181
R’ =10,7473
* DF — stepeni slobode; SS — suma kvadrata; MS- srednja kvadratna vrednost; F — F vrednost;
P — P vrednost

# P<0,1 (crvena boja) ukazuje na statisticki znacajan uticaj faktora na odziv; niza P-vrednost
ukazuje na vecu statisticku znacajnost ¢lana

Relativno visoka vrednost R? i nezna¢ajnost nedostatka podesenja (lack of fif)
ukazuju na prili¢éno dobro slaganje tj. zadovoljavaju¢ stepen korelacije modela datog
jednac¢inom 1 eksperimentalnih vrednosti, odnosno na to da model dovoljno
verodostojno opisuje ekperimentalne rezultate.

Regresiona analiza za uticaj fermentacionih parametara na promene u

produkciji CO, data je u tabeli 15.2.4..

Tabela 15.2.4. Regresiona analiza znaCajnosti efekata fermentacionih parametara na

promene u produkciji CO,

REGRESIONA ANALIZA
Regresioni Standardna greSka
koeficijent koeficijenta T vrednost
Konstanta 3,0262 0,1112 27,2184
A:Veli¢ina inokuluma -0,04 0,0818 -0,4888
B:Duzina fermentacije 0,85 0,0818 10,3878
C:Temperatura 0,0525 0,0818 0,6416
BC -0,93 0,1157 -8,0366
AA 0,5542 0,1201 4,6152
CC 1,0342 0,1201 8,6122

* Veéi apsolutni regresioni koeficijent = veci stepen povezanosti faktora i odziva
# Veta apsolutna T-vrednost = veca statistitka znaGajnost efekta

Regresionom analizom statisticki znacajnih parametara, dobijen je sledeci
matematicki model za promene u produkciji CO»:
Y= 3,0262-0,04A+0,85B+0,0525C-0,93BC+0,5542AA+1,0342CC
odakle se moze videti da produzavanje fermentacije 1 porast temperature, kao 1

interakcije drugog reda za porast temperaturnog faktora i povecanje faktora veliCine

68



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

inokuluma, dovode do porasta u produkciji CO, (odziva), dok interakcija
produzavanje fermentacije — porast temperature i, u maloj meri, povecanje veli¢ina
inokuluma negativno uticu na ovu produkciju. Adekvatnost dobijene regresije je
odredena koriS¢enjem analize varijanse (ANOVA), a rezultati su prikazanih u tabeli

15.2.5..

Tabela 15.2.5. ANOVA tabela za uticaj fermentacionih parametara na promene u

produkciji CO,
ANOVA tabela*
DF  SS MS F p*
Model 6 14,1088 2,3515 43,8994 1,08%10”
A:Veli¢ina inokuluma 1 0,0128 0,0128 0,239 0,6381
B:Duzina fermentacije 1 5,78 5,78 107,9065 6,38%10°
C:Temperatura 1 0,022 0,022 0,4117 0,5391
BC 13,4596 3,4596 64,5871 4,23%107
AA 1 1,1409 11,1409 21,2998 0,0017
CC 1 3,9729 3,9729 74,1703 2,53%107
Rezidual 8 0,4285 0,0536
wLack of fit“ 6 00,2865 0,0477 0,6721 0,7013
R’ =0,9705
* DF — stepeni slobode; SS — suma kvadrata; MS- srednja kvadratna vrednost; F — F vrednost;
P — P vrednost

# P<0,1 (crvena boja) ukazuje na statisticki znacajan uticaj faktora na odziv; niza P-vrednost
ukazuje na vecu statisticku znacajnost ¢lana

Visoka vrednost R i neznadajnost nedostatka podesenja (lack of fif)
pokazatelji su da postoji dobro slaganje tj. visok stepen korelacije modela datog
jednacinom 1 eksperimentalnih vrednosti, odnosno da model verodostojno opisuje
ekperimentalne rezultate.

Regresiona analiza za uticaj fermentacionih parametara na promene brojnosti
vijabilnih Celija S. cerevisiae po gramu pSenic¢nog supstrata (log;oCFU/g) data je u
tabeli 15.2.6., a regresionom analizom statisticki znaCajnih parametara, dobijen je
slede¢i matematicki model za promene u brojnosti vijabilnih ¢elija S. cerevisiae po
gramu pSeni¢nog supstrata (log;¢CFU/g):

Y= 8,9154+0,05A+0,0875B-0,0875C+0,05AC+0,0481BB-0,1019CC
odakle se moze videti da porast temperature, a naroCito interakcija drugog reda za
porast temperaturnog faktora, dovode do smanjenja brojnosti vijabilnih celija S.
cerevisiae po gramu pSeni¢nog supstrata (log;oCFU/g), dok povecanje veli¢ine

inokuluma, produzavanje fermentacije, kao 1 interakcija povecanje veliCine
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inokuluma — porast temperature i interakcija drugog reda za produzavanja faktora

duzine fermentacije dovode do porasta CFU.

Tabela 15.2.6. Regresiona analiza znaCajnosti efekata fermentacionih parametara na
promene brojnosti vijabilnih ¢elija S. cerevisiae po gramu pSeni¢nog supstrata

(logloCFU/g)

REGRESIONA ANALIZA
Regresioni Standardna greska
koegficij ent koeficij er%ta i
Konstanta 8,9154 0,0207 431,3725
A:Veli¢ina inokuluma 0,05 0,0152 3,2871
B:Duzina fermentacije 0,0875 0,0152 5,7525
C:Temperatura -0,0875 0,0152 5,7525
AC 0,05 0,0215 2,3243
BB 0,0481 0,0223 2,1537
CC -0,1019 0,0223 -4,5657

* Veéi apsolutni regresioni koeficijent = veci stepen povezanosti faktora i odziva
# Veta apsolutna T-vrednost = veca statistitka znaGajnost efekta

Adekvatnost dobijene regresije je odredena koriS¢enjem analize varijanse
(ANOVA), a iz rezultata prikazanih u tabeli 15.2.7. vidi se da su dobijene visoka
vrednost R? i neznadajnost nedostatka podesenja (lack of fit), pokazatelji da postoji
visok stepen korelacije modela datog jednacinom i eksperimentalnih vrednosti, tj. da

model verodostojno opisuje ekperimentalne rezultate.

Tabela 15.2.7. ANOVA tabela za uticaj fermentacionih parametara na promene

brojnosti vijabilnih ¢elija S. cerevisiae po gramu pSenic¢nog supstrata (log;CFU/g)

ANOVA tabela*
DF SS MS F p*

Model 6 0,2025 0,0338 18,2361 0,0003
A:Veli¢ina inokuluma 1 0,02 0,02 10,8052 0,0111
B:Duzina fermentacije 1 0,0612 0,0612 33,0909 0,0004
C:Temperatura 1 0,0613 0,0613 33,0909 0,0004
AB 1 0,01 0,01 5,4026 0,0486
BB 10,0086 0,0086 4,6382 0,0434
CC 1 0,0386 0,0386 20,846 0,0018
Rezidual 8 0,0148 0,0019

wLack of fit“ 6 0,0081 0,0014 0,4071 0,8338
R*=0,9319

* DF — stepeni slobode; SS — suma kvadrata; MS- srednja kvadratna vrednost; F
— F vrednost; P — P vrednost

# P<0,1 (crvena boja) ukazuje na statisticki znacajan uticaj faktora na odziv;
niza P-vrednost ukazuje na vecu statistiCku znacajnost ¢lana
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Nakon utvrdivanja znacajnosti uticaja pojedinacnih fermentacionih
parametara na fermentaciju, u softverskom programu ReliaSoft DOE++ uradena je 1
optimizacija ispitivanih fermentacionih parametara u cilju odredivanja njithovih
optimalnih nivoa pri kojima se postize maksimalna efikasnost fermentacije sa S.

cerevisiae. Dobijeni rezultati prikazani su na grafikonu 15.2.4..

Optimizacija parametara fermentacije sa Saccharomyces cerevisiae

53 — Continuous Function

- Factor Value
— Response Value

53
52
5.1
5.1
50

pH
0.0263 (Mini...
5.0183

Y

D=

4.8
42
3.7
3.1
25
20

42068

0.1694 (Max...

Produkcija CO2
Y

D

8.9
8.8
8.8
87
86
86

CFU
0.4659 (Max...
8.7064

Y

D

6 8 10 24 48 72 23 30 37
A:Velicina inokuluma B:Duzina fermentac... C:Temperatura
X=8.3971 X=24.0000 X=37.0000

Grafikon 15.2.4. Optimizacija parametara fermentacije pSenicnog supstrata sa
Saccharomyces cerevisiae

Sa prikazanog grafikona moze se videti da je maksimalna efikasnost kvasne
fermentacije pSeni¢nog supstrata inokulisanog sa S. cerevisiae dostignuta nakon 24 h
pri temperaturi od 37 °C 1 uz inokulaciju na nivou od 8% (v/w). Pri ovim
fermentacionim parametrima, bez obzira S$to brojnosti vijabilnih Celija S. cerevisiae
od 8,7 log;oCFU/g nije dostigao svoj najveci nivo, pH vrednost supstrata spustila se
najnize (na 5,0) uz najvecu produkciju CO; od 4,2 COy/kg, te su stoga ovi uslovi

uzeti za optimalne.
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16. ISPITIVANJE UTICAJA PIRIMIFOS-METILA,
HLORPIRIFOS-METILA I BIFENTRINA NA RAST 1
AKTIVNOST FERMENTATIVNIH MIKROORGANIZAMA

Na rast 1 aktivnost fermentativnih mikroorganizama uticu brojni faktori
sredine u kojima se oni nalaze. Uzimaju¢i u obzir toksi¢nost koju ispoljavaju
pesticidi predpostavka je da njihovo prisustvo moze da dovede do smanjenja
brojnosti 1 vijabilnosti ispitivanih mikroorganizama, §to bi rezultiralo smanjenjem
fermentacije pSenice. Kako bi se predvidela efikasnost fermentacije u uzorcima
tretiranim pesticidima u datim laboratorijskim uslovima, ispitivan je uticaj koris¢enih
pesticida (na nivoima ',MDK, 1xMDK, 2xMDK, 5xMDK, 10xMDK, 15xMDK i
20xMDK pesticida u pSenici) na rast 1 aktivnost Lactobacillus plantarum 1

Saccharomyces cerevisiae u supstratima za rast (MRS 1 YPD bujon).

16.1. ISPITIVANJE UTICAJA PIRIMIFOS-METILA, HLORPIRIFOS-METILA 1

BIFENTRINA NA RAST I AKTIVNOST LACTOBACILLUS PLANTARUM

Efekat kontaminacije MRS bujona pirimifos-metilom na rast i aktivnost L.

plantarum prikazan je u tabeli 16.1.1. i na grafikonu 16.1.1..

Tabela 16.1.1. Rast 1 aktivnost Lactobacillus plantarum u MRS bujonu obogacenim

sa pirimifos-metilom

Koncentracija

pirimifos-metila O.D. 620nm* CFU (x10*)/mL* log;oCFU
(ng/mL)

0 5,83+0,05° 36,1+5,9* 9,557
2,5048 5,840,06° [0]" 34,5+1,4"[4,4] 9,537
5,0096 5,83+0,16"[0] 30,5+0,7*[15,5] 9,484
10,0192 5,83+0,117[0] 32,1£2,3%[11,1] 9,506
25,0480 5,74+0,02°[1,5] 30,4+1,5[15,8] 9,483
50,0960 5,64+0,01%[3,2] 23,14£2,6"[36,0] 9,364
75,1440 5,07+0,274[13,0] 15,2+2,8°[57,9] 9,182
100,1920 4,5340,02°[22,3] 9,3+2.2° [74,2] 8,968

* vrednosti obelezene razli¢itim slovima unutar kolona se statisticki znacajno razlikuju u odnosu
na kontrolu sa 0 pg/mL pirimifos-metila (t-test, p=0,05)
#yrednosti u uglastim zagradama predstavljaju procentualnu inhibiciju parametara (%)
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Grafikon 16.1.1. (a) Rast 1 aktivnost Lactobacillus plantarum u MRS bujonu
obogacenim sa pirimifos-metilom; (b) Procenat inhibicije rasta i1 aktivnosti

Lactobacillus plantarum u MRS bujonu obogacéenim sa pirimifos-metilom

Kao $to se moze videti iz prikazanih rezultata, rast L. plantarum u MRS
bujonu u prisustvu pirimifos-metila u koncentraciji manjoj od maksimalno
dozvoljene koncentracije za pSenicu (2,5 pg/mL), sa optickom gustinom (O.D.s20nm)
koja je na nivou kontrolnog uzorka i1 nesto manjom brojnoscu zivih kolonija (CFU),
nije bio statisticki znacajno smanjen u poredenju sa kontrolnim nekontaminiranim
uzorkom, §to se moZze videti 1 preko izraCunate procentualne inhibicije CFU od svega
4,4 %. Medutim, ve¢ pri koncentraciji pirimifos-metila od 5 pg/mL (MDK za
pSenicu), broj izraslih kolonija poCinje da se smanjuje, premda joS uvek ne dolazi do
smanjenja opticke gustine, Sto ukazuje na pocetak odumiranja ¢elija L. plantarum u
supstratu. Ovaj trend se, kao $to rezultati pokazuju, dalje nastavlja na priblizno istom
nivou u prisustvu pirimifos-metila u koncentraciji od 10 1 25 pg/mL. Tako statisticki
gledano dobijene razlike u broju izraslih kolonija izmedu kontrolne grupe i uzoraka
obogacenih pesticidom i dalje nisu znacajne (za nivo znacajnosti od 0,05), procenat
inhibicije CFU pri ovim koncentracijama pesticida ve¢ dostize ne tako zanemarljiv
nivo od 10-15 %. Do naglog smanjenja brojnosti izraslih kolonija (procentualna
inhibicija CFU od 36 %) pracenog blagim smanjenjem opticke gustine, dolazi
prilikom uzgajanja L. plantarum u podlozi obogacenoj sa pirimifos-metilom u
koncentraciji od 50 pg/mL (10xMDK). Procenat inhibicije broja izraslih kolonija
dalje se povecava preko 57,9 % u podlozi sa 75 pg/mL pirimifos-metila, do

maksimalnih 74,2 % (koncentracija pirimifos-metila 100 pg/mL). Statisticki gledano,
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do znafajnog smanjenja u broju izraslih kolonija dolazi tek nakon inkubacije L.
plantarum u supstratima sa 75 1 100 pg/mL pirimifos-metila, dok se opticka gustina

statisti¢ki bitno ne menja.

Efekat kontaminacije MRS bujona hlorpirifos-metilom na rast 1 aktivnost

Lactobacillus plantarum prikazan je u tabeli 16.1.2. i na grafikonu 16.1.2..

Tabela 16.1.2. Rast i aktivnost Lactobacillus plantarum u MRS bujonu obogacenim

sa hlorpirifos-metilom

Koncentracija

hlorpirifos-metila  O.D. 620nm* CFU (x10%)/mL* log10CFU
(ng/mL)

0 5,65+0,04° 47,7+1,2° 9,678
1,5135 5,3140,12°[6,0]" 44,2+1,8"[7,3] 9,645
3,0270 5,26+0,01°[6,9] 44,5+0,7°[6,7] 9,648
6,0394 5,24+0,04°[7,3] 42,2+1,6°[7,3] 9,625
15,1348 4,84+0,04°[14,3]  31,9+5,1°[33,1] 9,504
30,2697 4,56+0,08°[19,3]  19,7+0,2°[58,7] 9,294
45,4045 4,44+0,11°[21,4]  16,5+1,1°[65,4] 9,217
60,5394 4,3540,12°[23,01  16,8+0,8°[64,8] 9,225

* vrednosti obelezene razli¢itim slovima unutar kolona se statisticki znacajno razlikuju u odnosu
na kontrolu sa 0 pg/mL hlorpirifos-metila (t-test, p=0,05)
#yrednosti u uglastim zagradama predstavljaju procentualnu inhibiciju parametara
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Grafikon 16.1.2. (a) Rast 1 aktivnost Lactobacillus plantarum u MRS bujonu
obogacenim sa hlorpirifos-metilom; (b) Procenat inhibicije rasta i aktivnosti

Lactobacillus plantarum u MRS bujonu obogacenim sa hlorpirifos-metilom

Iz prikazanih rezultata moze se videti da, u slucaju kontaminacije
hlorpirifos-metilom, inhibicija rasta L. plantarum u MRS bujonu zapocinje ve¢ u
prisustvu ovog pesticida u koncentraciji manjoj od maksimalno dozvoljene

koncentracije za pSenicu 1 ovaj trend umerene inhibicije se dalje nastavlja na
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priblizno istom nivou u prisustvu hlorpirifos-metila u koncentraciji od 3 1 6 pg/mL
(inhibicija CFU 1 O.D.s20mm ~7 %). Statisticki gledano, opticka gustina se znacajno
smanjila ve¢ nakon inkubacije L. plantarum u supstratu sa 1,5 pg/mL hlorpirifos-
metila, a do statisticki zna¢ajnog smanjenja u broju izraslih kolonija dolazi ve¢ nakon
inkubacije L. plantarum u supstratu sa 3 pg/mL hlorpirifos-metila (MDK za
pSenicu), bez obzira na to $to se u tim opsezima koncentracije pesticida procentualna
inhibicija oba parametra zadrzava ispod 10 %. Do naglog izrazenijeg smanjenja
brojnosti izraslih kolonija (inhibicija CFU od 33,1 %), pracenog daljim smanjenjem
opticke gustine, dolazi prilikom uzgajanja L. plantarum u podlozi obogacenoj sa 15
pg/mL hlorpirifos-metila. Procenat inhibicije broja izraslih kolonija dalje se
povecava do maksimalnih 65,4 % pri koncentraciji pesticida od 45 pg/mL, 1 ostaje na

istom nivou 1 pri maksimalnoj koncentraciji pesticida (60 pg/mL).

Efekat kontaminacije MRS bujona bifentrinom na rast 1 aktivnost

Lactobacillus plantarum prikazan je u tabeli 16.1.3. i na grafikonu 16.1.3..

Tabela 16.1.3. Rast 1 aktivnost Lactobacillus plantarum u MRS bujonu obogacenim

sa bifentrinom

Koncentracija

bifentrina 0.D. 620nm* CFU (x10%)/mL* log10CFU
(ng/mL)

0 5,56+0,29° 42,3+ 2,8° 9,626
0,2534 5,4140,05[2,7]" 42,242.1*[0,2] 9,625
0,5068 5,37+0,12*[4,0] 40,7+1,1%[3,8] 9,610
1,0135 5,26+0,11*[5,4] 40,3+5,2% [4,7] 9,605
2,5338 5,30+£0,07*[4,9] 40,743,2%[3,8] 9,610
5,0676 5,39+0,24 3, 1] 40,0+4,1°[10,2] 9,580
7,6014 5,37+0,04%[3,4] 34,7+1,4* [18,0] 9,540
10,1352 5,34+0,30" [4,0] 28,1+1,3° [33,6] 9,449

* vrednosti obelezene razli¢itim slovima unutar kolona se statisticki znacajno razlikuju u odnosu
na kontrolu sa 0 pg/mL bifentrina (t-test, p=0,05)
#yrednosti u uglastim zagradama predstavljaju procentualnu inhibiciju parametara
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Grafikon 16.1.3. (a) Rast 1 aktivnost Lactobacillus plantarum u MRS bujonu
obogacenim sa bifentrinom; (b) Procenat inhibicije rasta 1 aktivnosti Lactobacillus

plantarum u MRS bujonu obogac¢enim sa bifentrinom

Iz prikazanih rezultata moze se videti da, u slufaju kontaminacije
bifentrinom, inhibicija rasta L. plantarum u MRS bujonu u prisustvu ovog pesticida
u koncentraciji manjoj od maksimalno dozvoljene koncentracije za pSenicu (0,25
pg/mL) praktino ne postoji (inhibicija CFU 0,2 %), dok izrazito slaba inhibicija
(inhibicija CFU 1 O.D.s20nm ~4 %) zapoc€inje u prisustvu bifentrina u koncentraciji 0,5
pg/mL (MDK za pSenicu) 1 zadrZzava se na pribliZzno istom nivou u prisustvu ove
aktivne materije u koncentraciji od 1 12,5 pug/mL, pri ¢emu statisti¢ka znacajnost u
smanjenju brojnosti izraslih kolonija 1 opticke gustine nije zabeleZena. Do neSto
veceg, ali opet umerenog 1 statisticki neznacajnog smanjenja brojnosti izraslih
kolonija (10,2 %) dolazi prilikom uzgajanja L. plantarum u podlozi obogacenoj sa
bifentrinom u koncentraciji od 5 pg/mL. Inhibicija rasta se dalje povecava sa
povecanjem koncentracije pesticida u podlozi, ali statistiCka znacajnost inhibicije
rasta belezi se tek pri maksimalnoj koncentraciji pesticida (10 pg/mL) (inhibicija
broja izraslih kolonija od 33,6 %), pri cemu do smanjenja opticke gustine prakticno i

ne dolazi.

Uopsteno posmatrano, moze se zakljuCiti da, od ispitivanih pesticida,
prisustvo organofosfata pirimifos-metila 1 hlorpirifos-metila ima negativnan efekat
na rast 1 aktivnost L. plantarum u hranjivoj podlozi za rast, dok piretroid bifentrin

ispoljava ovo dejstvo u mnogo manjoj meri i to samo u slucaju kontaminacije 20

76



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

puta ve¢e od maksimalno dozvoljene koncentracije za pSenicu. Od sva tri pesticida
pirimifos-metil u najvecoj meri inhibira rast ovog laktobacila (do 74,2 % inhibicije
CFU), premda se statisticki znaCajna inhibicija javlja samo pri kontaminaciji sa
najviSim koris¢enim koncentracijama aktivne materije (75 1 100 pg/mL odnosno 15 1
20xMDK za pSenicu). Hlorpirifos-metil, sa druge strane, pak, u manjoj meri inhibira
rast kolonija L. plantarum (do maksimum 65,4 % u prisustvu najvise koriS¢enih
koncentracija aktivne materije — 45 1 60 ug/mL odnosno 15 1 20xMDK za pSenicu),
ali statisticki posmatrano, njegov znacajan negativan impakt na mikroorganizam
zapocinje pri mnogo manjim koncentracijama tj. ve¢ pri koncentraciji od 3 pg/mL
(MDK za pSenicu). Negativan efekat bifentrina na rast i1 aktivnost L. plantarum je
veoma mali, prakticno nepostojeci, sa nesto ve¢im 1 statistiCki zna¢ajnim procentom
inhbicije samo u prisustvu koncentracije aktivne materije 20 puta ve¢e od MDK za
pSenicu (inhibicija CFU od 33,6 %).

Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa ranije utvrdenim pravilnostima, s
obzirom da je ustanovljeno da prisustvo razli¢itih pesticida negativno uti¢e na rast
razliCitih vrsta bakterija mlecne kiseline (Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii
subsp. bulgarious i L. casei subsp. casei), pri ¢emu insekticidi hlorpirifos-metil 1
metomil znatno viSe inhibiraju njihov rast u poredenju sa herbicidima (glifosat 1
tiobenkarb) ili fungicidima (mankozeb 1 metalaksil) [182]. Tako prisustvo
hlorpirifos-metila ve¢ pri koncentraciji od 10 pg/mL redukuje broj izraslih kolonija
za preko 50 % [182], a komercijalni preparat glifosata ve¢ pri koncentraciji znatno
manjoj od koncentracije primene ispoljava mikrobicidni efekat na BMK [183].
Takode, pokazano je da, kao ni druge BMK, ni Lactobacillus plantarum nije
rezistentan na kontaminaciju pesticidima, s obzirom da je prisustvo DDT-a ili
lindana imalo negativan uticaj na porast broja ¢elija L. plantarum u toku prvih 24
Casa inkubacije u supstratima za rast, pri ¢emu, iako je nakon pocetnog perioda
adaptacije broj mikroorganizama dostizao nivo broja laktobacila u supstratu bez
pesticida, kriva rasta do kraja ne postize normalnu logaritamsku fazu 1 ukupan broj
vijabilnih Celija ostaje na nizem nivou [114]. Takode, na slian nacin 1 prisustvo
hlorpirifosa u supstratu prilikom pripreme kimhija (tradicionalnog koreanskog jela
od fermentisanog povréa) utiCe na smanjenje ukupnog broja bakterija mlecno

kiselinskog vrenja medu kojima je prisutan i L. plantarum [117].
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16.2. ISPITIVANJE UTICAJA PIRIMIFOS-METILA, HLORPIRIFOS-METILA 1

BIFENTRINA NA RAST I AKTIVNOST SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Efekat kontaminacije YPD bujona pirimifos-metilom na rast 1 aktivnost

Saccharomyces cerevisiae prikazan je u tabeli 16.2.1. i na grafikonu 16.2.1..

Tabela 16.2.1. Rast 1 aktivnost Saccharomyces cerevisiae u YPD bujonu

obogacenim sa pirimifos-metilom

Koncentracija

pirimifos-metila  O.D. 620nm* CFU (x107)/mL* log;oCFU
(ng/mL)

0 1,55+0,06° 28,7+2,4° 8,458
2,5668 1,55+0,05*[1,9]" 15,5+1,3°[46,0] 8,190
5,1336 1,40+0,01%[9,7] 15,242,7° [47,0] 8,182
10,2672 1,39+0,01°[10,3] 15,3+0,6" [46,7] 8,185
25,6680 1,19+0,04°[23,2] 16,0+2,3° [44,3] 8,204
51,3360 1,15+0,01°[25,8] 9,5+4.9° [66,9] 7,978
77,0040 1,08+0,03°[30,3] 4,8+1,9° [83,3] 7,681
102,6720 0,83+0,19°[46, 5] 2,040,7° [93,0] 7,301

* vrednosti obeleZene razli¢itim slovima unutar kolona se statisti¢ki znacajno razlikuju u odnosu
na kontrolu sa 0 pg/mL pirimifos-metila (t-test, p=0,05)
#yrednosti u uglastim zagradama predstavljaju procentualnu inhibiciju parametara
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Grafikon 16.2.1. (a) Rast 1 aktivnost Saccharomyces cerevisiae u YPD bujonu

obogacenim sa pirimifos-metilom; (b) Procenat inhibicije rasta i1 aktivnosti

Saccharomyces cerevisiae u YPD bujonu obogacenim sa pirimifos-metilom

Rezultati ukazuju da do pocetka odumiranja ¢elija S. cerevisiae u YPD

bujonu dolazi na statisticki znacajnom nivou ve¢ u prisustvu pirimifos-metila u
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koncentraciji manjoj od MDK za pSenicu, s obzirom da, iako jo§ uvek ne dolazi do
smanjenja O.D.s20mm, brojnost kolonija naglo opada. Procenat inhibicije CFU dostize
46 %, 1 zadrzava se na tom nivou u prisustvu pesticida na nivou od 5, 10 125 pg/mL,
dok statisticki znaCajno smanjenje O.D.s20nm zapo€inje u prisustvu 10 pg/mL
pirimifos-metila. Nakon stagnacije na nivou inhibicije od ~46 % pri uzgoju u
podlogama sa 2MDK, MDK, 2x 1 5xMDK pirimifos-metila, do dodatnog smanjenja
CFU (procentualna inhibicija od 66,9 %) pracenog primetnijim smanjenjem
0.D.6200m (>25 %), dolazi u podlozi obogacenoj sa 50 pg/mL pesticida. Procenat
inhibicije broja izraslih kolonija dalje se povecava do 83,3 % u podlozi sa 75 pg/mL,
do maksimalnih 93 % (sa 100 pg/mL pirimifos-metila). Oc¢igledno je, da prisustvo
pirimifos-metila u koncentraciji 20xMDK, ima izrazito negativan efekat na kvasac,
dok prisustvo ove aktivne materije, ve¢ u koncentraciji dva puta nizoj od propisane,
moze da smanji brojnost populacije za skoro 50 %, Sto ukazuje na to da nakon
tretiranja pSenice pomenutim pesticidom moze da dode do znaajnog smanjenja

efikasnosti kvasne fermentacije.

