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1. UvVOD

1.1. VazZnost zastite uskladiStenih zrnatih proizvoda od skladisnih Stetnika

Osnovni cilj ¢uvanja poljoprivrednih proizvoda je skladistenje proizvoda bez gubitaka
kvantitete (tezine) 1 kakvoce. Mora se voditi racuna da se troskovi ¢uvanja, rada i zastitnih
sredstava smanje $to vise. Potrebno je znati $to se moze skladistiti, na koji nacin treba ocuvati
proizvode i pritom osigurati optimalne uvjete u prostoru gdje se proizvodi ¢uvaju, §to ovisiio
namjeni skladiStenja i cuvanja, odnosno radi li se o sjemenskoj ili merkantilnoj robi. SkladiSta
poljoprivrednih proizvoda privlace Stetnike razli¢itog podrijetla, najviSe kukce, zatim grinje 1
glodavce. Zbog velike koli¢ine hrane i povoljnih uvjeta (vlaga temperatura) ¢esto moze doci
do bolesti 1 prenamnozavanja Stetnih kukaca uslijed ¢ega dolazi do vece Stete uskladiStenih

proizvoda.
1.2. Najznacajniji skladiS$ni Stetnici

Podjela prema Stetama na uskladiStenim proizvodima Stetnike koje dijelimo na :

1.2.1. Primarne vrste:

Vrse primarnu zarazu uskladiStenog proizvoda, napadaju zdrava i neoStecena zrna, ekonomski
su najznacajniji Stetnici, mogu u potpunosti unistiti proizvod izjedajuci sadrzaj i razvijajuci se
u unutrasnjosti zrna, posebno opasni za sjemenski materijal (izjedanje klice), svojim
metabolizmom iniciraju proces samozagrijavanja i na taj nacin dodatnom narusavanju

kvalitete zrnate mase.

Najznacajniji predstavnici (kukuruzni, pSeni¢ni 1 rizin zizak, grahov, bobov, graskov i kavin
zizak, zitni kukuljiCar, trogoderma Zita, duhanar, brasnena i sirna grinja, bakrenasti, Zitni i

hambarski moljac i dr.) (Rozman i Liska)
Ziici — §tetnici zrnatih proizvoda

Najcesce vrste zizaka koje osteCuju zrnate proizvode su kukuruzni, pSeni¢ni i rizin zizak, a
ujedno predstavljaju i najc¢eS¢e Stetnike uskladiStenih proizvoda. Pripadaju porodici pipa

(Curculionidae) uglavnom su svijetlosmede do tamnosmede neke imaju i tockice na pokrilju,
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primjerice kukuruzni. Napadaju zrno u skladistu, ali neke od vrsta mogu napasti i klipove u
polju kada su u fazi vostane zrelosti. Zisci su otporni na niske temperature kao i na

nedostatak hrane, pa bez nje moze izdrzati i viSe dana.

1.2.2. Sekundarne vrste:

Vrse sekundarnu zarazu uskladiStenog proizvoda, napadaju oStecena i lomljena zrna, braSnene
smjese i preradevine, razvijaju se u meduzrnevljenom prostoru uskladistene mase, ekonomski
manje znacajni Stetnici od primarnih vrsta, zagaduju proizvod svojim ekskrementima i

fragmentima tijela, javljaju se u masovnom broju.

Najznacajniji predstavnici (kestenjasti braSnar, mali brasnar, surinamski brasnar veliki

brasnar, hrdasti brasnar, brasneni moljac, duhanov moljac) (Rozman i Liska).

Kestenjasti brasnar ( Tribolium castaneum Herbst)

Najznacajniji od braSnara je kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum Herbst). Lic¢inka
braSnara je zuckasta do crveno smede boje, duzine 6-7 mm. Tijelo kestenjastog brasnara
odraslog stadija je duguljastog oblika, duzine 2,3-4,4 mm. Boja crveno smeda do tamno
kestenjasta. Na pokrilju izrazene uzduzne linije, 3 zadnja segmenta ticala izrazajno. Moze

izazvati alergijsku reakciju (Alanko i sur. 2000.), ali nije poznato da $iri bolest (slika 1.).

Slika 1. Kestenjasti braSnar

(https://repozitorij.biologija.unios.hr/islandora/object/bioos%3A65/datastream/PDF/view)
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Mali brasnar (Tribolium confusum Jacq. Du Val)

Zivi u uvjetima smanjene svjetlosti i skriveno. Li¢inke su zuckaste boje i duge do 6 mm. Jaja
su bjelicasta i oblepljena sluzastom tvari. Odrasli stadij su duzine 3-4 mm, ridasto smede boje.

Ispod pokrilja imaju dobro razvijena krila, ali ne lete.

1.2.3. Suvremene mjere suzbijanja Stetnika

Pracenjem populacije kukaca, te odredivanjem praga Stetnosti i ekonomske opravdanosti,
odabiru se vrste mjera suzbijanja, koje se dijele na kemijske, fizikalne 1 bioloske. Kemijske
mjere suzbijanja Stetnika u skladistima jo§ su uvijek, pored svih drugih mjera, naju¢inkovitije
iako ostavljaju Stetne posljedice za okoli§ 1 zdravlje Covjeka. Dijele se na insekticide,
rodenticide i fumigante. Fizikalne mjere suzbijanja su postupci manipuliranja fizikalnim
okoliSem, gdje se ne dozvoljava porast populacije Stetnika, ili se ona reducira, odnosno
potpuno eliminira. Ovo je najstarija metoda zaStite od Stetnika. U fizikalne mjere spadaju
primjena visoke 1 niske temperature, modificirana atmosfera (koja se moZe ubrojiti 1 u
kemijske mjere), mehanicke mjere, ionizacija, te koriStenje inertnih prasiva. BioloSke mjere
(primjena predatora, gljivica i parazita — bakterija). BioloSke mjere zastite zapravo su bioloski
insekticidi jedan od lanaca integriranih mjera i njihovo provodenje i1 uspjeh u suzbijanju
Stetnika limitiraju¢eg broja vrsta u skladiStima ovisi 1 o provodenju drugih mjera kao

fumigacija, sanitacija, aeracija i dr.

