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[bookmark: _Toc7557731]1. Uvod

Zaraza kukcima unutar skladišnih objekata glavni je problem u industriji ljudske i životinjske hrane. Skladišni sustavi (silosi, skladišta, kontejneri) savršena su staništa za kukce koji se hrane uskladištenom hranom: zaštićeni su od vremenskih ekstrema, imaju neograničen pristup izvoru hrane i žive neometano (Pimentel, 1991). Gubici zbog oštećenja uskladištene hrane uzrokovani ishranom kukaca te kontaminacijom mikotoksinima mogu premašiti 500 milijuna dolara godišnje (Harein i Meronuck, 1995). Infekcije kukcima u skladišnim prostorima mogu dovesti do ekonomskih gubitaka od 9 % u razvijenim zemljama, a do 20 % u zemljama u razvoju. Nadalje, prisutnost kukaca i njihovi ostaci u zrnu i drugoj uskladištenoj hrani predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi i stoke (Hansen, 2008). Trenutno se štetnike u skladišnim prostorima suzbija kombinacijom različitih metoda, od čišćenja i hlađenja do termičke obrade uskladištenog materijala s kontaktnim insekticidima ili fumigacijom. Jaja i ličinački razvojni stadiji najčešće nisu izravno pogođeni kontaktnim insekticidima. Fumigacija djeluje na te razvojne stadije, ali je problematična jer ima visoku toksičnost te velik potencijal za razvoj rezistentnih sojeva štetnih kukaca (Rees, 1996). Brojnost raspoloživih pesticida za tretiranje zrna i drugih uskladištenih proizvoda iz godine u godinu se smanjuje, a njihova ekotoksikološka svojstva povećavaju zabrinutost potrošača i društva u pogledu zaštite okoliša i sigurnosti, naglašavajući potrebu za alternativnim metodama suzbijanja štetnika. 
	Osim u skladišnim sustavima kontejneri u kojima se transportira i izvozi ljudska i životinjska hrana, ali i ukrasno bilje, potencijalna su mjesta zaraze brojnim štetnicima. Dok se voće i povrće uglavnom tretira prije izvoza kako bi se uništili štetnici (kao što su voćne muhe) koji mogu biti prisutni u samom plodu, većina ukrasnih biljaka otprema se bez obrade ukoliko se vizualno ne primijete štetnici (van Gorsel, 1994). Zbog takvog pristupa i širokog raspona štetnika koje napadaju robu pripremljenu za izvoz, utvrđivanje štetnika na uvezenim ukrasnim proizvodima je često, a zaražena roba mora biti vraćena, tretirana ili uništena. Na primjer, 30 % cvijeća uvezenog u Japan ne prolazi fitosanitarnu inspekciju i po dolasku u zemlju mora se fumigirati (van Gorsel, 1994). Standardni tretman u karanteni biljnog materijala bio je fumigacija s metil bromidom (Shelton i sur., 1996). Međutim, upotreba metil bromida zabranjena je 1995. jer je međunarodna konvencija ovaj fumigant povezala sa smanjenjem zaštitnog sloja ozona prisutnog u stratosferi zemlje (Johnson i sur., 1998).
	Zbog navedenih ograničenih mogućnosti suzbijanja štetnika u skladišnim 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 moderne metode suzbijanja kukaca. Jedna od potencijalnih metoda je uporaba ozona, koji se pokazao učinkovitim u malobrojnim test istraživanjima (Erdman, 1980; Strait, 1998; Kells i sur., 2001; Leesch, 2003; Zhanggui i sur., 2003; Isikber i Öztekin, 2009). 
	Iako mehanizam djelovanja ozona na kukce nije u potpunosti poznat, dišni sustav kukaca ciljano je područje djelovanja (Tiwari i sur., 2010). Ozon je vrlo reaktivan i oštećuje stanične membrane organizama uzrokujući oksidativni stres. Kada ozon uđe u stanicu, on oksidira sve bitne komponente (enzime, proteine, DNA, RNA). Kako se membrana ošteti tijekom ovog procesa, stanica se raspada i organizam ugiba (Hollingsworth i Armstrong, 2005; EPPA, 2018; Lenntech, 2019). 
[bookmark: _Toc7557732]1.1. Ozon 

Ozon (O3) je plin sastavljen od tri atoma kisika i prirodno se javlja u malim količinama u gornjoj atmosferi te maksimalne koncentracije ne prelaze 0,001 %. Plin je jakog mirisa i blijedo plave boje koji pri temperaturi od -112 °C tvori tamnoplavu tekućinu, a pri temperaturama nižim od -193 °C tvori ljubičastocrnu čvrstu tvar (NASA, 2016). Nizozemski kemičar Van Marum bio je prva osoba koja je osjetila plinove ozona (Lenntech, 2019). U opisu svojih eksperimenata spomenuo je pojam „karakterističnog mirisa“. Međutim, otkriće ozona tek je spomenuto desetljeće kasnije u pisanju Schönbeina koje datira iz 1840. Ovo otkriće predstavljeno je na Sveučilištu u Münchenu. Schönbein je tijekom svojih eksperimenata primijetio isti „karakteristični miris“ koji je Van Marum pokušao identificirati ranije. Ovaj plin nazvao je 'ozon', koji na grčkom znači „miris“ (Lenntech, 2019). Otkriće ozona stoga se pripisuje Schönbeinu koji se spominje i kao prva osoba koja istražuje reakcijske mehanizme ozona i organske tvari. Nakon 1840. uslijedile su mnoga istraživanja o mehanizmu dezinfekcije ozonom (Lenntech, 2018).
	Ozon se može generirati UV svjetlom i električnim pražnjenjem u zraku (korona-pražnjenje). Generiranje ozona električnim pražnjenjem je najčešće i ima nekoliko prednosti, uključujući veću održivost jedinice, veću proizvodnju ozona i manje troškove (Law i Kiss, 1991). Ozon ima poluživot od 20-50 minuta, brzo se raspada u dvoatomski kisik (O2), prirodnu komponentu u atmosferi (Msayleb, 2015). Raspadanjem u O2 oslobađa se jedan atom kisika koji je visoko reaktivan (NASA, 2016). Ovaj pojedinačni slobodni kisik reagira sa staničnom membranom organizama i narušava njenu normalnu staničnu aktivnost (EPPA, 2018). Ako se ozon spoji s hlapljivim organskim spojem u zraku, slobodni atom kisika reagira s njim, uklanjajući mirise (EPPA, 2018). Budući da se ozon može lako generirati na mjestu tretmana samo pomoću struje i zraka, on nudi nekoliko sigurnosnih prednosti u odnosu na kemijske pesticide. Prvo, ne postoje skladišta otrovnih kemikalija, opasnosti kemijskog miješanja ili zbrinjavanja preostalih pesticida ili ambalažnog otpada (Law i Kiss, 1991). Drugo, s kratkim vremenom poluraspada, vraća se natrag u kisik koji se pojavljuje u prirodi, ne ostavljajući nikakav ostatak na proizvodu. Treće, ako je potrebno, moguće je neutralizirati ozon termički aktiviranim ugljenom, kao i katalitičkim smanjenjem emisije (Law i Kiss, 1991). 
	Za širu primjenu ozon se definira kao vrlo reaktivan i snažan oksidirajući agens, te je 1982. klasificiran kao "GRAS" (Generally Recognized As Safe = općenito priznat kao siguran) od strane Američke državne agencije za zaštitu okoliša (US-EPA) (Cosmed Group, Inc., 2004). U lipnju 2001. američka Uprava za hranu i lijekove odobrila je uporabu ozona kao "antimikrobnog sredstva za liječenje, skladištenje i preradu hrane u plinovitim i vodenim fazama". Ozon je također 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). Širom svijeta ozon se koristi za pročišćavanje pitke vode, uništavanje bakterija, osvježavanje prostora i smanjenje onečišćenja aflatoksinima (Prudente i King, 2002; Sopher i sur., 2002; Inan i sur., 2007; Tiwari i sur., 2010; White i sur., 2010). Novije je korištenje ozona u poljoprivredi. Potencijalne primjene uključuju smanjenje mirisa u industriji peradi, uklanjanje mirisa lagune za otpad od uzgoja svinja i smanjenje patogena u skladištenju grožđa, krumpira i luka. Dodatne koristi uključuju redukciju plijesni i mikotoksina i kontrolu mirisa hrane. Osim nekoliko objavljenih radova 1960-ih i 80-ih godina, malo se zna o učincima ozona na gljivice (Dollear i sur., 1968; Rich i Tomlinson, 1968; Maeba i sur., 1988), a još manje se zna o utjecaju ozona na kukce. Prije 1980. godine toksičnost ozona istraživana je na štetnim poljskim kukcima u poljoprivredi te vrlo malo na kukcima u skladištima (Strait, 1998; Kells i sur., 2001; Leesch, 2003; Zhanggui i sur., 2003; Isikber i Öztekin, 2009). U posljednjih nekoliko godina, istraživala se toksičnost ozona na štetnike uskladištene robe (silosi i kontejneri). Učinkovitost je istraživana u nekoliko laboratorijskih i terenskih studija. Te su studije pokazale toksični učinak ozona na skladišne kukce. Međutim, mnogo je nedosljednosti u objavljenim izvješćima koji su sažeti u nastavku.
[bookmark: _Toc7557733]1.2. Djelovanje ozona na kukce

