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SAZETAK

Napad kukaca unutar skladisnih objekata glavni je problem u industriji ljudske
i Zivotinjske hrane. Infekcije kukcima u skladisnim sustavima mogu dovesti do
ekonomskih gubitaka od 9 do 20 %. Prisutnost kukaca i njihovi ostatci u zrnu i
drugoj uskladiStenoj hrani predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi i stoke.
Trenutno se Stetnike u skladisnim prostorima suzbija kombinacijom razli¢itih
mjera, od CciS¢enja i hladenja do tretmana uskladiStenog materijala s
kontaktnim insekticidima ili fumigacijom. Brojnost raspolozivih pesticida za
tretiranje zrna i drugih uskladistenih proizvoda smanjuje se, a njihova
ekotoksikoloSka svojstva povecavaju zabrinutost potrosaca i drusStva zbog
zaStite okolisa i sigurnosti, naglasavajuéi potrebu za alternativnim mjerama
suzbijanja Stetnika. Jedna je od potencijalnih mjera uporaba ozona. lako
mehanizam djelovanja ozona na kukce nije u potpunosti poznat, diSni sustav
kukaca ciljano je podrucje djelovanja. Glavni cilj ovoga istrazivanja bio je
utvrditi u€inkovitost ozona u suzbijanju razlicitih vrsta kukaca. Istrazivanje je
provedeno na Sest razliCitih vrsta kukaca koji su bili u razli¢itim stadijima
razvoja (odrasli: Blatta lateralis, Blaptica dubia, Gryllus campestris; li¢inke:
Pachnoda sinuata flaviventris, Tenebrio molitor i Zophobas morio). Rezultatima
je utvrdeno Stetno djelovanje ozona na kukce. Najveca ucinkovitost ozoniranja
utvrdena je kod kukaca kod kojih su ozonirane odrasle jedinke, a vrlo mala ili
nikakva ucinkovitost utvrdena je na tretiranim li¢inkama. Ucinkovitost ozona
povecava se s povecanjem trajanja ozoniranja. Rezultati ovog istrazZivanja
sugeriraju da ozoniranje ima potencijal da postane realan izbor u suzbijanju
Stetnih organizama u skladisSnim sustavima sirovina za ljudsku i Zivotinjsku
prehranu ili gotovih proizvoda, samostalno ili kao nadopuna drugim
metodama.
Kljucne rijeci: skladisni Stetnici, ozon, ozoniranje, mortalitet, u¢inkovitost
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OZONE EFFICIENCY IN INSECT SUPPRESSION
SUMMARY

Insect infestation within stored product facilities is a major concern to the
animal and human food industry. Insect infestation in storage systems can
result in economic losses of up to 9 till 20 %. Furthermore, the presence of
insects and their remains in grain and stored food may pose a health risk to
humans and livestock. At present, pests in commercial storages are managed
by a combination of different methods ranging from cleaning and cooling to
treatment of the stored material with contact insecticides or fumigation. The
available pesticides for treatment of grain and other stored products are
decreasing, owing in some cases to environmental and safety concerns among
consumers and society, thus emphasizing the need for alternative pest control
methods. One of the potential methods is the use of ozone. Although the
mechanism of ozone action on insects is not completely known, the insect’s
respiratory system is a likely target. The main goal of this investigation was to
determine efficacy of ozone in suppression of different insect pests. The
investigation has been conducted on six different insect species which were in
different growing stages (adults: Blatta lateralis, Blaptica dubia, Gryllus
campestris; larvae: Pachnoda sinuata flaviventris, Tenebrio molitor and
Zophobas morio). The results have shown the harmful effects of ozone on
insects. The maximum efficiency of ozonation was found in insects where
adults have been treated and a very small or no efficacy was found in the
treated larvae. Ozone efficiency increased with increasing ozone exposure. The
results of this investigation suggest that ozone has the potential to become a
realistic choice in suppressing harmful insects in storage systems for human
and animal nutrition, either alone or as a complement to other methods.