Efekat kontaminacije YPD bujona hlorpirifos-metilom na rast 1 aktivnost

Saccharomyces cerevisiae prikazan je u tabeli 16.2.2. i na grafikonu 16.2.2..

Tabela 16.2.2. Rast 1 aktivnost Saccharomyces cerevisiae u YPD bujonu

obogacenim sa hlorpirifos-metilom

Koncentracija

hlorpirifos-metila  O.D. 620nm* CFU (x107)/mL* log10CFU
(ng/mL)

0 1,56+0,21° 28,3+0,3* 8,452
1,5509 1,50+0,02°3,8]" 23,8+3,2*[15,9] 8,376
3,1019 1,43+0,01%[8, 3] 24,8+1,8[12,4] 8,394
6,2038 1,42+0,02%[9,0] 22,3+£2,5*[21,2] 8,348
15,5095 1,38+0,03%[/1,5] 13,342,5° [53,0] 8,124
31,0189 1,36+0,03%[12,8] 11,7+1,1° [58,7] 8,068
46,5284 1,36+0,01*[12,8] 3,343.2° [88,3] 7,518
62,0379 1,35+0,05%[13,5] 2,8+0.8" [90,1] 7,447

* vrednosti obelezene razli¢itim slovima unutar kolona se statisticki znacajno razlikuju u odnosu
na kontrolu sa 0 pg/mL hlorpirifos-metila (t-test, p=0,05)
#yrednosti u uglastim zagradama predstavljaju procentualnu inhibiciju parametara
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Grafikon 16.2.2. (a) Rast 1 aktivnost Saccharomyces cerevisiae u YPD bujonu
obogacenim sa hlorpirifos-metilom; (b) Procenat inhibicije rasta i aktivnosti

Saccharomyces cerevisiae u YPD bujonu obogacenim sa hlorpirifos-metilom

Iz prikazanih rezultata moze se videti da, u slufaju kontaminacije
hlorpirifos-metilom, umereno ali statisti¢ki neznacajno smanjenje brojnosti i opticke
gustine S. cerevisiae u YPD bujonu zapoc€inje ve¢ u prisustvu ove aktivne materije u
koncentraciji 1,5 pg/mL (2MDK za pSenicu) 1 zadrZava se na priblizno istom nivou
u prisustvu ove aktivne materije u koncentraciji od 3 1 6 ug/mL, pri ¢emu procenat
inhibicije CFU dostize ~20 %, a procenat inhibicije O.D.c20nm ~9 %. Do naglog
izraZenijeg smanjenja brojnosti izraslih kolonija (procentualna inhibicija CFU od 53
%), pracenog daljim (premda 1 dalje statisticki neznacajnim) smanjenjem opticke
gustine, dolazi prilikom uzgajanja S. cerevisiae u podlozi obogacenoj sa hlorpirifos-
metilom u koncentraciji od 15 pg/mL (5xMDK za pSenicu). Procenat inhibicije broja
izraslih kolonija dalje se povecava do 88,3 % pri koncentraciji hlorpirifos-metila od
45 pg/mL, 1 ostaje na pribliznom nivou (90,1 %) 1 pri maksimalnoj koncentraciji
pesticida (60 pg/mL), pri ¢emu smanjenje opticke gustine 1 dalje ostaje na statisticki
neznacajnom nivou (13,5 %). MozZe se zakljuciti 1 da prisustvo hlorpirifos-metila u
koncentraciji dvadeset puta ve¢oj od propisane, ima izrazito negativan efekat na S.
cerevisiae, dok do smanjenja brojnosti populacije kvasca za skoro 50 % dolazi u
prisustvu ove aktivne materije u koncentraciji pet puta vecoj od propisane, Sto
ukazuje na to da je u slucaju pojacane kontaminacije pomenutim pesticidom realno
za ocekivati da ¢e do¢i do znacajnog smanjenja efikasnosti kvasne fermentacije.

Efekat kontaminacije YPD bujona bifentrinom na rast i aktivnost

Saccharomyces cerevisiae prikazan je u tabeli 16.2.3. i na grafikonu 16.2.3..
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Tabela 16.2.3. Rast 1 aktivnost Saccharomyces cerevisiae u YPD bujonu

obogacenim sa bifentrinom

Koncentracija

bifentrina 0.D. 620nm* CFU (x107)/mL* log0CFU
(ng/mL)

0 1,55+0,02° 39,5+4,8° 8,597
0,2640 1,54+0,04°[0, 6] 44,5+8,0° [0] 8,648
0,5280 1,47+0,06°[5,2] 44,3+5,0° [0] 8,646
1,0561 1,47+0,00°[5,2] 44,7+3,0° [0] 8,650
2,6402 1,46+0,02°[5,8] 41,8+6,4° [0] 8,621
5,2804 1,4240,01°[8,4] 36,5+1,2°[7,6] 8,562
7,9207 1,4240,01°[8,4] 35,8+1,2* [9,4] 8,554
10,5609 1,40+0,00°[9,7] 34,8+4,4% [11,9] 8,542

* vrednosti obelezene razli¢itim slovima unutar kolona se statisticki znacajno razlikuju u odnosu
na kontrolu sa 0 pg/mL bifentrina (t-test, p=0,05)
#yrednosti u uglastim zagradama predstavljaju procentualnu inhibiciju parametara

Iz prikazanih rezultata moZe se videti da, u slu¢aju kontaminacije

bifentrinom, inhibicija rasta S. cerevisiae u YPD bujonu u prisustvu ovog pesticida u

koncentracijama 2MDK, 1xMDK, 2xMDK 1 5xMDK prakti¢no ne postoji, pri cemu

cak dolazi do slabije stimulacije rasta u ovim uslovima tj. manjeg povecanja

brojnosti izraslih kolonija. Slaba inhibicija (inhibicija CFU 1 O.D.c20nm ~8 %)

zapocCinje tek u prisustvu bifentrina u koncentraciji 5 pg/mL (10xMDK za pSenicu) 1

zadrzava se na pribliZzno istom nivou 1 pri maksimalnim koncentracijama pesticida od

7,5 1 10 pg/mL (inhibicija broja izraslih kolonija do svega 11,9 %), pri ¢emu

statistiCka znacajnost u smanjenju brojnosti izraslih kolonija nije zabeleZena.
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Grafikon 16.2.3. (a) Rast 1 aktivnost Saccharomyces cerevisiae u YPD bujonu

obogacenim sa bifentrinom; (b) Procenat inhibicije rasta i aktivnosti Saccharomyces

cerevisiae u YPD bujonu obogacenim sa bifentrinom
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Dakle, negativan efekat bifentrina na rast 1 aktivnost S. cerevisiae je
praktiéno nepostoje¢i, sa veoma malim procentom inhbicije samo u prisustvu
koncentracije aktivne materije 15 1 20 puta ve¢e od MDK za pSenicu (inhibicija broja

izraslih kolonija od 9,4 tj. 11,9 %).

Uopsteno posmatrano, uocava se da, od ispitivanih pesticida, prisustvo
organofosfata pirimifos-metila i hlorpirifos-metila ima izrazito negativnan efekat na
rast 1 aktivnost Saccharomyces cerevisae u hranjivoj podlozi za rast, dok piretroid
bifentrin ispoljava ovo dejstvo u znacajno manjoj meri i to samo u slucaju vecih
kontaminacija. Od sva tri pesticida pirimifos-metil ima najve¢i negativan impakt na
kvasac, s obzirom da do veoma velike inhibicije rasta S. cerevisiae dolazi ve¢ pri
koncentraciji od 2,5 pg/mL (*2MDK za pSenicu) (do 46 % inhibicije CFU), a pri
kontaminaciji sa najviSim koriS¢enim koncentracijama aktivne materije (75 1 100
pg/mL odnosno 15 1 20xMDK za pSenicu) dolazi do drasticnog smanjenja brojnosti.
Hlorpirifos-metil, sa druge strane takode ima izrazito negativan efekat na kvasac u
prisustvu najviSe koriS¢enih koncentracija aktivne materije — 45 1 60 pg/mL (15 1
20xMDK za pSenicu), ali njegov zna€ajan negativan impakt na mikroorganizam na
nivou inhibicije CFU od ~50 % zapoCinje tek pri koncentraciji od 15 pg/mL
(5xMDK za pSenicu). Negativan efekat bifentrina na rast 1 aktivnost S. cerevisiae je
veoma mali, prakticno nepostojec¢i, sa blago poviSenim ali statistiCki neznacajnim
procentom inhbicije samo u prisustvu koncentracije aktivne materije 10, 15 1 20 puta
vec¢e od MDK za pSenicu (inhibicija broja izraslih kolonija do maksimalnih 11,9 %).

Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa brojnim ranije publikovanim radovima
1 jo§ jedna su potvrda da na rast kvasaca u toku fermentacije, pored brojnih drugih
faktora, utiCe 1 prisustvo ostataka pesticida u supstratu [184]. Inhibicija rasta kvasca
u supstratu sa fungicidima (pirimetanil, hlorotalonil, maneb, kaptan, pirazofos
heksakonazol, propikonazol) je ocekivana s obzirom na prirodu ovog
mikroorganizma, a potvrdena je ranije od strane viSe autora [185-188]. Medutim,
nisu retki ni oni koji su utvrdili 1 suprotno, tj. da fungicidi kao Sto su pirimetanil,
kvinoksifen, penkonazol 1 mankozeb nemaju negativan uticaj na rast S. cerevisiae
[189-191], odnosno da, iako negativno uti€u na pocetak i trajanje eksponencijalne
faze rasta ovog mikroorganizma, nemaju negativan efekat na krajnji ukupan broj

vijabilnih Celija [188]. Osim fungicida, dokazano je da i herbicidi, kao S§to su
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fenoksaprop-P-etil, tribenuron-metil 1 glifosat, drasticno inhibiraju rast kvasca, pri
¢emu je ova inhibicija prouzrokovana sposobnos¢u pomenutih herbicida da uticu na
enzimsku aktivnost katalaze 1 superoksid dismutaze, kao 1 da indukuju modifikaciju
proteina [192, 193]. Takode i prisustvo insekticida uti¢e na rast 1 aktivnost kvasca.
Tako je utvrdeno da, iako malation, hlorpirifos 1 deltametrin nisu ispoljili negativan
uticaj na rast kvasca, prisustvo organohlornog kontaktnog insekticida endosulfana u
bra$nu moZe da uti¢e na inhibiciju rasta ovog mikroorganizma ito do 31 % u procesu

proizvodnje hleba [68].

Kada se porede rezultati efekata pesticida koriS€enih u istrazivanjima na
ispitivane mikroorganizme, moze se uoc€iti da su 1 L. plantarum 1 S. cerevisiae slabo
osetljivi na prisustvo bifentrina u podlogama za rast, dok organofosfati u daleko
vec¢oj meri utiCu na ove fermentativne mikroorganizme, ali znacajnije na kvasac.
Pirimifos-metil za obe vrste mikroorganizama ima najveci negativan impakt na rast i
aktivnost, ali ovaj uticaj kod kvasca dolazi do izraZaja ve¢ u prisustvu minimalnih
koncentracija aktivne materije 1 dostize veoma visok nivo, dok je laktobacil neSto
otporniji. Veca otpornost laktobacila u poredenju sa kvascem je zabelezena takode 1
u prisustvu hlorpirifos-metila, koji, iako ima znacajan negativan uticaj na rast L.
plantarum 1 to 1 pri najmanjim primenjivanim koncentracijama pesticida, ipak nema
mikrobicidno dejstvo pri maksimalnim koncentracijama, S$to je pak slucaj kod S.

cerevisiae.

Uzimajuc¢i u obzir sve dobijene rezultate ispitivanja uticaja pesticida na rast
1 aktivnost fermentativnih mikroorganizama, za dalja ispitivanja uticaja pesticida na
efikasnost procesa mikrobioloskih fermentacija Zitnog supstrata kao 1 ispitivanja
uticaja fermentacije na degradaciju pesticida izabrane su tri koncentracije
kontaminacije za svaku aktivnu materiju. Za prvu koncentraciju kontaminacije
izabrana je koncentracija jednaka 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).
Za drugu koncentraciju izabrana je koncentracija 5 puta ve¢a od MDK vrednosti (25
mg/kg za pirimifos-metil, 15 mg/kg za hlorpirifos-metil 1 2,5 mg/kg za bifentrin),
imajuci u vidu da je pri ovoj koncentraciji uglavnom ve¢ dolazilo do znacajnijih

inhibicija rasta mikroorganizama. Za tre¢u koncentraciju izabrana je koncentracija 15
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puta vec¢a od MDK vrednosti (75 mg/kg za pirimifos-metil, 45 mg/kg za hlorpirifos-
metil 1 7,5 mg/kg za bifentrin), kao jedna od maksimalno koriS¢enih koncentracija pri

kojima je 1 inhibicija rasta dostizala uglavnom maksimalni nivo.

17. ISPITIVANJE UTICAJA PIRIMIFOS-METILA,
HLORPIRIFOS-METILA I BIFENTRINA NA EFIKASNOST
PROCESA MIKROBIOLOSKIH FERMENTACIJA ZITNOG

SUPSTRATA

lako je u toku optimizacije fermentacije utvrdeno da se efikasna
mle¢nokiselinska 1 kvasna fermentacija pSeni¢nog supstrata uspeSno odigrava i u
prisustvu nesto manjeg broja ¢elija mikroorganizama (Odeljak 15.1 i 15.2.), imajuci
u vidu da je prisustvo pesticida, naro¢ito organofosfata, imalo veliki negativan
impakt na rast 1 aktivnost laktobacila 1 kvasca u supstratima za rast (Odeljak 16.1. 1
16.2.), u daljem toku eksperimenta testiran je uticaj prisustva ovih agrohemikalija u
pSenici (pri koncentracijama MDK, 5xMDK 1 15xMDK) na efikasnost fermentacija
Zitnog supstrata.

S obzirom da su ispitivanja parametara fermentacija pokazala da variranje
veli¢ine inokuluma u opsegu 6-10 % nema znaCajan uticaj na efikasnost ni
mlec¢nokiselinske ni kvasne fermentacije (Grafikoni 15.1.1-15.1.3 i 15.2.1-15.2.3.),
a da je maksimalna efikasnost mle¢nokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata
dostignuta uz inokulaciju na nivou od 6% (v/w) (Grafikon 15.1.4.) dok je
maksimalna efikasnost kvasne fermentacije dostignuta uz inokulaciju na nivou od
8% (v/w) (Grafikon 15.2.4.), u ovoj fazi eksperimenta pSenicni supstrat zasejavan je
samo na nivou 8 % (v/w) inokuluma. Ostali parametri fermentacije varirani su u

istim opsezima (duzina fermentacije 24-72 h 1 temperatura 23-37 °C).

17.1. ISPITIVANJE UTICAJA PESTICIDA NA EFIKASNOST PROCESA

MLECNOKISELINSKE FERMENTACIJE ZITNOG SUPSTRATA

Rezultati ispitivanja uticaja pirimifos-metila na efikasnost mle¢nokiselinske

fermentacije prikazani su u tabeli 17.1.1. i na grafikonu 17.1.1..
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Tabela 17.1.1. Uticaj pirimifos-metila na efikasnost fermentacije sa L. plantarum

Duzina inokulacije
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30 6,18 0,07 7,8 4,65 032 9,0 449 046 9,0 4,65 043 38,7
37 6,18 0,07 7,8 4,69 049 87 437 049 9,1 447 046 38,6
"] 0 g’kg
o 9 =55 =8 =312 e Smon
o] see R
s S "m0 mg/kg
—e— 5 mgl/kg
e e i
— ° ] —<—0 mgl/kg
S —» 5 mgl/kg
|<£ 1 - —w— 25 mgl/kg
T .- —t —r—s g—s—% A 75 mg/kg
R8T BE% "9% 99%
Nomhm N:)hm N:hm N7;hm

Grafikon 17.1.1. Uticaj pirimifos-metila na efikasnost fermentacije sa L. plantarum

Kada se posmatraju rezultati uticaja pirimifos-metila na efikasnost

fermentacije moze se uociti da se prisustvo ovog pesticida nije negativno odrazilo na

mle¢nokiselinsku fermentaciju pSenice. Naime iako je obogacivanje od 5 mg/kg

prvobitno dovelo do znacajnijeg porasta broja celija u supstratu, da bi pri

koncentracijama od 25 1 75 mg/kg doslo do znacajnog smanjenja CFU, ove promene

u broju nisu imale znafajnog uticaja na promenu pH vrednosti niti na koli¢inu
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produkovane mlecne kiseline. Statistickom obradom eksperimentalnih podataka
(ANOVA) u odabranom intervalu poverenja od 99% (a=0,01) konstatovano je da,
iako P-vrednost za faktor promene koncentracije pirimifos-metila u supstratu (od 0
do 75 mg/kg) iznosi 2,86*10™ za CFU, za promenu pH vrednosti i za produkciju
mle¢ne kiseline ona prelazi interval od 0,01 (P=0,1403 odnosno P=0,3288). Ovo
ukazuje na nepostojanje statisticki znacajnog uticaja pirimifos-metila na sveukupnu
efikasnost fermentacije. Oc¢igledno je da i1 u prisustvu pesticida rast laktobacila
dostize dovoljan nivo potreban za efikasnu fermentaciju pSeni¢nog supstrata.

Rezultati  ispitivanja  uticaja  hlorpirifos-metila  na  efikasnost

mlec¢nokiselinske fermentacije prikazani su u tabeli 17.1.2. i na grafikonu 17.1.2..

Rezultati pokazuju da ni prisustvo hlorpirifos-metila nema negativni uticaj
na mle¢nokiselinsku fermentaciju pSenice. Naime iako je kontaminacija pesticidom
do 15 1 45 mg/kg dovela do znacajnijeg smanjenja broja ¢elija u supstratu, ni ovde
promene u broju nisu imale znaCajnog uticaja na promenu pH vrednosti 1 na
produkciju mle¢ne kiseline.

Tabela 17.1.2. Uticaj hlorpirifos-metila na efikasnost fermentacije sa L. plantarum

Duzina inokulacije
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Grafikon 17.1.2. Uticaj hlorpirifos-metila na efikasnost fermentacije sa L. plantarum

Statistickom obradom eksperimentalnih podataka (ANOVA, 0=0,01)
konstatovano je da, iako P-vrednost za faktor hlorpirifos-metila u supstratu (0 — 45
mg/kg) iznosi 2,81*%10® za CFU, za promenu pH vrednosti 1 za TTA ona prelazi
interval od 0,01 (P=0,0473 tj. P=0,3232), Sto ukazuje na nepostojanje statisticki
znacajnog uticaja hlorpirifos-metila na sveukupnu efikasnost fermentacije. lako je, u
poredenju sa pirimifos-metilom, P-vrednost za pH niZa, Sto ukazuje na vecu
statisticku znacCajnost ovog pesticida na promenu pH vrednosti supstrata, ipak i u
prisustvu ovog pesticida rast L. plantarum dostize dovoljan nivo potreban za
efikasnu fermentaciju pSenice.

Rezultati ispitivanja uticaja bifentrina na efikasnost mle¢nokiselinske
fermentacije prikazani u tabeli 17.1.3. i na grafikonu 17.1.3. pokazuju da prisustvo
ovog pesticida u koncentraciji 0,5 mg/kg negativno utiCe na brojnost celija
laktobacila, ali ne 1 na smanjenje pH 1 produkciju mlecne kiseline. Medutim,
obogacivanje sa 2,5 1 7,5 mg/kg dovodi i do znacajnijeg povecanje pH 1 smanjenja
TTA wuz znaCajno smanjenje broja celija u supstratu. Statisticlkom obradom
eksperimentalnih podataka (ANOVA, a=0,01) konstatovano je da P-vrednosti za
faktor bifentrina u supstratu (0 — 7,5 mg/kg) iznose 0,0095 za promenu pH vrednosti,
0,0024 za TTA i4,07%107 za CFU, §to ukazuje na postojanje statisticki znacajnog
uticaja bifentrina na sveukupnu efikasnost fermentacije, iako je P-vrednost za pH

prakti¢no na grani¢nom nivou.
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Tabela 17.1.3. Uticaj bifentrina na efikasnost fermentacije sa L. plantarum

Duzina inokulacije
24h 48h 72h

S
DS

log1y/CFU/g
%)
log1y/CFU/g

< | Bifentrin (mg/kg)
22| Temperatura (°C)
%)
log1y/CFU/g
%)
log1yCFU/g

6,20 0,04 8,1 494 0,19 4,53 0,29 4,34 0,41
6,20 0,04 8,1 4,57 0,29 4,40 0,38 9,1 431 042
6,20 0,04 8,1 4,44 0,38 8,9 437 042 9,0 434 0,44
6,17 0,10 8,3 4,80 0,33 4,61 0,44 93 439 047
6,17 0,10 8,3 4,59 0,37 4,33 0,52 9,2 429 0,42
6,17 0,10 8,3 4,36 0,51 4,31 0,54 9,2 4,17 0,49
6,14 0,06 7,3 5,19 0,23 4,72 0,30 9,1 4,44 0,38
6,14 0,06 7,3 4,64 0,32 4,36 0,52 8,9 4,13 0,51
6,14 0,06 7,3 4,57 0,29 4,34 0,45 8,8 4,27 0,45
6,25 0,07 7,8 5,17 0,19 4,60 0,38 9,0 4,62 0,46
6,25 0,07 7,8 4,63 0,33 4,51 0,46 9,0 439 0,49
6,25 0,07 7,8 4,69 0,44 4,67 042 8,7 4,46 047
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Grafikon 17.1.3. Uticaj bifentrina na efikasnost fermentacije sa L. plantarum

Medutim, ako se uzme u obzir da se po zavrSetku fermentacije od 72 h nivoi
koli¢ine produkovane mlec¢ne kiseline izjednacuju sa kontrolnim uzorcima, 1 da su,
generalno gledano, pH vrednosti ve¢ine uzoraka na zadovoljavaju¢em nivou (~4,5),
stiCe se utisak da negativan uticaj bifentrina na efikasnost fermentacije pSenice nije

zabrinjavajuci.
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Uzimaju¢i, dakle, sve u obzir, pirimifos-metil 1 hlorpirifos-metil, iako imaju
izrazito negativan uticaj na rast 1 razvoj L. plantarum u MRS bujonu, i donekle
dovode do smanjenja brojnosti laktobacila u pSeni¢énom supstratu, apsolutno ne uti¢u
na njihovu sposobnost fermentacije pSenice. Sa druge strane, prisustvo bifentrina,
koji nema izrazen efekat na rast 1 aktivnost ove bakterije u supstratu za rast, dovodi
do smanjenja njegove fermentacione sposobnosti u pSenici. I rezultati ranijih
istrazivanja o uticajima razli¢itih pesticida na efikasnost fermentacija sa bakterijama
mlecnokiselinskog vrenja prili€no su oprecni. Dok jedni govore u prilog tome da
pesticidi ne utiCu negativho na ove procese bez obzira na smanjenje brojnosti
aktivnih ¢elija fermentativnih laktobacila [200], drugi pak tvrde suprotno [182,201].
Medutim, pregledom literature konstatovano je da nema puno publikacija vezanih za
ispitivanje uticaja pesticida na fermentativnu efikasnost Lactobacillus plantarum, a
dostupni podaci u saglasnosti su sa rezultatima ovog istrazivanja. Tako su Cabras 1
sar. (1999, 2000) utvrdili da efikasnost fermentacije L. plantarum pri proizvodnji
vina nije smanjena ni u prisustvu azoksistrobina, ciprodinila, fludioksonila,
mepanipirima, pirimetanila 1 tetrakonazola [189] ni u prisustvu kvinoksifena [109] u
grozdu, dok su Cho 1 sar. (2009) konstatovali da hlorpirifos ne utiCe negativno na
smanjenje pH vrednosti 1 produkciju mlecne kiseline pri pripremi tradicionalnog
koreanskog jela od fermentisanog povréa [117]. 1z svega navedenog, a imajuci u
vidu rezultate dobijene ovim istraZzivanjem, evidentno je da svaka vrsta
fermentativnog laktobacila drugacije reaguje na prisustvo razli¢itih pesticida, Sto

svakako treba uzeti u obzir prilikom postavljanja ogleda.

17.2. ISPITIVANJE UTICAJA PESTICIDA NA EFIKASNOST PROCESA KVASNE

FERMENTACIJE ZITNOG SUPSTRATA

Rezultati ispitivanja uticaja pirimifos-metila na efikasnost kvasne

fermentacije prikazani su u tabeli 17.2.1. i na grafikonu 17.2.1..