Prethodna istraživanja utvrdila su da tretmani ozonom mogu štetno djelovati na skladišne štetnike žitarica iz reda Coleoptera: kukuruznog žižaka, (Sitophilus zeamais (Motsch), rižinog žiška (S. oryzae (L), crvenog brašnara (Tribolium castaneum (Herbst)) i iz reda Lepidoptera: bakrenastog moljca (Plodia interpunctella (Hübner), brašnenog moljca (Ephestia kuehniella (Zeller) (Strait, 1998; Kells i sur., 2001; Leesch, 2003; Zhanggui i sur., 2003; Isikber i Öztekin, 2009). Ozon je također pokazao potencijal u suzbijanju sojeva kukaca rezistentnih na fosfin (Sousa i sur., 2008; E i sur., 2017). 
	Ozon je djelovao smrtonosno na kukce koji se hrane na zrnu i u zrnu. Istraživani kukci koji se hrane na zrnu uključuju kornjaše: kriptolestesi Crypotelestes ferrugineus (Stephens) (Bonjour i sur., 2011), surinamski brašnari Oryzaephilus surinamensis (L.) (Bonjour i sur., 2011; Hansen i sur., 2012; Mason i sur., 1997; Sousa i sur., 2008), kestenjasti brašnari Tribolium castaneum (Herbst) (Erdman, 1980; Mason i sur., 1997; Bonjour i sur., 2011; Hansen i sur., 2012), T. confusum (J. Duv.) (Erdman, 1980; Mason i sur., 1997; Sousa i sur., 2008; Hansen i sur., 2012) i krušari Stegobium paniceum (L.) (Hansen i sur., 2012); i moljce poput brašnenog moljca Ephestia kuehniella (Zell) (Hansen i sur., 2012) i bakrenastog moljca Plodia interpunctella (Hubner) (Strait, 1998; Bonjour i sur., 2011; Hansen i sur., 2012); i grizlice Psocids (Bonjour i sur., 2011). Istraživani kukci koji se hrane unutar zrna su: žišci Sitophilus spp. (Strait, 1998; Bonjour i sur., 2011; Hansen i sur., 2012); žitni kukuljičari Rhyzopertha dominica (F.) (Bonjour i sur., 2011, Hansen i sur., 2012, Sousa i sur., 2008); i žitni moljci Sitotroga cerealella (Oliv.) (Hansen i sur., 2012). Studije su pokazale da je najotporniji stadij kukca u istraživanjima bilo jaje; odnosno ozon na jaja kukaca nema učinka (Leesch, 2002; Bonjour i sur., 2011; Hansen i sur., 2012). Rezultati su pokazali da je razina osjetljivosti između stadija ličinke, kukuljice i odraslih bila različita u spomenutim istraživanjima. 
	Bonjour i sur. (2011) i Hansen i sur. (2012) utvrdili su da su kukuljica i odrasli najosjetljiviji razvojni stadij kukaca. Leesch (2002) je utvrdio da su kukuljice P. interpunctella bile najotporniji stadij nakon jaja. Međutim, Erdman (1980) je istraživao razine osjetljivosti ličinki i kukuljica T. castaneum na ozon, te je utvrdio smanjenje osjetljivosti sa starosti, odnosno mlađi stadiji ličinki i vrlo mlade kukuljice pokazale su osjetljivost na primjenu ozona (Takigawa i sur., 2011). Doza ozona i vrijeme izloženosti koje dovodi do 100 % mortaliteta nisu se razlikovali kod mladih, srednje starih i starih ličinki jedanaest istraživanih vrsta kukaca (Hansen i sur., 2012). Općenito u svim istraživanjima smrtnost kukaca bila je veća kada su kukci ozonirani te ostavljani bez dostupnosti hrane. Kada su imali hranu na raspolaganju ozon je najmanje učinkovit bio na odrasle kukce, a najučinkovitiji je bio u suzbijanju ličinki (Mahroof i sur., 2018). 
	Osim klasičnih štetnika uskladištene robe iz redova Coleoptera i Lepidoptera, velike probleme u tzv. zatvorenim sustavima (skladišta, silosi, kontejneri i sl.) pričinjavaju i žohari koji mogu biti prijenosnici raznih patogena, bakterija, virusa, plijesni (Cochran, 1985; Tian, 2015). U radu Tian (2015) istraživana je učinkovitost ozona u suzbijanju smeđeg žohara 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 utvrđeno da odrasle žohare suzbija ozoniranje u trajanju od 18 sati. Jaja žohara su izuzetno otporna, ali je ipak njihova smrtnost utvrđena nakon ozoniranja u kontinuiranom trajanju od 24 sata (Tian, 2015). Autor navodi razloge zašto su žohari, za razliku od drugih štetnika skladišnih sustava, tolerantniji na ozon. Prvo je njihova veličina koja je daleko veća u odnosu na druge kukce štetne u skladišnim prostorima, drugi razlog je razlika u količinama udahnutog plina te u konačnici postoje i razlike u ekspresiji i aktivnosti antioksidativnih enzima u žohara i drugih štetnika uskladištenog zrna, što u konačnici dovodi do različite tolerancije na ozon između ovih dviju kategorija štetnika (Tian, 2015).
[bookmark: _GoBack]	Osim na štetnike prisutne u skladišnim sustavima, uporaba ozona istraživana je na šetnicima cvijeća i povrća prilikom izvoza (u karanteni): kalifornijskog tripsa, Frankliniella occidentalis (Pergande) (red Thysanoptera) i vunaste uši (Pseudococcus longispinus Targioni Tozzetti (red Homoptera) (Hollingsworth i Armstrong, 2005). U suzbijanju ovih štetnika učinkovitost ozoniranja povećavala se s povećanjem koncentracije primijenjenog ozona i povećanjem temperature, uz istovremeno smanjenje udjela kisika i dužim vremenom izloženosti ozonu. Vunaste uši otpornije su na primjenu ozona u usporedbi s kalifornijskim tripsom (Hollingsworth i Armstrong, 2005). Ono što je važno istaknuti iz navedenog istraživanja jest da je sve ukrasno bilje na kojem su se nalazili štetnici u određenoj mjeri oštećeno tretmanom ozonom. Međutim, biljke s čvrstim listovima kao što su orhideje nisu pokazale značajnija oštećenja, oštećenja nisu zabilježena niti na cvjetovima koji su imali voštanu prevlaku. Rezultati autora Hollingsworth i Armstrong (2005) sugeriraju da ozon ima potencijal u tretiranju biljnog materijala i ostale robe kod uvoza/izvoza.
	Veća istraživanja uporabe ozona u suzbijanju kukaca u Europi nisu provođena (jedino istraživanje u Danskoj: McDonough i sur., 2011), a rezultati američkih i azijskih istražitelja usko su vezani na štetne kukce u skladištima žitarica, te su rezultati često međusobno kontradiktorni. Pregledom literature vrlo je malo evidentiranih radova na drugim vrstama kukaca (jedna vrsta žohara, uši i tripsa). Stoga je ovo istraživanje prvo ovakvog tipa u Republici Hrvatskoj, te među prvima u Europi, a pitanje na koje smo tražili odgovor jest: može li primjena ozona biti nova strategija u suzbijanju štetnika??
[bookmark: _Toc7557734]
2. Hipoteza i ciljevi istraživanja

Istraživanje polazi od hipoteze da ozon djeluje štetno na različite vrste kukaca te predstavlja alternativu kemijskom suzbijanju.
Opći cilj rada utvrditi je učinkovitost ozona u suzbijanju različitih vrsta kukaca.
Specifični ciljevi rada su:
1. Utvrditi potrebno vrijeme izloženosti ozonu za postizanje zadovoljavajućeg mortaliteta      (> 95 %) kukaca.
2. Utvrditi djelovanje ozona na pokretljivost i brzinu kukaca.
3. Utvrditi odnos mortaliteta i vremena nakon tretmana ozonom.