Key words: storage pests, ozone, ozonation, mortality, efficiency

uvoD

Napad kukaca unutar skladi$nih objekata glavni je problem u industriji ljudske
i Zivotinjske hrane. Skladisni sustavi (silosi, skladista, kontejneri) savrsena su
staniSta za kukce koji se hrane uskladistenom hranom: zasSti¢eni su od
vremenskih ekstrema, imaju neograni¢en pristup izvoru hrane i Zive
neometano (Pimentel, 1991). Gubitci zbog ostecenja uskladistene hrane
uzrokovani ishranom kukaca te kontaminacijom mikotoksinima mogu
premasiti 500 milijuna dolara godisnje (Harein i Meronuck, 1995). Napadi
kukaca u skladisSnim prostorima mogu dovesti do ekonomskih gubitaka od 9 %
u razvijenim zemljama, a do 20 % u zemljama u razvoju. Nadalje prisutnost
kukaca i njihovi ostatci u zrnu i drugoj uskladistenoj hrani predstavljaju
opasnost za zdravlje ljudi i stoke (Hansen, 2008). Trenutno se Stetnici u
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skladisnim prostorima suzbijaju kombinacijom razli¢itih mjera, od ciS¢enja i
hladenja do termi¢ke obrade uskladistenog materijala s kontaktnim
insekticidima ili fumigacijom. Jaja i li¢inacki razvojni stadiji najéesée nisu
izravno pogodeni kontaktnim insekticidima. Fumigacija djeluje na te razvojne
stadije, ali je problemati¢na jer ima visoku toksi¢nost te velik potencijal za
razvoj rezistentnih sojeva Stetnih kukaca (Rees, 1996). Brojnost raspoloZivih
pesticida za tretiranje zrna i drugih uskladistenih proizvoda iz godine u godinu
se smanjuje, a njihova ekotoksikoloska svojstva povecavaju zabrinutost
potrosaca i drustva zbog zastite okolisa i sigurnosti, naglasavajuci potrebu za
alternativnim mjerama suzbijanja Stetnika. Osim u skladiSnim sustavima,
kontejneri u kojima se transportira i izvozi ljudska i Zivotinjska hrana, ali i
ukrasno bilje, potencijalna su mjesta zaraze brojnim Stetnicima. Dok se voce i
povrce uglavnom tretira prije izvoza kako bi se unistili Stetnici (kao $to su voc¢ne
muhe) koji mogu biti prisutni u samom plodu, vecina ukrasnih biljaka otprema
se bez obrade ako se vizualno ne primijete Stetnici (van Gorsel, 1994). Zbog
takvog pristupa i Sirokog raspona Stetnika koji napadaju robu pripremljenu za
izvoz, utvrdivanje Stetnika na uvezenim ukrasnim proizvodima cesto je, a
napadnuta roba mora biti vraéena, tretirana ili unistena. Standardni tretman u
karanteni biljnog materijala bio je fumigacija s metil bromidom (Shelton i sur.,
1996). Medutim, upotreba metil bromida zabranjena je 1995. jer je
medunarodna konvencija ovaj fumigant povezala sa smanjenjem zastitnog
sloja ozona prisutnog u stratosferi zemlje (Johnson i sur., 1998).

Zbog navedenih ogranicenih mogucénosti suzbijanja Stetnika u skladisnim i
transportnim sustavima te velikim potencijalom razvoja rezistentnosti kukaca
na insekticide (Zettler i sur., 1989; Zettler i Cuperusi, 1990; Benhalima i sur.,
2004), potrebne su nove mjere, tj. metode suzbijanja kukaca. Jedna od
potencijalnih mjera je uporaba ozona koji se pokazao ucinkovitim u
malobrojnim test- istrazivanjima (Erdman, 1980; Strait, 1998; Kells i sur., 2001;
Leesch, 2003; Zhanggui i sur., 2003; Isikber i Oztekin, 2009). lako mehanizam
djelovanja ozona na kukce nije u potpunosti poznat, disni sustav kukaca ciljano
je podruéje djelovanja (Tiwari i sur., 2010). Ozon je vrlo reaktivan i oSteduje
stanicne membrane organizama uzrokujuéi oksidativni stres. Kada ozon ude u
stanicu, on oksidira sve bitne komponente (enzime, proteine, DNA, RNA). Kako
se membrana osteti tijekom ovog procesa, stanica se raspada i organizam
ugiba (Hollingsworth i Armstrong, 2005; EPPA, 2018; Lenntech, 2019).

Ozon (03) plin je sastavljen od triju atoma kisika i prirodno se javlja u malim
koli¢éinama u gornjoj atmosferi te maksimalne koncentracije ne prelaze 0,001
%. Ozon ima poluZivot 20 - 50 minuta, brzo se raspada u dvoatomski kisik (O,)
te ima prirodnu komponentu u atmosferi (Msayleb, 2015). Raspadanjem u O,
oslobada se jedan atom kisika koji je visoko reaktivan (NASA, 2016). Ovaj
pojedinacni slobodni kisik reagira sa stanichom membranom organizama i
narusava njenu normalnu stani¢nu aktivnost (EPPA, 2018). Ako se ozon spoji s
hlapljivim organskim spojem u zraku, slobodni atom kisika reagira s njim
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uklanjajuc¢i mirise (EPPA, 2018). Buduci da se ozon moze lako generirati na
mjestu tretmana samo pomocu struje i zraka, on nudi nekoliko sigurnosnih
prednosti u odnosu na kemijske pesticide. Prvo - ne postoje skladista otrovnih
kemikalija ni opasnosti kemijskog mijeSanja ili zbrinjavanja preostalih pesticida
i ambalaznog otpada (Law i Kiss, 1991). Drugo - s kratkim vremenom
poluraspada, vraca se natrag u kisik koji se pojavljuje u prirodi ne ostavljajuci
nikakav ostatak na proizvodu. Treée - ako je potrebno, moze se neutralizirati
ozon termicki aktiviranim ugljenom i katalitickim smanjenjem emisije (Law i
Kiss, 1991). Za Siru primjenu ozon se definira kao vrlo reaktivan i snazan
oksidirajuci agens te ga je 1982. Americka drzavna agencija za zastitu okolisa
(US-EPA) (Cosmed Group, Inc., 2004) klasificirala kao "GRAS" (Generally
Recognized As Safe = opcenito priznat kao siguran). U lipnju 2001. g. americka
Uprava za hranu i lijekove odobrila je uporabu ozona kao "antimikrobnog
sredstva za lijeCenje, skladistenje i preradu hrane u plinovitim i vodenim
fazama". Ozon je takoder odobren od USDA u preradi organske hrane (Cosmed
Group, Inc., 2004) i vrlo je dobro poznat prehrambenoj industriji. Odavno se
koristi u preradi hrane za dezinfekciju, uklanjanje mirisa, okusa i boje (Legeron,
1984; Suffet i sur., 1986; EPA, 1999; Kim i sur., 1999). Sirom svijeta ozon se
koristi za prociS¢avanje pitke vode, unistavanje bakterija, osvjezavanje prostora
i smanjenje onecis¢enja aflatoksinima (Prudente i King, 2002; Sopher i sur.,
2002; Inan i sur., 2007; Tiwari i sur., 2010; White i sur., 2010). Novije je
koriStenje ozona u poljoprivredi. Potencijalne primjene ukljucuju smanjenje
mirisa u industriji peradi, uklanjanje mirisa lagune za otpad od uzgoja svinja i
smanjenje patogena u skladistenju grozda, krumpira i luka. Dodatne koristi
ukljucuju redukciju plijesni i mikotoksina i kontrolu mirisa hrane. Osim nekoliko
objavljenih radova 1960-ih i 1980-ih godina, malo se zna o ucincima ozona na
gljivice (Dollear i sur., 1968; Rich i Tomlinson, 1968; Maeba i sur., 1988), a jos
manje se zna o utjecaju ozona na kukce. Prije 1980. godine toksi¢nost je ozona
istraZzivana na Stetnim kukcima u polju te vrlo malo na kukcima u skladiStima
(Strait, 1998; Kells i sur., 2001; Leesch, 2003; Zhanggui i sur., 2003; Isikber i
Oztekin, 2009). U posljednjih nekoliko godina istraZivala se toksi¢énost ozona na
Stetnike uskladistene robe (silosi i kontejneri). Ucinkovitost je istraZivana u
nekoliko laboratorijskih i terenskih studija. Te su studije pokazale toksi¢ni
ucinak ozona na skladisne kukce. Medutim, mnogo je nedosljednosti u
objavljenim izvjes¢ima koji su saZeti u nastavku.

