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Sazetak

Diplomskog rada studenta Matej Oreskovi¢, naslova

Ekoloski prihvatljivo suzbijanje kukaca primjenom biorazgradivih mikrosfera na bazi
apitoksina

Standardna zastita bilja predvodena prvenstveno agrokemikalijama ima negativan utjecaj na
okoli$, ljudsko zdravlje i sigurnost hrane. Tijekom viSegodi$nje i ucestale primjene sintetickih
pesticida doslo je do akumulacije organskih rezidua u tlu. Najveéi izazov s kojim se proizvodaci
susre¢u prilikom uzastopne uporabe pesticida s istim mehanizmom djelovanja je njihova
smanjena djelotvornost zbog razvoja rezistentnosti. Europska mjera ,,0d polja do stola“ nalaze
do 2030. godine smanjenje uporabe pesticida za 50 %, $to znaci nuzno povecanje ekoloski
su mikrosfere, a potencijalna aktivna tvar je apitoksin. Optimizacija mikroinkapsulacije
apitoksina u stabilnu formulaciju i utvrdivanje uéinkovitosti apitoksina u suzbijanju tetnika su
glavni ciljevi ovog rada. Istrazivanje je provedeno na deset razli¢itih vrsta kukaca (Leptinotarsa
decemlineata, Tenebrio molitor, Myzus cerasi, Blaptica dubia, Sitophilus granaries, Cydalima
perspectlis, Nezara viridula, Mamestra brassicae, Chaetocnema tibialis, Oulema lichenis)
razli¢itih zivotnih stadija. Istrazivanjem je utvrdeno da mikrosfere s apitoksinom imaju dugo
pocetno i rezidualno djelovanje, zbog sporog otpustanja apitoksina iz mikrosfere. U istraZivanju
je takoder utvrdeno znacajno bolje Zelu¢ano u usporedbi s kontaktnim djelovanjem na kukce.
Najveca ucinkovitost (E) apitoksina zabiljeZzena je u pokusu na kupusnoj sovici (E=80%),
krumpirovoj zlatici (E=80%), lisnim usima (E=83%), repinom buhacu (E=96%) i to 72 sata
nakon primjene. U istraZivanju najveéu ucinkovitost su postigle najveée primijenjene
koncentracije koje su odabrane da budu i ekonomski prihvatljive. Unato¢ visokoj cijeni,
formulacije mikrosfera apitoksina imaju potencijal u ekolos§koj i visoko dohodovnoj
proizvodniji.

Kljucéne rije€i: apitoksin, u¢inkovitost, inkapsulacija, mikrosfere, Stetnici



Summary

Of the master’s thesis — student Matej OreSkovi¢, entitled

Biodegradable microspheres based on apitoxin as ecologically acceptable pest
management

Conventional plant protection led primarily by agrochemicals has a negative impact on the
environment, human health, and food safety. During the prolonged period and widespread
application of synthetic chemicals, there was an accumulation of organic residues in the soil.
The biggest challenge that manufacturers face after repeatedly using chemical agents with the
same mechanism of action, is their reduced effectiveness due to resistance. The European
,,Farm to Fork measure aims to reduce pesticide use by 50 % by 2030 and to increase the use
of environmentally friendly formulations. One of the possible new, and environmentally
friendly formulations is microspheres. Optimization of microencapsulation of apitoxin into a
stable formulation and the determination of the efficiency of apitoxin in pest control are the
main goals of this paper. The study was conducted on ten different species and stages of insects
(Leptinotarsa decemlineata, Tenebrio molitor, Myzus cerasi, Blaptica dubia, Sitophilus
granaries, Cydalima perspectlis, Nezara viridula, Mamestra brassicae, Chaetocnema tibialis,
Oulema lichenis). Microspheres with apitoxin have a long initial and residual effect, due to the
slow release of apitoxin from the microsphere. The study found significantly better digestive
compared to the contact effect on insects. Cabbage moth (80%), colorado potato beetle (80%),
aphid (83%) and sugarbeet flea beetle (96%) showed the best results with the effectiveness
indicated in brackets, after 72 hours from the application of apitoxin. In the study, the highest
applied concentrations, which were selected to be economically acceptable as well, achieved
the best results. Despite the high cost, microspheres of apitoxin have potential in organic
production and greenhouses.