[bookmark: _Toc7557735]3. Materijali i metode 

Istraživanje je provedeno u laboratoriju Zavoda za poljoprivrednu zoologiju u periodu od siječnja do ožujka 2019. godine. Temperatura laboratorija bila je 24±2 °C, a vlaga zraka 50-60 % u cijelom periodu istraživanja.
[bookmark: _Toc7557736]3.1. Ozonator

Za ozoniranje korišten je ozonator tvrtke Tiens d.o.o. model DiCHO (slika 1). Uređaj koristi električni naboj kako bi transformirao O2 iz zraka u O3 – ozon. Izlazna snaga ozona je 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). Važno je napomenuti da se radi o količini koja je prirodno prisutna u višim slojevima atmosfere i potpuno je ne štetna za ljude (0,040 - 0,100 ppm su maksimalno dozvoljene koncentracije za primjenu u ljudskoj prisutnosti) (Lenntech, 2018). Kako se radi o vrlo malom ozonatoru ograničene uporabe (primarno registriranom za dezinfekciju hrane i vode; Tiens, 2019), izlaznu količinu ozona nije bilo moguće mijenjati te vremenska izloženost ozonu definirala i količinu upotrjebljenog ozona u varijantama pokusa.
[image: ]
Slika 1. Ozonator korišten u istraživanju (Snimio: D. Jembrek)
[bookmark: _Toc7557737]3.2. Kukci i ozoniranje

Istraživanje je provedeno u dvije faze. Prva faza podrazumijeva preliminarno istraživanje učinkovitosti ozona gdje su kao testni kukci korišteni žitni žišci (Sitophilus granarius) prikupljeni u uskladištenom kukuruzu privatnoga skladišnog prostora. Ozoniranje je provedeno u za tu svrhu izrađenoj plastičnoj komori dimenzija 20 cm x 20 cm. Na vrhu komore izrađen je otvor kroz koji je uvedena cijev ozonatora kroz koju se upuhuje ozon. Žitni žišci ozonirani su na dva načina: (i) samo žišci, (ii) žišci i zrno (slika 2). Varijante u pokusu bile su vremenska izloženost ozonu od 10, 20, 30, 60 i 120 minuta. Oba načina tretiranja imala su iste varijante. Svaka varijanta tretirana je u četiri repeticije, a u svakoj repeticiji bilo je 20 jedinki žitnih žižaka. Posudice u kojima su žišci ozonirani bile su staklene volumena 50 ml. bez poklopca kako bi ozon mogao slobodno kolati u cijeloj komori. Svaki način tretiranja (i) samo žišci; (ii) žišci i zrno, imao je kontrolu koja nije bila izložena ozonu. Ukupno u preliminarnom dijelu istraživanja bilo je 880 kukaca (400 tretiranih slobodnih žižaka, 400 tretiranih žižaka u zrnu, 80 ne tretiranih žižaka). Nakon provedenog ozoniranja i kukcima koji su ozonirani slobodni dodano je zrno kukuruza kako bi svi imali iste uvijete. Mortalitet na svim repeticijama svih varijanti očitavan je prvi, drugi, treći, sedmi, deseti i petnaesti dan nakon ozoniranja. Osim mortaliteta u svakom terminu očitavanja praćena je pokretljivost preživjelih jedinki na način da je na milimetarskom papiru mjerena prosječna udaljenost koju su jedinke žižaka prešle u vremenskom periodu od 20 sekundi. Osim pokretljivosti praćena je i brzina žižaka u svim periodima očitavanja na način da je na milimetarskom papiru nacrtana kružnica promjera 20 centimetara, žišci iz svake repeticije postavljani su u centar te je mjereno vrijeme potrebno da većina preživjele populacije izađe iz okvira kružnice (slika 3).
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                     Slika 2. Varijante pokusa                     Slika 3. Očitavanje brzine i pokretljivosti
                        (Snimio: D. Jembrek)                                          (Snimila: D. Lemić)

	U drugoj fazi istraživanja željela se provjeriti učinkovitost ozoniranja na drugim vrstama kukaca. Za taj dio istraživanja nabavljeni su kukci iz uzgoja od tvrtke „EGZOTIKA SHOP“, Tratinska 22, Zagreb. Kako je istraživanje provedeno tijekom zimskih mjeseci, nije bilo moguće koristiti prirodne populacije kukaca, a dostupnost živog materijala na tržištu je vrlo ograničena. Za istraživanje odabrano je šest vrsta kukaca različitih razvojnih stadija, iz tri reda koji predstavljaju važne štetnike za poljoprivredu i čovjeka. Varijante u pokusu za svaku vrstu kukca bile su vremenska izloženost ozonu od 30, 60, 90, 120, 240 i 360 minuta i kontrolna varijanta (bez ozona). Svaka varijanta tretirana je u četiri repeticije, a u svakoj repeticiji bilo je po 10 jedinki kukaca. Ukupno u drugoj fazi istraživanja bilo je 1680 kukaca. 
Sistematski opis vrsta korištenih u istraživanju (obje faze) prikazan je u tablici 1. Vrste, stadij razvoja i broj kukaca koji su korišteni u cijelom istraživanju prikazani su u tablici 2. Kratki opis kukaca i kategorije štetnika koju kukci predstavljaju prikazani su u tablici 3.
Tablica 1. Sistematski opis vrsta kukaca korištenih u istraživanju
	Red
	Porodica
	Vrsta
	Autor

	Blattodea
	Blattidae
	Blatta lateralis
	Walker, 1868

	Blattodea
	Blattidae
	Blaptica dubia
	Serville, 1838

	Orthoptera
	Gryllidae
	Gryllus campestris
	Linnaeus, 1758

	Coleoptera
	Scarabaeidae
	Pachnoda sinuata flaviventris
	Gory & Percheron, 1833

	Coleoptera
	Tenebrionidae
	Tenebrio molitor
	Linnaeus, 1758

	Coleoptera
	Tenebrionidae
	Zophobas morio
	Facricius, 1776

	Coleoptera*
	Curculionidae
	Sitophilus granarius
	Linnaeus, 1758


*vrsta korištena u prvoj fazi istraživanja
	Vrsta
	Stadij
	Broj tretiranih jedinki u pokusu
	Varijante pokusa 
(minute ozoniranja)

	Sitophilus granarius*
	odrasli
	480
480
	samo žišci: 10, 20, 30, 60, 120, kontrola
žišci i zrno: 10, 20, 30, 60, 120, kontrola

	Blatta lateralis
	odrasli
	280
	30, 60, 90, 120, 240, 360, kontrola

	Blaptica dubia
	odrasli
	280
	30, 60, 90, 120, 240, 360, kontrola

	Gryllus campestris
	odrasli
	280
	30, 60, 90, 120, 240, 360, kontrola

	Pachnoda flaviventris 
	ličinke
	280
	30, 60, 90, 120, 240, 360, kontrola

	Tenebrio molitor
	Ličinke
	280
	30, 60, 90, 120, 240, 360, kontrola

	Zophobas morio
	Ličinke
	280
	30, 60, 90, 120, 240, 360, kontrola


Tablica 2. Razvojni stadij i broj kukaca podvrgnutih ozoniranju te varijante u pokusu
*vrsta korištena u prvoj fazi istraživanja
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Tablica 3. Opis štetnosti kukaca korištenih u istraživanju, te poveznica s drugim štetnicima u poljoprivredi koji pripadaju u iste redove ili porodice


	Ozoniranje u drugoj fazi istraživanja provedeno je u za tu svrhu izrađenoj plastičnoj komori dimenzija 50 cm x 30 cm. Na vrhu komore izrađen je otvor kroz koji je uvedena cijev ozonatora kroz koju se upuhuje ozon. Kukci po varijantama stavljani su u male plastične posudice koje su na poklopcima imale izbušene otvore da ozon može slobodno prolaziti u cijelom prostoru komore (slika 4). Nakon provedenog ozoniranja svi kukci su preseljeni u posudice u kojima su emitirani uvjeti njihovih prirodnih staništa (za brašnare posude s brašnom i piljevinom, za ličinke kornjaša posude s tlom, za zrikavce mini-kavezi s grančicama i lišćem, za žohare treset) (slike 5 i 6). Mortalitet na svim repeticijama svih varijanti očitavan je prvi, drugi, treći, sedmi, deseti i petnaesti dan nakon ozoniranja, isto kao i u prvoj fazi istraživanja. Tijekom cijelog perioda očitavanja svim kukcima ponuđena je njihova prirodna hrana na kojoj su i uzgojeni (slike 5 i 6).  
[image: C:\Users\Korisnik\AppData\Local\Packages\Microsoft.MicrosoftEdge_8wekyb3d8bbwe\TempState\Downloads\20190305_124725 (1).jpg]
Slika 4. Posuda za ozoniranje (Snimila L. Jantolek)
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Slika 5. i 6. Kukci nakon ozoniranja u imitiranim prirodnim staništima (Snimila: K. Šimunović)
U tablici 4 prikazana je ukupna količina ozona koja je ispuštena u komoru te kojoj su bili izloženi kukci u vremenu tretiranja (izloženosti). Sivim poljem označene su varijante koje su bile samo u preliminarnom dijelu pokusa. 
Tablica 4. Primijenjena količina ozona po varijantama
	Varijante u pokusu
(izloženost ozonu u minutama)
	Ukupna količina ozona po varijanti
(mg)
	Primijenjena koncentracija ozona u zraku (ppm)

	10 min
	25 mg
	0,0002

	20 min
	50 mg
	0,0003

	30 min
	75 mg
	0,0005

	60 min
	150 mg
	0,001

	90 min
	225 mg
	0,0015

	120 min
	300 mg
	0,002

	240 min
	600 mg
	0,004

	360 min
	900 mg
	0,006

	kontrola
	-
	-



[bookmark: _Toc7557738]3.3. Analiza podataka

U cijelom periodu istraživanja očitavan je mortalitet kukaca u svakoj repeticiji svake varijante te je temeljem postotka mortaliteta izračunata učinkovitost ozona korištenjem formule po Abbot-u (Abbot, 1925).  Učinkovitosti svih varijanti podvrgnute su analizi varijance (ANOVA) kako bi se odredila razlika u djelovanju ozona na kukce u različitim vremenima izloženosti. Također, analiza varijance provedena je na podacima o brzini i pokretljivosti žitnih žižaka iz prve faze pokusa kako bi se odredio utjecaj ozona na navedene parametre. Korišten je Duncanov test usporedbe srednjih vrijednosti. Statistička obrada podataka obavljena je pomoću statističkog programa ARM 9® GDM software, Revision 9.2014.7 (Gylling Data Management Inc., 2015).