Prethodna su istraZzivanja pokazala da tretmani ozonom mogu Stetno
djelovati na skladiSne Stetnike Zitarica iz reda Coleoptera: kukuruznog Ziska
(Sitophilus zeamais; Motsch), rizinog Ziska (S. Oryzae; L), crvenog brasnara
(Tribolium castaneum; Herbst)) i iz reda Lepidoptera: bakrenastog moljca
(Plodia interpunctella; Hiibner), brasnenog moljca (Ephestia kuehniella; Zeller),
(Strait, 1998; Kells i sur., 2001; Leesch, 2003; Zhanggui i sur., 2003; Isikber i
Oztekin, 2009). Ozon je takoder pokazao potencijal u suzbijanju sojeva kukaca
rezistentnih na fosfin (Sousa i sur., 2008; E i sur., 2017). Djelovao je
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smrtonosno na kukce koji se hrane na zrnu i u zrnu. Studije su pokazale da je
najotporniji stadij kukca u prijasnjim istraZivanjima bilo jaje (Leesch, 2002;
Bonjour i sur., 2011; Hansen i sur., 2012). Takoder je ustanovljena razlicita
razina osjetljivosti izmedu stadija li¢inke, kukuljice i odraslih oblika. Bonjour i
sur. (2011) i Hansen i sur. (2012) utvrdili/ustanovili su da su kukuljica i odrasli
razine osjetljivosti licinka i kukuljica T. castaneum na ozon te je
utvrdio/ustanovio da su mladi stadiji licinka i vrlo mlade kukuljice osjetljivi na
primjenu ozona (Takigawa i sur., 2011). Doza ozona i vrijeme izloZenosti koje
dovodi do 100 %-tnoga mortaliteta nisu se razlikovali kod mladih, srednje
starih i starih li¢inka jedanaest istrazivanih vrsta kukaca (Hansen i sur., 2012).
Opcenito u svim istrazivanjima smrtnost je kukaca bila veéa kada su kukci
ozonirani te ostavljani bez dostupnosti hrane. Kada su imali hranu na
raspolaganju, ozon je najmanje ucinkovit bio na odraslim kukcima, a
najucinkovitiji je bio u suzbijanju li¢inka (Mahroof i sur., 2018).

Osim klasi¢nih Stetnika uskladistene robe iz redova Coleoptera i Lepidoptera,
velike probleme u tzv. zatvorenim sustavima (skladista, silosi, kontejneri i sl.)
pri¢injavaju i Zohari koji mogu biti prijenosnici raznih patogena, bakterija,
virusa, plijesni (Cochran, 1985; Tian, 2015). U radu Tian (2015) istraZivana je
ucinkovitost ozona u suzbijanju smedeg Zohara (Blatella germanica L.) koji je
razvio rezistentnost na sve primjenjivane insekticide (Cochran, 1985;
Buczkowski i sur., 2001; Appel, 2003; Wang i sur., 2004; Buczkowski i sur.,
2008; Gondhalekar i sur., 2011). Eksperimentima je utvrdeno da odrasle
Zohare suzbija ozoniranje u trajanju od 18 sati. Jaja Zohara izuzetno su otporna,
ali je ipak njihova smrtnost utvrdena nakon ozoniranja u kontinuiranom
trajanju od 24 sata (Tian, 2015). Autor navodi razloge zasto su Zohari, za razliku
od drugih sStetnika skladisnih sustava, tolerantniji na ozon. Prvi je razlog njihova
veli¢ina u odnosu na druge kukce Stetne u skladisnim prostorima, drugi razlika
u koli¢éinama udahnutog plina te u konacnici postoje i razlike u ekspresiji i
aktivnosti antioksidativnih enzima u Zohara i drugih Stetnika uskladistenog
zrna, Sto u konacnici dovodi do razli¢ite tolerancije na ozon kod ovih dviju
kategorija Stetnika (Tian, 2015).