Iz prezentovanih rezultata moze se uociti da prisustvo ovog pesticida ima
negativni efekat 1 na smanjenje pH vrednosti supstrata i na produkciju CO,.
Kontaminacija na sva tri koncentraciona nivoa prouzrokuje znafajno smanjenje
CFU, $to rezultira znacajnim povecanjem pH vrednosti supstrata, na priblizno istom

nivou.
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Rezultati i diskusija

Tabela 17.2.1. Uticaj pirimifos-metila na efikasnost fermentacije sa S. cerevisiae

Duzina inokulacije

£ Oh 24h 48h 72h
o0
E ©
= <
g £
- = S0 S0 S0 S0
=
E 2 g g 8 g 8 g 8
-: ~ ~ ~ ~
£ & T 8 ¥ % 8 ¥ & 8 &% %8 §
0 23 643 0 74 531 223 9.0 537 3,58 89 528 575 9,0
30 643 0 74 540 2,78 8,8 5,15 393 89 523 4,52 9,0
37 643 0 74 5,03 438 8,7 5,04 450 87 5,07 4,18 89
5 23 628 0 6,7 6,13 1,88 89 599 2,52 88 590 2,73 8,8
30 628 0 6,7 6,06 2,57 88 582 409 89 580 2,61 8,7
37 628 0 6,7 6,05 1,89 8,7 5,71 1,40 89 5,59 2,19 8,7
25 23 628 0 6,6 6,19 1,22 83 6,17 1,07 84 6,15 238 8,7
30 628 0 6,6 6,06 233 80 6,06 229 83 590 2,45 8.6
37 628 0 6,6 6,01 1,76 83 588 1,29 82 5,66 2,16 84
75 23 625 0 63 6,20 1,03 83 6,14 1,13 83 6,08 2,13 8,2
30 625 0 63 6,15 1,87 81 6,09 1,19 82 595 1,96 8,3
37 625 0 63 6,16 1,46 79 591 094 82 582 1,70 84
107 —e—0 mg/kg
o 9] » —*—g 2—e—3% 8—3 2| * 5mglkyg
E 8 — —8—= . —oe—25 mgl/kg
o ;] *—o o 75 mgl/kg
2 S——3
o6 o —m—0 mg/kg
T %7 r=a=n T—m—u gy *>x;—g, —e—5mglkg
S 5 - e m—m | —A—25mg/kg
6 — 2 —wv—75 mglkg
j' < = e - —:—g mg;tg
2 7] </ —P—5 mgl/kg
oY 3] £ / - :::25 mglkg
" LZe B e
04 - .
o o0 o o O O K 3 o O o

Grafikon 17.2.1. Uticaj pirimifos-metila na efikasnost fermentacije sa S. cerevisiae

Znacajnost

ovog uticaja

potvrdena

je

i

statistickom

obradom

eksperimentalnih podataka (ANOVA) u odabranom intervalu poverenja od 99%

(a=0,01), gde su za faktor promene koncentracije pirimifos-metila u supstratu (od 0

do 75 mg/kg) dobijene P-vrednosti od &ak 1,64*10"° za CFU i 2,72*10™" za

promenu pH vrednosti. Ove vrednosti, koje su znatno manje od 0,01, ukazuju ne

samo na to da prisustvo pirimifos-metila predstavlja varijabilu statisticki znacajnu za
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efikasnost fermentacije izrazenu kroz smanjenje pH vrednosti, nego 1 na to da je
njena statistiCka znacajnost izrazito velika. Kada se posmatra promena produkcije
CO; u kontrolnom supstratu bez pesticida, moze se uociti pravilnost da je u toku
fermentacije od 24 1 48 h povecanje produkcije proporcionalno sa povecanjem
temperature inkubacije, dok u toku 72 h sa povecanjem temperature dolazi do njenog
opadanja. Prisustvo pirimifos-metila u supstratu, osim S§to generalno smanjuje
koli¢inu produkovanog CO, pri ¢emu je smanjenje proporcionalno sa porastom
koncentracije pesticida, dovodi 1 do promene u pomenutoj pravilnosti. Tako pri
inkubaciji na 37 °C u toku 24 148 h dolazi do naglog opadanja u produkciji CO; 1 to
na sva tri koncentraciona nivoa proporcionalno. Znacajnost negativnog uticaja
pirimifos-metila na produkciju CO, potvrdena je takode statistickom obradom
eksperimentalnih podataka (ANOVA, o=0,01), pri ¢emu je =za faktor promene
koncentracije pirimifos-metila u supstratu dobijena P-vrednost od 7,51*10"® za ovaj
fermentacioni odziv.

Rezultati ispitivanja uticaja hlorpirifos-metila na efikasnost kvasne

fermentacije prikazani su u tabeli 17.2.2. i na grafikonu 17.2.2..

Tabela 17.2.2. Uticaj hlorpirifos-metila na efikasnost fermentacije sa S. cerevisiae

Duzina inokulacije

) Oh 24h 48h 72h

o0

g

2 O

8 <

g £ Lo Lo Lo Lo

£EE_f$3% £33 £33 &N

z 23§ $§% S £33 8 ¥3 8 ¥

0 23 643 0 74 531 223 90 537 3,58 89 528 575 9,0
30 643 0 74 540 2,78 88 515 393 89 523 452 90
37 643 0 74 503 438 87 504 450 87 507 418 89

3 23 618 0 67 610 2,15 83 583 297 88 58 3,70 88
30 618 0 67 601 259 88 574 1,77 89 555 3,58 87
37 6,18 0 6,7 505 286 87 475 129 89 4,62 224 87

15 23 628 0 66 618 121 83 6,16 2,27 84 6,19 234 87
30 628 0 66 603 2,47 80 6,06 133 83 58 212 86
37 628 0 66 601 1,73 83 575 1,00 82 529 207 84

45 23 625 0 63 616 1,00 83 6,08 1,09 83 611 210 82
30 625 0 63 615 1,86 81 6,08 1,06 82 593 193 83
37 625 0 63 601 142 73 585 1,15 82 585 167 84
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Grafikon 17.2.2. Uticaj hlorpirifos-metila na efikasnost fermentacije sa S. cerevisiae

Rezultati prikazani na grafikonu i1 u tabeli pokazuju da i prisustvo
hlorpirifos-metila ima negativan uticaj na kvasnu fermentaciju pSenice. Medutim,
iako kontaminacija na sva tri koncentraciona nivoa prouzrokuje znacajno smanjenje
CFU, ova promena je najmanja u prisustvu pesticida u koncentraciji od 3 mg/kg, iu
skladu sa tim i1 povecanje pH vrednosti supstrata, narocito pri fermentaciji od 48 1 72
h, nije u velikoj meri izrazeno, a ¢ak dolazi i do njegovog smanjenja pri inkubaciji na
37 °C. Obogacivanje sa 15 1 45 mg/kg dovodi, pak, do znacajnijeg povecanja pH
vrednosti, iako se nakon 72 h fermentacije pri 37 °C pH vrednost spusta do nivoa
kontrolnog uzorka. Statistickom obradom eksperimentalnih podataka (ANOVA,
a=0,01) konstatovano je da za faktor hlorpirifos-metila u supstratu (0 — 45 mg/kg) P-
vrednost iznosi 1,10%107'° za CFU i 1,68*107 za promenu pH vrednosti. U poredenju
sa pirimifos-metilom, ove P-vrednosti su znatno viSe, Sto ukazuje na manju
statisti¢ku znadajnost ovog pesticida na pH i CFU. Sto se ti¢e promene produkcije
COg, prisustvo hlorpirifos-metila takode generalno smanjuje koli¢inu produkovanog
CO; pri cemu je smanjenje opet proporcionalno sa porastom koncentracije pesticida.
Osim toga, 1 hlorpirifos-metil dovodi do promene u pravilnosti uocenoj u
kontrolnom supstratu bez pesticida, pri ¢emu se pravilnost zadrzava samo na
najmanjem koncentracionom nivou pri fermentaciji od 24 h. Tako u prisustvu
hlorpirifos-metila u koncentracijama od 15 145 mg/kg, pri inkubaciji na 37 °C u toku
24 h dolazi do naglog opadanja u produkciji CO,, dok je u toku fermentacije od 48 1
72 h ovo smanjenje proporcionalno sa porastom temerature na sva tri koncentraciona

nivoa. Znacajnost negativnog uticaja hlorpirifos-metila na produkciju CO, potvrdena
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je statistickom obradom eksperimentalnih podataka (ANOVA, a=0,01), a za faktor

promene koncentracije ovog pesticida u supstratu dobijena je P-vrednost od

1,60¥107 za ovaj fermentacioni odziv.

Rezultati ispitivanja uticaja bifentrina na efikasnost kvasne fermentacije

prikazani u tabeli 17.2.3. 1 na grafikonu 17.2.3. pokazuju da prisustvo ovog

pesticida, na veoma sli¢an nacin kao 1 hlorpirifos-metil, negativno uti¢e na kvasnu

fermentaciju pSenice.

Tabela 17.2.3. Uticaj bifentrina na efikasnost fermentacije sa S. cerevisiae

Duzina inokulacije

Oh 24h 48h 72h
£ ¢
%" «
= 5 S0 S0 S0 S0
= b S0 S0 S0 S0
If: 35 F=x8 53§ $a g i
a 2 E S = E S = E S = E S
0 23 643 0 74 531 223 9,0 537 3,58 89 528 575 9,0
30 643 0 74 540 2,78 88 5,15 393 89 523 452 9,0
37 643 0 74 503 438 8,7 504 450 8,7 507 4,18 89
0,5 23 6,18 0 6,7 6,13 2,18 83 583 3,00 88 580 3,73 87
30 6,18 0 6,7 601 2,62 88 574 1,80 89 555 3,61 8,7
37 6,18 0 6,7 505 2,89 8,7 4,76 132 89 4,59 227 8,7
25 23 628 0 6,6 620 1,23 83 6,17 2,30 84 6,18 237 8,7
30 628 0 6,6 603 2,50 80 6,05 1,36 83 584 2,15 8,6
37 628 0 6,6 601 1,76 83 576 1,05 82 526 2,05 84
75 23 625 0 63 6,16 1,03 83 6,09 1,12 83 6,08 2,13 8,2
30 625 0 6,3 6,15 1,89 8,1 6,08 1,09 82 591 196 83
37 625 0 6,3 601 1,45 7,3 587 1,18 82 582 1,70 84
107 —®— 0 mg/kg
o 9 ,;‘.\. —e—p 3;353 —*— 0.5 mg/kg
> 8 T—s—° e —e—2.5 mg/kg
O 7] oo 7.5 mglkg
2 S——
Lo e emn ae . s [0,
S 5 'ﬂ_kn _\-XU _:§§ﬁ —a—2.5 mgl/kg
6—: < ®l w75 mg/kg
57 < < \\\4 <« 4 O0mglkg
2 4 <« > —»—0.5 mg/kg
g S 4o u v 15 moss
I 2GS RS SR |
0 -« w =
O O O O O O o O O O O o

Grafikon 17.2.3. Uticaj bifentrina na efikasnost fermentacije sa S. cerevisiae
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I kod bifentrina kontaminacija na sva tri koncentraciona nivoa prouzrokuje
znacajno smanjenje CFU, a promena je najmanja pri koncentraciji pesticida od 0,5
mg/kg, kada povecanje pH, narocito pri fermentaciji od 48 1 72 h, nije u velikoj meri
izrazeno, dok pri inkubaciji na 37 °C dolazi i do njegovog smanjenja ispod pH
kontrolnog uzorka. Premda se nakon 72 h fermentacije pri 37 °C pH vrednost takode
spusta do nivoa kontrolnog uzorka, ipak obogacivanje sa 2,5 i 7,5 mg/kg bifentrina
generalno dovodi do znacajnijeg povecanja pH vrednosti. Statistickom obradom
eksperimentalnih podataka (ANOVA, 0=0,01) za faktor bifentrina u supstratu (0 —
7,5 mg/kg) dobijena je P-vrednost od 8,28*10™'! za CFU i 1,67*10” za promenu pH
vrednosti. U poredenju sa hlorpirifos-metilom, ove P-vrednosti su na sli¢nom nivou,
Sto ukazuje na istu statistiCku znacajnost ovog pesticida na pH 1 CFU. Prisustvo
bifentrina takode smanjuje koli¢inu produkovanog CO, proporcionalno sa porastom
koncentracije pesticida, 1 dovodi (osim na najmanjem koncentracionom nivou pri
fermentaciji od 24 h) do promene u pravilnosti uocenoj u kontrolnom supstratu bez
pesticida. U prisustvu bifentrina u koncentracijama od 2,5 1 7,5 mg/kg, pri inkubaciji
na 37 °C u toku 24 h dolazi do naglog smanjenja produkcije CO,, dok je u toku
fermentacije od 48 1 72 h ovo smanjenje proporcionalno sa porastom temerature na
sva tri koncentraciona nivoa. Za faktor promene koncentracije bifentrina u supstratu,
statistickom obradom eksperimentalnih podataka (ANOVA, 0=0,01), dobijena je P-
vrednost od 1,95%107 $to potvrduje znadajnost negativnog uticaja bifentrina na ovaj
fermentacioni odziv.

U literaturi nema mnogo eksperimentalnih podataka za komparaciju
rezultata, s obzirom da su ranija istrazivanja fokusirana prvenstveno na uticaj
fungicida na fermentacionu efikasnost kvasca u toku proizvodnje vina. Ove
publikacije ucestale su zbog predpostavke da ¢e prisustvo fungicida, kojima se
vinova loza tretira u cilju uniStavanja Stetnih patogenih gljiva, suzbijati 1 rast
fermentativne gljive, ¢ime ¢e se komprovitovati efikasnost fermentacije grozda u
proizvodnji vina. Neocekivano, ve¢ina dobijenih rezultata baziranih na ispitivanju
rasta S. cerevisiae, bilo u podlogama za rast kontaminiranim brojnim fungicidima
(zoksamid, pirimetanil, azoksistrobin, ciprodinil, fludioksonil, mepanirim,
tetrakonazol, kvinoksifen), bilo u fermentacionom supstratu od grozda tretiranog

fungicidima (pirimetanil, iprodion, fludioksonil, fenheksamid) saglasni su sa time da
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nema negativnog uticaja pesticida [109,186,189,202,204,205]. Medutim, postoji 1
podatak da je tebukonazol, iako nije negativno uticao na fermentativnu sposobnost
kvasca u toku proizvodnje vina, inhibirao njegovu fermentaciju u podlozi za rast
[203]. S obzirom na to, a imaju¢i u vidu rezultate dobijene ovim istrazivanjem,
evidentno je da kvasac drugacije reaguje na prisustvo razli¢itih pesticida, a narocito u
drugacijim supstratima za rast, $to svakako treba uzeti u obzir prilikom postavljanja

ogleda.

18. ISPITIVANJE EFIKASNOSTI RAZLICITIH METODA
PRIPREME UZORAKA ZA ODREDIVANJE OSTATAKA
PIRIMIFOS-METILA, HLORPIRIFOS-METILA I BIFENTRINA
U FERMENTISANIM UZORCIMA PSENICE

Ispitivanju uticaja fermentacije na degradaciju izabranih aktivnih materija
pesticida predhodio je izbor optimalne analiticke metode za pripremu uzoraka za
odredivanje ostataka ovih pesticida u fermentisanim proizvodima. Naime, kako bi
rezultati o eventualnom pozitivnom efektu mlecnokiselinske 1 kvasne fermentacije na
smanjenje nivoa rezidua pesticida u uzorcima pSenice bili validni, bilo je potrebno
odabrati adekvatnu metodu pripreme fermentisanih uzoraka tj. metodu kojom ¢e se
rezidue ovih pesticida efektivno ekstrahovati iz njih. Odabir najadekvatnije metode
obuhvatao je poredenje najvaznijih analitiCkih parametara tri razliCite metode
pripreme fermentisanih uzoraka obogacenih do tri koncentraciona nivoa — MDK,
2xMDK 1 4xMDK (Odeljak 12.2.). Rezultati ispitivanja prikazani su u tabeli 18.1. i
na grafikonu 18.1..

Efikasnost testiranih metoda utvrdena je izraCunavanjem prinosa metoda
(recovery), tj. procentualnog odnosa koli¢ine aktivne materije ekstrahovane iz uzorka
datom metodom 1 koli¢ine aktivne materije aplikovane na uzorak. Svi eksperimenti
radeni su u po tri ponavljanja, a preciznost testiranih metoda izrazena je kao relativna

standardna devijacija (%RSD).
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Tabela 18.1. Efikasnost razli¢itih metoda pripreme uzoraka za odredivanje ostataka
pirimifos-metila, hlorpirifos-metila 1 bifentrina u fermentisanom Zitnom supstratu,

izrazena kroz prinos metoda (recovery) 1 preciznost merenja (RSD)

Prinos metode — recovery (%) + RDS (%)’

Cam.’ Metoda 1 . Metoda 2 Metoda 3
(mé /k;g) (ALO3;-DHM)" (FI-EtA:Ac) (ALO;-EtA:Ac)

Pirimifos. 5 48,813,5: 93,0i2,7‘; 61,412,72
metil 10 44,9440 96,0i2,2b 63,343,3

20 48,242.5° 93,7+3,5 62,042,6°

Hiorpirifos- 3 31,3i9,2: 88,214,62 51,112,72
etil 6 34,6+5,0 82,8i2,7b 54.845.8

12 32,943,8? 85,342,5 54,643,5°

0,5 34,945,6 82.6+4,1° 63,0+4,2°

Bifentrin 1 38,0+9,7° 80,5+2,2° 61,1+6,4°

2 31,3+4,5° 82,1+3,8° 60,6+10,4¢

¥Ca.m. — koncentracija pesticida

* Al,O;-DHM — adsorbens meSavina aluminijum oksid:aktivni ugalj=12:1, eluent dihlormetan; FI-
EtA:Ac — adsorbens florisil, eluent smeSa etil-acetat:aceton=4:1; Al,Os;-EtA:Ac — adsorbens
mesavina aluminijum oksid:aktivni ugalj=12:1, eluent smesa etil-acetat:aceton=4:1

# yrednosti prinosa za svaki pesticid obelezene razli¢itim slovima se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (-
test, p=0,05)

Kao §to se moZe videti iz rezultata prezentovanih u tabeli 18.1. prinosi
testiranih metoda statisticki se znafajno medusobno razlikuju, dok su razlike u
prinosima unutar pojedinacnih metoda pri razliitim koncentracijama pesticida male.

Prosec¢ni prinosi Metode 1 za sva tri ispitivana pesticida su na veoma niskom
nivou, za sva tri koncentraciona nivoa, 1 krecu se od 31,3-34,6 % za hlorpirifos-metil,
31,3-38 % za bifentrin 1 neSto ve¢im prinosom u opsegu od 44,9-48,8 % za pirimifos-
metil. Oc¢igledno je, da iako je preciznost testirane metode bila na zadovoljavajucen
nivou (opsezi RSD-a od 2,5-4,0 %, 3,8-9,2 % 1 4,5-9,7 % za pirimifos-metil,
hlorpirifos-metil 1 bifentrin), ovom metodom se ispitivani pesticidi ne mogu efikasno
ekstrahovati iz fermentisanog pSeni¢nog supstrata. Premda su Khan 1 sar. (2007)
predstavili ovu metodu kao jednostavnu, brzu 1 ekonomi¢nu proceduru za efikasnu
multirezidualnu analizu ostataka pesticida u pSeni¢nom brasnu [61], o€igledno je da
smanjenje pH vrednosti supstrata 1 druge promene do kojih dolazi u toku

fermentacije imaju negativan uticaj na efikasnost predloZene metode.
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Grafikon 18.1. Efikasnost razli¢itih metoda pripreme uzoraka za odredivanje
ostataka (a) pirimifos-metila (b) hlorpirifos-metila i (c) bifentrina u fermentisanom

zitnom supstratu, izrazena kroz prinos metoda (recovery)
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Sa druge strane, prose¢ni prinosi Metode 2 za sva tri ispitivana pesticida
veoma su visoki na sva tri koncentraciona nivoa. Opsezi prinosa krecu se od 80,5-
82,6 % za bifentrin, 82,8-88,2 % za hlorpirifos-metil 1 93,0-96,0 % za pirimifos-
metil, pri ¢emu je preciznost metode veoma zadovoljavajua sa relativnim
standardnim devijacijama od 2,2-4,1 %, 2,5-4,6 % 1 2,2-3,5 % za ova tri pesticida.
Ova metoda, ranije se pokazala kao veoma efikasna za odredivanje pesticida u
izuzetno kompleksnom zemljiSnom matriksu [179], a ocigledno je da je florisil,
koriS¢en u ovoj metodi kao adsorbens, na zadovoljavaju¢em nivou zadrzao necistoce
ekstrahovane iz fermentisanog supstrata. Dobijeni prinosi Metode 2 ukazuju na to da
se ova metoda pripreme uzoraka moze koristiti za odredivanje ostataka ispitivanih
pesticida u fermentisanim pSeni¢nim proizvodima pri ispitivanju uticaja fermentacije
na stepen degradacije izabranih aktivnih materija pesticida

Treca testirana metoda preciS¢avanja bazirana je na kombinaciji prve dve
metode. Imaju¢i u vidu da je aluminijum oksid sorbent efikasan za preciS¢avanje
uzoraka koji sadrze uljaste komponente, a aktivni ugalj efikasno uklanja obojene
koekstrahante, meSavina ove dve komponente je testirana kao adsorbens. Sa druge
strane, dihlormetan kao izuzetno toksiCan rastvara¢, zamenjen je sa manje toksi¢nim
etil-acetatom 1 acetonom. Dobijeni prinosi ovako kombinovane Metode 3 znatno su
bolji u poredenju sa prvom testiranom metodom, ali primetno 1o$iji u poredenju sa
drugom. Opsezi prinosa krec¢u se od 51,1-54,8 % za hlorpirifos-metil, 60,6-63,0 % za
bifentrin 1 61,4-63,3 % za pirimifos-metil, sa dobrom preciznos¢u od 2,7-5,8 %, 4,2-

10,4 % 12,6-3,3 % za ova tri pesticida.

Nakon poredenja prinosa sve tri metode, Metoda 2, odnosno kombinacija
adsorbensa florisila i1 eluenta etil-acetat:aceton=4:1, odabrana je za dalji rad. U cilju
racionalizacije utroska eluenta, metoda je optimizovana odredivanjem optimalne
zapremine eluenta za ispiranje pesticida sa punjenja kolone prilikom preciS¢avanja
uzorka. Ova dodatna testiranja efikasnosti metode pri eluiranju kolone sa 15, 20, 25,
30 ili 35 mL eluenta izvrSena su na fermentisanim uzorcima obogacenim sa
najve¢om koncentracijom pesticida (20 mg/kg za pirimifos-metil, 12 mg/kg za
hlorpirifos-metil 1 2 mg/kg za bifentrin), a dobijeni prinosi su prikazani u tabeli 18.2.

i na grafikonu 18.2..
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Tabela 18.2. Uticaj eluiranja uzorka sa razli¢itim zapreminama eluenta na prinos

odabrane metode pripreme uzoraka

Prinos metode — recovery (%) = RDS (%)*

Pirimifos- Hlorpirifos- Bifentrin
Zapremina eluenta (mL) metil metil
15 78,1427 59,2429 69,3+2,5
20 81,343,3" 65,9+3,7° 76,9+2 4
25 93,7+3,5 85,342,5¢ 82,1+3,8°
30 87,8+1,8° 82,942,5¢ 81,643,6°
35 86,0+2,5¢ 78,1+2,6¢ 81,0+5,8°

* vrednosti prinosa za svaki pesticid obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju
(t-test, p=0,05)
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Grafikon 18.2. Uticaj eluiranja uzorka sa razli¢itim zapreminama eluenta na prinos

odabrane metode pripreme uzoraka

Kao sto se moZze videti iz rezultata prikazanih u tabeli 18.2. dobijeni prinosi
metode za pirimifos-metil su u opsegu od ~78-94 % (sa relativnim standardnim
devijacijama od 1,8-3,5 %) 1 umereno se statisticki razlikuju. Tako je najmanji prinos
od 78,1 % postignut nakon eluiranja sa najmanjom zapreminom eluenta (15 mL), a
nesSto veci prinos, premda statisticki neznacajno, postignut je nakon eluiranja sa 20
mL (81,3 %). Najvec¢i prinos postignut je eluiranjem sa 25 mL smeSe rastvaraca
(93,7 %), pri Cemu se on statisti¢ki razlikuje 1 od prinosa sa 20 mL eluenta i od neSto
manjeg prinosa dobijenog nakon eluiranja sa 30 mL (87,8 %). Eluiranjem sa 35 mL
prinos metode je dodatno opao (86 %), mada statisticki neznacajno u odnosu na
prinos sa 30 mL.

Sto se ti¢e hlorpirifos-metila, dobijeni su prinosi u opsegu od ~59-85 %

(RSD od 2,5-3,7 %) sa izraZenijim, ve¢inom statisticki znacajnim medusobnim
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razlikama. 1 za ovaj pesticid najmanji prinos postignut je eluiranjem sa 15 mL
rastvaraca (59,2 %), dok je vec statistiCki znaCajno veci prinos postignut nakon
eluiranja sa 20 mL (65,9 %). Najveci prinos postignut je eluiranjem sa 25 mL smeSe
rastvaraca (85,3 %), pri cemu je on statisticki znac¢ajno veci od predhodnog, ali se ne
razlikuje znacajno od nesto nizeg prinosa dobijenog nakon eluiranja sa 30 mL (82,9
%). Daljim povecanjem zapremine eluenta na 35 mL postignut je znacajnije manji
prinos od 78,1 %.

Za bifentrin dobijeni su prinosi metode od ~69-82 % sa RSD u opsegu od
2,4-5,8 %, ali razlike medu rezultatima uglavnom nisu statisticki znacajne. Opet je
najmanji prinos metode postignut nakon eluiranja sa najmanjom zapreminom eluenta
(69,3 %) 1 on je jedini koji se statistiCki razlikuje od ostalih. Hijerarhijski niz
povecanja prinosa dalje je sa 20 mL (76,9 %), zatim sa 35 mL (81 %), 30 mL (81,6
%), a najveci prinos postignut je sa 25 mL rastvaraca (82,1 %).

Uopsteno gledano, najveci prinosi za sva tri pesticida postignuti su nakon
eluiranja sa 25 mL smeSe rastvaraca i, premda se za hlorpirifos-metil ovaj prinos
statistiCki znacajno ne razlikuje od prinosa sa 30 mL, a za bifentrin se statisticki
znacajno razlikuje jedino od prinosa sa 15 mlL, iz prakticnih razloga 1 zbog
ekonomic¢nijeg utroSka toksicnih rastvaraca, zapremina od 25 mL eluenta odabrana je

za dalji rad.

S obzirom da je priprema uzoraka po Metodi 2, odnosno kombinacija
florisila 1 smeSe etil-acetat:aceton=4:1, uz koriS¢enje 25 mL eluenta za ispiranje
kolone odabrana za dalje pracenje degradacije ispitivanih pesticida u toku
fermentacije, u cilju potvrdivanja validnosti izabrane metode, odredeni su limit
detekcije (LOD — Limit Of Detection) tj. najmanja koncentracija ili koli¢ina analita
za koju se moze tvrditi da se statisticki razlikuje od slepe probe, kao 1 limit
kvantifikacije (LOQ — Limit Of Quantification) tj. najmanja koncentracija ispitivane
supstance u uzorku koja moZze biti odredena sa prihvatljivom preciznoscu i tacnoséu
pod datim eksperimentalnim uslovima. Detekcioni 1 kvantifikacioni limit odabrane
metode izrazeni su u skladu sa [TUPAC-ovom preporukom [194] kao 3,29 x Sp
odnosno 16,67 x Sp gde je Sp standardna devijaciija slepe probe. Na ovaj nacin
dobijeni su LOD 1 LOQ izabrane metode od 0,011 mg/kg odnosno 0,04 mg/kg za
pirimifos-metil, 0,007 mg/kg odnosno 0,04 mg/kg za hlorpirifos-metil i 0,004 mg/kg
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odnosno 0,014 mg/kg za bifentrin. Imaju¢i u vidu da su najnize koncentracije
koriS¢ene u eksperimentu bile aplikacija pirimifos-metila na nivou od 5 mg/kg,
hlorpirifos-metila na nivou od 3mg/kg 1 bifentrina na nivou od 0,5 mg/kg, moze se
zakljuciti da je predloZzena metoda pripreme uzorka dovoljno osetljiva za odredivanje

ostataka koriS¢enih pesticida i prac¢enje njihove degradacije u toku fermentacije.