[bookmark: _Toc7557739]4. Rezultati

Učinkovitost ozona u suzbijanju žitnih žižaka
	U prvoj fazi istraživanja ozoniranje je provedeno na odraslim jedinkama žitnog žiška Sitophilus granarius. Trajanje ozoniranje i način ozoniranja (izravno na kukce vs. kukci u zrnu) signifikantno utječe na broj uginulih kukaca, kao i vrijeme proteklo od ozoniranja (tablica 5). Signifikantno najveća učinkovitost zabilježena tijekom je cijelog perioda praćenja u varijantama tretiranima 120 minuta. Kraća izloženost ozonu nije rezultirala zadovoljavajućom učinkovitošću, te između varijanti ozoniranih kraće od 120 minuta nije zabilježena značajna razlika u učinkovitosti. Žišci tretirani u posudicama u kojima se nalazilo i zrno žitarica imaju manji mortalitet od direktno tretiranih žižaka u svim varijantama u svim danima praćenja. Mortalitet 100 %-tni kod slobodno tretiranih žižaka zabilježen je u tretmanu od 120 minuta sedam dana nakon ozoniranja. Maksimalan (i zadovoljavajući; >95 %) mortalitet utvrđen je tek 15ti dan od tretiranja ozonom u trajanju od 120 minuta kod žižaka ozoniranih zajedno sa zrnom. 

Tablica 5. Učinkovitost ozona u suzbijanju vrste Sitophilus granarius
	Kukac
	Trajanje ozoniranja
(minute)
	
	Dani nakon ozoniranja
	

	
	
	1.
	2.
	3.
	7.
	10.
	15.
	

	Sitophilus granarius 
-slobodni
	10
20
30
60
120
	0,00 c
0,00 c
0,32 c
7,47 ab
18,92 a
	0,00 e
0,75 de
1,30 de
11,73 bc
28,25 a
	5,25 cd
11,44 cd
1,94 cd
12,82 cd
69,78 a
	13,05 bc
15,75 bc
4,42 c
37,11 ab
100,00 a
	24,18 b
30,36 b
18,38 b
65,82 a
100,00 a
	58,91 bc
59,63 bc
45,64 bc
88,19 ab
100,00 a
	

	Sitophilus granarius
-u zrnu
	10
20
30
	0,00 c
0,00 c
0,00 c
	2,81 cde
1,41 de
1,91 de
	2,07 cd
1,98 cd
1,33 d
	4,65 c
8,68 c
9,65 c
	8,36 b
13,17 b
11,67 b
	20,65 c
17,03 c
13,76 c
	

	
	60
	2,94 bc
	6,89 cd
	14,87 c
	14,23 bc
	25,87 b
	44,19 bc
	

	
	120
	10,33 ab
	23,91 ab
	41,32 b
	70,88 a
	94,38 a
	97,78 a
	

	LSD p=0,05
	
	5,967
	6,356
	10,617
	11,177
	20,338
	20,601


*vrijednosti označene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; LSD test)
**LSD je utvrđen usporedbom učinkovitosti ozona između dužine trajanja ozoniranja za svako očitavanje

Utjecaj ozona na pokretljivost i brzinu žitnih žižaka
	Osim mortaliteta u prvoj fazi istraživanja mjerena je pokretljivost i brzina žitnih žižaka (tablica 6). Pokretljivost je mjerena kao udaljenost (u milimetrima) većine (>50 %) preživjele populacije pređena u vremenskom periodu od 20 sekundi. U svim varijantama zabilježena je slabija pokretljivost jedan dan i dva dana nakon ozoniranja, nakon čega se pokretljivost povećavala, te u konačnici značajno smanjila 15ti dan očitavanja. Najveće razlike zabilježene su između varijanti tretiranih 120 minuta u usporedbi s ostalim varijantama. U varijanti gdje su žišci tretirani slobodni prvi dan očitavanja nije zabilježena nikakva pokretljivost. Drugi i treći dan žišci su bili pokretni, ali signifikantno manje od ostalih varijanti da bi već sedmi dan zabilježena 100 %tna smrtnost. I u varijantama žižaka tretiranima zajedno sa zrnom varijanta od 120 minuta pokazala je signifikantno najmanju pokretljivost drugi dan od tretiranja pa do kraja pokusa. Analizirajući svaku grupu tretmana zasebno (u zrnu/ bez zrna) vidljivo je da je izloženost ozonu od 120 minuta negativno djelovala na sve žiške te su u tim varijantama zabilježene najmanje pokretljivosti žižaka.  
Tablica 6. Pokretljivost jedinki Sitophilus granarius nakon izloženosti ozonu
	Kukac
	Trajanje ozoniranja
(minute)
	
	Dani nakon ozoniranja
	

	
	
	1.
	2.
	3.
	7.
	10.
	15.
	

	Sitophilus granarius 
-slobodni
	10
20
30
60
120
	45,50 a
64,75 a
40,50 a
59,75 a
0,00 b
	45,00 a-d
67,75 a
63,00 ab
56,75 abc
17,50 d
	76,75 ab
84,00 a
71,00 abc
54,50 a-d
12,50 e
	65,00 ab
69,50 a
48,25 ab
51,25 ab
0,00 c
	36,00 ab
44,00 ab
54,50 a
22,00 bc
0,00 c
	44,00 a
23,75 ab
16,50 ab
17,25 ab
0,00 b
	

	Sitophilus granarius
-u zrnu
	10
20
30
	45,00 a
35,75 a
42,50 a
	36,75 bcd
44,25 a-d
32,00 cd
	43,75 b-e
39,00 cde
40,75 cde
	46,00 ab
42,25 b
48,00 ab
	44,50 ab
43,50 ab
44,75 ab
	33,25 a
31,50 a
41,25 a
	

	
	60
	49,25 a
	57,25 abc
	46,75 bcd
	48,25 ab
	42,75 ab
	27,25 ab
	

	
	120
	51,00 a
	23,75 d
	30,75 de
	16,75 c
	7,80 c
	0,00 b
	

	LSD p=0,05
	
	27,492
	24,956
	30,056
	20,987
	26,723
	24,580


  *vrijednosti označene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; LSD test)
  **LSD je utvrđen usporedbom učinkovitosti ozona između dužine trajanja ozoniranja za svako očitavanje

	Brzina žižaka utvrđena je u svim varijantama ozoniranja na način da je mjereno trajanje izlaska u sekundama većine preživjelih jedinki (>50 %) po repeticiji iz centra nacrtane kružnice promjera 20 cm do izlaska izvan rubova kružnice. Iz tablice 7 vidljivo je da su žišci u svim varijantama bili brži neposredno nakon ozoniranja (prvi dan očitavanja), dok su se brzine smanjivale u danima nakon ozoniranja. Analizirajući svaku grupu tretmana zasebno (u zrnu/ bez zrna) vidljivo je da je izloženost ozonu od 120 minuta negativno djelovala na sve žiške te su u tim varijantama zabilježene najmanje brzine žižaka.  Signifikantno najmanja brzina žižaka zabilježena je u varijantama gdje su bili samo žišci, ozonirani 120 minuta i to u cijelom periodu praćenja. Ako promatramo samo varijante gdje su žišci tretirani zajedno sa zrnom također jer signifikantno najmanja brzina utvrđena u tretmanu od 120 minuta u cijelom periodu praćenja. Između ostalih varijanti u oba načina tretiranja (zrno/slobodni) nema značajnijih razlika u cijelom periodu praćenja. 

Tablica 7. Brzina jedinki Sitophilus granarius nakon izloženosti ozonu
	Kukac
	Trajanje ozoniranja
(minute)
	
	Dani nakon ozoniranja

	
	
	1.
	2.
	3.
	7.
	10.
	15.