Veda istrazivanja uporabe ozona u suzbijanju kukaca u Europi nisu provodena
(jedino istrazivanje u Danskoj: McDonough i sur., 2011), a rezultati americkih i
azijskih istraZitelja usko su vezani na Stetne kukce u skladistima Zitarica, te su
rezultati cesto medusobno kontradiktorni. Pregledom literature vrlo je malo
evidentiranih radova na drugim vrstama kukaca (jedna vrsta Zohara, usi i
tripsa). Stoga je ovo istrazivanje prvo ovakvog tipa u Republici Hrvatskoj te
medu prvima u Europi, a pitanje na koje smo traZili odgovor glasi: MozZe li
primjena ozona biti nova strategija u suzbijanju Stetnika? IstraZivanje polazi od
hipoteze da ozon djeluje Stetno na razliCite vrste kukaca te predstavlja
alternativu kemijskom suzbijanju. Cilj je rada bio utvrditi u¢inkovitost ozona u
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suzbijanju razlicitih vrsta kukaca te utvrditi potrebno vrijeme izloZenosti ozonu
za postizanje zadovoljavajuceg mortaliteta (> 95 %) kukaca.

MATERUALI | METODE RADA

Istrazivanje je provedeno u laboratoriju Zavoda za poljoprivrednu zoologiju
od sije¢nja do ozujka 2019. godine. Temperatura laboratorija bilaje 24 +2 °C, a
vlaga zraka 30 - 40 % u cijelom razdoblju istrazivanja.

Ozonator

Za ozoniranje koristen/uporabljen je ozonator tvrtke Tiens d. o. 0. model
DiCHO. Uredaj koristi elektri¢ni naboj kako bi transformirao O; iz zraka u O3 —
ozon. Izlazna je snaga ozona 150 mg/h (Tiens, 2019). Ta izlazna snaga ozona
stvara 2,5 mg ozona u litri vode, odnosno 0,001 ppm ozona u litri zraka (Tiens,
2019). Vaino je napomenuti da se radi o kolicini koja je prirodno prisutna u
viSim slojevima atmosfere i potpuno je nestetna za ljude (0,040 - 0,100 ppm
maksimalno su dopustene koncentracije za primjenu u ljudskoj prisutnosti:
Lenntech, 2018). Kako se radi o vrlo malom ozonatoru ograni¢ene uporabe
(primarno registriranom za dezinfekciju hrane i vode: Tiens, 2019), izlaznu
koli¢éinu ozona nije bilo moguée mijenjati te je vremenska izloZzenost ozonu
definirala i koli¢inu uporabljenoga ozona u varijantama pokusa.

Kukci i ozoniranje

Za istrazivanje su nabavljeni kukci iz uzgoja od tvrtke ,EGZOTIKA SHOP“,
Tratinska 22, Zagreb. Kako je istrazivanje provedeno tijekom zimskih mjeseci,
nisu se mogle koristiti prirodne populacije kukaca, a dostupnost Zivoga
materijala na trzistu vrlo je ogranicena. Za istrazivanje je odabrano Sest vrsta
kukaca razli¢itih razvojnih stadija iz triju razlic¢itih redova koji predstavljaju
vazne Stetnike za poljoprivredu i Covjeka. Varijante u pokusu za svaku vrstu
kukca bile su vremenska izloZzenost ozonu od 30, 60, 90, 120, 240 i 360 minuta i
kontrolna varijanta (bez ozona). Svaka je varijanta tretirana u Cetiri
ponavljanja, a u svakom ponavljanju bilo je po 10 jedinka kukaca. Ukupno u
drugoj fazi istrazivanja bilo je 1680 kukaca, odnosno 280 kukaca pojedine vrste.
Sistematski opis vrsta, stadij razvoja i broj kukaca tevarijante pokusa prikazani
su u tablici 1.
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Tablica 1. Opis istrazivanih vrsta kukaca i stadij razvoja podvrgnut ozoniranju
Table 1 Description of the insect species and the stage of development
exposed to ozonation

Red Porodica Vrsta (lat.) Vrsta (hrv.) Stadij

Blattodea Blattidae Blatta lateralis turski Zohar odrasli
Blattodea Blattidae Blaptica dubia Zohar dubija odrasli
Orthoptera  Gryllidae Gryllus campestris poljski zrikavac odrasli
Coleoptera  Scarabaeidae Pachnoda sinuata vocni kornjas licinke

flaviventris

Coleoptera  Tenebrionidae  Tenebrio molitor veliki brasnar licinke
Coleoptera  Tenebrionidae = Zophobas morio brasnar fobas licinke

Ozoniranje je provedeno u za tu svrhu izradenoj plasti¢noj komori dimenzija
50 cm x 30 cm. Na vrhu komore izraden je otvor kroz koji je uvedena cijev
ozonatora kroz koju se upuhuje ozon. Kukci po varijantama stavljani su u male
plasti¢ne posudice koje su na poklopcima imale izbuSene otvore da ozon moze
slobodno prolaziti u cijelom prostoru komore. Nakon provedenog ozoniranja
svi su kukci preseljeni u posudice u kojima su imitirani uvjeti njihovih prirodnih
staniSta (za brasnare posude s brasnom i piljevinom, za li¢inke kornjasa posude
s tlom, za zrikavce minikavezi s grancCicama i liSéem, za Zohare treset).
Mortalitet na svim ponavljanjima svih varijanta ocitavan je prvi, drugi, tredi,
sedmi, deseti i petnaesti dan nakon ozoniranja. Tijekom cijelog razdoblja
oCitavanja svim je kukcima ponudena njihova prirodna hrana na kojoj su i
uzgojeni. U tablici 2 prikazana je ukupna koli¢ina ozona koja je ispustena u
komoru te kojoj su bili izloZeni kukci u vremenu tretiranja (izloZzenosti).