1.3. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja bio je ispitati insekticidnost pripravljene nanoemulzije na bazi lavandina na
kestenjastog brasnara u tremanu sa zrnom pSenice. Usporediti ucinkovitost nanoemulzije s
ucinkovitosti iste forumulacije bez primjene nanotehnologija. Procijeniti oStecenje tretirane

psSenice.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Suvremeni trendovi u zastiti uskladistenih proizvoda

Trendovi koji se odnose na nepesticidne mjere u zastiti uskladiStenih proizvoda ukljucuju
razliCite vrste formulacija biopesticida koji se mogu primijeniti u formi mocivog praha i
koncentrata, suspenzija u granulama koje se dispergiraju u vodi, te jednokomponentnih do
viSekomponentnih formulacija. Veliki broj formulacija ima poboljSani nacin oslobadanja
aktivne tvari ¢ime se optimizira njihov bioloski u¢inak. Novije tehnologije, kao Sto je
primjena nanotehnologije omogucuje razvoj novih vrsta formulacija, poput nanosuspenzija,
suspenzija, nanoemulzija, nano kapsula, itd. Biopesticidi pruzaju ekoloski prihvatljive
alternative kemijskim pesticidima, ali se suo€avaju s nizom izazova u svom razvoju, primjeni
i proizvodnji. Udio biopesticida koji se primenjuju u zastiti bilja tek je neznatan u odnosu na
ukupnu koli¢inu pesticida koja se upotrebljava za te svrhe. Postoji viSe razloga za ovakvu
situaciju kao S$to su, na primjer, niska stabilnost biopesticida pri skladiStenju, skup
proizvodnih proces, osetljivost na klimatske uvjete pri kojima se primenjuju, zatim problemi

vezani za efikasnost i dr. (Gasi¢ i Tanovi¢, 2013.).

Biopesticidi privlace interese zbog svojih prednosti povezane sa sigurnoS¢u okoliSa,
specifiéno$¢éu cilja, biorazgradivost, djelotvornos¢u 1 prikladnosti u integriranom
gospodarenju StetoCinama. Iako je potencijalna primjena biopesticida u zastiti okolisa dobro
poznata, povecan je interes za manje Skodljivim rjeSenjima s obzirom na sve vece zahtjeve za
organskom hranom. Sirom primjenom biopesticida u zdravstvu i poljoprivredi, moZe znatno

utjecati na sigurnost okoliSa (Kumar i Singh, 2015.).

Cini se da ¢e biopesticidi u buduénosti imati $iru uporabu primjene zbog pobolj$anja utjecaja
na okoli§ 1 jeftinijeg izbora. Pokazalo se da uporaba biopesticida s pomo¢énim sredstvima
pojacavaju svoju ucinkovitost i zbog toga je ta Cinjenica otvorila nove mogucnosti za daljnji
razvo] na tom podru¢ju. Odabir odgovaraju¢e formulacije moZe poboljSati stabilnost
proizvoda, proSiriti i pojacati aktivnost i moze smanjiti nedostatke primjene u stvarnim

uvjetima mnogih potencijalnih bio-agenasa.(Gasi¢ i Tanovi¢, 2013.).



2.2. Nim (Azadirachta indica) kao bioloski insekticid

Azadirachta indica ima odredene izrazite prednosti u odnosu na vecinu ostalih komercijalno
koriStenih biljake kao prirodni pesticidi. Ova biljka stablaSica (slika 2.) obi¢no raste u
tropskim i suptropskim dijelovima Azije, ali danas se uzgaja i u drugim toplim predjelima
svijeta zbog njihove znatne klimatske tolerancije. Ovo drvo ¢ak uspijeva na otpadu i rubnim
zemljistima. U Indiji A. indica raste u gotovo cijeloj drzavi. Prilagodena je Sirokom rasponu
temperatura izmedu 0°C 145°C i nadmorske visine do 1500 m nadmorske visine. Za opstanak
je potrebna minimalna koli¢ina kiSe od 450 mm. To je jedna od nekoliko vrsta koje mogu

dobro rasti na vapnenastim tlima s pH do 8,5 i na dubini tla od 1,5-2,0 m.

Slika 2. Biljka nim

(Izvor: https://images.app.goo.gl/sbKeH5KHo4rKBuv18)

U Indiji se radilo na identifikaciji i izolaciji sastava A. indica, a pokrenut je 1942. godine i

nastavljen je u raznim dijelovima svijeta.


https://images.app.goo.gl/sbKeH5KHo4rKBuv18

2.2.1. Kemijski sastav A. indica

Dokazano je da liS¢e sadrzi ugljikohidrata (48-58%), sirovih vlakana (11-24%), sirovih
proteina (14-18%), pepeo (7,7-8,5%), masti (2,3-6,9%), kalcij (0,8-2,4%) i fosfor (0,13-
0,24%), i niz aminokiselina. Njegovo ulje bogato je masnim kiselinama. Broj Secera i
polisaharida su identificirani u kori A. indica. Svi dijelovi stabla A. indica posjeduju
insekticidno djelovanje, ali sjemena jezgra je daleko naju¢inkovitija. Ima mnostvo pesticida
aktivnih sastojaka koji se zajedno vise nazivaju ,triterpeni konkretno "limnoidi". Cetiri
najbolja limnoidna spoja su: Azadirachtin, Salannin, Meliantriol i Nimbin. Azadirachtin
(C35H44016) sam je skupina spojeva kao $to su Azadirachtin A, B, C, D, E, F, G itd. Od
toga azadirachtin-A (Aza A) je najobilnija i bioloSki najaktivnija koja ima dokazano
repelentno 1 insekticidno djelovanje protiv velikog broja Stetnika i koristi se kao komercijalni

insekticid ( Debashri i Tamal, 2012.).