	Sitophilus granarius 
-slobodni
	10
20
30
60
120
	155,00 ab
125,00 bc
142,50 abc
107,50 cd
82,50 d
	137,50
115,00
120,00
105,00
85,00
	125,00 ab
90,00 bc
127,50 ab
107,50 abc
27,50 d
	117,50 ab
77,50 b
112,50 ab
100,00 ab
0,00 c
	117,50 ab
62,50 bcd
100,00 abc
82,50 bc
0,00 d
	90,00 abc
107,50 ab
90,00 abc
55,00 bcd
0,00 d

	Sitophilus granarius
-u zrnu
	10
20
30
	155,00 ab
165,00 a
160,00 ab
	152,50 
157,50
145,00 
	155,00 a
160,00 a
127,50 ab
	140,00 ab
157,50 a
120,00 ab
	135,00 ab
172,50 a
170,00 a
	127,50 ab
147,50 a
150,00 a

	
	60
	140,00 abc
	115,00
	112,50 abc
	97,50 ab
	102,50 abc
	105,00 ab

	
	120
	107,50 cd
	100,00
	57,50 cd
	70,00 b
	35,00 cd
	5,00 cd

	LSD p=0,05
	
	33,692
	48,134
	54,737
	64,273
	64,273
	78,865
	


*vrijednosti označene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; LSD test)
**LSD je utvrđen usporedbom učinkovitosti ozona između dužine trajanja ozoniranja za svako očitavanje

Učinkovitost ozona u suzbijanju žohara
	Istraživana je učinkovitost ozona na odrasli stadij dviju vrsta žohara: turski žohar Blatta lateralis i žohar dubija Blaptica dubia. 
	Rezultati ozoniranja turskog žohara pokazali su mali učinkovitost prvi i drugi dan nakon ozoniranja. Treći dan od ozoniranja zabilježena je smrtnost od 75 % i to na varijanti najduže tretiranoj ozonom (360 minuta). Do kraja pokusa signifikantno najveća učinkovitost ozona na turskog žohara zabilježena je na varijanti tretiranoj 360 minuta (tablica 8). Deseti dan od ozoniranja na toj varijanti zabilježen je 100 %-tni mortalitet jedinki. Na varijantama tretiranima ispod 2 sata utvrđeni mortalitet nije bio iznad 45 %. Na varijanti tretiranoj 240 minuta do kraja istraživanja nije utvrđen mortalitet veći od 65 %. Iz rezultata je vidljivo da se učinkovitost ozona na turskog žohara povećavala sukladno povećanju trajanja izloženosti ozonu. 
Tablica 8. Učinkovitost ozona u suzbijanju vrste Blatta lateralis
	Kukac
	Trajanje ozoniranja
(minute)
	
	Dani nakon ozoniranja
	

	
	
	1.
	2.
	3.
	7.
	10.
	15.
	

	Blatta lateralis
	30
60
90
120
240
360
	0,00 b*
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
10,00 a
	0,00 d
10,00 c
9,75 c
10,00 c
40,00 b
50,00 a
	0,00 f
10,00 e
19,98 c
14,97 d
40,00 b
74,96 a
	5,00 f
10,00 e
35,00 c
27,50 d
55,00 b
90,00 a
	14,87 e
10,00 f
35,00 d
44,98 c
65,00 b
100 a
	19,98 e
10,00 f
39,92 d
44,98 c
65,00 b
100 a
	

	LSD p=0,05
	
	0,502**
	2,378
	1,575
	3,984
	1,967
	1,816


*vrijednosti označene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; LSD test)
**LSD je utvrđen usporedbom učinkovitosti ozona između dužine trajanja ozoniranja za svako očitavanje

	U tablici 9 prikazani su rezultati ozoniranja na vrstu žohar dubija. Niti jedna varijanta niti u jednom periodu očitavanja nije pokazala zadovoljavajuću učinkovitost ozona na mortalitet ove vrste. Maksimalan mortalitet od 15 % utvrđen je na varijanti tretiranoj 240 minuta i to drugi dan od ozoniranja, i taj se mortalitet nije povećavao do kraja pokusa. Signifikantno najveća učinkovitost petnaesti dan od ozoniranja utvrđena je na varijantama tretiranima 30, 120 i 240 minuta, međutim te učinkovitosti ne prelaze 15 % što se ne smatra značajnim u suzbijanju bilo koje vrste kukaca. 
Tablica 9. Učinkovitost ozona u suzbijanju vrste Blaptica dubia
	Kukac
	Trajanje ozoniranja
(minute)
	
	Dani nakon ozoniranja
	

	
	
	1.
	2.
	3.
	7.
	10.
	15.
	

	Blaptica dubia
	30 
60 
90
120
240
360
	0,00 b*
5,00 a
0,00 b
0,00 b
0,00 b
0,00 b
	4,98 b  
4,98 b
0,00 c
0,00 c
15,00 a
0,00 c
	0,00 c
4,24 b
0,00 c
0,00 c
15,00 a
0,00 c
	10,00 b
5,00 c
0,00 d
5,00 c
15,00 a
0,00 d
	10,00 b
9,95 b
0,00 d
9,80 b
15,00 a
4,81 c
	14,93 a
9,95 b
0,00 c
14,83 a
15,00 a
9,95 b
	

	LSD p=0,05
	
	1,811**
	0,773
	3,085
	 2,190
	2,615
	    2,763


*vrijednosti označene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; LSD test)
**LSD je utvrđen usporedbom učinkovitosti ozona između dužine trajanja ozoniranja za svako očitavanje

Učinkovitost ozona u suzbijanju brašnara
	Istraživana je učinkovitost ozona na zadnji ličinački stadij dvije vrsta brašnara: veliki brašnar Tenebrio molitor i Zophobas morio. 
	Na ličinke velikog brašnara signifikantno najbolja učinkovitost utvrđena je na varijantama ozoniranima u trajanju od 360 minuta, što je zabilježeno u svim terminima praćenja (tablica 10). Deseti dan od ozoniranja 95 % ličinki je uginulo na varijanti ozoniranoj 360 minuta, dok je na ostalim varijantama tek deseti dan od ozoniranja utvrđeno ugibanje brašnara. Između ostalih varijanti nisu zabilježene značajne razlike u cijelom pokusu. 
Tablica 10. Učinkovitost ozona u suzbijanju vrste Tenebrio molitor
	Kukac
	Trajanje ozoniranja
(minute)
	
	Dani nakon ozoniranja
	

	
	
	1.
	2.
	3.
	7.
	10.
	15.
	

	Tenebrio molitor
	30
60
90
120
240
360
	0,00 c
0,00 c
0,00 c
0,00 c
10,00 b
24,75 a
	0,00 c
0,00 c
0,00 c
0,00 c
14,99 b
34,97 a
	5,00 c
0,00 d
0,00 d
0,00 d
29,90 d
55,00 a
	5,00 c
0,00 d
0,00 d
0,00 d
39,92 b
84,96 a
	10,00 c
4,98 d
4,98 d
5,00 d
39,92 b
94,97 a
	10,00 d
19,84 c
19,84 c
5,00 e
50,00 b
94,97 a
	

	LSD p=0,05
	
	1,268
	1,226
	1,123
	1,924
	1,294
	2,174


*vrijednosti označene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; LSD test)
**LSD je utvrđen usporedbom učinkovitosti ozona između dužine trajanja ozoniranja za svako očitavanje
	Na brašnare vrste Zophobas morio nije utvrđeno značajno djelovanje ozona. Niti petnaest dana nakon ozoniranja nije zabilježena značajna učinkovitost niti na jednoj varijanti, maksimalni mortalitet nije prešao 30 % u cijelom periodu praćenja na svim varijantama (tablica 11). Premda je statistička analiza pokazala značajne razlike između varijanti u pojedinim periodima praćenja (varijanta od 120 minuta), obzirom na ukupno vrlo mali mortalitet ove vrste brašnara, te razlike ne ukazuju na značajniju učinkovitost ozona u suzbijanju ovog štetnika. 
Tablica 11. Učinkovitost ozona u suzbijanju vrste Zophobas morio
	Kukac
	Trajanje ozoniranja
(minute)
	
	Dani nakon ozoniranja
	

	
	
	1.
	2.
	3.
	7.
	10.
	15.
	

	Zophobas morio
	30
60
90
120
240
360
	0,00 b
0,00 b
5,00 a
5,00 a
0,00 b
0,00 b
	0,00 c
0,00 c
10,00 b
14,79 a
0,00 c
0,00 c
	5,00 b
4,91 b
22,43 a
20,00 a
0,00 c
5,00 b
	22,43 ab
9,95 c
22,43 ab
24,88 a
0,00 d
5,00 b
	25,00 b
20,00 c
22,43 c
29,90 a
4,98 d
19,84 c
	25,00 b
20,00 c
22,43 bc
29,90 a
4,98 d
22,43 bc
	

	LSD p=0,05
	
	1,005
	2,204
	1,516
	1,516
	2,312
	1,971


  *vrijednosti označene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; LSD test)
  **LSD je utvrđen usporedbom učinkovitosti ozona između dužine trajanja ozoniranja za svako očitavanje

Učinkovitost ozona na zrikavce
	Istraživana je učinkovitost ozona na odrasle jedinke poljskog zrikavca Gryllus campestris. 
	Kod ove vrste kukaca zabilježena je najveća učinkovitost ozona u suzbijanju. Signifikantno najveća učinkovitost utvrđena je na varijantama tretiranima 240 i 360 minuta u prva tri dana praćenja, i iznosila je > 70 %. Sve varijante u pokusu imale su mortalitet od 60 do 95 % već sedmi dan od tretiranja. 80 - 100 % tni mortalitet na svima varijantama zabilježen je deseti dan od ozoniranja, a nakon petnaest dana svi zrikavci su uginuli (tablica 12). 