Tablica 2. Primijenjena koli¢ina ozona po varijantama
Table 2 The amount of ozone applied in variants

Varijante u pokusu

- Ukupna koli¢ina ozona Primijenjena koncentracija
(izloZzenost ozonu u

minutama) po varijanti (mg) ozona u zraku (ppm)
30 75 0,0005
60 150 0,001
90 225 0,0015
120 300 0,002
240 600 0,004
360 900 0,006
kontrola - -
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Analiza podataka

U cijelom razdoblju istraZzivanja ocitavan je mortalitet kukaca u svakom
ponavljanju svake varijante te je temeljem postotka mortaliteta izracunata
ucinkovitost ozona koristenjem formule po Abbot-u
(Abbot, 1925). Ucinkovitosti svih varijanta podvrgnute su analizi varijance
(ANOVA) kako bi se odredila razlika u djelovanju ozona na kukce u razli¢itim
vremenima izloZenosti. Koristen je Duncanov test usporedbe srednjih
vrijednosti. Statisticka obrada podataka obavljena je pomodu statistickog
programa ARM 9® GDM software, Revision 9.2014.7 (Gylling Data
Management Inc., 2015).

REZULTATI

Ucinkovitost ozona u suzbijanju Zohara

Istrazivana je ucinkovitost ozona na odrasli stadij dviju vrsta Zohara: turski
Zohar Blatta lateralis i Zohar dubija Blaptica dubia.

Rezultati ozoniranja turskog Zohara pokazali su malu ucinkovitost prvi i drugi
dan nakon ozoniranja. Tre¢i dan od ozoniranja zabiljeZzena je smrtnost od 75 %
i to na varijanti najduze tretiranoj ozonom (360 minuta). Do kraja pokusa
znacajno najveca ucinkovitost ozona na turskog Zohara zabiljezena je na
varijanti tretiranoj 360 minuta (tablica 3). Deseti dan od ozoniranja na toj
varijanti zabiljeZzen je 100 %-tni mortalitet jedinka. Na varijantama tretiranima
manjeod 2 sata ustanovljeni mortalitet nije bio iznad 45 %. Na varijanti
tretiranoj 240 minuta do kraja istrazivanja nije ustanovljen mortalitet veci od
65 %. Iz rezultata se vidi da se ucinkovitost ozona na turskog Zohara povecavala
sukladno povecanju trajanja izloZzenosti ozonu.

Tablica 3. Ucinkovitost ozona u suzbijanju vrste Blatta lateralis
Table 3 Ozone efficacy in Blatta lateralis suppression

Trajanje Dani nakon ozoniranja
Kukac ozoniranja
(minute) 2. 3. 7. 10. 15.
Blatta 30 0,00 b* 0,00d 0,00 f 5,00 f 14,87 e 19,98 e
lateralis 60 0,00b 10,00 c 10,00 e 10,00e 10,00 f 10,00 f
90 0,00 b 9,75¢ 19,98¢c 3500c 35,00d 39,92d
120 0,00 b 10,00c  14,97d 27,50d 44,98c 44,98 ¢
240 0,00 b 40,00b  40,00b 5500b 65,00b 65,00 b
360 10,00 a 50,00 a 74,96 a 90,00a 100,00a 100,00 a
LSD p=0,05 0,502** 2,378 1,575 3,984 1,967 1,816

*Vrijednosti oznacene istim slovom u istom stupcu pripadaju u isti rang temeljem testa
visestrukih rangova po Duncan-u (P>0,05)

**LSD je utvrden usporedbom ucinkovitosti ozona izmedu duZine trajanja ozoniranja
za svako ocitavanje
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U tablici 4 prikazani su rezultati ozoniranja na vrstu Zohara dubija. Ni jedna
varijanta ni u jednom razdoblju ocitavanja nije pokazala zadovoljavajuéu
ucinkovitost ozona na mortalitet ove vrste. Maksimalan mortalitet od 15 %
ustanovljen je na varijanti tretiranoj 240 minuta i to drugi dan od ozoniranja, i
taj se mortalitet nije povecavao do kraja pokusa. Znacajno najveéa ucinkovitost
petnaesti dan od ozoniranja ustanovljena je na varijantama tretiranima 30, 120
i 240 minuta, medutim te ucinkovitosti ne prelaze 15 % Sto se ne smatra
znacajnim u suzbijanju bilo koje vrste kukaca.

Tablica 4. Ucinkovitost ozona u suzbijanju vrste Blaptica dubia
Table 4 Ozone efficacy in Blaptica dubia suppression

Trajanje
Kukac ozoniranja Dani nakon ozoniranja
(minute)
1. 2. 3. 7. 10. 15.
Blaptica 30 0,00 b* 498b 0,00 c 10,00b 10,00 b 14,93 a
dubia 60 5,00 a 498b 4,24 b 5,00c 9,95 b 9,95 b
90 0,00 b 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00d 0,00d 0,00 ¢
120 0,00 b 0,00 c 0,00 c 5,00 c 9,80 b 14,83 a
240 0,00 b 15,00 a 15,00 a 15,00 a 15,00 a 15,00 a
360 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00d 4,81 c 9,95 b
LSD p=0,05 1,811** 0,773 3,085 2,190 2,615 2,763

* Vrijednosti oznacene istim slovom u istom stupcu pripadaju u isti rang temeljem
testa visestrukih rangova po Duncan-u (P>0,05)