19. ISPITIVANJE UTICAJA MLECNOKISELINSKE I KVASNE
FERMENTACIJE NA DEGRADACIJU PIRIMIFOS-METILA,
HLORPIRIFOS-METILA I BIFENTRINA

U okviru predstojeCe faze eksperimenta, osim ispitivanja uticaja
mle¢nokiselinske 1 kvasne fermentacije pSeniCnog supstrata na degradaciju
ispitivanih pesticida 1 optimizacije fermentacionih parametara u cilju postizanja
maksimalnog stepena degradacije pesticida, odreden je 1 doprinos samog procesa
fermentacije degradaciji pesticida 1 to pracenjem redukcije ispitivanih pesticida
nakon sterilizacije 1 njihove spontane degradacije pri fermentacionim uslovima, tj. na

datim temperaturama inkubacije 1 u odredenim vremenskim intervalima.

19.1. ISPITIVANJE SPONTANE DEGRADACIJE PESTICIDA I DEGRADACIJE

POD DEJSTVOM STERILIZACIJE

Kako bi se odredio doprinos samog procesa fermentacije u degradaciji
pesticida uklju€enih u istrazivanje, prvobitno je, odredivanjem ostataka ispitivanih
pesticida u uzorcima kontaminirane pSenice odmah nakon autoklaviranja, utvrdeno
prisustvo degradacije pirimifos-metila, hlorpirifos-metila 1 bifentrina pod dejstvom
sterilizacije. Na ovaj na¢in ujedno je definisana i1 pocetna koli€ina ostataka pesticida
u pSeni¢nim uzorcima koji se ukljucuju u fermentacione procese.

S obzirom da je u postupku ispitivanja uticaja sterilizacije na degradaciju
pesticida koriS¢ena metoda pripreme uzoraka koja se ranije pokazala kao efikasna za
odredivanje ostataka pesticida u fermentisanim uzorcima (prinosi metode 82,1-93,7
%, Tabela 18.2.), a imajuci u vidu da se uzorci ispitivani na ostatke pesticida nakon
sterilizacije sastoje samo od samlevene kontaminirane pSenice (odeljak 13.1.),

ponovo je izraCunat prinos metode kako bi se utvrdilo sa pouzdano$¢u da je ona
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efikasna 1 za pripremu nefermentisanih pSeni¢nih uzoraka. Dobijeni rezultati ukazuju
da su prinosi metode za sva tri koncentraciona nivoa psenice (MDK, 5xMDK i
15xMDK) na zadovoljavaju¢em nivou i u opsezima predhodno dobijenih prinosa, i
90+2,3 %,
87,6x1,1 % 1 86,143,0 %, za hlorpirifos-metil 87,8+1,9 %, 85,3%5,2 % i 84,4+0,2 %
1 za bifentrin 82,1+3,4 %, 83+1,6 % 1 83,1+£0,3 %.

iznose (sa relativnim standardnim devijacijama) za pirimifos-metil

Rezultati ispitivanja uticaja sterilizacije na degradaciju ispitivanih pesticida

prikazani su u tabeli 19.1.1. 1 na grafikonu 19.1.1.

Tabela 19.1.1. Utica;j sterilizacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju pirimifos-

metila, hlorpirifos-metila i bifentrina

Primenjena Koncentracija Stepen
koncentracija a.m. nakon degradacije
(mg/kg) sterilizacije (mg/kg)* (%)"

5,36+0,02 3,36+0,14 37,4+2,3"
Pirimifos-metil 25,5840,01 14,10+1,73 44.9+6,8"
75,20+0,10 37,91+0,26 49,6+0,3"
2,99+0,00 0,62+0,03 79,4+0,9*
Hlorpirifos-metil 15,81+0,01 3,29+0,22 79,2+1,4°
45,14+0,06 9,58+2,96 78,8+6,5"
0,53+0,01 0,43+0,01 18,0+0,4°
Bifentrin 2,63+0,01 2,17+0,03 17,6+0,8"
7,76+0,01 6,44+0,24 17,0+2,9°

* a.m. — aktivna meterija; "vrednosti nivoa degradacije za svaki pesticid obeleZene razli¢itim slovima

se statisti¢ki znacajno razlikuju (t-test, p=0,05)
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Grafikon 19.1.1. Uticaj sterilizacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju pirimifos-

metila, hlorpirifos-metila i bifentrina
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Iz prezentovanih rezultata moze se videti da hlorpirifos-metil u najve¢oj meri
degradira pod uticajem temperature (121 °C) 1 povisenog pritiska (103 kPa) u toku
sterilizacije u autoklavu (15 minuta), 1 to do maksimalnih ~79 % pri ¢emu je
degradacija na priblizno istom nivou za sve tri primenjene koncentracije pesticida.
Od ispitivanih pesticida, hlorpirifos-metil jeste pesticid sa najve¢im naponom pare te
stoga najpodlozniji isparavanju, a dobijen visok procenat degradacije ove aktivne
materije u saglasnosti je sa njegovom ranije zabelezenom degradacijom i to ne samo
pod uticajem visokih temperatura od 205 °C nego 1 pod uticajem blaze povisenih
temperatura do 40 °C [162,163]. Ocigledno je da, kao Sto su istakli Holland 1 sar.
(1994), procesi koji ukljuCuju povisenu temperaturu lako mogu da dovedu do
povecanja isparljivosti, hidrolize ili drugih hemijskih degradacija i na taj nacin
znacajno da utiu na smanjenje koncentracije ostataka pesticida [67].

Pirimifos-metil znatno manje od hlorpirifos-metila degradira u uslovima
sterilizacije u autoklavu, premda 1 njegova degradacija dostize visok nivo do
maksimalnih ~50 %, pri ¢emu je ovde izrazenija razlika u degradaciji pri razli¢itim
nivoima koncentracije, a znaCajno veca degradacija je postignuta pri najvecoj
koncentraciji. Dobijeni rezultati u saglasnosti su sa podacima publikovanim od strane
Uygun 1 sar. (2008) koji su ustanovili da na degradaciju pirimifos-metila povecanje
temperature utice, ali na znatno manjem nivou u odnosu na hlorpirifos-metil [162].
UobiCajeno je da, kada se supstrat kontaminiran pesticidima podvrgne izlaganju
visokoj temperaturi, do gubitka rezidua dolazi usled isparavanja, kodestilacije 1/ili
termalne degradacije, a do kojeg ¢e fizicko-hemijskog procesa doci zavisi
prvenstveno od hemijskih osobina samih pesticida [68]. Dobijena degradacija
pirimifos-metila verovatno je posledica nesto ve¢eg napona pare ove aktivne materije
u kombinaciji sa njegovom ranije ustanovljenom osobinom da degradira na
temperaturama iznad 120 °C [32].

Sto se ti¢e bifentrina, kada se dobijeni rezultati postignutih nivoa degradacije
nakon sterilizacije od maksimalno ~18 % uporede sa predhodno pomenutim
prinosima metode za odredivanje koncentracije rezidua ovog pesticida (82,1-83,1
%), moZze se ustanoviti da do degradacije bifentrina prakti¢no i ne dolazi, s obzirom
da je koli¢ina ekstrahovanog bifentrina iz pSeni¢nog supstrata nakon sterilizacije na

istom nivou sa koli¢inom ekstrahovanog bifentrina iz pSenice pre sterilizacije. U toku
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fizicko-hemijskih procesa indukovanih pove¢anjem temperature u sistemu, voda koja
se nalazi u supstratu moze lako da doprinese kodestilaciji molekula pesticida dok
toplota uzrokuje njihovo isparavanje 1 degradaciju [74]. Bifentrin ima izrazito nizak
napon pare tako da mu je isparljivost veoma mala, pri ¢emu mu je i rastvorljivost u
vodi na izuzetno niskom nivou, 1 shodno tome kombinacija ovih osobina daje mu
jaku sposobnost vezivanja za ¢vrste materijale u korelaciji sa slabom sposobnoscu
isparavanja iz vlaznog supstrata. Ovo je verovatno jedan od razloga $to je bifentrin,

za razliku od druga dva testirana pesticida, izrazito stabilan u toku sterilizacije.

Sumirajuci rezultate moze se do¢i do zakljucka da se sterilizacija, tj. izlaganje
temperaturi od 121 °C pod pritiskom od 103 kPa u trajanju od 15 min, kao sredstvo
za redukciju potencijalne kontaminacije pSenice sa ispitivanim pesticidima iznad
njihovih MDK vrednosti, moze veoma efikasno koristiti u slucaju kontaminacije
hlorpirifos-metilom, umereno u sluaju kontaminacije sa pirimifos-metilom, dok je

prakti¢no neefikasna u slucaju kontaminacije sa bifentrinom.

Nakon ispitivanja uticaja sterilizacije na degradaciju pirimifos-metila,
hlorpirifos-metila 1 bifentrina, odredivanjem ostataka ispitivanih pesticida u uzorcima
pSeni¢nog supstrata bez mikroorganizama inkubiranog u datim vremenskim
intervalima (24, 48 1 72 h) na odredenim temperaturama (23, 30 i 37 °C), ispitivano
je eventualno postojanje spontane degradacije ovih pesticida u toku inkubacije.
Rezultati su prikazani, u tabelama 19.1.2., 19.1.3. 1 19.1.4. i na grafikonima 19.1.2.,
19.1.3. 1 19.1.4., i poredeni su sa rezultatima ispitivanja degradacije pesticida pod
uticajem sterilizacije (Tabela 19.1.1.)

Uocava se da u toku inkubacije dolazi do dodatne degradacije pirimifos-
metila u proseku za ~10 %, pri ¢emu je statisticka znacajnost povecanja degradacije
zabelezena kod svega nekoliko uzoraka (tabela 19.1.2.). Razlike u degradacijama pri
razli¢itim inkubacionim parametrima takode nisu statisticki znacajne, S§to nije
neocekivano s obzirom na utvrdenu perzistentnost insekticida (narocito pirimifos-
metila) u toku znatno duZeg perioda skladiStenja zitarica [67,79,80]. Umerena
degradacija zabeleZena u ovom eksperimentu moze biti uzrokovana nesSto viSim
temperaturnim uslovima i pove¢anoj vlaznosti, imajuc¢i u vidu da se napon pare ovog

pesticida znac¢ajno povecava sa povecanjem temperature.
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Tabela 19.1.2. Degradacija pirimifos-metila u toku inkubacije

Temperatura Duzina Preostala Stepen
Ca.m.* inkubacije inkubacije Cam. degradacije
(mg/kg) (&9) (h) (mg/kg) (%)"
5,19+0,21 2,71£0,50 47,6+9,9
25,11+0,05 24 11,2940,40 55,0+1,5°%
75,45+0,18 31,7743,61 57,9447
5,19+0,21 2,66+0,03 48,842 5°
25,12+0,02 23 48 11,60+2,29 53,849, 1
75,3440,18 33,27+3,08 55,8441
5,19+0,21 2,65+0,07 48,9+0,9°
25,10+0,04 72 11,71£1,36 53,4455
75,32+0,23 33,44+5,94 55,6+7,8
5,19+0,20 2,70+0,33 48,0+6,2
25,35+0,29 24 11,62+1,56 54,2464
75,42+0,20 33,2445,90 55,9477
5,18+0,20 2,71+0,19 47,842 4%
25,36+0,27 30 48 11,90+1,47 53,146,0
75,45+0,15 32,46+4,14 57,0+5,4
5,18+0,20 2,73+0,18 47,242.8°
25,34+0,29 72 11,80+1,01 53,4445
75,37+0,11 33,2444,92 55,9+6,5
5,19+0,20 2,71+0,28 47,9+4,0°
25,35+0,28 24 11,49+0,41 54,742.,0°
75,43+0,05 33,7445,95 55,3+7.9
5,19+0,20 2,73+0,29 47,5+4,0°
25,34+0,27 37 48 11,94+0,78 52,9434
75,49+0,16 32,7642,87 56,643,7
5,19+0,21 2,70+0,53 48,0+9,2
25,3240,28 37 11,44+1,06 54,8444
75,43+0,09 32,8943,80 56,4450

* Ca.m. — primenjena koncentracija aktivne materije; " izrazene vrednosti predstavljaju ukupnu
degradaciju (degradacija nakon sterilizacije+ degradacija nakon inkubacije); * vrednosti se statisticki
znacajno razlikuju od vrednosti dobijenih nakon sterilizacije (t-test, p=0,05)
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Grafikon 19.1.2. Degradacija pirimifos-metila nakon inkubacije
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Sto se ti¢e spontane degradacije hlorpirifos-metila u toku inkubacije na datim
temperaturama u odredenom vremenskom intervalu uporeduju¢i dobijene rezultate
prezentovane u tabeli 19.1.3. sa rezultatima ispitivanja njegove degradacije pod
uticajem sterilizacije (7abela 19.1.1.) uocava se da, pod ispitivanim uslovima
inkubacije, do dodatne degradacije pesticida prakticno ne dolazi, s obzirom da je
maksimalno povecanje degradacije ispod nivoa statistiCke greske (1,5 %), a razlike u
degradacijama pri razli¢itim inkubacionim parametrima takode nisu statisticki
znacajno izraZene.

Tabela 19.1.3. Degradacija hlorpirifos-metila nakon inkubacije

Temperatura Duzina Preostala Stepen
Ca,m,* inkubacije inkubacije Cam. degradacije
(mg/kg) O (h) (mg/kg) (%)’
3,06+0,04 0,61+0,05 80,1+1,7
15,39+0,49 24 3,35+1,01 78,2+6,3
45,234+0,03 9,42+2,05 79,2+4,5
3,06+0,05 0,62+0,04 79,6+1,0
15,40+0,48 23 48 3,17+0,76 79,4+4,9
45,16+0,05 9,62+2,48 78,7+5,5
3,06+0,05 0,62+0,11 79,9+3,5
15,39+0,49 72 3,2340,68 79,0+4,1
45,15+0,08 8,54+1,14 81,0+2,5
3,04+0,07 0,59+0,05 80,7+1,7
15,40+0,49 24 2,86+0,87 81,5+5,2
45,21+0,06 8,51+2,15 79,9+4,7
3,04+0,06 0,60+0,18 80,2+6,0
15,41+0,47 30 48 2,83+0,77 81,7+4,4
45,19+0,06 9,08+0,44 80,6+0,9
3,04+0,06 0,56+0,06 81,6+2,1
15,40+0,49 72 3,04+0,82 80,2+5,2
45,19+0,03 8,78+1,00 80,6+2,2
3,06+0,04 0,59+0,13 80,9+4,1
15,41+0,48 24 2,93+0,89 81,1+5,2
45,18+0,03 8,48+2,21 80,9+4,9
3,06+0,04 0,27+0,05 81,3%1,5
15,40+0,48 37 48 3,01+0,68 80,54+4,2
45,22+0,06 8,61+1,52 80,7+3,4
3,06+0,04 0,60+0,18 80,4+6,0
15,39+0,48 37 3,07+0,84 80,1+5,1
45,19+0,04 8,73+1,63 80,7+3,6

#

* Ca.m. — primenjena koncentracija aktivne materije; " izraZzene vrednosti predstavljaju ukupnu
degradaciju (degradacija nakon sterilizacije+ degradacija nakon inkubacije)
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Grafikon 19.1.3. Degradacija hlorpirifos-metila nakon inkubacije

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ranije utvrdenom veoma izraZenom
stabilnoS¢u hlorpirifos-metila nakon tretmana zitarica u skladiStima. Vreme
poluraspada ovog insekticida pri tempetaruri od 30 °C ve¢ u prvim istrazivanjima
procenjeno je na 4-5 meseci [195,196], a novije studije potvrduju veliku stabilnost
hlorpirifos-metila u skladiSnim uslovima pri ambijentalnoj temperaturi i umerenoj
vlaznosti [197], sa nesto kra¢im vremenom poluraspada od 2 meseca pri povecanoj
vlaznosti na temperaturi od 30 °C [198]

Rezultati ispitivanja spontane degradacije bifentrina u toku inkubacije bez
prisustva mikroorganizama prikazani su u tabeli 19.1.4. 1 na grafikonu 19.1.4.. Kada
se rezultati uporede sa rezultatima ispitivanja njegove degradacije pod uticajem
sterilizacije (Tabela 19.1.1.), uoCava se da ovaj insekticid kao S§to nije podlozan
degradaciji pod uslovima sterilizacije, tako nije podlozan ni degradaciji u toku
inkubacije na 23, 30 1 37 °C u trajanju od 24, 48 1 72 h. Naime, nizak nivo
degradacije u toku sterilizacije, koji je, kao S§to je ranije pomenuto, bio na nivou
greSke uzrokovane prinosom metode manjim od 100 %, zadrzao se i1 nakon
inkubacije pod ispitivanim uslovima, sa razlikom od svega ~3 %, pri ¢emu je,
statistiCki gledano, povecanje stepena degradacije znacajno kod samo tri uzorka
obogacena pesticidom do 0,5 12,5 mg/kg.

Ovakvi rezultati nisu iznenadujuci s obzirom da se bifentrin ne apsorbuje od
strane biljaka nit1 je utvrdena njegova translokacija kroz biljke, a poznato je da ne
metaboliSe u biljkama 1 da je veoma stabilan, sa koli¢inom ostataka na kraju
skladiStenja zitarica na 20 125 °C u principu istom kao 1 na pocetku, tj. neposredno

nakon primene [199].
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Tabela 19.1.4. Degradacija bifentrina nakon inkubacije

Temperatura Duzina Preostala Stepen
Ca.m.* inkubacije inkubacije Cam. degradacije
(mg/kg) O (h) (mg/kg) (%)*
0,51+0,01 0,40+0,01 21,3+0,7°
2,58+0,06 24 2,09+0,06 19,1+0,8
7,69+0,09 6,26+0,26 18,6+3,0
0,51+0,01 0,40+0,01 21,8435
2,59+0,06 23 48 2,07+0,09 19,842.9
7,68+0,09 6,23+0,19 18,9+1,6
0,510,01 0,41+0,01 20,3+0,2°
2,58+0,07 72 2,06+0,10 20,2+3,3
7,68+0,09 6,21+0,17 19,2+1,5
0,51+0,01 0,41+0,01 20,1+0,9
2,59+0,06 24 2,06+0,09 20,5+2,6
7,69+0,09 6,22+0,34 19,1+£3,8
0,52+0,01 0,40+0,01 22,4422
2,57+0,06 30 48 2,05+0,06 20,3+1,0°
7,68+0,09 6,22+0,23 19,0+£2,2
0,52+0,01 0,41+0,02 21,0+1,8
2,59+0,06 72 2,04+0,15 21,244,9
7,68+0,10 6,20+0,33 19,3+£3,7
0,52+0,01 0,41+0,02 21,242 .4
2,59+0,06 24 2,08+0,12 19,7+£3,9
7,67+£0,08 6,17+0,28 19,5+3,0
0,52+0,01 0,40+0,01 23,0+3,8
2,58+0,06 37 48 2,04+0,09 21,2423
7,69+0,09 6,20+0,22 19.,4+2,0
0,52+0,01 0,41+0,02 20,1+£3,4
2,58+0,06 37 2,01+0,15 22.,1+4,6
7,68+0,10 6,25+0,19 18,7+1,8

* Ca.m. — koncentracija aktivne materije; * izrazene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju
(degradacija nakon sterilizacijet+ degradacija nakon inkubacije); * vrednosti se statisti¢ki znacajno
razlikuju od vrednosti dobijenih nakon sterilizacije (t-test, p=0,05)
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Grafikon 19.1.4. Degradacija bifentrina nakon inkubacije
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Generalno, kada se posmatraju rezultati degradacija ispitivanih pesticida
nakon sterilizacije 1 dalje u toku inkubacije, moze da se konstatuje da pre inokulacije
koriS¢enih mikroorganizama u pSeni¢ni supstrat i zapoc€injanja fermentacije dolazi do
znacajne redukcije ostataka pirimifos-metila do priblizno 50, 55 1 57 % za uzorke
obogacene sa 5, 25 1 75 mg/kg, hlorpirifos-metil degradira na veoma visokom nivou
do priblizno 82 % za sve tri primenjene koncentracije, dok do redukcije ostataka
bifentrina prakticno 1 ne dolazi, s obzirom da se dobijeni maksimalni nivo
degradacije od 23 % statisticki znaCajno ne razlikuje od dobijenog prose¢nog prinosa

metode koja se koristi za kvantifikaciju bifentrina u uzorcima.

19.2. ISPITIVANJE UTICAJA FERMENTACIJE PSENICNOG
SUPSTRATA NA DEGRADACIJU PESTICIDA UZ OPTIMIZACIJU USLOVA
FERMENTACIJE U CILJU POSTIZANJA MAKSIMALNOG STEPENA

DEGRADACIJE

U okviru ispitivanja uticaja razliCitth fermentacionth parametara
mle¢nokiselinske 1 kvasne fermentacije pSenice na stepen degradacije pirimifos-
metila, hlorpirifos-metila 1 bifentrina (pri koncentracijama MDK, 5xMDK 1
15xMDK), nakon utvrdivanja uticaja sterilizacije i uslova inkubacije na degradaciju,
eksperiment je postavljen po Box-Behnken dizajnu sa odredivanjem ostataka
ispitivanih pesticida u uzorcima kao osnovnim odzivom, u cilju utvrdivanja uticaja

fermentacije na smanjenje nivoa ostataka pesticida u supstratu.

19.2.1. ISPITIVANJE UTICAJA FERMENTACIJE PSENICNOG SUPSTRATA SA

LACTOBACILLUS PLANTARUM NA DEGRADACIJU PESTICIDA

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

pirimifos-metila koncentracije 5 mg/kg prikazani u tabeli 19.2.1.1. ukazuju da

degradacija pirimifos-metila pod uticajem mlecnokiselinske fermentacije sa L.
plantarum dostize do nivoa redukcije od maksimum 82 % u slu¢aju kontaminacije na

nivou MDK.
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Tabela 19.2.1.1. Uticaj mlecnokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata na

degradaciju pirimifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou MDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)
5,37+0,01 6 0 - 3,20+0,04 40,5+0,7°
5,37+0,01 8§ 0 - 3,2340,08 40,0+1,4°
5,37+0,01 10 0 - 3,13+0,08 41,7+1,5°
5,35+0,03 10 72 30 1,77+0,06 67,0+1,1F
5,35+0,01 10 24 30 2,12+0,07 60,4+1,4F
5,37+0,01 6 72 30 1,63+0,05 69,6+0,9°
5,37+0,01 6 24 30 2,15+0,05 60,0+1,4°
5,36+0,01 10 48 37 1,20+0,01 77.5+0,0"
5,36+0,02 10 48 23 1,1340,08 79,0+1,5"
5,36+0,01 6 48 37 1,64+0,04 69,5+0,8°
5,36+0,02 6 48 23 1,59+0,08 70,3+1,4°
5,36+0,01 8 72 37 1,27+0,05 76,4+0,9"
5,3620,00 8 72 23 1,34+0,06 74,9+1,1F
5,37+0,01 8 24 37 2,3440,05 56,5+0,9"
5,36+0,01 8 24 23 2,34+0,04 56,3+0,7"
5,38+0,00 8 48 30 0,97+0,05 82,0+0,9"
5,36+0,02 8 48 30 1,14+0,04 78,7+0,8"
5,36+0,01 8 48 30 1,1240,05 79,1+0,9"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C)

*Ca.m.—koncentracija aktivne materije; "izrazene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju;
vrednosti obelezene velikim slovima znadajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom
inokuluma (t test, p=0,05)

Kada se dobijeni rezultati uporede sa koncentracijama pirimifos-metila
ekstrahovanog iz uzoraka odmah nakon inokulacije (kod kojih je koli¢ina pesticida
usled sterilizacije ve¢ redukovana na nivou od ~37 % — tabela 19.1.1.) uocava se da
je degradacija pesticida koja se postize pri svim fermentacionim parametrima
statistiCcki znacajno veca. Uzimaju¢i u obzir 1 degradaciju od maksimum 10 % do
koje dolazi spontano, bez prisustva L. plantarum, pri ovim eksperimentalnim
uslovima (Tabela 19.1.2.), moze se zakljuCiti da sam L. plantarum prouzrokuje
maksimum ~27 % redukcije pirimifos-metila aplikovanog na pSenicu u MDK
koncentraciji (5 mg/kg).

Kako bi se odredilo da li promene nivoa nezavisno promenljivih faktora
dovode do promena u degradaciji, po ugledu na obradu podataka iz optimizacije
uslova fermentacija (Odeljak 15), 1 ovde su definisane znacajnosti uticaja

pojedina¢nih fermentacionih parametara na stepen degradacije, a zatim je uradena 1
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optimizacija ispitivanih fermentacionih parametara u pravcu postizanja najveceg
stepena degradacije pirimifos metila.

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora kao 1 njihovih interakcija za
degradaciju date su Pareto grafikonom (Grafikon 19.2.1.1.), sa duzinama bara
proporcionalnim standardizovanim efektima, faktorima poredanim po opadaju¢em
apsolutnom efektu, i plavom vertikalnom linjjom kao granicom koju prelaze

statisticki znacajni efekti, u odabranom intervalu poverenja od 90% (a=0.1).

Uticaj fermentacionih parametara (L.plantarum) na degradaciju pinmifos-metila (5mg/kg)
I T Nor s
B . - = Non-Significant
B:Duzina fermentacije = Significant

A:Velicina inokuluma

AB
BC
ac|

C: Temperatura

o

2 2 3
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.1.1. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju pirimifos-metila (MDK) pri fermentaciji sa L. plantarum

Prezentovani podaci ukazuju na to da na stepen degradacije pirimifos-metila
aplikovanog u koncentraciji od 5 mg/kg, pri fermentaciji pSenice sa L. plantarum,
znaCajno utie samo duzina trajanja mle¢nokiselinske fermentacije dok veli¢ina
inokuluma, a jo§ manje temperatura inkubacije, nemaju efekta na ovaj odziv.

Rezultati optimizacije ispitivanih fermentacionith parametara u cilju
odredivanja njihovih optimalnih nivoa pri kojima se postize maksimalni stepen
degradacije pirimifos-metila (MDK) prikazani su na grafikonu 19.2.1.2.. Sa
prikazanog grafikona mozZe se videti da se maksimalna redukcija pirimifos-metila od
81,1 % dostize nakon 55 sati fermentacije sa L. plantarum pri temperaturi od 30 °C 1

uz inokulaciju na nivou od ~8% (v/w).
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Pirimifos-metil 5 mg/kg - Lactobacillus plantarum
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Grafikon 19.2.1.2. Optimizacija mle¢nokiselinske fermentacije u u pravcu

postizanja najveceg stepena degradacije pirimifos-metila koncentracije 5 mg/kg

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionih parametara na degradaciju

pirimifos-metila koncentracije 25 mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.1.2.