2.2.2. U¢inkovitost A. indica protiv $tetnika u skladiStu

Derivati A. indica koriste se ¢esto za zastitu Zitarica koje se ¢uvaju u vreama i trgovinama.
Upotreba A. indica moZe pruziti zna¢ajnu ekonomsku prednost i uslugu ruralnim podrucjima
u razvoju. Uspjesna kontrola zabiljezena je u kontrolu uskladiStenih vrsta kukaca. Gubici
zrnatih proizvoda tijekom skladiStenja mogu biti znacajni. Primjenom A. indica, postignuti su
Znacajni rezultati kontrole uskladiStenih Stetnika. Primjerice u obliku praha apliciran na zrno

rize, zatim u obliku 2% ekstrakta .

PSenica ¢uvana u vre¢ama od jute pomijesana s 20% ekstrakta lis¢a A. Indica ili 5% vodenog
ekstrakta sjemena bila je zasticena od oStec¢enja insekata do 6 mjeseci. U Indiji, Jotwani i
Sircar prvi su to pokazali s prahom zrna A. indica kada su pomijesali sjeme pSenice u omjeru
1-2 do 100 (wt / wt) dijelovalo je u¢inkovito protiv S. oryzae, Trogoderma granarium i R.
dominica nakon 270, 320, odnosno 380 dana. Rahim je utvrdio da je etanol ekstrakta zrna A.
indica, koji sadrzi azadirahtin, u dozi od 75 mg kg zastitio uskladiStenu pSenicu protiv R.
dominica do 48 tjedana. U skladisnim pokusima zrna pS$enice tretirana su uljem A. indica na
udio od 8 ml na 1 kg zrna prije skladiStenja u vrece. Postignuta je 50 do 70% manja zaraza
R. dominica, S. oryzae, T. castaneum i Cryptolestes sp. Primjena A. indica ulje u niskoj
koncentraciji od 0,1% (wt / wt) na pSeni¢no zrno ucinkovito je smanjila polaganje jajaSaca
moljca Sitotroga cerealella. Sjeme kukuruza namoceno 20 minuta u 1% otopini ekstrakta ulja

A. indica bilo je otporno na napad S. oryzae.



2.3. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja nalaze se kao sastavni dio mnogobrojnih biljnih vrsta, te se ovisno o dijelu biljke
(cvijet, list, stabljika, sjeme) nalazi u razli¢itom udjelu. Postoje razli¢ite metode za
ekstrakciju i pripremu esencijalnih ulja iz razli¢itih dijelova biljke. Laboratorijskim tehnikama
kao npr. destilacijom pare koje je uobic¢ajena metoda kojom se koristi za ekstrakciju eteri¢nih
ulja. U takvoj metodi se koristi Clavenger aparat (slika 3.). Medutim, pod odredenim
uvjetima procesa destilacije, mogu se dogoditi mnoge reakcije. Takve reakcije ukljucuju
izomerizaciju, saponifikaciju i druge kemijske reakcije. Takve promjene dovode do promjena
u sastavu izoliranog ulja. Uz to koriste se druge metode za izolaciju i ekstrakciju eteri¢nih
ulja, poput ekstrakcije otapalom i sline destilacije. Koriste se i druge metode poput
ekstrakcije ugljicnim dioksidom i mikrovalnim pe¢nicama. Mnogi ¢imbenici mogu utjecati na
kvalitetu i koli¢inu proizvoda i njihov kemijski sastav, npr. starost biljke, faza vegetativnog
ciklusa, gnojivo, tlo i klima. Metoda destilacije na pari naj¢e$ca je i najekonomiénija metoda

koja se koristi za proizvodnju eteri¢nih ulja.
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Slika 3. Clavenger aparat

(1zvor: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0021967317314929)
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2.4. Lavandin (Lavandula x intermedia)

Lavandin (Lavandula x hybrida) (slika 4.) nastao je krizanjem prave lavande i lavande
latifolije. Eteri¢no ulje lavandina ima drugacije djelovanje od onoga kao kod prave lavande i
bogatije je kamforom. Lavandin je naziv za hibride, odnosno krizance uskolisne i Sirokolisne
prave lavande. Lavanda prije cvate od lavandina i po mjesec dana. Hrvatski Kkultivari
,Budrovka“ (Lavandula intermedia x Reverchon) i ,,Bjelika“ sa Hvara su lavandini odnosno
hibridi. Ulje je lo$ije kvalitete od prave lavande zbog koli¢ine estera koji se kre¢u 7 do 16 %.
Oblik grma u cvijetu je objeSenog (pendulasti) tipa, te zbog toga grmovi izgledaju veée i
zauzimaju vecu povrSinu. Grm je veli¢ine 80-120 cm a prilikom cvatnje iznosi i 150 cm.
Cvjetne stapke su im duze, a osim glavne stapke, imaju jos dvije postrane. Koli¢ina ulja krece
se oko 0,9-3% u cvijetu. Sjeme je neplodno za razliku od prave lavande. Cvate prvi put

krajem mjeseca srpnja, a drugi put tijekom mjeseca rujna. (http://www.lavanda-

lavandin.com/Karakteristike lavande i lavandina.htm)

Slika 4. Lavandin

(1zvor: https://myoffdays.com/razlika-izmedu-lavande-i-lavandina/)
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2.4.1. Eteri¢na ulja kao biopesticidi

Eteri¢na ulja i njihove sastavne komponente (slika 5.) posjeduju razlicite nacine djelovanje na
Stetnike. Dokazano je njihovo insekticidno djelovanje, fumigantno, protiuzjedajuce i
repelentno djelovanje, te djeluju inhibitorno na razvoj potomstva. Ovisno o vrsti i sastavu
eteri¢nih ulja, mogu biti u¢inkovita protiv odraslih stadija Stetnika, te nizih razvojnih stadija

(li¢inki, kukuljica i jajasaca).