Tablica 12. Učinkovitost ozona u suzbijanju vrste Gryllus campestris
	Kukac
	Trajanje ozoniranja
(minute)
	
	Dani nakon ozoniranja
	

	
	
	1.
	2.
	3.
	7.
	10.
	15.
	

	Gryllus campestris
	30
60
90
120
240
360
	0,00 d
5,00 c
5,00 c
5,00 c
15,00 b
32,50 a
	10,00 c
4,85 d
5,00 d
12,38 c
69,82 a
52,47 b
	10,00 b
4,85 c
5,00 c
12,38 b
73,57 a
72,39 a
	93,70 a
94,97 a
64,95 b
64,86 b
93,67 a
89,97 a
	96,21 ab
97,48 ab
89,75 b
79,96 c
100 a
92,48 ab
	100
100
100
100
100
100
	

	LSD p=0,05
	
	3,197
	2,562
	2,793
	6,899
	8,598
	-


*vrijednosti označene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; LSD test)
**LSD je utvrđen usporedbom učinkovitosti ozona između dužine trajanja ozoniranja za svako očitavanje


Učinkovitost ozona na voćnog kornjaša
	Istraživana je učinkovitost ozona na zadnji razvojni ličinački stadij voćnog kornjaša Pachnoda sinuata flaviventris. 
	Djelovanje ozona odnosno mortalitet ličinki vrste Pachnoda sinuata flaviventris nije utvrđen niti na jednoj varijanti u cijelom periodu istraživanja. Čak je tijekom zadnjeg datuma očitavanja zabilježeno kukuljenje ličinki. 