Tabela 19.2.1.2. Uticaj mlecnokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata na

degradaciju pirimifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou 5SxMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
25,59+0,01 6 0 - 13,78+0,33 46,2+1,3¢
25,60+0,01 8§ 0 - 13,78+0,26 46,24+1,0°
25,58+0,01 10 0 - 13,95+0,23 45,5+0,9"
25,59+0,01 10 72 30 6,91+0,01 73,0+0,0"
25,58+0,01 10 24 30 7,39+0,13 71,10,5"
25,58+0,03 6 72 30 8,44+0,33 67,0+1,3°
25,59+0,01 6 24 30 7,92+0,31 69,0+1,2°
25,57+0,02 10 48 37 8,1440,20 68,240,8"
25,15+0,00 10 48 23 9,44+0,23 62,5+0,9"
25,60+0,00 6 48 37 8,81+0,23 65,6+0,9°
25,13+0,00 6 48 23 9,60+0,33 61,8+1,3°
25,60+0,00 8 72 37 7,57+0,36 70,4+1 45
25,14+0,01 8 72 23 7,56+0,34 69,9+1,2F
25,58+0,01 8 24 37 10,80+0,15 57,840,6"
25,13+¢0,02 8 24 23 10,05+0,30 60,0+1,2"
25,58+0,01 8 48 30 5,13+0,23 80,0+0,9"
25,59+0,01 8 48 30 5,43+0,33 78,8+1,3F
25,59+0,01 8 48 30 5,534+0,38 78.,4+1,5"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izrazene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)
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Prezentovani rezultati ukazuju da, u slucaju kontaminacije na nivou 5xMDK,
degradacija pirimifos-metila pod uticajem fermentacije sa L. plantarum dostize nivo
redukcije od maksimum 80 %, pri ¢emu je degradacija pri svim fermentacionim
parametrima statisticki znacajno veca od redukcije nakon sterilizacije (~45 % —
tabela 19.1.1.) (uzorci ispitivani na degradaciju odmah nakon inokulacije).
Uzimaju¢i u obzir i spontanu degradaciju pri ovim eksperimentalnim uslovima
(maksimum 10 % — tabela 19.1.2), moze se zakljuCiti da sam L. plantarum
prouzrokuje maksimum ~25 % redukcije pirimifos-metila aplikovanog na pSenicu u
5xMDK koncentraciji (25 mg/kg).

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju
pirimifos-metila na ovom koncentracionom nivou (5xMDK) prikazane su na

grafikonu 19.2.1.3..

Uticaj fermentacionih parametara (L.plantarum) na degradaciju pirimifos-metila (25mg/kg)

= Ciritical Value
B:Duzina fermentacije = Non-Significant

A:Velicina inokuluma

C: Temperatura

AB

BC

AC

g

1 2 2
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.1.3. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju pirimifos-metila (5xXMDK) pri fermentaciji sa L. plantarum

Dobijeni rezultati prezentovani na grafikonu 19.2.1.3. ukazuju na to da, pri
fermentaciji pSenice sa L. plantarum, variranje ni jednog od fermentacionih
parametara u ispitivanom opsegu ne uti¢e znacajno na stepen degradacije pirimifos-
metila aplikovanog u koncentraciji od 25 mg/kg.

Rezultati optimizacije ispitivanih fermentacionih parametara
mlecnokiselinske fermentacije u cilju odredivanja njihovih optimalnih nivoa pri
kojima se dostize maksimalan nivo degradacije pirimifos-metila nakon aplikacije 25

mg pesticida po kg pSenice, prikazani su na grafikonu 19.2.1.4..
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Pirimifos-metil 25 mg/kg - Lactobacillus plantarum
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Grafikon 19.2.1.4. Optimizacija mle¢nokiselinske fermentacije u pravcu postizanja

najveceg stepena degradacije pirimifos-metila koncentracije 25 mg/kg

Sa prikazanog grafikona moZe se videti da se, nakon aplikacije 25 mg
pirimifos-metila po kg pSenice, dostize maksimalna redukcija pesticida od 79,7 %
nakon 56 sati fermentacije sa L. plantarum pri temperaturi od ~30 °C 1 uz inokulaciju
na nivou od ~8% (v/w). Procenat degradacije pri ovoj koncentraciji fortifikacije je
neznatno nizi u poredenju sa predhodnim, dok su optimalni fermentacioni parametri

potrebni za postizanje maksimalne degradacije prakti¢no na istim nivoima.

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionih parametara na degradaciju

pirimifos-metila koncentracije 75 mg/kg prikazani u tabeli 19.2.1.3. ukazuju da u

slu¢aju kontaminacije na nivou 15xMDK degradacija pirimifos-metila pod uticajem
mle¢nokiselinske fermentacije dostize max 71,1 % redukcije, pri ¢emu se, kada se
dobijeni rezultati uporede sa kontrolnim uzorcima pre inokulacije (kod kojih je
koli¢ina pesticida zbog sterilizacije ve¢ redukovana do ~50 % — tabela 19.1.1.)
uocava da je degradacija postignuta pri svim fermentacionim parametrima statisticki
znacajno veca. Uracunavajuci i degradaciju od max 10 % do koje dolazi spontano pri
ovim eksperimentalnim uslovima (7abela 19.1.2.), moze se zakljuciti da sam L.
plantarum prouzrokuje tek najvise ~10 % redukcije pirimifos-metila aplikovanog na

pSenicu u 15 puta vecoj koncentraciji od maksimalno dozvoljene (75 mg/kg).
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Tabela 19.2.1.3. Uticaj mlecnokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata na

degradaciju pirimifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou 15xMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
75,4340,02 6 0 - 38,11+0,59 49,5+0,8¢
75,41%0,05 8§ 0 - 37,81+1,12 49,9+1,2¢
75,4040,06 10 0 - 37,19+1,89 50,7+1,5°
7531£0,02 10 72 30 25,81+1,13 65,7+1,5"
75,30+0,04 10 24 30 27,01+0,83 64,1+1,1F
75,254+0,04 6 72 30 27,95+1,02 62,9+1,4°
75,27+0,02 6 24 30 27,82+0,40 63,0+0,5°
75,41%0,05 10 48 37 24,114+0,42 68,0+0,6"
75,19+0,03 10 48 23 25,75+0,67 65,8+0,9"
75,4240,03 6 48 37 24,83+0,60 67,1+0,8°
75,21+0,05 6 48 23 27,37+1,08 63,6+1,4°
75,4440,02 8 72 37 25,48+1,13 66,2+1,5"
75,3120,01 8 72 23 29,93+0,75 60,3+1,0"
75,4240,04 8 24 37 25,04+0,68 66,8+0,9"
75,2440,00 8 24 23 27,14+0,75 63,9+1,0"
75,33+0,01 8 48 30 23,45+0,53 68,9+0,7%
75,26%0,05 8 48 30 21,81+0,45 71,0+0,6"
75,2640,07 8 48 30 21,75+0,45 71,10,6"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izrazene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)
Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju
pirimifos-metila na ovom koncentracionom nivou (15xMDK) prikazane su na

grafikonu 19.2.1.5..

Uticaj fermentacionih parametara (L.plantarum) na degradaciju pirimifos-metila (75mg/kg)

— Critcal Value
= Non-Significan

C: Temperatura

A:Velicina inokuluma

BC

B:Duzina fermentacije

AB

AC

°UUUU

1 2 2
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.1.5. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju pirimifos-metila (15xMDK) pri fermentaciji sa L. plantarum
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Prezentovani rezultati sa grafikona 19.2.1.5. ukazuju na to da, pri
fermentaciji pSenice sa L. plantarum, variranje ni jednog od fermentacionih
parametara u ispitivanom opsegu ne uti¢e znacajno na stepen degradacije pirimifos-
metila aplikovanog u koncentraciji od 75 mg/kg.

Rezultati optimizacije ispitivanih fermentacionih parametara
mlecnokiselinske fermentacije u cilju odredivanja njihovih optimalnih nivoa pri
kojima se dostize maksimalan nivo degradacije pirimifos-metila nakon aplikacije 75

mg pesticida po kg pSenice, prikazani su na grafikonu 19.2.1.6..

Pirimifos-metil 75 mg/kg - Lactobacillus plantarum

— Continuous Functior]

-- Factor Value
— Response Value

Procerat degradacije pesticich
(Viaxinrize)
Y=70.8193

658

6 8 10 24 48 72 23 30 37

A:Velicina... B:Duzina f... C:Temper...
X =8.3181 X = 48.2214 X = 33.2280

Grafikon 19.2.1.6. Optimizacija mlecnokiselinske fermentacije u pravcu postizanja

najveceg stepena degradacije pirimifos-metila koncentracije 75 mg/kg (15xMDK)

Sa prikazanog grafikona moZe se videti da se, nakon aplikacije 75 mg
pirimifos-metila po kg pSenice, dostize maksimalna redukcija pesticida od 70,8 %
ve¢ nakon 48 sati fermentacije sa L. plantarum pri temperaturi od 33 °C 1 uz
inokulaciju na nivou od ~8% (v/w). Procenat degradacije pri ovoj koncentraciji je
dosta nizi u poredenju sa predhodnima, pri ¢emu je i optimalna duzina fermentacije

kraca, dok je optimalna temperatura neznatno veca.

Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da L. plantarum uti¢e na redukciju
pirimifos-metila u pSeni¢nom supstratu na nivou od 10-27 %, pri ¢emu je ovaj efekat
najizraZzeniji u slu¢aju najmanje koncentracije pesticida, a najmanje izraZzen u
prisustvu najve¢e primenjene koncentracije, Sto je u korelaciji sa ranije

prezentovanim rezultatima o postojanju inhibicije rasta L. plantarum pri veéim
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kontaminacijama pesticidom (7abela 16.1.1.). Poznato je da je pirimifos-metil
jedinjenje ¢ija je hidrolitiCka degradacija pH-zavisna, pri ¢emu se ubrzava sa
smanjenjem pH [32], tako da se moze predpostaviti da je razlog znacCajne redukcije
ovog pesticida upravo povecavanje kiselosti sredine usled aktivnosti laktobacila.
Medutim, imajuci u vidu da je u toku istrazivanja utvrdeno da prisustvo pirimifos-
metila, iako u ve¢im koncentracijama dovodi do smanjenja brojnosti celija L.
plantarum, ipak ne utiCe negativno na smanjenje pH vrednosti (Grafikon 17.1.1.),
verovatnije je da je degradacija ovog pesticida u toku mle¢nokiselinske fermentacije
prouzrokovana enzimatskom aktivno$¢u ove bakterije [206], tj. predstavlja biolosku

degradaciju.

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionih parametara na degradaciju

hlorpirifos-metila koncentracije 3 mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.1.4.

Tabela 19.2.1.4. Uticaj mlecnokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata na

degradaciju hlorpirifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou MDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
2,99+0,00 6 0 - 0,61+0,04 79,6+1,4
2,99:+0,00 8§ 0 - 0,64+0,04 78,5+1,2°
2,99+0,00 10 0 - 0,61+0,03 79,7+0,9"
2,98+0,00 10 72 30 0,36+0,04 88,0+1,2F
2,99+0,00 10 24 30 0,27+0,02 90,940,6"
2,99+0,00 6 72 30 0,33+0,04 88,8+1,5°
2,99+0,00 6 24 30 0,29+0,02 90,3+0,8°
3,10+0,00 10 48 37 0,55+0,04 82,5+1,5"
3,10+0,00 10 48 23 0,54+0,05 82,5+1,5"
3,10+0,00 6 48 37 0,59+0,04 81,1+1,3¢
3,10+0,00 6 48 23 0,48+0,02 84,4+0,6°
3,10+0,00 8 72 37 0,53+0,03 82,8+1,1°
3,10+0,00 8 72 23 0,41+0,02 86,8+0,7"
3,10+0,00 8 24 37 0,65+0,03 79,1+1,2¢
3,10+0,00 8 24 23 0,60+0,03 80,5+1,2°
2,98+0,00 8 48 30 0,21+0,02 92.8+0,6"
2,99+0,00 8 48 30 0,20-£0,02 93,3+0,7"
2,99+0,00 8 48 30 0,21+0,03 93,0+0,9"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)
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Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja veliCine inokuluma, duzine trajanja
fermentacije 1 temperature inkubacije na promene u koncentraciji ostataka
hlorpirifos-metila prezentovani u tabeli 19.2.1.4. ukazuju da degradacija ovog
pesticida pod uticajem mlec¢nokiselinske fermentacije sa L. plantarum dostize veoma
visok nivo od maksimum 93,3 % redukcije u slu¢aju kontaminacije na nivou MDK
(3 mg/kg). Medutim, kada se dobijeni rezultati uporede sa koncentracijama
hlorpirifos-metila ekstrahovanog iz uzoraka odmah nakon inokulacije (kod kojih je
koli¢ina pesticida usled sterilizacije ve¢ redukovana na nivou od ~79 % — tabela
19.1.1.) uocava se da postignuta degradacija pesticida nije pri svim fermentacionim
parametrima statisticki znacajno veca. Kada se uzme u obzir degradacija pod
dejstvom sterilizacije, 1 Cinjenica da do spontane degradacije u datim
eksperimentalnim uslovima prakti¢no 1 ne dolazi (maksimum 1,5 % — tabela 19.1.3),
moze se zakljuciti da sam L. plantarum prouzrokuje maksimum ~14 % redukcije
hlorpirifos-metila aplikovanog na pSenicu u MDK koncentraciji.

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju
hlorpirifos-metila na ovom koncentracionom nivou (MDK) prikazane su na

grafikonu 19.2.1.7..

Uticaj fermentacionih parametara (L.plantarum) na degradaciju hlorpirifos-metila (3mg/kg)

= Critical Value
= Non-Significant

C: Temperatura

B:Duzina fermentacije
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MMUUUU

1 2 2
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.1.7. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju hlorpirifos-metila (MDK) pri fermentaciji sa L. plantarum

Prezentovani rezultati ukazuju na to da, pri fermentaciji pSenice sa L.
plantarum, variranje ni jednog od fermentacionih parametara u ispitivanom opsegu

ne utiCe znaCajno na stepen degradacije hlorpirifos-metila aplikovanog u
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koncentraciji od 3 mg/kg, tako da statisticki pomatrano moze da se ocekuje da Ce
degradacija biti na slicnom nivou pri svim ispitivanim uslovima. Medutim, posto je
statistickom obradom po Studentovom t-testu dobijeno da se pri nekim varijacijama
fermentacionih parametara dobijaju znacajno veci nivoi degradacije u odnosu na
kontrolu pre fermentacije, a kod drugih to nije slucaj (Tabela 19.2.1.4), uradena je 1
optimizacija ispitivanih fermentacionih parametara u pravcu postizanja najveceg
stepena degradacije hlorpirifos metila, a rezultati su prikazani na grafikonu

19.2.1.8..

Hlorpirifos-metil 3 mg/kg - Lactobacillus plantarum

— Continuous Functior]

-- Factor Value
— Response Value

Procerat degradacije pesticich
(Viaxinrize)
Y=93.1364

6 8 10 24 48 72 23 30 37

A:Velicina... B:Duzina f... C:Temper...
X =7.8608 X = 52.2553 X =29.4632

Grafikon 19.2.1.8. Optimizacija mlecnokiselinske fermentacije u pravcu postizanja

najveceg stepena degradacije hlorpirifos-metila koncentracije 3 mg/kg (MDK)

Sa prikazanog grafikona mozZe se videti da se, nakon aplikacije 3 mg
hlorpirifos-metila po kg pSenice, dostize maksimalna redukcija pesticida od 93,1 %
nakon 52 sata fermentacije sa L. plantarum pri temperaturi od ~30 °C i uz

inokulaciju na nivou od ~8% (v/w).

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

hlorpirifos-metila koncentracije 15 mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.1.5.

Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja veli€ine inokuluma, duzine trajanja
fermentacije 1 temperature inkubacije na promene u koncentraciji ostataka
hlorpirifos-metila prezentovani u tabeli 19.2.1.5. ukazuju na slicnu pravilnost kao u

predhodnoj tabeli.
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Tabela 19.2.1.5. Uticaj mlecnokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata na

degradaciju hlorpirifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou SxMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
15,82+0,00 6 0 - 3,24+0,17 79,5+1,1¢
15,83+0,01 8§ 0 - 3,31+0,11 79,1+0,7°
15,81+0,01 10 0 - 3,63+0,22 77,114
15,82+0,00 10 72 30 1,78+0,21 88,7+1,3F
15,810,01 10 24 30 2,2840,23 85,6%1,5"
15,81+0,02 6 72 30 1,73£0,11 89,1+0,7°
15,82+0,00 6 24 30 2,13£0,21 86,6+1,3°
15,8120,01 10 48 37 2,72+0,11 82,8+0,7"
15,83+0,00 10 48 23 3,20+0,17 79,8+1,0"
15,83+0,00 6 48 37 2,73+0,04 82.840,2°
15,75+0,10 6 48 23 3,21+0,17 79,6+1,1¢
15,82+0,00 8 72 37 3,48+0,24 78,0+1,5°
15,82+0,01 8 72 23 3,41+0,23 78.,4+1,5°
15,8120,01 8 24 37 3,39+0,14 78,5+0,9°
15,82+0,02 8 24 23 2,57+0,23 83,841,5°
15,81+0,01 8 48 30 1,27+0,14 92,0+0,9"
15,82+0,01 8 48 30 1,58+0,14 90,0+0,9"
15,82+0,01 8 48 30 1,35+0,17 91,4+1,2F

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)

Degradacija hlorpirifos-metila pod uticajem fermentacije sa L. plantarum iu
slu¢aju kontaminacije na nivou 5xMDK (15 mg/kg) dostize izrazito visok nivo od
maksimum 92 % redukcije. Medutim, kada se dobijeni rezultati uporede sa
kontrolnim uzorcima pre inokulacije (kod kojih je koli¢ina pesticida usled
sterilizacije ve¢ redukovana na nivou od ~79 % — tabela 19.1.1.) uocava se da
postignuta degradacija pesticida takode nije pri svim fermentacionim parametrima
statisticki znaCajno veca. Kada se uzme u obzir ova degradacija postignuta pre
inokulacije, moze se zakljuciti da sdm L. plantarum prouzrokuje maksimum ~12 %

redukcije hlorpirifos-metila aplikovanog na pSenicu u 5XxMDK koncentraciji.

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju
hlorpirifos-metila (5xMDK) prikazane na grafikonu 19.2.1.9.. pokazuju da variranje
ni jednog od fermentacionih parametara u ispitivanom opsegu ne utiCe na stepen

degradacije hlorpirifos-metila aplikovanog u koncentraciji od 15 mg/kg.
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Uticaj ferrmentacionih parametara (L.plantarum) na degradaciju hlorpirifos-metila (15mg/kg)
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A:Velicina inokuluma ]

AB]

C:Temperatura }

B:Duzina fermentacije

AC

] 1 2 2
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.1.9. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju hlorpirifos-metila (5xMDK) pri fermentaciji sa L. plantarum

Medutim, iako statisticki pomatrano moze da se oCekuje da ¢e degradacija
biti na slicnom nivou pri svim ispitivanim uslovima, zbog razlika u znacajnosti
odstupanja nivoa degradacije pri nekim varijacijama fermentacionih parametara u
odnosu na kontrolu uradena je optimizacija ispitivanih fermentacionih parametara u

pravcu postizanja najveceg stepena degradacije hlorpirifos metila, a rezultati su

prikazani na grafikonu 19.2.1.10..

Hlorpirifos-metil 15 mg/kg - Lactobacillus plantarum

— Continuous Functior|
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Grafikon 19.2.1.10. Optimizacija mlecnokiselinske fermentacije u pravcu postizanja

najveceg stepena degradacije hlorpirifos-metila koncentracije 15 mg/kg (5xMDK)
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Sa prikazanog grafikona moze se videti da se, nakon aplikacije 15 mg
hlorpirifos-metila po kg pSenice, dostize maksimalna redukcija pesticida od 91,1 %
nakon ~48 sati fermentacije sa L. plantarum pri temperaturi od 30 °C i uz inokulaciju
na nivou od ~8% (v/w). Procenat degradacije pri ovoj koncentraciji pesticida je
neznatno nizi u poredenju sa predhodnim, dok je optimalna duzina fermentacije

kraca, a ostali optimalni fermentacioni parametri na istim nivoima.

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

hlorpirifos-metila koncentracije 45 mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.1.6.

Tabela 19.2.1.6. Uticaj mlecnokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata na

degradaciju hlorpirifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou 15xMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
45,22+0,01 6 0 - 10,26+0,49 77,3+1,1¢
45,20+0,03 8 0 - 9,71+0,32 78,5+0,7°
45,20+0,03 10 0 - 10,1620,68 77.5+1,5"
45,21+0,01 10 72 30 5,36+0,57 88,2+1,3F
45,21+0,02 10 24 30 9,04+0,50 80,0+1,1"
45,17+0,02 6 72 30 5,56+0,45 87,7+1,0°
45,18+0,01 6 24 30 8,74+0,32 80,7+0,7¢
45,21+0,03 10 48 37 6,99+0,36 84,5+0,8"
45,14+0,02 10 48 23 9,37+0,63 79,2414
45,21+0,02 6 48 37 7,09+0,54 84,3+1,2°
45,15+0,03 6 48 23 9,64:0,32 78,640,7¢
45,22+0,01 8 72 37 9,66+0,32 78,6+0,7°
45,21+0,01 8§ 72 23 9,05+0,33 80,0+0,7°
45,21+0,02 8 24 37 9,54+0,50 78,9+1,1°
45,17+0,00 8 24 23 8,95+0,36 80,2+0,8°
45,22+0,00 8 48 30 6,84:+0,12 84,9+0,3"
45,18+0,03 8 48 30 7,11+0,59 84,3+1,3"
45,18+0,04 8 48 30 6,49+0,62 85,641,4°

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izrazene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)

Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja veli€ine inokuluma, duzine trajanja
fermentacije 1 temperature inkubacije na promene u koncentraciji ostataka
hlorpirifos-metila ukazuju da degradacija hlorpirifos-metila pod uticajem
fermentacije sa L. plantarum 1 u sluCaju kontaminacije na nivou 15xMDK (45
mg/kg) takode dostiZe izrazito visok nivo od maksimum 88,2 % redukcije. Ipak, kada

se dobijeni rezultati uporede sa kontrolnim uzorcima pre inokulacije (kod kojih je
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koliina pesticida usled sterilizacije ve¢ redukovana na nivou od ~79 % — tabela
19.1.1.) uocava se da postignuta degradacija pesticida nije pri svim fermentacionim
parametrima statisticki znacajno veca, a kada se uzme u obzir ova degradacija
postignuta pre inokulacije, zakljucak je da sam L. plantarum prouzrokuje maksimum
~9 % redukcije hlorpirifos-metila aplikovanog na pSenicu u 15xMDK koncentraciji.
Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju
hlorpirifos-metila na ovom koncentracionom nivou (15xMDK) prikazane su na

grafikonu 19.2.1.11..

Uticaj fermentacionih parametara (L.plantarum) na degradaciju hlorpirifos-metila (45mg/kg)
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B:Duzina fermentacije

C: Temperatura
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A:Velicina inokuluma ]

ac]

BC

o 1 2 2
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.1.11. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju hlorpirifos-metila (15xMDK) pri fermentaciji sa L. plantarum

Kao $to rezultati pokazuju, variranje ni jednog od fermentacionih parametara
u ispitivanom opsegu ne uti¢e na stepen degradacije hlorpirifos-metila aplikovanog u
koncentraciji od 45 mg/kg, te se, statistiCki posmatrano moze ocekivati da ce
degradacija biti na slihom nivou pri svim ispitivanim uslovima. Zbog razlika u
znaCajnosti odstupanja nivoa degradacije pri nekim varijacijama fermentacionih
parametara u odnosu na kontrolu, uradena je optimizacija ispitivanih fermentacionih
parametara u pravcu postizanja najveceg stepena degradacije hlorpirifos metila, a

rezultati su prikazani na grafikonu 19.2.1.12..
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Hlorpirifos-metil 45 mg/kg - Lactobacillus plantarum
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Grafikon 19.2.1.12. Optimizacija mlecnokiselinske fermentacije u pravcu postizanja

najveceg stepena degradacije hlorpirifos-metila koncentracije 45 mg/kg (15xMDK)

Sa prikazanog grafikona moze se videti da se, nakon aplikacije 45 mg
hlorpirifos-metila po kg pSenice, dostize maksimalna redukcija pesticida od 86,5 %
nakon 65 sati fermentacije sa L. plantarum pri temperaturi od ~31 °C 1 uz inokulaciju
na nivou od 10% (v/w). Procenat degradacije pri ovoj koncentraciji je neznatno nizi
u poredenju sa predhodnim, medutim optimalni fermentacioni parametri potrebni za

postizanje maksimalne degradacije prili¢no se razlikuju.

Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da L. plantarum uti¢e na redukciju
hlorpirifos-metila u pSenicnom supstratu na niskom nivou, od svega 9-14 %, pri
¢emu je ovaj efekat izrazeniji u slu€aju najmanje koncentracije pesticida, tj. najmanji
je u prisustvu najveCe koncentracije, Sto je u korelaciji sa ranije prezentovanim
rezultatima o postojanju inhibicije rasta L. plantarum pri ve¢im kontaminacijama
pesticidom (Tabela 16.1.2.). Imaju¢i u vidu da je hlorpirifos-metil jedinjenje Cija je
hidroliticka degradacija umereno pH-zavisna, pri ¢emu se usporava sa smanjenjem
pH, ocigledno je da upravo povecavanje kiselosti sredine usled aktivnosti laktobacila
donekle spreava brzu hemijsku degradaciju ovog pesticida, a blaga redukcija
koli¢ine rezidua u toku mle¢nokiselinske fermentacije prouzrokovana je

enzimatskom aktivno$¢u ove bakterije.
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Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja veli¢ine inokuluma, duZine trajanja

fermentacije 1 temperature inkubacije na degradaciju bifentrina koncentracije 0,5

mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.1.7..