Repelentnost etericnih ulja iz brojnih biljaka dobro je opisana (tablica 1.). Ova aktivnost
povezana je s glavnim aktivnim spojevima i ostalim kemijskim sastojcima. Eteri¢na ulja
ekstrahirani iz biljaka s ve¢om repelentnos¢u ukljucivali su mnoge aktivne spojeve. Primjeri
ovih aktivnih spojeva su biljne vrste citronela, cedar, pelargonija i lavanda. Dokazano je kako
repelentno djelovanje posjeduju bor, cimet, ruzmarin, bosiljak, maj¢ina duSica, pepermint, i
pulegon. Takoder, linalool, eugenol, timol, cimol imaju repelentno djelovanje protiv nekoliko
insekata. Prirodni terpenoidi koji se nalaze u zdrobljenom lis¢u bosiljka (Ocimum basilicum
L.) odbijaju neke vrste tripsa. Ovi rezultati pokazuju da linalool i eugenol imaju repelentno
djelovanje (Mossa, 2016.).
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Slika 5. Kemijske strukture nekih monoterpena iz eteri¢nih ulja koji imaju insekticidno
djelovanje

(I1zvor: Mossa, 2016.)

Prethodne studije pokazale su da je toksi¢nost etericnih ulja protiv raznih insekata povezana s
terpenima. Predstavljaju glavnu komponentu etericnih ulja, posebno monoterpenoide i
seskviterpene. Eteri¢na ulja imaju visoku toksi¢nost na Rhyzopertha dominica i Cryptolestes
pusillus. Dok je linalool pronaden u sjemenu korijandera eteri¢énog ulja otrovan za S. oryzae.
Karvon, limonen i (E) -anetol glavna su aktivna komponenta koja se nalazi u eteri¢nom ulju
kima. Carvone je imao visoko insekticidno djelovanje protiv S. oryzae. U¢inkovitost ovisi od

insekticidne toksi¢nost mnogih eteri¢nih ulja injihovih kemijskih sastojaka ( Mossa, 2016.).
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Tablica 1. Eteri¢na ulja nekih biljaka koje imaju repelentno djelovanje na Stetnike

Biljka Kukac
Porodica Ime Dijelovi biljke Red Ime Izvor
Rutaceae Citrus limonum Lisce Coleoptera Tenebrio molitor Wang et al.
Lauraceae Litsea cubeba
Atherospermateceae  Laurelia sempervirens Lisce i kora Tribolium castaneum Zapata and Smagghe
Apiaceae Carum carvi Sjeme Meligethes aeneus Pavela
Lamiaceae Thymus vulgaris Nadzemni dijelovi
Anacardiaceae Schinus m. Plod i lis¢e Trogoderma granarium Abdel-sattar et al.
Asteraceae Artemisia scoparia Lisce Callosobruchus maculatus ~ Negahban et al.
Tribolium castaneum
Curculionidae Sitophilus oryzae
Lamiaceae Thymus kotschyanus ~ Nadzemni dijelovi Coleoptera  Callosobruchus maculatus ~ Akrami et al
Apiaceae Carum copticum Lepidoptera Plutella xylostella Jamal et al.
Lamiaceae Perovskia abrotanoides Coleoptera Tribolium castaneum Avrabi et al
Curculionidae Sitophilus oryza
Rutaceae Citrus reticulata Kora Coleoptera Callosobruchus maculatus Saeidi et.
Apiaceae Carum copticum Plod Tribolium castaneum Sahaf et al
Lamiaceae Salvia bracteata Nadzemni dijelovi Callosobruchus maculatus Shakarami et
Curculionidae Sitophilus oryza

(I1zvor: Mossa, 2016.)

Provedeno je i testiranje na fumigantnu i kontaktnu u¢inkovitost (u laboratorijskim uvjetima),
1,8-cineola, eugenola i kamfora na licinke, imago i kukuljice kestenjastog braSnara T.
castaneum, i njihov utjecaj na potomstvo. Kontaktnom aplikacijom postignuti su pozitivni
rezultati za sve tri komponente na sva tri razvojna stadija T. castaneum, a najvecu
ucinkovitosti imao je 1,8-cineol, slijedi eugenol, te kamfor. Fumigantna aktivnost za sve tri
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komponente opcenito je bila slabije izrazena u odnosu na kontaktnu primjenu, a najbolji
ucinak na sve testirane razvojne stadije T. castaneum je postignut 1,8-cineolom, zatim

kamforom, teeugenolom. (Liska, 2011.).

2.5. Nanocdestice u kontroli Stetnika: djelovanje i definicija

Nanocestice se mogu klasificirati kao skupina ultra finih ¢estica dimenzija od 1 do 100 nm ili
manje, posjedujuci specifi¢na svojstva po kojima se razlikuju od cCestica istog kemijskog
sastava ali izvan skale nano veli¢ina (Auffan i sur., 2009.). Nanocestice se mogu formulirati
kao emulzije, suspenzije, polimerne ploce 1 gelovi (Kah i Hofmann, 2014.) ili djeluju kao
kapsule na bazi silika gela, kitozana, natrijeva alginata ili polietilen glikola (Shahzad i
Manzoor, 2018.).