[bookmark: _Toc7557740]5. Rasprava
	
	Istraživanje je provedeno s glavnim ciljem utvrđivanja učinkovitosti ozona na suzbijanje štetnih vrsta kukaca u poljoprivredi, trajanje ozoniranja potrebno da uzrokuje mortalitet kao i utjecaju ozona na fizikalne parametre (pokretljivost i brzinu). Istraživanje je provedeno u dvije faze. Iz razloga što je u dosadašnjim istraživanjima smrtnost kukaca bila veća kada su kukci ozonirani te ostavljani bez dostupnosti hrane (Mahroof i sur., 2018) u ovom istraživanju svim kukcima omogućeni su prirodni uvjeti i hrana na koju su navikli kako bi umanjili okolišni utjecaj na mortalitet. 
	U prvoj fazi istraživanja ozonirani su žitni žišci Sitophilus granarius koji do sada nisu istraživani na utjecaj ozona. Odabrani su kao predstavnici najvažnijih štetnika u skladišnim sustavima te je hipoteza u ovoj fazi istraživanja u potpunosti prihvaćena. Temeljem rezultata vidljivo je da je ozon djelovao na odrasle jedinke ovih kukaca uzrokujući i do 100 % tni mortalitet. Ovo istraživanje dopunjuje (s istraživanom vrstom žiška Sitophilus granarius) i potvrđuje rezultate prethodnih studija gdje je učinkovitost ozona utvrđena na drugim vrstama skladišnih štetnika: kukuruznog žiška (Sitophilus zeamais (Motsch), rižinog žiška (S. oryzae (L) i crvenog brašnara (Tribolium castaneum (Herbst) (Strait, 1998; Kells i sur., 2001; Leesch, 2003; Zhanggui i sur., 2003; Isikber i Öztekin, 2009; Bonjour i sur., 2011; Hansen i sur., 2012). Kao što je bilo i očekivano i u ovom istraživanju veća učinkovitost zabilježena je na varijantama u kojima su kukci bili direktno izloženi ozonu u usporedbi s varijantama gdje su ozonirani u prisutnosti zrna. Količine ozona koje su istraživali navedeni autori bile su 20, 35, 75, 100 i  135 ppm što je višestruko više od doza primijenjenih u ovom istraživanju (u ovom istraživanju maksimalna količina ozona bila je 0,006 ppm). Hansen i sur. (2011) na tri Sitophilus vrste (ne i S. granarius) bilježe 100 % učinkovitosti kod primjene 35 ppm ozona primijenjenog kroz pet dana samo na kukce, te kod primjene 135 ppm ozona primjenjivanog kroz osam dana na kukce zajedno sa zrnom. McDonough i sur. (2011) utvrđuju potrebnu količinu od 1800 ppm ozona za postizanje 100 % učinkovitosti na S. zeamays. U ovom istraživanju maksimalna količina ozona od 0,002 ppm što iznosi 300 mg (5 mg/l) izlazne snage u trajanju od dva sata rezultirala je 100 % mortalitetom žitnih žižaka tjedan dana od primjene, što su puno manje količine od testiranih u prijašnjim istraživanjima. Velike zabilježene razlike u količinama ozona potrebnim za postizanje visoke učinkovitosti možemo pripisati ne detaljnom opisu ozonatora korištenih u drugim istraživanjima, kao i nepoznatog načina izračuna količine ozona u volumenu jedne litre zraka. Kako spomenuta istraživanja koriste profesionalne ozonatore daleko veće izlazne snage, zbog same otrovnosti ozona za čovjeka u količinama iznad 0,1 ppm, pretpostavljamo da količine iznošene u radovima zapravo odgovaraju izlaznoj snazi ozona, a ne koncentraciji izračunatoj u litri zraka kako je prikazano za količine upotrjebljenog ozona u ovom istraživanju u dijelu Materijali i metode. Kakogod, količine ozona i trajanje ozoniranja u ovom istraživanju znatno su manje i kraće od prijašnjih istraživanja što zahtjeva potvrdu rezultata provođenjem pokusa direktno u skladišnim sustavima, ali i navodi na zaključak da su populacije žitnog žiška visoko osjetljive na fumigaciju ozonom, što je bilo i očekivao obzirom da su u pokusu korištene prirodne populacije iz privatnih skladišta koje se ne tretiraju nikakvim pripravcima za suzbijanje štetnika.  
	Osim učinkovitosti u prvoj fazi istraživanja istraživan je utjecaj ozona i na pokretljivost i brzinu žitnih žižaka. Do sada je jedino istraživanje na pokretljivost provedeno na kukuruznom žišku Sitophilus zeamays u studiji autora Sousa i sur. (2012). Sousa i sur. (2012) utvrdili su da se pokretljivost smanjuje s povećanjem učinkovitosti ozona. Prema očekivanju to su i potvrdili rezultati ovog istraživanja, te se može zaključiti da ozon ima utjecaj na pokretljivost, ali i na brzinu tretiranih kukaca koja do sada nije istraživana niti na jednom kukcu. Zanimljiv rezultat je smanjenje pokretljivost neposredno nakon ozoniranja, povećanje pokretljivosti nakon par dana, te ponovan pad pokretljivosti utvrđen desetak dana nakon ozoniranja. Brzina ozoniranih žitnih žižaka očekivano se smanjivala od trenutka ozoniranja pa tijekom cijelog perioda praćenja. Do signifikantnih podataka-smanjenja pokretljivosti i brzine dovela je dužina ozoniranja u trajanju od 2 sata što je i maksimalno istraživano vrijeme utjecaja ozona na navedene parametre. Sposobnost ozona da umanji pokretljivost i brzinu tretiranih kukaca pozitivna je osobina u suzbijanju štetnika u skladišnim sustavima, gdje se na taj način smanjuje mogućnost bijega kukaca iz tretiranih objekata (Sousa i sur., 2012). Kako tip skladišta može također imati utjecaj na pokretljivost i brzinu kukaca, ovakvo istraživanje je potrebno provesti u različitim skladišnim sustavima kako bi se mogla dati detaljnija ocjena ozona kao potencijalnog fumiganta za suzbijanje štetnika skladišta.  
Nakon provedene prve faze istraživanja te pozitivnih rezultata učinkovitosti ozona na žitne žiške postavilo se pitanje da li ozon može djelovati i na druge vrste kukaca štetnih u poljoprivredi, te da li postoji potencijal za ozoniranje ne samo skladišta žitarica nego i drugih skladišnih sustava biljnog materijala. Kako je već spomenuto dostupnost kukaca bila je vrlo ograničavajuća, stoga je odlučeno istražiti utjecaj ozona na najotpornije i najizdržljivije kukce u prirodi-žohare, brašnare-važne štetnike uskladištene robe, zrikavce-predstavnike poljskih štetnika te ličinke kornjaša-predstavnike štetnika koji se hrane podzemnim biljnim organima. Hipoteza je u drugoj fazi istraživanja djelomično prihvaćena, a detaljna rasprava slijedi u nastavku.
Žohari su kukci koji prije svega uzrokuju kontaminaciju vode i širenja raznih bolesti (Cochran, 1985; Tian, 2015), a mogu pričiniti štete kućnim biljkama, u vrtovima, a osobito u grijanim staklenicima gdje glođu mekše dijelove biljaka (Eggleston, 2003; Gotlin Čuljak i Juran, 2016). U ovom istraživanju ozonirani su po prvi puta odrasli stadiji dvije vrste žohara: turski žohar Blatta lateralis i žohar dubija Blaptica dubia. Turski žohar je dimenzijama manji te građom tijela osjetljiviji od žohara dubije. Te morfološke karakteristike uzrokovale su različito djelovanje ozona na ove štetnike. Turski žohar uspješno je suzbijen ozoniranjem u trajanju od 360 minuta, gdje je 90 % učinkovitost zabilježena deseti dan od tretiranja, a petnaesti dan od ozoniranja zabilježena je i 100 % učinkovitost. Kraća izloženost ozonu nije pokazala značajnije pozitivne rezultate. Istovremeno 360 minuta ozoniranja nije uzrokovalo više od 15 % mortaliteta žohara dubije te se može zaključiti da ozon ne djeluje na suzbijanje žohara dubije. Kako je jedino istraživanje provedeno na ovoj skupini štetnika i to na odraslom smeđem žoharu Blatella germanica pokazalo učinkovitost ozona nakon 18 sati izloženosti (Tian, 2015) vjerujemo da je loš rezultat ozoniranja na žohara dubiju posljedica prekratkog vremena izloženosti ozonu. Žohari su prema istraživanju Tien (2015) tolerantniji na ozon od ostalih kukaca prvenstveno zbog veličine, a potom i zbog specifičnosti građe tijela i aktivnosti enzima koji uvjetuju tolerantnost, stoga vrijeme ozoniranja od 6 sati nije bilo dovoljno za uspješno suzbijanje žohara dubije. 
Isto kao i žišci, brašnari su štetnici uskladištenih prostora, međutim osim zrna vrlo često mogu pričinjavati značajne štete na brašnu, tjestenini, sušenim namirnicama i sl. (Maceljski i Igrc, 1991). Skladišni štetnici vrlo su često prisutni u sastojcima stočne hrane što predstavlja velike poteškoće u proizvodnji stočne hrane ispravnog zdravstvenog stanja i kakvoće, a malo tko razmišlja o opasnosti koju ti kukci predstavljaju za životinje (Josipović, 2019). Ovo istraživanje je prvo provedeno upravo na vrstama Zophobas morio i Tenebrio molitor. Istraživanje je utvrdilo vrlu malo učinkovitost ozona u suzbijanju brašnara Zophobas morio (ispod 30 % petnaest dana nakon ozoniranja u trajanju 360 minuta). Učinkovitost ozona na velikog brašnara Tenebrio molitor bila je iznad 95 % na varijanti tretiranoj 360 minuta deseti dan od ozoniranja. Kraće tretirane varijante te ranija očitavanja nisu evidentirali značajniju učinkovitost. Kako se radi o zadnjem ličinačkom stadiju prije kukuljenja možemo pretpostaviti da je to najotporniji razvojni stadij te da su potrebna duža ozoniranja za bolje rezultate. Ove rezultate potvrđuju prethodna istraživanja na srodnim vrstama Tribolium castaneum i T. confusum gdje je utvrđeno smanjenje osjetljivosti na ozon sa starosti, odnosno mlađi stadiji ličinki pokazali su  veću 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 Scarabeide dolaze brojni štetnici čiji ličinački stadiji zvani grčice pričinjavaju velike štete dijelovima biljaka u tlu (Maceljski i Igrc, 1991). Štetnici iz iste porodice su: dlakavi ružičar, zlatne mare, vrtni ružičar, crni ružičar,  hruštevi, Anisoplia spp. te japanski pivac (Popilia japonica) te se željela istražiti mogućnost ozoniranja tla s ciljem suzbijanja ličinki ovih značajnih štetnika. Međutim, rezultati ovoga istraživanja na ličinke voćnog kornjaša Pachnoda sinuata flaviventris (porodica Scarabeide) pokazuju da ozon nema nikakvu učinkovitost na ove kukce. Niti jedna ličinka nije bila oštećena ozoniranjem, čak niti u varijanti tretiranoj 6 sati. Štoviše, tijekom posljednjih dana očitavanja zabilježeno je uspješno kukuljenje ovih kukaca. Potrebno je eventualno istražiti učinkovitost ozona primijenjenog u intervalu puno dužem od 6 sati (npr. 18 sati kao i za žohare), te istražiti učinkovitost na mlađim razvojnim stadijima ličinki. Kao i kod ostalih kornjaša zadnji razvojni stadiji ličinki prije samog kukuljenja najotporniji su na primjenu i kemijskih pripravaka, a i ozona (Takigawa i sur., 2011). 
Konačno, istraživana je učinkovitost ozona na odraslog poljskog zrikavca Gryllus campestris. Kako do sada nije istraživana učinkovitost ozona na suzbijanje ove vrste, a niti na pripadnike istog roda, koji su vrlo česti u RH te zajedno sa srodnim štetnicima (rovcima i skakavcima) pričinjavaju štete na različitim biljnim vrstama, napadaju povrće i voće, često u staklenicima i plastenicima (DDT, 2017) smatrano je da podatak o učinkovitosti ozona predstavlja važan doprinos u budućim alternativnim zaštitama zaštićenih prostora. Rezultati istraživanja pokazali su vrlo veliku učinkovitost ozona u suzbijanju zrikavaca. Već neposredno nakon tretiranja primijećena je smrtnost jedinki, a samo tjedan dana od tretiranja i varijante najkraće izložene ozonu imale su preko 90 % smrtnosti. Ovako velikoj smrtnosti i vrlo malim razlikama između varijanti ozoniranja vjerojatno je pridonijelo i organiziranje staništa koje možda nije bilo najpovoljnije za zrikavce. Za konačne zaključke o učinkovitosti ozona na ovu vrstu kukaca ovaj dio pokusa potrebno je ponoviti na način da se osiguraju staništa što sličnija prirodnima.   
Nakon provedenih eksperimenata evidentna je učinkovitost ozona u suzbijanju različitih vrsta štetnih kukaca. Kako je korišten ozonator za jednostavnu (kućnu) primjenu nije bilo moguće mijenjati količine ozona primijenjene u istom vremenskom okviru, stoga ne možemo donijeti zaključak da li na smrtnost utječe veća količina ozona ili duži period izloženosti. Kako god, ozon u suzbijanju štetnika ima potencijal zbog činjenice da:  (i) može biti generiran na mjestu primjene, (ii) ne ostavlja toksične ostatke nakon primjene i (iii) rizici za rad osoblja su minimalni zahvaljujući brzoj razgradnji. Svi dobiveni rezultati predstavljaju nove podatke za suzbijanje štetnika ozonom u RH (i Europi) te će pridonijeti ukupnom znanju o primjeni ovoga plina u poljoprivredi. Ozonizacija ima potencijal da postane realan izbor za suzbijanje štetnih organizama u skladišnim sustavima sirovina za ljudsku i životinjsku prehranu ili gotovih proizvoda, samostalno ili kao nadopuna drugim metodama.
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	Na temelju provedenog istraživanja učinkovitosti ozoniranja na sedam vrsti kukaca doneseni su sljedeći zaključci:
1. Ozon štetno djeluje na kukce te postoji potencijal njegove primjene prvenstveno za suzbijanja štetnika skladišnih sustava. 
2. Najveća učinkovitost ozoniranja utvrđena je kod kukaca gdje su ozonirane odrasle jedinke (zrikavci i turski žohar). Vrlo mala i nikakva učinkovitost utvrđena je na ličinkama vrste Zophobas morio i ličinkama vrste voćnog kornjaša Pachnoda sinuata flaviventris. Dakle, ličinački stadij otporniji je na djelovanje ozona od odraslih stadija razvoja kukaca. 
3. Osim na mortalitet ozoniranje ima utjecaj na pokretljivost i brzinu kukaca (dokazano na vrsti Sitophilus granarius). Povećanje trajanja izloženosti ozonu uzrokuje smanjenu pokretljivost i usporenost jedinki.  
4. Premda je bolja učinkovitost dokazana na kukcima tretiranima direktno, za relevantne rezultate laboratorijskih istraživanja potrebno je tretirati kukce u prirodnom okruženju te im omogućiti uvjete prirodnih staništa u vremenu nakon ozoniranja. 
5. Za vrste na kojima nije utvrđen učinak ozona (žohar dubija i ličinke kornjaša) potrebno je provesti dodatna istraživanja s većim količinama ozona te dužim periodom ozoniranja. 
6. Kako je u ovom istraživanju količina primijenjenog ozona vezana za vrijeme ozoniranja, možemo zaključiti da se učinkovitost (mortalitet) povećava s povećanjem trajanja ozoniranja. 
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	Zahvalu želimo uputiti našoj mentorici doc. dr. sc. Dariji Lemić koja je svojim strpljenjem i znanjem omogućila da ostvarimo ovaj rad. Zahvaljujemo se na ukazanoj prilici i vjeri u naše sposobnosti te velikoj pomoći koju nam je nesebično pružala tijekom proteklih mjeseci.
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UČINKOVITOST OZONA U SUZBIJANJU KUKACA
[bookmark: _Toc7557744]SAŽETAK