Tabela 19.2.1.7. Uticaj mlecnokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata na

degradaciju bifentrina aplikovanog u koncentraciji na nivou MDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)
0,52+0,00 6 0 - 0,42+0,01 19,1£1,0°
0,53+0,00 8 0 - 0,42+0,00 20,0+0,0°
0,53+0,00 10 0 - 0,43+0,01 18,7+0,9"
0,53+0,00 10 72 30 0,36:+0,01 30,8+1,1F
0,53+0,00 10 24 30 0,22+0,01 58,7+1,0"
0,53+0,00 6 72 30 0,41+0,01 21,740,7¢
0,53+0,00 6 24 30 0,23+0,01 57,0+1,0°
0,53+0,00 10 48 37 0,29+0,01 45,241,2"
0,53+0,00 10 48 23 0,27+0,00 49,5+0,0"
0,53+0,00 6 48 37 0,29+0,01 44,6+1,4°
0,53+0,00 6 48 23 0,27+0,01 49,240,7°
0,53+0,00 8 72 37 0,39+0,01 26,1+1,5°
0,53+0,00 8 72 23 0,35+0,01 34,2+1,1°
0,53+0,00 8 24 37 0,24+0,00 54,4+0,0"
0,53+0,00 8 24 23 0,18+0,01 65,2+1,2F
0,53+0,00 8 48 30 0,28+0,01 46,5+1,1°
0,53+0,00 8 48 30 0,28+0,01 46,4+1,2F
0,53+0,00 8 48 30 0,30+0,00 43,1+0,0°

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)
Rezultati ukazuju da degradacija pod uticajem fermentacije sa L. plantarum
pri kontaminaciji na ovom nivou dostize visok nivo od maksimum 65,2 % redukcije,
pri ¢emu, kada se uzmu u obzir degradacija postignuta pre inokulacije (redukcija
usled sterilizacije od ~18 % — tabela 19.1.1.), 1 spontana degradacija pri ovim
eksperimentalnim uslovima od maksimum 3 % (7Tabela 19.1.4.), uocava se da sam L.
plantarum prouzrokuje ¢ak maksimum ~44 % redukcije aktivne materije. Kada se
dobijeni rezultati uporede sa kontrolnim uzorcima pre inokulacije uocava se da
postoji velika razlika u degradacijama postignutim pri razli¢itim fermentacionim
parametrima, pri ¢emu vrednosti nisu u svim sluc¢ajevima statisticki znac¢ajno vece od
kontrole. Ovo govori u prilog izraZenijem uticaju variranja parametara fermentacije u

ispitivanom opsegu.

125



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju

bifentrina (MDK) prikazane su na grafikonu 19.2.1.13..

Uticaj fermentacionih parametara (L.plantarum) na degradaciju bifentrina (0.5mg/kg)

— Critical Value
= Non-Significant

B:Duzina fermentacije = Significant
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Grafikon 19.2.1.13. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju bifentrina (MDK) pri fermentaciji sa L. plantarum

Podaci prezentovani na grafikonu 19.2.1.13. ukazuju na to da na stepen
degradacije bifentrina aplikovanog u koncentraciji od 0,5 mg/kg, pri fermentaciji
pSenice sa L. plantarum, znacajno utiCu 1 duZina trajanja mleCnokiselinske
fermentacije 1 temperatura inkubacije dok veli¢ina inokuluma nema efekta na ovaj
odziv.

Rezultati optimizacije ispitivanih fermentacionith parametara u cilju
odredivanja njihovih optimalnih nivoa pri kojima se postize maksimalni stepen
degradacije bifentrina (MDK) prikazani su na grafikonu 19.2.1.14.. Sa prikazanog
grafikona moze se videti da se maksimalna redukcija bifentrina od 64,5 % dostize
ve¢ nakon 24 sata fermentacije sa L. plantarum pri temperaturi od 23 °C 1 uz
inokulaciju na nivou manjem od 8% (v/w). Procenat degradacije pri ovoj
koncentraciji bifentrina je, dakle, impozantan, narocCito imajuc¢i u vidu udeo uticaja
samog laktobacila u ukupnoj redukciji, 1 ¢injenicu da se maksimum degradacije
postize ve¢ pri najmanjoj ispitivanoj temperaturi inkubacije 1 najkraCem vremenu

fermentacije.
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Bifentrin 0.5 mg/kg - Lactobacillus plantarum
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Grafikon 19.2.1.14. Optimizacija mlecnokiselinske fermentacije u pravcu postizanja

najveceg stepena degradacije bifentrina koncentracije 0,5 mg/kg (MDK)

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionih parametara na degradaciju

bifentrina koncentracije 2,5 mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.1.8.

Tabela 19.2.1.8. Uticaj mlecnokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata na

degradaciju bifentrina aplikovanog u koncentraciji na nivou SxMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
2,64:0,00 6 0 - 2,14+0,01 18,8+0,3¢
2,64:0,00 8§ 0 - 2,16+0,03 18,1+1,0°
2,64:+0,00 10 0 - 2,16+0,02 18,0+0,8"
2,64:0,00 10 72 30 1,28+0,02 51,7+0,9
2,64:+0,00 10 24 30 1,79+0,00 32,140,0"
2,64:+0,00 6 72 30 1,33+0,03 49,7+1,3°
2,64:+0,00 6 24 30 1,82+0,03 31,0+1,0°
2,64:0,00 10 48 37 1,57+0,00 40,5+0,0"
2,64:+0,00 10 48 23 1,93+0,04 27.141,5"
2,64:0,00 6 48 37 1,60+0,02 39,4+0,8°
2,64+0,00 6 48 23 2,00£0,03 24,1+1,2°
2,64:+0,00 8 72 37 1,80+0,02 31,9+0,8"
2,64:+0,00 8§ 72 23 1,84+0,01 30,4+0,9°
2,64+0,00 8 24 37 1,87+0,00 29,0+0,1°
2,64:+0,00 8 24 23 1,3240,02 49,9+0,5°
2,64:0,00 8 48 30 0,99:£0,04 62,4+1,5"
2,64:+0,00 8 48 30 1,01+0,02 61,6+0,8"
2,64:+0,00 8 48 30 1,11£0,02 58,1+0,6"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)
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Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja veliCine inokuluma, duzine trajanja
fermentacije 1 temperature inkubacije na degradaciju bifentrina ukazuju da
degradacija pod uticajem fermentacije sa L. plantarum pri kontaminaciji na ovom
nivou dostize visok nivo od maksimum 62,4 % redukcije. Kada se uzmu u obzir
degradacija postignuta pre inokulacije (redukcija usled sterilizacije od ~18 % —
tabela 19.1.1.), 1 spontana degradacija pri ovim eksperimentalnim uslovima od
maksimum 3 % (Tabela 19.1.4.), uoCava se da sam L. plantarum prouzrokuje ¢ak
maksimum ~41 % redukcije aktivne materije.

Poredenjem dobijenih rezultata sa kontrolnim uzorcima pre inokulacije
uocava se da, u slucaju koncentracije od 2,5 mg/kg, ne postoji velika razlika u
degradacijama postignutim pri razli¢itim fermentacionim parametrima, a vrednosti su
u svim slu€ajevima statisticki znacajno vec¢e od kontrole. Ovo govori u prilog
nepostojanju uticaja variranja parametara fermentacije u ispitivanom opsegu, a

njihove znacajnosti za degradaciju bifentrina prikazane su na grafikonu 19.2.1.15..

Uticaj fermentacionih parametara (L.plantarum) na degradaciju bifentrina (2.5mg/kg)
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Grafikon 19.2.1.15. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju bifentrina (5xMDK) pri fermentaciji sa L. plantarum

Prezentovani podaci ukazuju na to da, pri fermentaciji pSenice sa L.
plantarum, variranje ni jednog od fermentacionih parametara u ispitivanom opsegu
ne utiCe znacajno na stepen degradacije bifentrina aplikovanog u koncentraciji od 2,5

mg/kg.
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Rezultati optimizacije ispitivanih fermentacionih parametara u cilju
odredivanja njihovih optimalnih nivoa pri kojima se postize maksimalni stepen

degradacije bifentrina (5xMDK) prikazani su na grafikonu 19.2.1.16..

Bifentrin 2.5 mg/kg - Lactobacillus plantarum

— Continuous Functior]
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Grafikon 19.2.1.16. Optimizacija mlecnokiselinske fermentacije u pravcu postizanja

najveceg stepena degradacije bifentrina koncentracije 2,5 mg/kg (5xMDK)

Sa prikazanog grafikona moZze se videti da su optimalni uslovi za postizanje
maksimalne redukcija bifentrina od 61 % temperatura od ~30 °C, duZina
fermentacije sa L. plantarum od 52 sata uz inokulaciju na nivou od 8% (v/w). Dakle,
iako je procenat degradacije, a narocito udeo uticaja samog laktobacila u ukupnoj
redukciji, 1 pri ovoj koncentraciji bifentrina visok, u ovom slucaju se maksimum

postize pri vecoj temperaturi inkubacije i nakon znatno duzeg vremena.

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

bifentrina koncentracije 7,5 mg/kg prikazani u tabeli 19.2.1.9. ukazuju da pri ovom

nivou obogacivanja bifentrinom, pod uticajem fermentacije sa L. plantarum dolazi
do znatno manjeg nivoa degradacije od maksimum 34,9 % redukcije. Uzimajuéi u
obzir degradaciju postignutu pre inokulacije (~17 % usled sterilizacije — tabela
19.1.1.), 1 spontanu degradaciju od maksimum 3 % (Tabela 19.1.4.), dobija se svega
max ~15 % redukcije prouzrokovane samim laktobacilom. Poredenjem dobijenih
rezultata sa kontrolnim uzorcima pre inokulacije uoCava se da, u slucaju
koncentracije od 7,5 mg/kg, postignuta degradacija pesticida nije pri svim

fermentacionim parametrima statisticki znacajno veca.
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Tabela 19.2.1.9. Uticaj mlecnokiselinske fermentacije pSeni¢nog supstrata na

degradaciju bifentrina aplikovanog u koncentraciji na nivou 15xMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
7,77+0,00 6 0 - 6,51+0,10 16,2+1,3¢
7,77+0,01 8§ 0 - 6,42+0,09 17,3+1,1¢
7,77+0,01 10 0 - 6,46+0,07 16,9+0,9"
7,77+0,00 10 72 30 5,88+0,06 24,3+0,8"
7,77+0,00 10 24 30 6,26+0,11 19,4+1,4"
7,76+0,00 6 72 30 5,91+0,09 23,241,2P
7,76+0,00 6 24 30 6,1420,11 20,9+1,4¢
7,77+0,00 10 48 37 6,47+0,05 16,8+0,7"
7,76+0,00 10 48 23 6,14+0,05 20,840,7"
7,77+0,00 6 48 37 5,68+0,06 26,9+0,8°
7,76+0,01 6 48 23 6,26+0,05 19,3+0,7¢
7,77+0,00 8 72 37 5,79+0,12 25,5+1,5°
7,77+0,00 8 72 23 5,06+0,12 34,9+1,5"
7,77+0,00 8 24 37 6,02+0,03 22,5+0,4°
7,76+0,00 8 24 23 6,26+0,11 19,3+1,4°
7,77+0,00 8 48 30 5,27+0,08 32,3+1,0"
7,76+0,01 8 48 30 5,66+0,07 27,1+0,9°
7,76+0,01 8 48 30 5,37+0,11 30,9+1,4°

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izrazene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju

bifentrina (15xMDK) prikazane su na grafikonu 19.2.1.17..

Uticaj fermentacionih parametara (L.plantarum) na degradaciju bifentrina (7.5mg/kg)
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Grafikon 19.2.1.17. Pareto grafikon znac¢ajnosti fermentacionih parametara na

degradaciju bifentrina (15xMDK) pri fermentaciji sa L. plantarum

130



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Prezentovani podaci ukazuju na to da, pri fermentaciji pSenice sa L.
plantarum, variranje ni jednog od fermentacionih parametara u ispitivanom opsegu
ne utiCe znacajno na stepen degradacije bifentrina aplikovanog u koncentraciji od 7,5
mg/kg, Sto znaci da se, statistiCki posmatrano, moze ocekivati da ¢e degradacija biti
na slicnom nivou pri svim ispitivanim uslovima. Medutim, zbog razlika u znacajnosti
odstupanja nivoa degradacije pri nekim varijacijama fermentacionih parametara u
odnosu na kontrolu, uradena je optimizacija ispitivanih fermentacionih parametara u
pravcu postizanja najvecéeg stepena degradacije bifentrina (15xMDK). Rezultati
optimizacije prikazani na grafikonu 19.2.1.18. pokazuju da se maksimalna redukcija
bifentrina od svega 32,7 % postize na temperaturi od 25 °C pri duzini fermentacije
od 72 sata uz inokulaciju na nivou od ~8% (v/w). Dakle, maksimalni, ali mali
procenat degradacije, sa malim udeom uticaja samog laktobacila u ukupnoj redukciji,

postize se tek nakon znatno duzeg trajanja fermentacije sa L. plantarum.

Bifentrin 7.5 mg/kg - Lactobacillus plantarum

— Continuous Functior]

-- Factor Value
— Response Value

209

Procerat degradacije pesticich
(Viaxinrize)
Y=327179
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X = 8.2387 X =72.0000 X =25.1806

Grafikon 19.2.1.18. Optimizacija mlecnokiselinske fermentacije u pravcu postizanja

najveceg stepena degradacije bifentrina koncentracije 7,5 mg/kg (15xMDK)

Uopsteno posmatrano, moze se zakljuciti da L. plantarum u velikoj meri utice
na redukciju bifentrina u pSenicnom supstratu, medutim ovaj efekat je znatno
izrazeniji samo u slucaju koncentracije od 0,5 1 2,5 mg/kg pesticida 1 iznosi 41-44 %.
U uzorcima obogac¢enim sa 7,5 mg/kg, laktobacil u veoma maloj meri utiCe na
redukciju ostataka (~15 %). S obzirom da je poznato da do abioticke hidrolize

bifentrina ne dolazi ni u kiseloj, ni u neutralnoj, ni baznoj sredini, ocigledno je da
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postojanje znacCajnog uticaja kontaminacije pesticidom na nivou 15xMDK na
promenu pH vrednosti nema ulogu u ostvarenoj degradaciji, nego je redukcija
koli¢ine rezidua u toku mlecnokiselinske fermentacije prouzrokovana iskljucivo
enzimatskom aktivno$¢u ove bakterije. Uzimaju¢i ovo u obzir, trend smanjenja
stepena degradacije sa porastom koncentracije kontaminacije objasnjava se ranije
prezentovanim rezultatima o postojanju inhibicije rasta L. plantarum pri veéim

kontaminacijama sa bifentrinom (7abela 16.1.3.).

Sumiraju¢i predhodno diskutovane rezultate moZe se utvrditi da fermentacija
pSenice sa Lactobacillus plantarum dovodi do redukcije rezidua sva tri ispitivana
pesticida. Kada se posmatra ukupna degradacija u toku fermentativnog procesa,
hlorpirifos-metil je najpodlozniji redukciji koja dostize nivo od 88-93 %, neSto manja
redukcija zabelezena je kod pirimifos-metila (71-82 %), a najmanja kod bifentrina
(35-65 %), sa uniformnom pravilnoS¢u u opadanju degradacije sa porastom
koncentracije pesticida koja je najizraZenija kod bifentrina. Medutim, ako bi se
izdvojio uticaj iskljuc¢ivo aktivnosti L. plantarum, ocigledno je da je redosled
potpuno suprotan, pa tako L. plantarum u najve€oj meri degradira bifentrin (15-44
%), nesto manje pirimifos-metil (10-27 %), a najmanje hlorpirifos-metil (9-14 %).
Boethling (1993) je joS ranije konstatovao da je mikrobna degradacija pesticida, ako
do nje dode, najverovatnije prouzrokovana enzimatskom  aktivnoScu
mikroorganizama koja se javlja ili odmah ili nakon odredenog perioda adaptacije
mikroba na hemijsko jedinjenje [206]. Sa druge strane, Ruediger i sar. (2005),
pomenuli su da je mozda verovatnije da do redukcije u koncentraciji pesticida dolazi
zbog adsorpcije ovih jedinjenja na celijske zidove mikroorganizama, a ne usled
njihove hemijske ili bioloSke degradacije [207]. S ozirom da u ovom eksperimentu, u
toku ekstrakcije fermentisanih uzoraka kontaminiranih pesticidima, ¢elije laktobacila
ostaju u ekstrakcionom supstratu, ako bi se odredena koli¢ina pesticida 1 adsorbovala
na cCelijske zidove, ona bi svakako bila ekstrahovana sa ostatkom jedinjenja. Imajuci
ovo u vidu, verovatnije je da je redukcija koli¢ine pesticida u fermentisanim
uzorcima posledica bioloske degradacije tj. enzimatske aktivnosti L. plantarum. Ovoj
teoriji u prilog ide 1 to Sto je veca degradacija svih ispitivanih pesticida po pravilu
zabeleZena pri manjim koncentracijama kontaminacije koje nisu uticale na rast

laktobacila tj. u ¢ijem prisustvu je dostignuta veca brojnost c¢elija u supstratu,
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naroc¢ito imajuc¢i u vidu da je najviSe degradiran bifentrin imao od svih pesticida
najmanje negativan efekat na rast L. plantarum. To S$to je procenat mikrobne
degradacije pirimifos-metila dostignut u ovom eksperimentu ve¢i od degradacije
hlorpirifos-metila, iako je pirimifos-metil u vecoj meri inhibirao rast ovog
laktobacila, moze da se obrazlozi pH-zavisnom hemijskom degradacijom ovog
jedinjenja, do koje je verovatno dodatno doSlo zbog povecanja kiselosti supstrata

usled aktivnosti laktobacila.

19.2.2. ISPITIVANJE UTICAJA FERMENTACIJE PSENICNOG SUPSTRATA SA

SACCHAROMYCES CEREVISIAE NA DEGRADACIJU PESTICIDA

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

pirimifos-metila koncentracije 5 mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.2.1.

Tabela 19.2.2.1. Uticaj kvasne fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju

pirimifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou MDK

Pocetna Ca.m. * Stepen

(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)
5,05+0,06 6 0 - 2,87+0,03 43,240,6°
5,01+0,00 8 0 - 2,86:+0,04 42.8+0,8°
5,01+0,00 10 0 - 2,88+0,06 42,6+1,1°
5,01+0,00 10 72 30 1,60+0,07 68,2+1,3"
5,010,00 10 24 30 2,08+0,04 58,440,8"
5,01+0,00 6 72 30 1,77+0,07 64,8+1,3°
5,0120,00 6 24 30 2,11+0,06 57,8+1,2°
5,010,00 10 48 37 1,56+0,05 68,9+0,9°
5,010,00 10 48 23 2,02+0,06 59,8+1,2F
5,0120,00 6 48 37 1,56+0,06 68,9+1,2°
5,010,00 6 48 23 2,10+0,06 58,1+1,1°
5,01+0,01 8 72 37 1,42+0,08 71,7+1,5°
5,010,00 8 72 23 1,76+0,06 64,9+1,2F
5,01+0,00 8 24 37 1,72+0,06 65,6+1,1F
5,01+0,00 8 24 23 2,114+0,03 57,8+0,6"
5,010,00 8 48 30 1,3240,05 73,7+0,9%
5,010,00 8 48 30 1,25+0,05 75,1+0,9"
5,0120,00 8 48 30 1,15+0,06 77,1+1,18

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)

Prezentovani rezultati ukazuju da, u slu¢aju kontaminacije na nivou MDK,

degradacija pirimifos-metila pod uticajem fermentacije sa S. cerevisiae dostize nivo
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redukcije od maksimum 77,1 %, pri ¢emu je degradacija pri svim fermentacionim
parametrima statisticki znacajno veca od redukcije nakon sterilizacije (~37 % —
tabela 19.1.1.) (tj. od kontrolnih uzoraka ispitivanih na degradaciju odmah nakon
inokulacije). Uzimaju¢i u obzir 1 spontanu degradaciju pri eksperimentalnim
uslovima bez inokulacije (maksimum 10 % — tabela 19.1.2), mozZe se zakljuciti da
sam S. cerevisiae prouzrokuje max ~30 % redukcije pirimifos-metila aplikovanog na
pSenicu u koncentraciji od 5 mg/kg.

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju
pirimifos-metila na ovom koncentracionom nivou (MDK) prikazane su na grafikonu

19.2.2.1..

Uticaj ferrmentacionih parametara (S. cerevisiae) na degradaciju pirimifos-metila (5mg/kg)

= Critical Value
C:Temperatura ‘ = Non-Significant

B:Duzina fermentacije ‘

A:Velicina inokuluma
AB
AC

BC

o

1 2 2
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.2.1. Pareto grafikon znac¢ajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju pirimifos-metila (MDK) pri fermentaciji sa S. cerevisiae

Prezentovani rezultati ukazuju na to da, pri kvasnoj fermentaciji pSenice,
variranje ni jednog od fermentacionih parametara u ispitivanom opsegu ne utice
znacajno na stepen degradacije pirimifos-metila aplikovanog u koncentraciji od 5
mg/kg, iako se temperaturni faktor nalazi na samoj granici znacajnosti, a duZzina
inkubacije blizu nje.

Rezultati optimizacije fermentacionih parametara kvasne fermentacije u cilju
odredivanja njihovih optimalnih nivoa pri kojima se dostize maksimalan nivo

degradacije pirimifos-metila (MDK), prikazani su na grafikonu 19.2.2.2..
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Pirimifos-metil 5 mg/kg - Saccharomyces cerevisiae

— Continuous Functior|

-- Factor Value
— Response Value

76.9418

Procerat degradacije pesticich
(Viaxinrize)
Y=

65.1

6 8 10 24 48 72 23 30 37

A:Velicina... B:Duzina f... C:Temper...
X =8.1025 X = 55.3749 X =33.4003

Grafikon 19.2.2.2. Optimizacija kvasne fermentacije u pravcu postizanja najveceg

stepena degradacije pirimifos-metila koncentracije 5 mg/kg

Sa prikazanog grafikona mozZe se videti da se, nakon aplikacije 5 mg
pirimifos-metila po kg pSenice, maksimalna redukcija pesticida od 76,9 % dostize
nakon 55 sati fermentacije sa S. cerevisiae pri temperaturi od 33 °C i uz inokulaciju

na nivou od 8% (v/w).

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

pirimifos-metila koncentracije 25 mg/kg prikazani u tabeli 19.2.2.2.. ukazuju da, u

slu¢aju kontaminacije na nivou 5SxXMDK, degradacija pirimifos-metila pod uticajem
fermentacije sa S. cerevisiae dostize nivo redukcije od maksimum 70,5 %, pri cemu
je degradacija pri svim fermentacionim parametrima statisticki znacajno veca od
redukcije nakon sterilizacije (~45 % — tabela 19.1.1.) (tj. od kontrolnih uzoraka
ispitivanih na degradaciju odmah nakon inokulacije). Kada se dodatno u obzir uzme 1
spontana degradacija pri eksperimentalnim uslovima bez inokulacije (maksimum 10
% — tabela 19.1.2), zakljucak je da nakon aplikacije pirimifos-metila na pSenicu u
koncentraciji od 25 mg/kg, sam S. cerevisiae u jo§ manjoj meri prouzrokuje

degradaciju ovog pesticida, do svega max ~15 % redukcije.

135



Doktorska disertacija

Rezultati i diskusija

Tabela 19.2.2.2. Uticaj kvasne fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju

pirimifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou 5SxMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
25,11+0,01 6 0 - 14,25+0,20 43,3+0,8¢
25,13+0,02 8§ 0 - 14,13+0,18 43,84+0,7°
25,12+0,00 10 0 - 14,53+0,20 42,240,8"
25,12+0,01 10 72 30 9,44+0,21 62,4+0,8"
25,12+0,01 10 24 30 10,60+0,15 57,840,6"
25,11+0,02 6 72 30 9,10+0,33 63,7+1,3°
25,13+0,00 6 24 30 9,93+0,18 60,5+0,7°
25,11+0,02 10 48 37 9,64::0,20 61,60,8"
25,11+,03 10 48 23 9,87+0,23 60,7+0,9"
25,13+0,02 6 48 37 9,43+0,38 62,5+1,5°
25,11+0,03 6 48 23 9,66+0,38 61,5+1,5°
25,11+0,03 8 72 37 7,96+0,25 68,3+1,0°
25,11+0,01 8 72 23 10,12+0,28 59,7+1,1°
25,11£0,01 8 24 37 9,7440,28 61,2+1,1F
25,13+0,01 8 24 23 10,38+0,29 58,7+0,9"
25,110,01 8 48 30 7,76+0,38 69,1+1,5"
25,110,01 8 48 30 7,41+0,20 70,5+0,8"
25,13+0,00 8 48 30 7,70+0,18 69,4+0,7"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izrazene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju
pirimifos-metila na ovom koncentracionom nivou (5xMDK) prikazane su na

grafikonu 19.2.2.3., a dodatni rezultati optimizacije na grafikonu 19.2.2.4..

Uticaj fermentacionih parametara (S. cerevisiae) na degradaciju pirimifos-metila (25mg/kg)

= Critical Value

B:Duzina fermentacije ‘ = Non-Significant

C:Temperatura ‘

S

A:Velicina inokuluma

AB:|

AC

] 1 2 2
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.2.3. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju pirimifos-metila (5xMDK) pri fermentaciji sa S. cerevisiae
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Pirimifos-metil 25 mg/kg - Saccharomyces cerevisiae

— Continuous Functior|

-- Factor Value
— Response Value

Procerat degradacije pesticich
(Viaxinrize)
Y=70.2171

6 8 10 24 48 72 23 30 37

A:Velicina... B:Duzina f... C:Temper...
X =7.8624 X = 55.0588 X =32.0129

Grafikon 19.2.2.4. Optimizacija kvasne fermentacije u pravcu postizanja najveceg

stepena degradacije pirimifos-metila koncentracije 25 mg/kg

Prezentovani rezultati pokazuju da, pri fermentaciji pSenice sa S. cerevisiae,
variranje ni jednog od fermentacionih parametara u ispitivanom opsegu ne utice
znacajno na stepen degradacije pirimifos-metila aplikovanog u koncentraciji od 25
mg/kg. Sa grafikona optimizacije vidi se da se maksimalna redukcija pesticida od
70,2 % dostize nakon 55 sati fermentacije sa S. cerevisiae pri temperaturi od 32 °C 1
uz inokulaciju na nivou od ~8% (v/w). Procenat degradacije pri ovoj koncentraciji je
neznatno niZi u poredenju sa predhodnim, dok su optimalni fermentacioni parametri

potrebni za postizanje maksimalne degradacije prakticno na istim nivoima.