Nanoemulzija je mjeSavina uljne i vodene tekucine. Kako s vremenom u mjeSavini uljne 1
vodene faze dolazi do raspadanja dispergiranih kapljica, njihove segregacije u kapljice vecéih
dimenzija i njihove koagulacije, nanoemulziju je potrebno stabilizirati emulgatorima.
Emulgatori su povrSinski aktivne molekule koje u pripremljenoj nanoemulziji stite kapljice
nanodimenzija od gravitacijskog taloZenja, smanjuju povrsinsku napetost povecavajuéi tako
kineticku stabilnost nanoemulzije $to ju ¢ini znacajno pogodnijom za primjenu od emulzija s
makro ili mikro kapljicama (Aswathanarayan i Vittal, 2019.). Nanoemulzija se sastoji od
mnostva sitnih rasprSenih kapljica ¢ime se povecava njena povrSina. Kako formiranje
nanoemulzije nije spontana pojava, za njeno formiranje je potrebna visoka energija, koju
osiguravaju razli¢iti uredaji (visokotlatni homogenizator, mikrofluidizer, ultrazvucni
homogenizator) (Maali i Hamed Mosavian, 2013.). Pomoc¢u ovih uredaja primjenjuje se
snazna razorna sila za razbijanje dispergirane faze u vrlo sitne kapljice svojstvene
nanoemulzijama. Raspon veli¢ina kapljica nanoemulzija krec¢e se od 20 do 200 nm. Znacajne
karakteristike nanoemulzija su visa ucinkovitost (Anjali i sur., 2012.), smanjena hidroliza i
isparenje aktivne tvari (Yang i sur., 2009.). Nadalje, niska povrsinska napetost nanoemulzije
omogucava poboljSano prekrivanje povrSine prilikom prskanja i rasprSenja, kao i bolju
penetraciju (Tadros i sur., 2004.). Kako talozenje Cestica moZe utjecati na bioraspoloZivost
aktivnih tvari emulzija, ova pojava nije slucaj kod nanoemulzija Sto omogucuje sniZenje

ucestalosti njihove aplikacija (Wang i sur., 2007.). Pojacan unos aktivne tvari primjenom
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nanoemulzija znanstveno je i dokazan. Tako je u testu s nanoemulzijom na bazi nim ulja
utvrdeno kako smanjenje veli¢ine kapljica uvjetuje snizenje LCsq vrijednosti Sto se moze
interpretirati kao poveéanje unosa sitnijih kapljica (Anjali i sur., 2012.). Takoder, povecanje
unosa aktivne tvari uoc¢eno je kod nanoemulzije na bazi permetrina u odnosu na unos ¢iste

aktivne tvari (Kumar i sur., 2013.).

Prednosti primjene nanoemulzija na bazi eteri¢nih ulja i njihove insekticidne i fungicidne
ucinkovitosti dokazane su kroz brojne druge istrazivacke radove (Tablica 2.). U navedenoj
tablici prikazani su izvori aktivnih tvari i nosai koriSteni u pripremi nanoemulzija za
insekticidnu primjenu. Kroz navedene reference dokazane su brojne prednosti primjene
nanoemulzije, izmedu ostalog 1 visoka stabilnost nakon 2 mjeseca Cuvanja na razliitim
temperaturama (Lai i sur., 2006.), visoka insekticidna djelotvornost nakon 5 mjeseci od

tretmana (Yang i sur., 2009.) kao 1 sporije otpustanje aktivne tvari (Abreu 1 sur., 2012.).

Tablica 2. Prikaz istrazivanja koja se temelje na razvoju nanoformulacija insekticida na bazi

etericnih ulja (Izvor: Shah 1 sur., 2016.)

Izvor eteri¢nih ulja Sustav nosaca Literatura

Artemisia arborescens Cvrste lipidne nanocestice Lai et al. (2006.)
L. (Asteraceae)

Cesnjak Nanocestice polietilen glikola Yang et al. (2009.)
Lavanda Polimerne mikrokuglice Varona et al. (2010.)
Menta Polimerne mikrokapsule Dong et al. (2011.)
Lippia sidoides Nanogel kitozana/smole kasu stabla Abreu et al. (2012.)
(Verbenaceae)

Origano Nanocestice kitozana/natrijevog Hosseini et al. (2013.)

tripolifosfata (TPP)

Eukaliptus Hidrogel kitozana Ribeiro et al. (2013.)
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Razliéiti izvori

Ciklodekstrini

Hill et al. (2013.)

Citrusi

Film kitozana/smole drveta rogaca

Aloui et al. (2014.)

RuZmarin

Polimerne mikrogestice

Fernandez et al. (2014.)

Mazuran, klin¢i¢ 1
cimet

Film s nano kompozitima
alginata/glina

Alboofetileh et al.
(2014.)

Timijan

Polimerni film

Jouki et al. (2014)
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3. Materijal i metode rada

3.1. Priprema nanoemulzije na bazi eteri¢nog ulja lavandina

Nanoemulzija (oznake NanoEm) je pripremljena u Laboratoriju za zastitu uskladiStenih
proizvoda, Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti Osijek. Nanoemulzija je sadrzavala eteri¢no
ulje lavandina (15%), emulgator polisorbat Tween®80 (5%) i destiliranu vodu (80%). U
pripravi NanoEm najprije je odmjerena odredena koli¢ina emulgatora, dodana kap po kap u
staklenu posudu 1 izmijeSana magnetskom mijeSalicom (10 min.). Nakon toga dodana je
aktivna komponenta, etericno ulje lavandina te je dobivena mjeSavina dalje homogenizirana
magnetskom mjesalicom IKA® u trajanju od 20 min. (slika 6.). Nakon toga dodana je
destilirana voda te je sve zajedno izmijeSano do potpune homogenizacije. Tako pripremljena
emulzija je dalje homogenizirana uz pomo¢ ultrazvuénog homogenizatora (T18 basic Ultra
Turrax, IKA®) (jacina 4/5, u trajanju od 5 min) kako bi se dobila nanoemulzija. U pokusu je
testirana i emulzija (oznake Em) s istim sastavom kao i NanoEm. Za njenu pripravu je
koriStena ista metoda kao i NanoE, ali je izostavljena homogenizacija ultrazvuc¢nim
homogenizatorom. Pripremljene emulzije NanoEm i Em ¢uvane su u staklenkama obojanog

stakla 1 drzane u tami na sobnoj temperaturi do trenutka primjene.