**1SD je utvrden usporedbom ucinkovitosti ozona izmedu duZine trajanja ozoniranja
za svako ocitavanje

U¢inkovitost ozona u suzbijanju brasnara

Istrazivana je ucinkovitost ozona na zadniji licinacki stadij dviju vrsta brasnara:
veliki brasnar Tenebrio molitor i brasnar fobas Zophobas morio.
Na li¢inke velikog brasnara znacajno najveda ucinkovitost ustanovljena je na
varijantama ozoniranima u trajanju od 360 minuta, Sto je zabiljezeno u svim
terminima pracenja (tablica 5). Deseti dan od ozoniranja 95 % li¢inka uginulo je
na varijanti ozoniranoj 360 minuta, dok je na vecini ostalih varijanta tek deseti
dan od ozoniranja ustanovljeno ugibanje brasnara. Izmedu ostalih varijanta
nisu zabiljeZzene razlike u cijelom pokusu.
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Tablica 5. Ucinkovitost ozona u suzbijanju vrste Tenebrio molitor
Table 5 Ozone efficacy in Tenebrio molitor suppression

Trajanje Dani nakon ozoniranja
Kukac ozoniranja
(minute) 2. 3. 7. 10. 15.
Tenebrio 30 0,00c 0,00c 5,00c 5,00 c 10,00 ¢ 10,00d
molitor 60 0,00 c 0,00 c 0,00d 0,00d 4,98 d 19,84 ¢
90 0,00 c 0,00 c 0,00d 0,00d 498d 19,84 ¢
120 0,00 c 0,00 c 0,00d 0,00d 5,00d 5,00e
240 10,00 b 14,99 b 29,90 b 39,92 b 39,92 b 50,00 b
360 24,75 a 3497 a 55,00 a 84,96 a 94,97 a 94,97 a
LSD p=0,05 1,268 1,226 1,123 1,924 1,294 2,174

* Vrijednosti oznacene istim slovom u istom stupcu pripadaju u isti rang temeljem
testa visestrukih rangova po Duncan-u (P>0,05)

**1SD je utvrden usporedbom ucinkovitosti ozona izmedu duZine trajanja ozoniranja
za svako ocitavanje

Na brasnare vrste fobas, Zophobas morio, nije ustanovljeno znacajno
djelovanje ozona. Ni petnaest dana nakon ozoniranja nije zabiljezena znacdajna
ucinkovitost ni na jednoj varijanti, maksimalni mortalitet nije presao 30 % u
cijelom razdoblju pra¢enja na svim varijantama (tablica 6). Premda je
statisticka analiza pokazala znacajne razlike izmedu varijanta u pojedinim
razdobljima praéenja, s obzirom na ukupno vrlo mali mortalitet ove vrste
brasnara te razlike ne ukazuju na znacajniju ucinkovitost ozona u suzbijanju
ovog Stetnika.

Tablica 6. Ucinkovitost ozona u suzbijanju vrste Zophobas morio
Table 6 Ozone efficacy in Zophobas morio suppression

Trajanje Dani nakon ozoniranja
Kukac ozoniranja
(minute) 2. 3. 7. 10. 15.
Zophobas 30 0,00 b 0,00 c 5,00 b 22,43 ab 25,00 b 25,00 b
morio 60 0,00 b 0,00 c 491b 9,95c¢ 20,00 ¢ 20,00 ¢
90 5,00 a 10,00b 22,43a 22,43ab 22,43c 22,43 bc
120 5,00 a 14,79a 20,00a 24,88a 29,90 a 29,90 a
240 0,00 b 0,00 c 0,00 c 0,00d 4,98 d 4,98 d
360 0,00 b 0,00 c 5,00 b 5,00 b 19,84 c 22,43 bc
LSD p=0,05 1,005 2,204 1,516 1,516 2,312 1,971

*Vrijednosti oznacene istim slovom u istom stupcu pripadaju u isti rang temeljem
testa visestrukih rangova po Duncan-u (P>0,05)

**1SD je utvrden usporedbom ucinkovitosti ozona izmedu duzine trajanja ozoniranja
za svako ocitavanje

Uc¢inkovitost ozona na zrikavce
Istrazivana je ucinkovitost ozona na odrasle jedinke poljskog zrikavca Gryllus

campestris. Kod ove vrste kukaca zabiljeZzena je najveca ucinkovitost ozona u
50



FRAGM. PHYTOM,, Vol. 33, No 4, 2019.

suzbijanju. Treéi dan praéenja znacajno najveéa ucinkovitost ustanovljena je na
varijantama tretiranima 240 i 360 minuta i iznosila je > 70 %. Sve varijante u
pokusu imale su mortalitet od 60 do 95 % ve¢ sedmi dan od tretiranja.
Mortalite 80 - 100 % na svima varijantama zabiljeZzen je deseti dan od
ozoniranja, a nakon petnaest dana svi su zrikavci uginuli (tablica 7).