Iz prikazanih rezultata ispitivanja uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju pirimifos-metila koncentracije 75 mg/kg (Tabela 19.2.2.3.) uocava se
da, u sluc¢aju kontaminacije na nivou 15xMDK, degradacija pesticida pod uticajem
fermentacije sa S. cerevisiae dostize najmanji nivo redukcije od maksimum 63,1 %,
dok je degradacija pri svim fermentacionim parametrima i u ovom slucaju statisticki
znacajno veca od uzoraka ispitivanih na degradaciju odmah nakon inokulacije (kod
kojih je koncentracija pesticida ve¢ redukovana ~50 % usled sterilizacije — tabela
19.1.1.). Uzimajuci u obzir i spontanu degradaciju bez inokulacije (maksimum 10 %
— tabela 19.1.2), moze se zakljuciti da, nakon aplikacije pirimifos-metila na pSenicu
u koncentraciji od 75 mg/kg, sdm S§. cerevisiae u jo§ manjoj meri prouzrokuje

degradaciju ovog pesticida, do svega max ~3 % redukcije.
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Tabela 19.2.2.3. Uticaj kvasne fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju

pirimifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou 15xMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)
75,56+0,06 6 0 - 43,74+0,83 42,1+1,1¢
75,56£0,06 8 0 - 44,66+1,06 40,9+1,4°
75,5340,08 10 0 - 46,00+1,13 39,1+1,5"
75,6440,01 10 72 30 28,30+0,25 62,6+0,3"
75,56+0,10 10 24 30 33.42+0,68 55,840,9"
75,59+0,06 6 72 30 29,9240,91 63,1+1,2°
75,5240,03 6 24 30 34,04+0,76 54,9+1,0°
75,60+0,01 10 48 37 29,56+0,19 60,940,2"
75,5840,01 10 48 23 33.,60+0,60 55,5+0,8"
75,57+0,10 6 48 37 29,49+0,94 61,0+1,2°
75,65+0,00 6 48 23 33,26+0,01 56,0+0,0°
75,57+0,05 8 72 37 28,02+0,68 62,9+0,9"
75,62+0,05 8 72 23 31,4740,68 58,4+0,9"
75,59+0,07 8 24 37 32,58+1,06 56,9+1,4"
75,6440,01 8 24 23 37,90+1,13 49,9+1,5°
75,63+0,02 8 48 30 31,01+0,60 59,0+0,8"
75,57+0,00 8 48 30 32,63+0,00 56,8+0,0°
75,62+0,02 8 48 30 32,29+0,83 57,3+1,1F

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)
Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju
pirimifos-metila na ovom koncentracionom nivou (15xMDK) prikazane su na

grafikonu 19.2.2.5..

Uticaj fermentacionih parametara (S.cerevisiae) na degradaciju pirimifos-metila (75mg/kg)

— Critical Value
= Non-Significant

B:Duzina fermentacije = Significant

C: Temperatura

oc [
AB]
ac]

A:Velicina inokuluma

o 2 4 9
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.2.5. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju pirimifos-metila (15xMDK) pri fermentaciji sa S. cerevisiae
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Prezentovani podaci upucuju na to da na stepen degradacije pirimifos-metila
aplikovanog u koncentraciji od 75 mg/kg, pri fermentaciji pSenice sa S. cerevisiae,
znaCajno utiCu 1 duzina trajanja kvasne fermentacije i1 temperatura dok veli¢ina
inokuluma, nema efekta na ovaj odziv.

Rezultati optimizacije ispitivanih fermentacionith parametara kvasne
fermentacije u cilju odredivanja njihovih optimalnih nivoa pri kojima se dostiZze
maksimalan nivo degradacije pirimifos-metila nakon aplikacije 75 mg pesticida po

kg pSenice, prikazani su na grafikonu 19.2.2.6..

Pirimifos-metil 75 mg/kg - Saccharomyces cerevisiae

— Continuous Functior]

-- Factor Value

645 M — Response Value

63.0

64.4625
o
o

60.2

587

Procerat degradacije pesticich
(Viaxinrize)
Y=

6 8 10 24 48 72 23 30 37

A:Velicina... B:Duzina f... C:Temper...
X = 6.0000 X =72.0000 X =37.0000

Grafikon 19.2.2.6. Optimizacija kvasne fermentacije u pravcu postizanja najveceg

stepena degradacije pirimifos-metila koncentracije 75 mg/kg

Prikazani rezultati pokazuju da su optimalni uslovi za postizanje maksimalne
degradacije pirimifos-metila nakon aplikacije 75 mg/kg pSenice, fermentacija sa S.
cerevisiae u trajanju od 72 h pri temperaturi od 37 °C 1 uz inokulaciju na nivou od
6% (v/w). Pri ovim uslovima degradacija pesticida dostize 64,5 %. Dakle, procenat
degradacije, a naroCito udeo uticaja samog kvasca u ukupnoj redukciji, pri ovoj
koncentraciji pirimifos-metila je dosta nizak, pri ¢emu se maksimum postize pri
najvecoj temperaturi inkubacije 1 nakon najduze fermentacije medu ispitivanim

vremenima.

UopSteno posmatrano, S. cerevisiae utice na redukciju pirimifos-metila u
pSeni¢nom supstratu na nivou od svega 3-30 %, pri ¢emu je ovaj efekat najizrazeniji

u sluCaju najmanje koncentracije pesticida, a veoma mali u prisustvu najvece
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primenjene koncentracije, $to je u korelaciji sa ranije dobijenim rezultatima o
postojanju izrazito velike inhibicije rasta kvasca pri ve¢im kontaminacijama sa ovim
pesticidom (7abela 16.2.1.). Neosporno je da je uticaj S. cerevisiae na degradaciju
pirimifos-metila manji od uticaja L. plantarum na isti pesticid. ObrazloZenje svakako
lezi u tome $to pirimifos-metil pokazuje tendenciju da ve¢ u koncentraciji dva puta
nizoj od propisane smanjuje brojnost populacije kvasca za skoro 50 %, Cime se
automatski smanjuje moguc¢nost njegove bioloSke degradacije pod dejstvom ovog
mikroorganizma. Osim toga, kao S$to je ranije prikazano, kontaminacija ovim
pesticidom na sva tri koncentraciona nivoa rezultira znaCajnim smanjenjem
efikasnosti kvasne fermentacije pSenice Sto se odrazava na pH vrednost supstrata
(Grafikon 17.2.1.), pa, s obzirom da se pH pSeni¢nog supstrata ne spusta ispod 5,

hemijska, pH-zavisna, hidroliti¢ka degradacija ovog jedinjenja je usporena.

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionih parametara na degradaciju

hlorpirifos-metila koncentracije 3 mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.2.4.

Tabela 19.2.2.4. Uticaj kvasne fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju

hlorpirifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou MDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
3,02:0,00 6 0 - 0,68+0,02 77,7+0,7°
3,02+0,00 8§ 0 - 0,65+0,04 78,4+1,4°
3,02:0,00 10 0 - 0,63+0,05 79,3+1,6
3,10+0,00 10 72 30 0,22+0,03 93,1+1,0
3,10+0,00 10 24 30 0,49+0,03 84,3+0,8"
3,10+0,00 6 72 30 0,23+0,01 92,6+0,3°
3,10+0,00 6 24 30 0,55+0,02 82,2+0,7°
3,02+0,00 10 48 37 0,43+0,02 85,8+0,8"
3,03+0,00 10 48 23 0,48+0,00 84,3+0,0"
3,02+0,00 6 48 37 0,38+0,03 87.3+1,0°
3,02:0,00 6 48 23 0,51+0,04 83,241,2°
3,02+0,00 8 72 37 0,34+0,02 88,6+0,8"
3,03+0,00 8§ 72 23 0,40+0,05 86,8+1,6"
3,02+0,00 8 24 37 0,53+0,03 82,6+1,0°
3,03+0,00 8 24 23 0,54+0,04 82,0+1,3¢
3,10+0,00 8 48 30 0,24:0,02 92.4+0,8"
3,10+0,00 8 48 30 0,21+0,00 93,3+0,1°
3,10+0,00 8 48 30 0,25+0,05 92.1+1,5"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izrazene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)
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Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja veli€ine inokuluma, duzine trajanja
fermentacije 1 temperature inkubacije na promene u koncentraciji ostataka
hlorpirifos-metila prezentovani u tabeli 19.2.2.4. ukazuju da degradacija ovog
pesticida kao 1 pri mlec¢nokiselinskoj fermentaciji, tako 1 pod uticajem kvasne
fermentacije sa S. cerevisiae dostize veoma visok nivo od maksimum 93,3 %
redukcije u slucaju kontaminacije na nivou MDK. Medutim degradacija nije pri svim
fermentacionim parametrima statisticki zna¢ajno veca od kontrolnih uzoraka pre
fermentacije (kod kojih je koncentracija pesticida ve¢ redukovana usled sterilizacije
(~79 % — tabela 19.1.1.). Kada se uzme u obzir ova degradacija pod dejstvom
sterilizacije, s obzirom da do spontane degradacije prakticno i1 ne dolazi (maksimum
1,5 % — tabela 19.1.3), moze se zakljuciti da, nakon aplikacije hlorpirifos-metila na
pSenicu u koncentraciji od 3 mg/kg, sam S. cerevisiae prouzrokuje degradaciju ovog
pesticida, do svega max ~14 % redukcije.

Znacajnosti efekata faktora i njihovih interakcija za degradaciju hlorpirifos-

metila na ovom koncentracionom nivou (MDK) prikazane su na grafikonu 19.2.2.7..

Uticaj fermentacionih parametara (S.cerevisiae) na degradaciju hlorpirifos-metila (3mg/kg)

— Ciritical Value
= Non-Significant

B:Duzina fermentacije = Significant

|

C:Temperatura
rc [T
AB j
A:Velicina inokuluma j
]
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2 2 3
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Grafikon 19.2.2.7. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju hlorpirifos-metila (MDK) pri fermentaciji sa S. cerevisiae

Prezentovani podaci upucuju na to da na stepen degradacije hlorpirifos-metila
aplikovanog u koncentraciji od 3 mg/kg, pri fermentaciji pSenice sa S. cerevisiae,
znacajno uti¢e samo duzina trajanja kvasne fermentacije, dok temperatura i veli¢ina

inokuluma nemaju efekta na ovaj odziv.
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Rezultati optimizacije fermentacionih parametara kvasne fermentacije u cilju
odredivanja njithovih optimalnih nivoa pri kojima se dostize maksimalan nivo
degradacije hlorpirifos-metila (MDK), prikazani na grafikonu 19.2.2.8., pokazuju da
su optimalni uslovi za postizanje maksimalne degradacije hlorpirifos-metila nakon
aplikacije 3 mg/kg pSenice: fermentacija sa S. cerevisiae u trajanju od 67 h pri
temperaturi od ~30 °C 1 uz inokulaciju na nivou od ~8% (v/w). Pri ovim uslovima

degradacija pesticida dostize 94,2 %.

Hilorpirifos-metil 3 mg/kg - Saccharomyces cerevisiae

— Continuous Functior]

-- Factor Value
— Response Value

856

Procerat degradadije pesticica
(Mexdnrize)
Y=94.1711

6 8 10 24 48 72 23 30 37

A:Velicina... B:Duzina f... C:Temper...
X =7.9426 X =67.3915 X =30.8407

Grafikon 19.2.2.8. Optimizacija kvasne fermentacije u pravcu postizanja najveceg

stepena degradacije hlorpirifos-metila koncentracije 3 mg/kg

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

hlorpirifos-metila koncentracije 15 mg/kg prikazani u tabeli 19.2.2.5. ukazuju da pri

ovom nivou koncentracije pesticida, pod uticajem fermentacije sa S. cerevisiae
dolazi do jo$ veceg nivoa degradacije od maksimum cak 98 % redukcije, odnosno
max ~19 % redukcije prouzrokovane samim kvascem, kada se uzme u obzir
degradacija postignuta pre inokulacije od ~79 % (usled sterilizacije — tabela 19.1.1.),
s obzirom da do spontane degradacije prakticno da i ne dolazi (maksimum 1,5 % —
tabela 19.1.3.). Poredenjem dobijenih rezultata sa kontrolnim uzorcima pre
inokulacije uocava se da je, u slucaju koncentracije od 15 mg/kg, postignuta

degradacija pesticida pri svim fermentacionim parametrima statisti¢ki znacajno veca.

142



Doktorska disertacija

Rezultati i diskusija

Tabela 19.2.2.5. Uticaj kvasne fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju

hlorpirifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou SxMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
14,99+0,01 6 0 - 3,38+0,11 77,5+0,7°
15,00+0,01 8 0 - 3,39+0,15 77.4%1,0°
14,99+0,00 10 0 - 3,37+0,22 77,6+1,5°
14,99+0,01 10 72 30 0,55+0,19 96,4+1,3"
14,99+0,01 10 24 30 0,67+0,03 95,5+0,2"
14,98+0,01 6 72 30 0,68+0,03 95,5+0,2°
15,00+0,00 6 24 30 0,73+0,10 95,2+0,7°
14,99+0,01 10 48 37 0,64+0,03 95,7+0,2"
14,99+0,02 10 48 23 0,45+0,13 97,0+0,9"
15,00+0,01 6 48 37 0,75+0,02 95,0+0,1°
14,99+0,02 6 48 23 0,29+0,19 98,0+1,3°
14,99+0,02 8 72 37 0,45+0,05 97,0+0,3"
14,99+0,01 8 72 23 0,39+0,11 97,4+0,7"
14,99+0,01 8 24 37 0,39+0,06 97,4+0,4%
15,00+0,01 8 24 23 0,38+0,02 97,5+0,1"
14,99+0,01 8 48 30 0,64+0,00 95,7+0,0°
14,99+0,01 8 48 30 0,65+0,03 95,7+0,2F
15,00+0,00 8 48 30 0,75+0,05 95,0+0,3"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju

hlorpirifos-metila na ovom koncentracionom nivou (5xMDK) prikazane su na

grafikonu 19.2.2.9..

Uticaj fermentacionih parametara (S. cerevisiae) na degradaciju hlormpirifos-metila (15mg/kg)

C:Temperatura

AC

A:Velicina inokuluma

AB

B:Duzina fermentacije

BC

™o

= Critical Value
= Non-Significant

1

Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.2.9. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju hlorpirifos-metila (5XxMDK) pri fermentaciji sa S. cerevisiae
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Pri fermentaciji pSenice sa kvascem, variranje ni jednog od fermentacionih
parametara u ispitivanom opsegu ne uti¢e znacajno na stepen degradacije hlorpirifos-
metila aplikovanog u koncentraciji od 15 mg/kg, te se, statisticki posmatrano, moze
ocekivati da ¢e degradacija biti na slicnom nivou pri svim ispitivanim uslovima.

Rezultati optimizacije prikazani su na grafikonu 19.2.2.10.

Hlorpirifos-metil 15 mg/kg - Saccharomyces cerevisiae

— Continuous Functior]
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Procerat degradacije pesticich
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6 8 10 24 48 72 23 30 37
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X =7.5465 X =72.0000 X =23.0000

Grafikon 19.2.2.10. Optimizacija kvasne fermentacije u pravcu postizanja najveceg

stepena degradacije hlorpirifos-metila koncentracije 15 mg/kg

Maksimalna redukcija bifentrina od 98,1 %, sa znatnim udelom uticaja samog
kvasca, postize se ve¢ pri najnizoj ispitivanoj temperaturi od 23 °C, ali tek nakon

najduZeg trajanja fermentacije od 72 sata uz inokulaciju na nivou od ~8% (v/w).

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

hlorpirifos-metila koncentracije 45 mg/kg prikazani u tabeli 19.2.2.6. ukazuju da, u

sluaju kontaminacije na nivou 15xMDK, degradacija pesticida pod uticajem
fermentacije sa S. cerevisiae dostize nesto nizi nivo redukcije od maksimum 97,4 %,
pri ¢emu je degradacija pri svim fermentacionim parametrima statisticki znacajno
veCa od redukcije nakon sterilizacije (~79 % — tabela 19.1.1.) (. od uzoraka
ispitivanih na degradaciju odmah nakon inokulacije). Ne uzimaju¢i u obzir spontanu
degradaciju bez inokulacije (od max 1,5 % — tabela 19.1.3), zakljucak je da nakon
aplikacije hlorpirifos-metila na pSenicu u koncentraciji od 45 mg/kg, sam S.
cerevisiae u neSto manjoj meri prouzrokuje degradaciju pesticida, do max ~18 %

redukcije.
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Tabela 19.2.2.6. Uticaj kvasne fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju

hlorpirifos-metila aplikovanog u koncentraciji na nivou 15xMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
45,23+0,03 6 0 - 8,90+£0,72 80,3+1,6°
45,23+0,04 8 0 - 9,67+0,72 78,6%1,6°
45,21+0,05 10 0 - 8,97+0,45 80,2+1,0"
45,28+0,01 10 72 30 3,77+0,22 91,7+0,5"
45,23+0,06 10 24 30 4,98+0,27 89,0+0,6"
45,25+0,03 6 72 30 3,87+0,08 91,5+0,2°
45,21+0,02 6 24 30 4,20+0,45 90,7+1,0°
45,25+0,01 10 48 37 2,25+0,22 95,0+0,5"
45,24+0,01 10 48 23 1,40+0,41 96,940,9"
45,23+0,06 6 48 37 3,71+0,39 91,8+0,9°
45,28+0,00 6 48 23 1,19+0,69 97,4+1,5°
45,23+0,03 8 72 37 2,9620,00 93,5+0,0"
45,27+0,03 8 72 23 2,35+0,63 94,8+1,4F
45.25+0,04 8 24 37 3,1340,54 93,1+1,2F
45,27+0,01 8 24 23 1,64+0,93 96,4+0,3"
45,27+0,00 8 48 30 3,54+0,00 92,2+0,0"
45.23+0,00 8 48 30 4,5340,05 90,0+0,1°
45,26+0,01 8 48 30 4,31+0,40 90,5+0,9"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)

Znacajnosti efekata faktora za degradaciju hlorpirifos-metila na ovom

koncentracionom nivou (15xMDK) prikazane su na grafikonu 19.2.2.11..

Uticaj fermentacionih parametara (S.cerevisiae) na degradaciju hlorpirifos-metila (45mg/kg)
= Critical Value
C: Temperatura ‘ = Non-Significant
AC
BC
AB
B:Duzina fermentacije
A:Velicina inokuluma
(o] 1 2 2
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.2.11. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara na

degradaciju hlorpirifos-metila (15xMDK) pri fermentaciji sa S. cerevisiae
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Prezentovani podaci ukazuju na to da, pri fermentaciji pSenice sa S.
cerevisiae, variranje ni jednog od fermentacionih parametara u ispitivanom opsegu
ne utiCe znaCajno na stepen degradacije hlorpirifos-metila aplikovanog u
koncentraciji od 45 mg/kg, Sto znaci da se, statisticki posmatrano, moze ocekivati da
¢e degradacija biti na slicnom nivou pri svim ispitivanim uslovima.

Rezultati optimizacije parametara kvasne fermentacije u cilju odredivanja
optimalnih nivoa pri kojima se dostize maksimalan nivo degradacije hlorpirifos-

metila (15xMDK), prikazani su na grafikonu 19.2.2.12..

Hlorpirifos-metil 45 mg/kg - Saccharomyces cerevisiae

— Continuous Functior]
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989 : : : — Response Value

956

97.7988

939

Procerat degradacije pesticich
(Viaxinrize)
Y=

905

6 8 10 24 48 72 23 30 37

A:Velicina... B:Duzina f... C:Temper...
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Grafikon 19.2.2.12. Optimizacija kvasne fermentacije u pravcu postizanja najveceg

stepena degradacije hlorpirifos-metila koncentracije 45 mg/kg

Sa prikazanog grafikona moZze se videti da se veoma izrazena maksimalna
redukcija hlorpirifos-metila od 97,8 % dostize ve¢ nakon krace fermentacije sa S.
cerevisiae (31 h) 1 pri pri najmanjoj ispitivanoj temperaturi od 23 °C uz inokulaciju

na nivou od 6% (v/w).

Uopsteno posmatrano S. cerevisiae utice na redukciju hlorpirifos-metila u
pSeni¢nom supstratu na nesto nizem nivou, od svega 14-19 %, bez pravilnosti u
odnosu na primenjenu koncentraciju pesticida. Predpostavka je da se, bez obzira na
postojanje inhibicije rasta S. cerevisiae u hranjivoj podlozi (naro€ito pri veéim
kontaminacijama sa pesticidom — Tabela 16.2.2.), u pSenicnom supstratu dostize
brojnost populacije kvasca dovoljna za postizanje dobijene blage redukcije koli¢ine

rezidua prouzrokovane enzimatskom aktivno$¢u ovog mikroorganizma. Dodatno,
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bez obzira na to Sto prisustvo hlorpirifos-metila u ve¢oj meri inhibira rast populacije
kvasca u odnosu na populaciju laktobacila, uticaj S. cerevisiae na degradaciju
hlorpirifos-metila nesto je ve¢i od uticaja L. plantarum na isti pesticid. ObrazlozZenje
je, svakako, u ranije prikazanim rezultatima uticaja ovog pesticida na smanjenje
efikasnosti kvasne fermentacije pSenice izrazenu kroz slabije snizavanje pH vrednost
(Grafikon 17.2.2.). Naime, imajuc¢i u vidu da je hlorpirifos-metil jedinjenje ¢ija je
hidroliticka degradacija umereno pH-zavisna, pri ¢emu se ubrzava sa povecanjem
pH, ocigledno je da upravo manja kiselost sredine (pH se veoma Cesto nije spustala
ispod 6 u uzorcima kontaminiranim hlorpirifos-metilom) donekle ubrzava hemijsku
degradaciju ovog pesticida, §to, uz mikrobioloSku aktivnost, dodatno povecava nivo

ukupne degradacije.

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

bifentrina koncentracije 0,5 mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.2.7.

Tabela 19.2.2.7. Uticaj kvasne fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju

bifentrina aplikovanog u koncentraciji na nivou MDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)
0,510,00 6 0 - 0,41+0,01 19,240,6°
0,51+0,00 8§ 0 - 0,41+0,01 19,1+1,5¢
0,51+0,00 10 0 - 0,4120,01 18,612
0,51+0,00 10 72 30 0,28+0,01 44,6+0,6"
0,510,00 10 24 30 0,41+0,01 19,240,8"
0,510,00 6 72 30 0,28+0,01 453+1,1°
0,51+0,00 6 24 30 0,41+0,01 19,7+1,4
0,510,00 10 48 37 0,32+0,01 37,740,8"
0,51+0,00 10 48 23 0,33+0,01 34,241,0
0,51+0,00 6 48 37 0,31+0,01 38,1+1,4°
0,51+0,00 6 48 23 0,34+0,01 32,7+0,8°
0,51+0,00 8 72 37 0,28+0,00 45,1+0,0°
0,51+0,00 8 72 23 0,29+0,01 43,1+1,3°
0,51+0,00 8 24 37 0,39+0,01 22,141,1¢
0,51+0,00 8 24 23 0,40+0,00 20,4+0,4°
0,51+0,00 8 48 30 0,30+0,01 40,4+1,1°
0,51+0,00 8 48 30 0,31+0,01 39,0+0,4°
0,51+0,00 8 48 30 5,37+0,11 30,9+1,4°

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)
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Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja veliCine inokuluma, duzine trajanja
fermentacije 1 temperature na degradaciju bifentrina ukazuju da degradacija pod
uticajem fermentacije sa S. cerevisiae pri kontaminaciji na nivou MDK dostiZze nivo
od maksimum 45,3 % redukcije, pri ¢emu, kada se uzmu u obzir degradacija
postignuta pre inokulacije (redukcija usled sterilizacije od ~18 % — tabela 19.1.1.), 1
spontana degradacija pri ovim eksperimentalnim uslovima od maksimum 3 %
(Tabela 19.1.4.), uoCava se da sam §. cerevisiae prouzrokuje maksimum ~24 %
redukcije aktivne materije. Kada se dobijeni rezultati uporede sa kontrolnim
uzorcima pre inokulacije uoCava se da postoji velika razlika u degradacijama
postignutim pri razli€itim fermentacionim parametrima, pri ¢emu vrednosti nisu u
svim sluCajevima statistiCki znacajno vece od kontrole. Ovo govori u prilog
izraZzenijem uticaju variranja parametara fermentacije u ispitivanom opsegu.

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju

bifentrina (MDK) prikazane su na grafikonu 19.2.2.13..

Uticaj ferrmentacionih parametara (S. cerevisiae) na degradaciju bifentrina (0.5mg/kg)
e
3 . - = Non-Significant
B:Duzina fermentacije - Significant
C: Temperatura
acll

BC

AB

A:Velicina inokuluma

o 2 4 9
Standardizov an efekat

Grafikon 19.2.2.13. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara

na degradaciju bifentrina (MDK) pri fermentaciji sa S. cerevisiae

Podaci pokazuju da na stepen degradacije bifentrina (koncentracije 0,5
mg/kg), pri kvasnoj fermentaciji pSenice, znaCajno utice samo duZina trajanja
fermentacije, dok temperatura, a narocito veli¢ina inokuluma, nemaju efekta.

Rezultati optimizacije ispitivanih fermentacionith parametara u cilju
odredivanja njihovih optimalnih nivoa pri kojima se postize maksimalni stepen

degradacije bifentrina (MDK) prikazani su na grafikonu 19.2.2.14..

148



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Bifentrin 0.5 mg/kg - Saccharomyces cerevisiae
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Grafikon 19.2.2.14. Optimizacija kvasne fermentacije u pravcu postizanja najveceg

stepena degradacije bifentrina koncentracije 0,5 mg/kg (MDK)

Sa prikazanog grafikona moze se videti da se maksimalna redukcija
bifentrina od 46,8 % dostize tek nakon 72 sata fermentacije sa S. cerevisiae pri

temperaturi od 34 °C i uz inokulaciju na nivou manjem od 8% (v/w).

Dobijeni rezultati ispitivanja uticaja veli€ine inokuluma, duzine trajanja

fermentacije 1 temperature inkubacije na degradaciju bifentrina koncentracije 2.5

mg/kg prikazani u tabeli 19.2.2.8. ukazuju da degradacija pod uticajem fermentacije
sa S. cerevisiae pri kontaminaciji na ovom nivou dostize neSto viSi nivo od
maksimum 48,7 % redukcije, pri ¢emu, kada se uzmu u obzir degradacija postignuta
pre inokulacije (redukcija usled sterilizacije od ~18 % — tabela 19.1.1.), 1 spontana
degradacija pri ovim eksperimentalnim uslovima od maksimum 3 % (7abela
19.1.4.), sam S. cerevisiae prouzrokuje maksimum ~28 % redukcije aktivne materije.
Kada se dobijeni rezultati uporede sa kontrolnim uzorcima pre inokulacije uocava se
da 1 na ovom koncentracionom nivou postoji velika razlika u degradacijama
postignutim pri razli¢itim fermentacionim parametrima, pri ¢emu vrednosti nisu u
svim sluCajevima statistiCki znacajno vece od kontrole. Ovo govori u prilog

izraZenijem uticaju variranja parametara fermentacije u ispitivanom opsegu.
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Tabela 19.2.2.8. Uticaj kvasne fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju

bifentrina aplikovanog u koncentraciji na nivou SxMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)
2,53+0,00 6 0 - 2,02+0,04 20,0+1,5¢
2,53+0,00 8§ 0 - 2,04:0,02 19,640,7°
2,53+0,00 10 0 - 2,03+0,04 19,8+1,5"
2,53+0,00 10 72 30 1,33+0,03 47,7+1,3F
2,53+0,00 10 24 30 2,04+0,02 19,4+0,9"
2,53+0,00 6 72 30 1,35+0,01 46,9+0,4°
2,53+0,00 6 24 30 2,05+0,03 19,1+1,2¢
2,53+0,00 10 48 37 1,7440,00 31,440,0"
2,53+0,00 10 48 23 1,7740,01 30,2+0,4F
2,53+0,00 6 48 37 1,69+0,02 33,5+0,8°
2,53+0,00 6 48 23 1,77+0,03 30,2+1,2°
2,53+0,00 8 72 37 1,30+0,03 48,7+1,1F
2,53+0,00 8 72 23 1,3440,00 46,9+0,1°
2,53+0,00 8 24 37 2,01+0,03 20,4+1,3¢
2,53+0,00 8 24 23 2,03+0,02 19,9+0,9°
2,53+0,00 8 48 30 1,69+0,03 33,1+1,2F
2,53+0,00 8 48 30 1,63+0,02 35,5+0,8"
2,53+0,00 8 48 30 1,66+0,01 34,5+0,4"

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju

bifentrina (5xMDK) prikazane su na grafikonu 19.2.2.15..