16



Slika 6. Emulgator polisorbatTween®80 dodan kap po kap u staklenu posudu i mijesan

magnetskom mijeSalicom u trajanju od 10 min.

(Izvor : M. Bali¢)

17



Slika 7. Kestenjasti bragnar — Slika 8. Kestenjasti bragnar —
izdvajanje odraslog stadija uzgoj (1zvor: M. Bali¢)
(I1zvor: M. Balic)

3.2. Testni kukci

Koristena je vrsta kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum Herbst), koja po na¢inu ishrane
pripada sekundarnim vrstama skladiSnih kukaca. Kukci su uzgajani u kontroliranim uvjetima
na temperaturi od 24-27 °C i rvz 70+5%, na uzgojnoj podlozi od brasna meke pSenice s
dodatkom 5% suhog neaktivnog kvasca (slika 7. i 8.). Za testiranje i utvrdivanje insekticidne
djelotvornosti testiranih emulzija Em i NanoEm, koriStene su odrasle jedinke kukaca starosti

2-4 tjedna.
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3.3. Test sa zrnom pSenice

Test je obavljen na zrnu meke pSenice s dodatkom 5% loma zrna. PSenica je prethodno
sterilizirana pod utjecajem visoke temperature (60°C u trajanju od 60 min) kako bi se
sprijeCio razvoj drugih Stetnika u slucaju skrivene zaraze. Pripremljena pSenica, odvage od
100 g stavljene se u staklene posude volumena 200 mL (slika 9.). Emulzije Em i NanoEm su
aplicirane na zrno pSenice pomocu Kartell mikropipetom u cetiri doze: 500, 700, 800 i 1000
ppm (0,05; 0,07; 0,08 i 1,0 ml 100 g-1).

Nakon aplikacije emulzija, staklenke s tretiranim zrnom su snazno protresene u trajanju od 60
sec. Nakon toga u svaku staklenku je stavljeno po 20 odraslih jedinki kukaca. Posude su
hermeticki zatvorene poklopcima i cuvane u kontroliranim uvjetima pri 24-27°C i rvz 704+5%.
Mortalitet odraslih kukaca biljezen je ocitanjem broja uginulih jedinki brasnara iz svake
staklenke nakon 7 1 14 dana od postavljanja tretmana. Nakon o¢itanja 14. dana, iz staklenki su
izdvojene sve zive 1 uginule jedinke, a preostali sadrzaj staklenki je vracen i drzan u
kontroliranim uvjetima do razvoja potomstva F1 generacije (ukupno 63 dana) koje je tada
prebrojano. Kontrolni tretman je postavljen na isti nain, ali bez aplikacije emulzija. Svi

tretmani su postavljeni u 4 ponavljanja.

Slika 9. Priprema tretmana s pSenicom

(Izvor: M. Bali¢ )
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3.4. Procjena oStec¢enja zrna pSenice

Kako bi se utvrdilo smanjenje mase zrna pSenice uzrokovano ishranom brasnara, tijekom
cijelog pokusnog razdoblja u trajanju od 63 dana, pSenica je nakon procjene potomstva F1
generacije prosijana i odvagana. Procjena oSteéenja zrna je izraZzena u % a izracunata

formulom:

O (%) = (t1 — o) * 100/ t1, gdije je:

O — ostecenje zrna pSenice (%)
t1— poCetna masa pSenice (100 g)

t,— kona¢na masa pSenice (g)

20



4. Rezultati

4.1. Rezultati djelotvornosti testirane emulzije NanoEm

Rezultati provedenog insekticidnog testa emulzije NanoEm aplicirane na zrnu pS$enice
pokazali su vrlo nizak ucinak na odrasle jedinke kestenjastog brasnara (tablica 3). Mortalitet
se kretao u rasponu od 0,0 do 5,25% nakon 7 dana, odnosno od 0,0 do 7,0% nakon 14 dana
ekspozicije. Najvi§i mortalitet postignut je pri dozi od 800 ppm, no povecanjem doze (na

1000 ppm) nije zabiljeZen daljnji porast mortaliteta.

Sto se ti¢e utjecaja na potomstvo, uoéeno je smanjenje broja potomstva pri dozama 500, 700 i
800 ppm, pri ¢emu je stupanj sSmanjenja potomstva iznosio 63,3%, 36,1%, odnosno 47,3%.
Pri najviSoj dozi zabiljezeno je povecanje broja potomstva u odnosu na broj potomstva u

kontrolnom tretmanu (za 21,5%).

Tablica 3. Insekticidna djelotvornost nanemulzije (NanoEm) na odrasle jedinke T. castaneum
pri ekspoziciji od 7 i 14 dana te utjecaj na razvoj potomstva F1 generacije.