Tablica 7. Ucinkovitost ozona u suzbijanju vrste Gryllus campestris
Table 7 Ozone efficacy in Gryllus campestris suppression

Trajanje Dani nakon ozoniranja
Kukac ozoniranja
(minute) 2. 3. 7. 10. 15.
Gryllus 30 0,00d 10,00 c 10,00 b 93,70 a 96,21 ab 100,00
campestris 60 5,00 c 4,85d 4,85c 94,97 a 97,48 ab 100,00
90 5,00c 5,00d 5,00c 64,95 b 89,75 b 100,00
120 5,00 c 12,38 ¢ 12,38 b 64,86 b 79,96 ¢ 100,00
240 15,00 b 69,82 a 73,57 a 93,67 a 100 a 100,00
360 32,50 a 52,47b 72,39a 89,97 a 92,48 ab 100,00
LSD p=0,05 3,197 2,562 2,793 6,899 8,598 -

*Vrijednosti oznacene istim slovom u istom stupcu pripadaju u isti rang temeljem testa
visestrukih rangova po Duncan-u (P>0,05)

**1SD je utvrden usporedbom ucinkovitosti ozona izmedu duZine trajanja ozoniranja
za svako ocitavanje

Ucinkovitost ozona na voénog kornjasa

Istrazivana je ucinkovitost ozona na zadnji razvojni li¢inacki stadij vo¢nog
kornjasa Pachnoda sinuata flaviventris. Djelovanje ozona, odnosno mortalitet
licinka vrste Pachnoda sinuata flaviventris nije ustanovljen ni na jednoj varijanti
u cijelom razdoblju istrazivanja. Cak je tijekom zadnjeg datuma o¢itavanja
zabiljezeno kukuljenje li¢inaka.

RASPRAVA

IstraZzivanje je provedeno s glavnim ciljem utvrdivanja ucinkovitosti ozona na
suzbijanje $tetnih vrsta kukaca u poljoprivredi te utvrdivanje/ustanovljivanje
trajanja ozoniranja potrebnog da uzrokuje mortalitet. Zbog toga Sto je u
dosadasnjim istrazivanjima smrtnost kukaca bila veé¢a kada su kukci ozonirani
te ostavljani bez dostupnosti hrane (Mahroof i sur., 2018), u ovom su
istrazivanju svim kukcima omogucdeni prirodni uvjeti i hrana na koju su navikli
kako bismo umanijili okolisni utjecaj na mortalitet.

Zohari su kukci koji prije svega uzrokuju kontaminaciju vode i $irenje raznih
bolesti (Cochran, 1985; Tian, 2015), a mogu priciniti Stete kuénim biljkama, u
vrtovima, osobito u grijanim staklenicima gdje glodu mekse dijelove biljaka
(Eggleston, 2003; Gotlin Culjak i Juran, 2016). U ovom su istraZivanju prvi put
ozonirani odrasli stadiji dviju vrsta Zohara: turski Zohar Blatta lateralis i Zohar
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dubija Blaptica dubia. Turski je Zohar dimenzijama manji te gradom tijela
djelovanje ozona na ove Stetnike. Turski je Zohar uspjesno suzbijen
ozoniranjem u trajanju od 360 minuta, gdje je 90 %-tna ucinkovitost
zabiljeZena deseti dan od tretiranja, a petnaesti dan od ozoniranja zabiljezena
je i 100 %-tna ucinkovitost. Kraca izlozenost ozonu nije pokazala znacajnije
pozitivne rezultate. Istovremeno 360 minuta ozoniranja nije uzrokovalo vise od
15 % mortaliteta Zohara dubije te se moze zakljuciti da ozon ne djeluje na
suzbijanje Zohara dubije. Kako je jedino istrazivanje provedeno na ovoj skupini
Stetnika i to na odraslom smedem Zoharu Blatella germanica pokazalo
ucinkovitost ozona nakon 18 sati izloZzenosti (Tian, 2015), vjerujemo da je los
rezultat ozoniranja na Zohara dubiju posljedica prekratkog vremena izlozenosti
ozonu. Zohari su, prema istrazivanju Tian (2015), tolerantniji na ozon od ostalih
kukaca prvenstveno zbog veliCine, a potom i zbog specificnosti grade tijela i
aktivnosti enzima koji uvjetuju tolerantnost, stoga vrijeme ozoniranja od Sest
sati nije bilo dovoljno za uspjesno suzbijanje Zohara dubije.

Brasnari su Stetnici uskladiStenih prostora, medutim osim zrna vrlo cesto
mogu pricinjavati znacajne Stete na brasnu, tjestenini, suSenim namirnicama i
sl. (Maceljski i Igrc, 1991). Skladisni Stetnici vrlo su Cesto prisutni u sastojcima
stoCne hrane Sto predstavlja velike potesko¢e u proizvodnji sto¢ne hrane
ispravnog zdravstvenog stanja i kakvoce, a malo tko razmislja o opasnosti koju
ti kukci predstavljaju za Zivotinje (Josipovi¢, 2019). Ovo je istraZivanje prvo
provedeno upravo na vrstama Zophobas morio i Tenebrio molitor.
IstraZzivanjem je ustanovljena vrlo mala ucinkovitost ozona u suzbijanju
brasnara fobas Zophobas morio (manja od 30 % petnaest dana nakon
ozoniranja u trajanju od 360 minuta). Ucinkovitost ozona na velikog brasnara
Tenebrio molitor bila je iznad 95 % na varijanti tretiranoj 360 minuta deseti dan
od ozoniranja. Kraée tretirane varijante te ranija ocitavanja nisu evidentirali
znacajniju ucinkovitost. Kako se radi o zadnjem li¢inatkom stadiju prije
kukuljenja, mozemo pretpostaviti da je to najotporniji razvojni stadij te da su
potrebna duZa ozoniranja za bolje rezultate. Ove rezultate potvrduju
prethodna istrazivanja na srodnim vrstama Tribolium castaneum i T. confusum
gdje je ustanovljeno smanjenje osjetljivosti na ozon sa starosti, odnosno mladi
stadiji licinka pokazali su vecu osjetljivost na primjenu ozona (Erdman, 1980;
Mason i sur., 1997; Sousa i sur., 2008; Bonjour i sur., 2011; Hansen i sur.,
2012).