Uticaj ferrmentacionih parametara (S. cerevisiae) na degradaciju bifentrina (2.5mg/kg)
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Grafikon 19.2.2.15. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara

na degradaciju bifentrina (5xMDK) pri fermentaciji sa S. cerevisiae
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Podaci prezentovani na grafikonu 19.2.2.15. ukazuju na to da na stepen
degradacije bifentrina u toku fermentacije sa S. cerevisiae 1 pri ovoj koncentraciji
pesticida znac¢ajno uti¢e samo duZina trajanja kvasne fermentacije, dok temperatura
inkubacije, a narocito veli¢ina inokuluma, nemaju efekta na ovaj odziv.

Rezultati optimizacije ispitivanih fermentacionih parametara u cilju
odredivanja njihovih optimalnih nivoa pri kojima se postize maksimalni stepen

degradacije bifentrina (5xMDK) prikazani su na grafikonu 19.2.2.16..

Bifentrin 2.5 mg/kg - Saccharomyces cerevisiae
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Grafikon 19.2.2.16. Optimizacija kvasne fermentacije u pravcu postizanja najveceg

stepena degradacije bifentrina koncentracije 2,5 mg/kg (5xMDK)

Sa prikazanog grafikona moze se videti da se maksimalna redukcija
bifentrina od 49,4 % dostize tek nakon 72 sata fermentacije sa S. cerevisiae pri
temperaturi od 34 °C 1 uz inokulaciju na nivou manjem od 8% (v/w). Procenat
degradacije pri ovoj koncentraciji bifentrina je neSto veéi u poredenju sa
predhodnim, dok su optimalni fermentacioni parametri potrebni za postizanje

maksimalne degradacije prakti¢no na istim nivoima.

Rezultati ispitivanja uticaja fermentacionth parametara na degradaciju

bifentrina koncentracije 7,5 mg/kg prikazani su u tabeli 19.2.2.9.
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Tabela 19.2.2.9. Uticaj kvasne fermentacije pSeni¢nog supstrata na degradaciju

bifentrina aplikovanog u koncentraciji na nivou 15xMDK

Pocetna Ca.m. * Stepen
(mg/kg) A B C Preostala Ca.m. (mg/kg) degradacije (%)"
7,61+0,01 6 0 - 5,98+0,13 21,4+1,7°
7,61+0,01 8§ 0 - 6,0+0,08 21,2+1,1°
7,61+0,01 10 0 - 6,07+0,07 20,14+0,9"
7,62+0,00 10 72 30 5,36+0,05 29,74+0,6"
7,61+0,01 10 24 30 5,72+0,05 24,840,6"
7,61+0,01 6 72 30 5,11+0,07 32,9+0,8"
7,60+0,00 6 24 30 5,64+0,05 25,9+0,7°
7,61+0,00 10 48 37 5,11+0,00 32.840,0"
7,61+0,00 10 48 23 5,22+0,09 31,4+1,1F
7,60+0,00 6 48 37 5,13+0,00 32,5+0,0°
7,62+0,00 6 48 23 5,21+0,00 31,6+0,0°
7,61+0,01 8 72 37 4,93+0,05 35,240,6"
7,6120,00 8§ 72 23 4,88+0,09 35,9+1,2"
7,6120,00 8 24 37 5,56+0,00 26,9+0,0°
7,62+0,00 8 24 23 5,65+0,11 25,941 4°
7,61+0,00 8 48 30 5,25+0,00 31,1+0,0"
7,61+0,00 8 48 30 5,31+0,05 30,2+0,7"
7,6120,00 8 48 30 5,33+0,08 30,0+1,1°

A—veli¢ina inokuluma (%); B—duzina fermentacije (h); C—temperatura (°C); *Ca.m.—koncentracija
aktivne materije; *izraZene vrednosti predstavljaju ukupnu degradaciju; vrednosti obelezene velikim
slovima znacajno se razlikuju od kontrole sa adekvatnom veli¢inom inokuluma (t test, p=0,05)

Prezentovani rezultati ispitivanja ukazuju da pri ovom nivou obogacivanja
bifentrinom, pod uticajem fermentacije sa S. cerevisiae dolazi do znatno manjeg
nivoa degradacije od maksimum 35,9 %, odnosno, uzimajuéi u obzir degradaciju
postignutu pre inokulacije od ~17 % (usled sterilizacije — tabela 19.1.1.), 1 spontanu
degradaciju pri od maksimum 3 % (7Tabela 19.1.4.), svega max ~16 % redukcije
prouzrokovane samim kvascem. Poredenjem dobijenih rezultata sa kontrolnim
uzorcima pre inokulacije uo€ava se da je, u slucaju koncentracije od 7,5 mg/kg,
postignuta degradacija pesticida pri svim fermentacionim parametrima statisticki
znacajno veca.

Znacajnosti efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija za degradaciju
bifentrina (15xMDK) prikazane su na grafikonu 19.2.2.17., a dodatni rezultati
optimizacije ispitivanih fermentacionih parametara u cilju odredivanja njihovih
optimalnih nivoa pri kojima se postize maksimalni stepen degradacije bifentrina

(15xMDK) prikazani su na grafikonu 19.2.2.18..
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Uticaj ferrmentacionih parametara (S. cerevisiae) na degradaciju bifentrina (7.5mg/kg)
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Grafikon 19.2.2.17. Pareto grafikon znacajnosti uticaja fermentacionih parametara

na degradaciju bifentrina (15xMDK) pri fermentaciji sa S. cerevisiae

Bifentrin 7.5 mg/kg - Saccharomyces cerevisiae
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Grafikon 19.2.2.18. Optimizacija kvasne fermentacije u pravcu postizanja najveceg

stepena degradacije bifentrina koncentracije 2,5 mg/kg (15xMDK)

I pri najvecoj ispitivanoj koncentraciji bifentrina, na stepen degradacije ovog
pesticida u toku fermentacije sa S. cerevisiae znacajno utice samo duzina trajanja
kvasne fermentacije, dok temperatura inkubacije, a narocito veliCina inokuluma,
nemaju efekta na ovaj odziv, $to pokazuju podaci prezentovani na grafikonu
19.2.2.17..

Maksimalna redukcija bifentrina od 35,5 % dostize se tek nakon 72 sata

fermentacije sa S. cerevisiae, ali ve¢ na temperaturi od 23 °C i uz inokulaciju na
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nivou od 6% (v/w), kao Sto moze da se vidi na grafikonu 19.2.2.18.. Dakle,
maksimalni, ali mali procenat degradacije, sa malim udeom uticaja samog kvasca u
ukupnoj redukciji, postize se na nizoj temperaturi, ali tek nakon znatno duZeg

trajanja fermentacije sa S. cerevisiae.

Uopsteno posmatrano, moze se zakljuciti da S. cerevisiae u velikoj meri utice
na redukciju bifentrina u pSenicnom supstratu, medutim ovaj efekat je znatno
izrazeniji samo u slu¢aju obogacivanja sa 0,5 1 2,5 mg/kg pesticida 1 iznosi 24-28 %.
U uzorcima obogacenim sa 7,5 mg/kg, kvasac u veoma maloj meri utice na redukciju
ostataka (~16 %). S obzirom da je poznato da do abioticke hidrolize bifentrina ne
dolazi ni u kiseloj, ni u neutralnoj, ni baznoj sredini, ocigledno je da je redukcija
koli¢ine rezidua u toku kvasne fermentacije prouzrokovana isklju¢ivo enzimatskom
aktivnoS¢u ovog mikroorganizma. Kada se rezultati porede sa rezultatima
degradacije bifentrina pod dejstvom laktobacila, moze se konstatovati da kvasac u
znatno manjoj meri ima sposobnost enzimatske razgradnje ovog pesticida, pri cemu
se trend smanjenja stepena degradacije sa porastom koncentracije kontaminacije
objasnjava ranije prezentovanim rezultatima o postojanju slabije inhibicije rasta S.

cerevisiae pri ve¢im kontaminacijama sa bifentrinom (7abela 16.2.3.).

Sumirajuci sve predhodne rezultate moZe se utvrditi da fermentacija pSenice sa
Saccharomyces cerevisiae dovodi do redukcije rezidua sva tri ispitivana pesticida.
Kada se posmatra ukupna degradacija u toku fermentativnog procesa, hlorpirifos-
metil je najpodloZniji redukciji koja dostize nivo od 93-98 %, nesto manja redukcija
zabelezena je kod pirimifos-metila (63-77 %), a najmanja kod bifentrina (36-49 %),
sa manje-viSe uniformnom pravilnoS¢u u opadanju degradacije sa porastom
koncentracije. Medutim, ako bi se izdvojio uticaj iskljucivo aktivnosti kvasca,
redosled je potpuno suprotan, pa tako S. cerevisiae u najveCoj meri degradira
bifentrin (16-28 %), neSto manje pirimifos-metil (3-30 %), a najmanje hlorpirifos-
metil (14-19 %). Sposobnost ¢elija S. cerevisiae da adsorbuju neorganske 1 organske
kontaminante kao $to su pesticidi dokazana je u brojnim publikacijama [208-212], a
vezuje se za polisaharide celijskog zida kvasca [213]. Ruediger 1 sar. (2005) su
takode pomenuli da je verovatno da do redukcije u koncentraciji pesticida dolazi
zbog adsorpcije ovih jedinjenja na celijske zidove mikroorganizama, a ne usled

njthove hemijske ili bioloSke degradacije [207]. Medutim, kako u ovom
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eksperimentu, u toku ekstrakcije fermentisanih uzoraka obogacenih pesticidima,
¢elije kvasca ostaju u ekstrakcionom supstratu, ako bi se odredena koli¢ina pesticida
1 adsorbovala na polisaharide ¢elijskih zidova, ona bi svakako bila ekstrahovana sa
ostacima, tako da je, kao Sto je Boethling (1993) joS ranije konstatovao [206],
redukcija koli€ine pesticida u ispitivanim fermentisanim uzorcima ocigledno
posledica bioloSke degradacije tj. enzimatske aktivnosti koja se javlja ili odmah ili
nakon odredenog perioda adaptacije mikroba na hemijsko jedinjenje. Ovoj teoriji u
prilog ide 1 to Sto je bifentrin, koji je najviSe degradiran pod uticajem kvasca, imao
od svih pesticida najmanje negativan efekat na njegov rast, kao 1 to Sto je veca
degradacija svih ispitivanih pesticida uglavnom zabelezena pri  manjim
koncentracijama kontaminacije u ¢ijem prisustvu je dostignuta veca brojnost Celija u
supstratu. Procenat kvasne degradacije pirimifos-metila (za razliku od
mlecnokiselinske) dostignut u ovom eksperimentu je tek neznatno veéi od
degradacije hlorpirifos-metila, Sto moze da se obrazlozi pH-zavisnom hemijskom
degradacijom ovih jedinjenja. Naime, s obzirom da pirimifos-metil viSe degradira u
kiseloj, a hlorpirifos-metil u baznoj sredini, a znajuci da se pH pSeni¢nog supstrata
pri kvasnoj fermentaciji Cesto nije spustala ispod 6, ne iznenaduje da je procenat

degradacije dostignut za oba pesticida na pribliznom nivou.

Na kraju, dobijeni rezultati degradacije ispitivanih pesticida pod dejstvom
mle¢nokiselinske 1 kvasne fermentacije u saglasnosti su sa brojnim publikacijama
koje jasno ukazuju na znacajnu ulogu mikroorganizama u degradaciji pesticida u
razli¢itim prehrambenim proizvodima [64,68,101,108-110,112-114,117-119,189,
202,203,207,214-216], a, sude¢i po dobijenim rezultatima, procesi fermentacije
pSenice sa L. plantarum 1 sa S. cerevisiae ispitivani u ovom eksperimentu mogu se
efikasno koristiti kao sredstvo za redukciju potencijalne kontaminacije pSenice sa
ispitivanim pesticidima iznad njihovih MDK vrednosti. Ovo je jo$S jedna potvrda
mogucnosti koriS¢enja ne samo tehnolosko zahtevnijih nego 1 jednostavnijih procesa
prerade hrane u svrhu smanjenja koli¢ine ostataka pesticida u prehrambenim
proizvodima, Sto svakako nudi Siroku perspektivu za pronalazak reSavanja problema

zdravstvene bezbednosti hrane.
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20. ZAKLJUCCI

U skladu sa ciljevima istrazivanja, a na osnovu prikazanih rezultata, izvode se
slede¢i zakljucci:

e  Eksponencijalna faza rasta L. plantarum u MRS bujonu u datim
laboratorijskim uslovima zavrSava se nakon 24 h na 30 °C, dok se eksponencijalna

faza rasta S. cerevisiae u YPD bujonu zavrSava nakon 5 h na 30 °C.

®  Optimizacijom fermentacija pSenicnog supstrata u laboratorijskim
uslovima utvrdeno je da se maksimalna efikasnost fermentacije sa L. plantarum
dostize nakon 72 h pri 30 °C i uz inokulaciju od 6% (v/w), a maksimalna efikasnost

fermentacije sa S. cerevisiae nakon 24 h pri od 37 °C 1 uz inokulaciju od 8% (v/w).

o [ L plantarum 1 S. cerevisiae slabo su osetljivi na prisustvo bifentrina u
podlogama za rast, dok prisustvo organofosfata u velikoj meri negativno utic¢e na rast
fermentativnih mikroorganizama u podlozi, pri ¢emu znacajnije na kvasac. Pirimifos-
metil za obe vrste mikroorganizama ima najveci negativan impakt na rast.

®  Prisustvo pirimifos-metila i1 hlorpirifos-metila, iako negativno uti¢e na
porast brojnosti L. plantarum u pSeni¢nom supstratu, ne odraZzava se negativno na
mlecnokiselinsku fermentaciju pSenice izrazenu kroz snizavanje pH vrednosti i
produkciju mlecne kiseline, dok prisustvo bifentrina u manjoj meri utiCe na oba

pokazatelja efikasnosti fermentacije.

®  Prisustvo sva tri ispitivana pesticida negativno utie kako na porast
brojnosti S. cerevisiae u pSeni¢nom supstratu, tako 1 na ukupnu kvasnu fermentaciju

pSenice izrazenu kroz snizavanje pH vrednosti i produkciju COs,.

®  (d tri testirane analiticke metode za pripremu uzoraka za odredivanje
ostataka ispitivanih pesticida u fermentisanim supstratima Metoda 2, odnosno
kombinacija florisila 1 smeSe etil-acetat:aceton=4:1, uz koriS¢enje 25 mL eluenta za
ispiranje  kolone, pokazala se kao najadekvatnija i1 odabrana je za pracenje
degradacije ispitivanih pesticida u toku fermentacije. Dobijeni prinosi ove metode su
93,0-96,0 % za pirimifos-metil, 82,8-88,2 % za hlorpirifos-metil 1 80,5-82,6 % za
bifentrin sa relativnim standardnim devijacijama od 2,2-3,5 %; 2,5-4,6 % 1 2,2-4,1

%, za ova tri pesticida.
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e  Sterilizacija pSenice obogacene ispitivanim pesticidima u najvecoj meri
dovodi do redukcije rezidua hlorpirifos-metila (max. ~79 %), znatno manje
pirimifos-metila (max. ~50 %), dok na smanjenje koncentracije bifentrina skoro da 1

nema uticaja (max. 18 %).

e U toku inkubacije na 23, 30 1 37 °C nakon 24, 48 1 72 h (bez prisustva
mikroorganizama) dolazi do spontane degradacije pirimifos-metila u proseku za max.

10 %, hlorpirifos-metila u proseku za max. 1,5 %, a bifentrina u proseku za max. 3

%.

e  Fermentacija pSenice sa Lactobacillus plantarum dovodi do redukcije
rezidua sva tri ispitivana pesticida, pri ¢emu je kada se posmatra ukupna degradacija
u toku fermentativnog procesa, hlorpirifos-metil najpodlozniji redukciji (88-93 %),
nesto manja redukcija zabeleZena je kod pirimifos-metila (71-82 %), a najmanja kod
bifentrina (35-65 %).

e Kada se posmatra uticaj isklju¢ivo aktivnosti L. plantarum, on u
najvecoj meri degradira bifentrin (15-44 %), neSto manje pirimifos-metil (10-27 %),
a najmanje hlorpirifos-metil (9-14 %).

e  Fermentacija pSenice sa Saccharomyces cerevisiae dovodi do redukcije
rezidua sva tri ispitivana pesticida, pri ¢emu je kada se posmatra ukupna degradacija
u toku fermentativnog procesa, hlorpirifos-metil najpodlozniji redukciji (93-98 %),
nesto manja redukcija zabeleZena je kod pirimifos-metila (63-77 %), a najmanja kod
bifentrina (36-49 %).

e Kada se posmatra uticaj isklju¢ivo aktivnosti S. cerevisiae, on u
najvecoj meri degradira bifentrin (16-28 %), neSto manje pirimifos-metil (3-30 %), a
najmanje hlorpirifos-metil (14-19 %).

® Degradacija pirimifos-metila 1 bifentrina  vea je u toku
mle¢nokiselinske fermentacije, dok je degradacija hlorpirifos-metila veca u toku

kvasne fermentacije pSenice.

®  Procesi fermentacije pSenice sa L. plantarum 1 sa S. cerevisiae mogu se
efikasno koristiti kao sredstvo za redukciju potencijalne kontaminacije pSenice sa

pirimifos-metilom, hlorpirifos-metilom i bifentrinom iznad njihovih MDK vrednosti.
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Prilog

Prilog 1. Dinamika rasta ¢elija Lactobacillus plantarum u MRS bujonu pra¢ena

merenjem promena absorbanci opticke gustine (O.D.s20nm) 1 brojnosti kolonija na

MRS agaru (CFU parametar)

Vreme (h) CFU/mL log;yCFU/mL 0.D. 620nm
0,0 327 x 10° 7,515 0,099
0,5 489 x 10° 7,689 0,104

1 499 x 10° 7,698 0,110
1,5 526 x 10° 7,721 0,118
2 535x 10° 7,728 0,132
2,5 626 x 10° 7,797 0,157
3 655 x 10° 7,816 0,186
3,5 712 x 10° 7,852 0,229
4 818 x 10° 7,913 0,274
4,5 104 x 10° 8,016 0,326
5 115x 10° 8,061 0,397
5,5 163 x 10° 8,213 0,474
6 206 x 10° 8,314 0,597
6,5 250 x 10° 8,398 0,714
7 342 x 10° 8,534 0,901
7,5 616 x 10° 8,790 0,961
8 736 x 10° 8,867 1,089
8,5 895 x 10° 8,952 1,182
9 948 x 10° 8,977 1,252
9,5 127 x 107 9,105 2,500
10 101 x 107 9,006 2,550
10,5 104 x 107 9,018 2,680
11 128 x 10’ 9,109 2,940
11,5 132 x 107 9,120 2,930
12 146 x 107 9,165 3,020
18 208 x 107 9,318 3,760
24 234x 10’ 9,369 4,940
25 254 x 107 9,404 5,210
26 265 x 10’ 9,423 5,210
27 272 x 107 9,435 5,240
28 282 x 107 9,450 5,240
29 254 x 107 9,405 5,280
30 248 x 107 9,394 5,330
31 238 x 10’ 9,376 5,350
32 230x 10’ 9,361 5,390
48 131 x 10’ 9,117 5,380
50 105 x 107 9,021 5,350
52 589 x 10° 8,770 5,300
54 422 x 10° 8,625 5,270
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Prilog

Prilog 2. Dinamika rasta ¢elija Saccharomyces cerevisiae u YPD bujonu prac¢ena

merenjem promena absorbanci opticke gustine (O.D.s20nm) 1 brojnosti kolonija na

YPD agaru (CFU parametar)

Vreme (h) CFU/mL log;yCFU/mL 0O.D. 620nm
0,0 395x10* 6,597 0,030
0,5 330x10* 6,518 0,028

1 795x10" 6,900 0,034
1,5 130x10° 7,114 0,044
2 200x10° 7,301 0,060
2,5 312x10° 7,494 0,083
3 625x10° 7,796 0,135
3,5 275x10° 8,439 0,219
4 275x10° 8,439 0,338
4,5 470x10° 8,672 0,484
5 725%10° 8,860 0,693
5,5 740x10° 8,869 0,840
6 775%10° 8,889 0,913
6,5 780x10° 8,892 0,952
7 775%10° 8,889 0,999
7,5 772x10° 8,888 1,037
8 765x10° 8,884 1,064
8,5 753x10° 8,877 1,112
9 750x10° 8,875 1,161
9,5 710x10° 8,851 1,208
10 665x10° 8,823 1,275
10,5 620x10° 8,792 1,326
11 930x10’ 8,868 1,399
11,5 801x10’ 8,903 1,469
12 702x10’ 8,845 1,519
18 651x10’ 8,813 1,634
24 403x10° 8,602 1,696
25 292x10° 8,465 1,842
26 107x10° 8,029 1,683
27 55x10° 7,740 1,668
28 42x10° 7,623 1,665
29 35x10° 7,544 1,664
30 25x10° 7,398 1,659
31 25x10° 7,398 1,653
32 25x10° 7,398 1,658
48 11x10° 7,041 1,645
50 10x10’ 7,000 1,637
52 0 0 1,630
54 0 0 1,627
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Ipuaor 1.

M3jaBa o ayTopcTBY

IMornucanu-a Hophesuh Tujana
Opoj uHmeKca

UzjaBmbyjem

Jla je MOKTOpCKa AYcepTalHja Mo HacJI0BOM
YTuuaj hepMeHTaiuje Ha Aerpajauujy ocraTaka necTuuuaa y depmMeHTHCAHAM

MPOU3BOAKMA O/ KUTa

pe3yiTat CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT pana,

JIa TPe/IoKeHa TUCepTaLyja y LeIMHN HI Y JIEOBUMA Hije OWia MpeioxkeHa 3a nobujame OHUIO
KOje JMMIOMe TpeMa CTYIHjCKHM NMPOrpaMyma ApyriX BUCOKOIIKOJICKHX yCTaHOBa,

Ja Cy pe3y.1TaTh KOPEKTHO HaBEACHH U

/1@ HECaM KPILIHO/Ta ayTOpCKa MpaBa M KOPHCTHO MHTENIEKTYallHy CBOJUHY APYTUX JHLLA.

IMoTnuc OKTOpaHaa

@OKC/@% | %/d(/a

Y Beorpay, 2540 2013.




Ipuaor 2.

VlsjaBa O UCTOBETHOCTHU LUTaMMNaHe U efieKTPOHCKe Bepsuje AOKTOPCKOr paaa

WUme u nipesume aytropa Tujana Hophesuh

bpoj nnnexca

Cryaujcky nporpaM BHOXeMHCKO HHKEHEPCTBO H OHOTEXHOJIOTH]|A

Hacnop paza YTunaj depmenTtanuje Ha Aerpagaumjy 0CraTaka necTHUMAA v depmeHTHCAHUM

Nnpou3BoAMMA O/ /KHUTA

Meuntop npod [Ap Cnapuua Ilunep-Mapunkosuh

[Totnucanw/a Tujana Hophesuh

UsjasbyjeM 1a je WITavIiaHa Bep3Mja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA eJIEKTPOHCKOj BEP3HjH KOjy
cam nperao/na 3a objapsbHBame Ha nopranty JIMIHTAJHOT PENO3HTOPHjyMa YHuBep3uTera y
Beorpany.

Jlo3BosbaBaM 7a ce ofjaBe MOjU JIMYHM TMOJALM BE3aHHM 32 J100Mjame aKaJeMCKOr 3Baiba NOKTOpa
HayKa, Kao ITO Cy NME U MIpe3nMe, TOIUHA i MEcTo pohjera 1 1aTym oabpaHe paja.

OBM NMYHM TMOJAlld MOTY ce O00jaBUTH HA MPEKHWM CTpaHHL@Ma IUTUTaTHE oubnuoteke, y
€IEKTPOHCKOM KaTaslory W y mybauKauujama YHusep3uteta y beorpany.

IMoTnuc AOKTOPaHAA

W 0] -
e Joedenc Dy
AV




IMpuuor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Osnamhyjem Yuusepsutercky 6ubanorexy ,,Cerosap Mapkosuh na y Jlururantu PEno3UTOPHjyM
VHusepsutera y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALM]Y TIO HACTIOBOM:

YTHuaj hepmenTauuje Ha Aerpajauijy 0cTaTaKa necTHUHAa Y GepMeHTHCAHUM

NpoU3BOAMMA 01 KUTaA

KOja je Moje ayTOpCKO AeJIo.

JlicepTaiujy ca CBHM NpPWIO3HMa NpPeao/1a cam y eNeKTPOHCKOM (opmaTy NOToIHOM 3a TpajHoO
apXuBUpaHE.

Mojy HOKTOpCKY AMCEpTalujy NoXpamweHy y JMrutanHu penosuTopujyM YHuBep3uteTa y beorpany
MOTY [Ia KODMCTE CBM KOjH MOLITYjy ompenbe canpxkane y O1adpaHOM THIY JIMLEHLE KpeatuBHe
3ajennuie (Creative Commons) 3a Kojy cam Ce OLTy4HO/J1a.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIHjATHO

3. AyTopcTBO — HEKOMepLMjaIHO — 6e3 mpepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIH]aJTHO — NETIUTH M0/l HCTHM YCJIOBHMA
5. AytopcTtBo — 6€3 mpepazne
6. AYTOPCTBO — [ENUTH NOJ HCTHM yCIOBUMA

(MonuMO 112 320KpYXKMTE Camo jeHy O]l eCT NOHyheHHX JIMLEHLH, KpaTaK OMKC JIXLCHLHA 1aT je Ha
noJjiehuHM ucTa).

IMoTnuc 10OKTOpaHAa

V beorpany, .25 10 QOU

oedne 7\2,&4/@