Mortalitet jedinki T. Razlika u brojnosti potomstva u
Doza (ppm) castaneum (%)* Broj qdnosu pa kop?rolu o
7 dana 14 dana potomstva (stupanj smanjenja ili povecanja
potomstva; %)
0 0,00 0,25 144,25 -
500 4,75 6,25 50,25 94,00 (- 65,3 %)
700 0,00 0,00 92,25 52,00 (- 36,1 %)
800 5,25 7,00 76,00 68,25 (- 47,3 %)
1000 0,50 0,50 175,75 +31,00 (+ 21,5 %)

*Srednja vrijednost od 4 ponavljanja pojedinacne doze izraunata prema jednadZbi:

Mortalitet (%) = (srednja vrijednost ukupnog br. uginulih / ukupan broj postavljenih jedinki
(20)) /100
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4.2. Rezultati djelotvornosti testirane emulzije Em

Rezultati provedenog insekticidnog testa emulzije Em aplicirane na zrnu pSenice pokazali

slican slabi u¢inak na odrasle jedinke kao i nano emulzija (tablica 4.). Mortalitet odraslih

jedinki se kretao od 0,0 do 5,75%, odnosno od 0,25 do 9,25% nakon 7, odnosno nakon 14

dana ekspozicije. Najvisi mortalitet postignut je pri dozi od 700 ppm.Aplicirana emulzija Em

je utjecala na smanjenje broja potomstva u odnosu na potomstvo netretiranih roditelja

kestenjastog brasnara. Ovisno o dozi, broj potomstva je sniZzeno u rasponu od 3,1 do 66,2% i

to s obrnutim trendom u odnosu na poviSenje doze emulzije. Tako je pri 500 ppm zabiljeZeno

za 66,2% manje potomstva u odnosu na kontrolu.

Tablica 4. Insekticidna djelotvornost emulzije (Em) na odrasle jedinke T. castaneum pri

ekspoziciji od 7 i 14 dana te utjecaj na razvoj potomstva F1 generacije

Mortalitet jedinki T.
castaneum (%)*

Razlika u brojnosti potomstva u
odnosu na kontrolu

Doza (ppm) potlsrrr?sjtva . P I
7 dana 14 dana (stupanj :)l;i;l:;es?\i:;;govecan]a
0 0,00 0,25 144,25 -
500 5,75 6,50 48,75 95,50 (- 66,2 %)
700 3,50 9,25 101,75 13,25 (- 29,5 %)
800 1,00 1,00 108,00 22,75 (- 25,1 %)
1000 0,00 0,25 139,75 61,75 (- 3,1 %)

*Srednja vrijednost od 4 ponavljanja pojedinacne doze izraunata prema jednadZbi:
Mortalitet (%)= (srednja vrijednost ukupnog br. uginulih / ukupan broj postavljenih jedinki

(20)) /100
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4.3. Rezultati procjene oStecenja zrna pSenice

U testu procjene oStecenja zrna pSenice (tablica 5.) uoceno je da je najveée oSteéenje zrna bilo
u kontrolnim tretmanima gdje je zabiljeZeno snizenje mase psSenice za 4,5% u odnosu na
pocetnu masu psenice. U tretmanima, i s emulzijom i nanoemulzijom, oStecenje je bilo nize, a
i to u rasponu od 0,75 do 2,5%, odnosno 0,25 do 3,25%, ovisno o dozi. Nize smanjenje mase
pSenice ukazuje na bolju zastitu pSenice od Stetnika Cije su prisutnost i aktivnost bili uzrok

nastanka smanjenju mase.

Tablica 5. Promjena u masi p$enice, u kontrolnim uzorcima i u p$enici tretiranoj emulzijama

Em 1 NanoEm, u odnosu na pocetnu masu pSenice

.. . . PSenica tretirana nanoemulzijom
PSenica tretirana emulzijom Em
NanoEm
Doza
(Ppm) Smanjenje Smanjenje
Masa pSenice (g) | mase pSenice Masa pSenice (Q) mase pSenice
(%0)* (%0)*
kontrola | 95,50 4,5 95,50 4,5
500 97,75 2,25 98,25 1,75
700 97,75 2,25 99,75 0,25
800 97,50 2,5 97,25 2,75
1000 99,25 0,75 96,75 3,25

*Udio smanjenja mase pSenice izracunat je u odnosu na pocetnu masu pSenice (100 g)

odvaganu i koriStenu za postavljanja pokusa
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5. Rasprava

Eteri¢na ulja imaju znatnu koli¢inu perspektiva kao komercijalni proizvodi kao insekticid.
Insekticidi na bazi eteri¢nih ulja postojani su, nisu Stetni i ekoloski su prihvatljivi. Kako
Mossa navodi da su eteri¢na ulja kompatibilni s programima bioloske kontrole i autohtoni
prirodni neprijatelji Stetnika. Imaju fumigantne, insekticidne, atraktivne i odbijaju¢e aktivnosti
protiv Sirokog spektar insekata s odredenom selektivnoséu. Razvoj eterinih ulja u
prehrambenim i parfemskim industrijama omoguéila je brzu komercijalizaciju pesticida na
bazi eteri¢nih ulja. Ovi "zeleni pesticidi” mogu se pokazati u¢inkovitima u poljoprivredi,

posebno za proizvodnju organsku hrane (Koul i sur., 2008). Nedavna istrazivanja pokazuju
da neki kemijski sastojci eteri¢nih ulja ometaju ziv€ani sustav insekata. U ovom radu se to i
utvrdilo, saznajemo da su formulacije nanoemulzije i emulzije insekticidno djelovale u
suzbijanju odraslog stadija T. castaneum i to u rasponu mortaliteta 3,1 do 66,2 % ovisno o
dozi. Doza od 500 ppm je i kod emulzije i nanoemulzije bila naju¢inkovitija, dok je doza od
1000 ppm gotovo neudinkovita, dak je pri toj dozi zabiljezeno povecanje broja potomstva. Sto
znacCi da nam veca doza, ne znaci ujedno 1 ve¢i mortalitet. lako se u neposrednoj buduénosti
biopesticidi mogu i dalje ograni¢avati uglavnom na posebnim trziStima i na nekim manjim,
postoji veliki potencijal za dugoro¢ni rast i razvoj, u samostalnoj primijeni ili u kombinaciji s
drugim metodama i aktivnim tvarima (Copping i Menn., 2000.). Ali izravna upotreba
etericnih ulja za suzbijanje StetoCina ima neke nedostatke, naime, kratak vijek trajanja,
hlapljivost i regulatorna pitanja za njihovo slobodno ispustanje u okoli§. Stoga su potrebna
dodatna istrazivanja zbog veceg uvida kako bi se prevladale barijere upotrebe eteri¢nih ulja
kao sredstva za suzbijanje Stetocina, poput istrazivanja materijala za fiksiranje za produljeno
oslobadanje, metoda primjene i protokola, rezidualne fitoksicnosti, upravljanja ekoloskim
problemima prevladavanja regulatornih barijera i toksikoloskih. Treba imati na umu kako,
svi prirodni proizvodi nisu uvijek sigurniji, a uéenje iz nase proSlosti, velika uporaba
kemikalija bez procjene njezinih dugoroénih ucinaka bila je pogreska. Stoga bi se bioloski
pesticidi morali znanstveno potvrditi kako bi se mogli dugoro¢no koristiti i pustati u promet