	Zaraza kukcima unutar skladišnih objekata glavni je problem u industriji ljudske i životinjske hrane. Infekcije kukcima u skladišnim sustavima mogu dovesti do ekonomskih gubitaka od 9 do 20 %. Prisutnost kukaca i njihovi ostaci u zrnu i drugoj uskladištenoj hrani predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi i stoke. Trenutno se štetnike u skladišnim prostorima suzbija kombinacijom različitih metoda, od čišćenja i hlađenja do tretmana uskladištenog materijala s kontaktnim insekticidima ili fumigacijom. Brojnost raspoloživih pesticida za tretiranje zrna i drugih uskladištenih proizvoda iz godine u godinu se smanjuje, a njihova ekotoksikološka svojstva povećavaju zabrinutost potrošača i društva u pogledu zaštite okoliša i sigurnosti, naglašavajući potrebu za alternativnim metodama suzbijanja štetnika. Jedna od potencijalnih metoda je uporaba ozona. Iako mehanizam djelovanja ozona na kukce nije u potpunosti poznat, dišni sustav kukaca ciljano je područje djelovanja. Glavni cilj ovoga istraživanja bio je utvrditi učinkovitost ozona u suzbijanju različitih vrsta kukaca. Istraživanje je provedeno u laboratoriju Zavoda za poljoprivrednu zoologiju na sedam različitih vrsta kukaca koji su bili u različitim stadijima razvoja (odrasli: Sitophilus granarius, Blatta lateralis, Blaptica dubia, Gryllus campestris; ličinke: Pachnoda sinuata flaviventris, Tenebrio molitor i Zophobas morio). Varijante u pokusu bile su različita trajanja izloženosti ozonu. Osim mortaliteta, na žitnom žišku pratio se i utjecaj ozona na pokretljivost i brzinu kukaca. Rezultatima je utvrđeno štetno djelovanje ozona na kukce. Najveća učinkovitost ozoniranja utvrđena je kod kukaca gdje su ozonirane odrasle jedinke, a vrlo mala i nikakva učinkovitost utvrđena je na tretiranim ličinkama. Osim na mortalitet ozoniranje ima negativan utjecaj na pokretljivost i brzinu kukaca. Učinkovitost ozona povećava s povećanjem trajanja ozoniranja. Rezultati ovog istraživanja sugeriraju da ozoniranje ima potencijal da postane realan izbor u suzbijanju štetnih organizama u skladišnim sustavima sirovina za ljudsku i životinjsku prehranu ili gotovih proizvoda, samostalno ili kao nadopuna drugim metodama.
Ključne riječi: skladišni štetnici, ozon, ozoniranje, mortalitet, učinkovitost
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OZONE EFFICIENCY IN INSECT SUPPRESSION
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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 emphasising the need for alternative pest control methods.  One of the potential methods is the use of ozone. Although the mechanism of action of ozone 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 have been conducted in Laboratory of Department of Agricultural Zoology on seven different insect species which were in different growing stages (adults: Sitophilus granarius, Blatta lateralis, Blaptica dubia, Gryllus campestris; larvae: Pachnoda sinuata flaviventris, Tenebrio molitor i Zophobas morio). Variants in the experiment were different durations of ozone exposure. In addition of ozone toxicity the waking response and speed of Sitophilus granarius were investigated. The results 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 and no efficacy was found in the treated larvae. In addition to mortality ozone has negative effect on the mobility and insect speed as well. Ozone efficiency increases 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.
Keywords: storage pests, ozone, ozonation, mortality, efficiency
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Red: Blattodea, porodica: Blattidae (žohari), vrsta: turski žohar Blatta lateralis


Red: Blattodea, porodica: Blattidae (žohari), vrsta: žohar dubija Blaptica dubia


Ovi kukci su vrlo rasprostranjeni i smatraju se štetnima za knjižničnu i arhivsku baštinu jer mogu nagrizati i ostaviti mrlje (koje proizlaze iz njihovih tjelesnih izlučevina) na materijalima s kojima dolaze u kontakt. Štoviše, mogu uzrokovati zdravstvene probleme kao što su alergije, astma, a ponekad čak i prenose infektivne bolesti (Eggleston, 2003). Osim Blaptice dubie, iz ove porodice štetna je i vrsta Pycnoscelus surinamensis koja osim u kućanstvu štete radi i u vrtovima i na biljkama, a osobito u grijanim staklenicima gdje glođe mekše dijelove biljaka.


Red Orthoptera, porodica: Gryllidae (zrikavci), vrsta: poljski zrikavac Gryllus campestris 


Omnivori su, vole se hraniti i organskim raspadajućim materijalom. 


Red: Coleoptera, porodica: Scarabeidae (listorošci), vrsta: voćni kornjaš Pachnoda sinuata flaviventris


Red: Coleoptera, porodica: Tenebrionidae (crnokrilci), vrsta: Zophobas morio


Red: Coleoptera, porodica: Curculionidae (pipe), vrsta: žitni žižak Sitophilus granarius 


Žohari su pratitelji čovjeka te se ubrajaju u gamad jer žive u obitavalištima čovjeka (Gotlin Čuljak i Juran, 2016)


Nisu poznati kao agresivni kukci unutar kuća iako znaju uzrokovati kontaminaciju vode te širenje bolesti. Najčešće žive u kanalizaciji te upravo zbog toga mogu prenijeti bolesti. Također mogu raditi štetu kućnim biljkama. Nokturalne su životinje te imaju najbrži razvoj od svih žohara. 


polifagan štetnik koji oštećuje sve vrste žita, pitomi kesten, razne vrste tjestenina i brašnene proizvode. 


Osim žitnog žiška najvažniji štetnici iz iste porodice su: repina pipa (Bothynoderes punctiventris), vinova pipa (Otiorhynchus sulcatus), pamukova pipa (Anthonomus grandis), blitvina pipa (Lixus junci), lucernina pipa (Otiorhynchus ligustici), lozina pipa (Otiorhynchus lavandus), pipe mahunarke (Sitona spp.), crna repina pipa (Psalidium maxillosum), kukuruzna pipa (Tanymecus dilaticolis), rižin žižak (Sitophilus oryzae).


Štetne vrste iz iste porodice su: pjeskar (Opatrum sabulosum L.) koji napada suncokret, kukuruz, šećernu repu u nicanju, hmelj, povrće i brojne druge biljke; kukuruzni crni kornjaš (Pedinus femoralis L.) čije se ličinke hrane sjemenjem, podzemnim dijelovima biljaka, a imaga mladim, tek izniklim biljkama; kestenjasti brašnar (Tribolium castaneum) koji je primarni štetnik uljarica i sjemena te brašna; mali brašnar (Tenebrio confusum Duv.) – skladišni štetnik žitarica (Maceljski i Igrc, 1991)


 Skladišni štetnik, oštećuje i mljevene proizvode, tjestenine, sušene namirnice… (Ivezić, 2008) 


 Prisutnost ovih kukaca ukazuje na slabije stanje i kvalitetu uskladištene robe, bez obzira da li su posljedica oštećenja zrna primarni štetnici ili je prisutno mnogo loma i brašnaste komponente kao primjesa. Kukci su vrlo često prisutni u sastojcima stočne hrane što predstavlja velike poteškoće u proizvodnji stočne hrane ispravnog zdravstvenog stanja i kakvoće, a malo tko razmišlja o opasnosti koju ti kukci predstavljaju za životinje (Josipović, 2019).


U porodicu listorožaca broje se 4 važne potporodice: Cetoninae (zlatne mare), Melolonthinae (hruštevi), Rutelinae (pivci) te Scarabeinae (kotrljani). Ličinke su svinuta oblika, jako razvijenih nogu i usnog ustroja, žive u tlu. Zovemo ih grčicama. Većinom se ubrajaju u štetnike u tlu jer se hrane podzemnim dijelovima (Maceljski i Igrc, 1991).


Štetnici iz iste porodice su: dlakavi ružičar, zlatne mare, vrtni ružičar, crni ružičar,  hruštevi, Anisoplia spp. te japanski pivac (Popilia japonica).


Red: Coleoptera, porodica: Tenebrionidae (crnokrilci), vrsta: veliki brašnar Tenebrio molitor


Česte vrste u Hrvatskoj su Acheta domesticus, kućni zrikavac i Gryllus campestris, poljski zrikavac. Poljski zrikavac uzrokuje štete na različitim biljnim kulturama, napadaju žitarice, povrće, voće i sl. (DDD, 2017).


Štetne vrste iz istog reda su: rovci, skakavci, konjici.
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