Iz reda Coleoptera, porodice Scarabaeidae, dolaze brojni Stetnici Ciji licinacki
stadiji zvani gréice pricinjavaju velike Stete dijelovima biljaka u tlu (Maceljski i
Igrc, 1991). Stetnici iz navedene porodice jesu: dlakavi ruZi¢ar, zlatne mare,
vrtni ruzicar, crni ruzi¢ar, hrustevi, Anisoplia spp. i japanski pivac (Popilia
japonica). Zeljela se istraZiti moguénost ozoniranja tla s ciljem suzbijanja li¢inka
ovih znacajnih Stetnika. Medutim rezultati ovoga istraZivanja na li¢éinkama
voénog kornjasa Pachnoda sinuata flaviventris (porodica Scarabaeidae)
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pokazuju da ozon nema nikakvu ucinkovitost na ove kukce. Ni jedna li¢inka nije
bila oste¢ena ozoniranjem, ¢ak ni u varijanti tretiranoj $est sati. Stovige,
tijekom posljednjih dana ocitavanja zabiljezeno je uspjeSno kukuljenje ovih
kukaca. Potrebno je eventualno istraZiti ucinkovitost ozona primijenjenog u
intervalu puno duZzem od Sest sati (npr. 18 sati kao i za Zohare), te istraziti
ucinkovitost na mladim razvojnim stadijima licinka. Kao i kod ostalih kornjasa,
zadnji razvojni stadiji licinka prije samog kukuljenja najotporniji su na primjenu
kemijskih pripravaka, a i ozona (Takigawa i sur., 2011).

Konacno, istrazivana je ucinkovitost ozona na odraslog poljskog zrikavca
Gryllus campestris. Kako do sada nije istrazivana ucinkovitost ozona na
suzbijanje ove vrste, a ni na pripadnike istog roda, koji su vrlo Cesti u RH te
zajedno sa srodnim Stetnicima (rovcima i skakavcima) pricinjavaju Stete na
razlicitim biljnim vrstama, napadaju povrée i voce, Cesto u staklenicima i
plastenicima (DDT, 2017), drzi se da podatak o ucinkovitosti ozona predstavlja
vazan doprinos u buduéim alternativnim zaStitama zaStiéenih prostora.
Rezultati istraZivanja pokazali su vrlo veliku ucinkovitost ozona u suzbijanju
zrikavaca. Vec neposredno nakon tretiranja primije¢ena je smrtnost jedinka, a
samo tjedan dana od tretiranja i varijante najkrace izloZzene ozonu imale su vise
od 90 % smrtnosti. Ovako velikoj smrtnosti i vrlo malim razlikama izmedu
varijanta ozoniranja vjerojatno je pridonijelo i organiziranje staniSta koje
mozda nije bilo najpovoljnije za zrikavce. Za konacne zaklju¢ke o ucinkovitosti
ozona na ovu vrstu kukaca ovaj dio pokusa potrebno je ponoviti tako da se
osiguraju stanista sto sli¢nija prirodnima.

Nakon provedenih eksperimenata evidentna je ucinkovitost ozona u
suzbijanju razlicitih vrsta Stetnih kukaca. Kako je koriSten ozonator za
jednostavnu (kuénu) primjenu, nije bilo moguce mijenjati koli¢ine ozona
primijenjene u istom vremenu, stoga ne moZemo zakljuciti utjece li na
smrtnost veca koli¢ina ozona ili duZze razdoblje izloZzenosti. Kako god bilo, ozon
u suzbijanju Stetnika ima potencijal zbog Cinjenica: (i) moZe biti generiran na
mjestu primjene, (ii) ne ostavlja toksi¢ne ostatke nakon primjene i (iii) rizici za
rad osoblja minimalni su zahvaljujuci brzoj razgradnji. Svi dobiveni rezultati
predstavljaju nove podatke za suzbijanje Stetnika ozonom u RH (i Europi) te ¢e
pridonijeti ukupnom znanju o primjeni ovoga plina u poljoprivredi. Ozonizacija
ima potencijal da postane realan izbor za suzbijanje Stetnih organizama u
skladi$nim sustavima sirovina za ljudsku i Zivotinjsku prehranu ili gotovih
proizvoda, sama ili kao nadopuna drugim mjerama.

ZAKLUCCI

1. Ozon Stetno djeluje na kukce te postoji mogucénost njegove primjene
prvenstveno za suzbijanja Stetnika skladisnih sustava.

2. Najveéa ucinkovitost ozoniranja utvrdena je kod kukaca gdje su

ozonirane odrasle jedinke (zrikavci i turski Zohar). Vrlo mala i nikakva
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ucinkovitost utvrdena je na licinkama vrste Zophobas morio i licinkama
vrste voénog kornjasa Pachnoda sinuata flaviventris. Dakle li¢inacki
stadij otporniji je na djelovanje ozona od odraslih stadija razvoja
kukaca.

3. Za vrste na kojima nije utvrden ucinak ozona (Zohar dubija i li¢inke
kornjasa) potrebno je provesti dodatna istraZivanja s veéim koli¢inama
ozona te duZim razdobljem ozoniranja.

4. Kako je u ovom istrazivanju koli¢ina primijenjenog ozona vezana za
vrijeme ozoniranja, mozemo zakljuciti da se ucinkovitost (mortalitet)
povecava s povecanjem trajanja ozoniranja.
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