(Singh i Pandey, 2018.).
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6. Zakljucak

Nakon provedenih testiranja insekticidne djelotvornosti razvijenih formulacija NanoEm i Em
na odrasle jedinke T. castaneum u tretmanima aplikacije na zrno pSenice te na osnovu

dobivenih rezultata mozemo zakljuciti sljedece:

1. Aplicirane emulzije (NanoEm i Em) pokazale su slabo insekticidno djelovanje na odrasle

jedinke kestenjastog braSnara.

2. Pri aplikaciji nanoemulzije NanoEm najucinkovitije insekticidno djelovanje je izrazeno pri
dozi od 800 ppm, dok je najveci utjecaj na smanjenje broja potomstva postignuto pri dozi od
500 ppm; za 65%. Pri najvisoj dozi (od 1000 ppm) uoceno je povecanje broja potomstva u

odnosu na kontrolni tretman za ¢ak 21,5%.

3. U tretmanu sa zrmom pSenice testirana formulacija Em pokazala je najznacajnije
insekticidno djelovanje pri 500 ppm pri kojoj je istovremeno zabiljezen 1 najveci utjecaj na

smanjenje broja potomstva od 66,2%.

4. Prema dobivenim rezultatima na temelju insekticidne djelotvornosti i utjecaja na
potomstvo, razvijene formulacije se nisu znacajnije razlikovale te primjena nanotehnologije u

ovom testu nije utjecala na povisenje djelotvornosti formulacije.

5. Rezultati procjene oStec¢enja zrna pSenice ukazuju na ta da i pored vrlo slabog insekticidno
djelovanja, razvijene formulacije su bolje sacuvale pSenicu od kvantitativnog gubitka nastalog
ishranom kukaca. Smanjenje mase pSenice tretirane nanoemulzijom NAnoEm 1 emulzijom

Em bilo je niZze u odnosu na smanjenje mase p$enice u kontrolnom tretmanu.

6. Za bolji insekticidni u€inak potrebno je dalje razvijati formulacije u razli¢itim omjerima
sastavnih tvari te testirati kombinaciju etericnih ulja s nekim drugim tvarima, primjerice

inertnim prasivima i silica gelom.
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8. SAZETAK

Danas se sve vise javlja potreba za iznalaZzenje novih nadina za suzbijanje Stetnika koja su
neskodljiva ili su manje Stetna za ljude i okolis, a istovremeno dovoljno u¢inkovita u kontroli
ciljanog organizma. Eteri¢na ulja u ovom pravcu zauzimaju sve veéi znacaj. Nanotehnologija
omogucuje nove smjernice u poboljSanju primjene eteri¢nih ulja. Cilj istrazivanja upravo u
ovom radu bio je ispitati ucinkovitost eteriénog ulja Lavadula x intermedia u suzbijanju
odraslog stadija Tribolium castaneum (Herbst). U pokusu su pripremljene dvije formulacije
nanoemulzija i emulzija. Nanoemulzija je sadrzavala eteriéno ulje lavandina (15%),
emulgator polisorbat Tween®80 (5%) i destiliranu vodu (80%). U pokusu je testirana i
emulzija (oznake Em) s istim sastavom ali pripremljena bez ultrazvu¢nog homogenizatora.
Emulzije su aplicirane na zrno pSenice u cCetiri doze: 500, 700, 800 i 1000 ppm. Najveci
mortalitet zabiljezen je pri dozi 500 ppm nakon 14 dana ekspozicije. Mortalitet je iznosio
66,2% za Em i 65,3 % za NanoEm. Izmedu formulacija nije bilo znacajnijih razlika u

uéinkovitosti.

Kljuéne rije¢i : Lavadula x intermedia, Tribolium castaneum, skladi$ni $tetnici, uskladistena
psenica
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9. SUMMARY

Nowdays, there is an urgent need of new ways for pest control that would be safe or less
harmful for human and the environment, but at the same time efficient enough for the pest
organism control. Nanotechnology offers new perspective for the improvement of essential oil
usage. The aim of the research in this paper was to test the effectiveness of Lavadula x
intermedia essential oil in control of the adult stage of Tribolium castaneum (Herbst). In the
experiment, two formulations, nanoemulsion and emulsion, were prepared. The nanoemulsion
contained lavender essential oil (15%), emulsifier polysorbate Tween®80 (5%) and distilled
water (80%). An emulsion (marked Em) with the same composition but without using an
ultrasonic homogenizer was also tested. Emulsion were applied to a wheat grain in four
different doses: 500, 700, 800 and 1000 ppm. The highest mortality was recorded at the dose
of 500 ppm after 14 days postexposure. Mortality was 66.2% for Em and 65.3% for NanoEm.

There was no significant difference in efficacy between formulations.

Key words : Lavanda x intermedia, Tribolium castaneum, stored product pests, stored wheat
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