Keywords: apitoxin, efficiency, encapsulation, microspheres



1. Uvod

Uobicajena zastita bilja predvodena prvenstveno agrokemikalijama ima negativan
utjecaj na okolis, ljudsko zdravlje 1 sigurnost hrane (Juri¢ i sur., 2019). Tijekom viSegodiSnje i
rasprostranjene aplikacije pesticida doslo je do akumulacije organskih rezidua u tlu, Sto
ugrozava zdravlje ljudi, zivotinja 1 korisnih organizama (Hodgson 1 Levi, 1996). Najveci izazov
s kojim se proizvodaci susreCu prilikom uzastopne uporabe kemijskih pesticida s istim
mehanizmom djelovanja je njihova smanjena djelotvornost uslijed razvoja rezistentnosti
(Barzman i sur., 2015). Europska mjera ,,0d polja do stola“ kojom se nalaze do 2030. godine
smanjenje uporabe pesticida za 50 %, uz ucestale zabrane odredenih aktivnih tvari, znatno
otezavaju uéinkovito suzbijanje $tetnika (Juran i Culjak, 2019). Nove ekoloski prihvatljive
formulacije i aktivne tvari su nedvojbeno buduc¢nost i smjer koji je ,,Europa‘ zadala modernoj
zastiti bilja. Globalni cilj je limitirati uporabu agrokemijskih sredstava zbog negativnih
toksikoloskih svojstva i povecati primjenu ekoloski prihvatljivih formulacija poput biognojiva
i biopesticida (Juri¢ i sur., 2019).

Pored niske razine opasnosti biopesticida prema okoliSu, oni ne ostavljaju rezidue jer se
razgraduju u kratkom vremenu i uz kombinaciju s drugim zahvatima nezamjenjivi su dio
integrirane zastite bilja (IPM) (Pavela 2009; Sarwar i sur. 2015). Troskovi istrazivanja,
proizvodnja i optimizacija biopesticida puno je jeftinija u odnosu na kemijske pesticide (Sinha
1 Biswas, 2011). Mozda, nova alternativa i zamjena sintetickim kemikalijama mogu biti prirodni
toksini koje proizvode brojni ¢lankonosci kao $to je primjerice apitoksin (Manzoli i sur., 2003).
Prednost toksina ¢lankonoZaca je ta $to se mogu koristiti tijekom aktivne pcelinje sezone danju,
pa ¢ak i unutar kosSnica, Sto ih Cini sigurnim za opraSivace i obecavaju¢im alternativama
kemijskim i drugim pesticidima (Kirschbaum, 1985; Mahgoub i sur., 2018).

1.1.Apitoksin

Opstanak medonosne pcele (Apis mellifera, Linnaeus, 1758) ovisi 0 njezinoj obrani
protiv raznih grabezljivaca koju provodi pomocu péelinjeg otrova ili apitoksina. (Glinski i
Buczek, 2003; Levani¢, 2019). Apitoksin se izlucuje iz Zal¢anog aparata tijekom napada ili
obrane, a da je to najbitniji proizvod pcele govori ¢injenica da je za ekstrakciju 1 grama otrova
potrebno vise desetaka tisu¢a pcela (Levani¢, 2019). Pcelinji otrov proizvode pcele radilice i
matice jer jedino one imaju zalCani aparat. Proizvode ga samo tijekom prvih 2-3 tjedna Zivota
u otrovnoj zlijezdi smjestenoj u trbusnoj Supljini, te ga pohranjuju u otrovnom mjehuru za
kasniju uporabu (Liu 1 sur., 2002; OrSoli¢, 2009; Orsoli¢, 2012). Kapacitet otrovnog mjehura je
samo 100 do 150 ng, dok mjehur matice ima viSestruko veci volumen i to do 700 ng (Dadant,
1992 navedeno u Levani¢, 2019).

Apitoksin je prozirna i bezmirisna tekucina s kiselim pH vrijednostima (4,5 do 5,5), a
jedna kap se sastoji od 88 % vode i samo 0,1 pg suhog otrova (Bellik, 2015). Komercijalni
apitoksin je osusen, praskastog izgleda i pretezito zuckaste boje (ovisno o Cistoc¢i) (Bellik i sur.,
1986). Apitoksin ima slozenu strukturu s viSe od 60 aktivnih sastojaka, ukljucujuci peptide
(melitin, adolapin, apamin i peptid za degranulaciju mastocita (MCD)), enzime (fosfolipaza A2



i hijaluronidaza), aminokiseline i hlapljive spojeve (Tablica 1.1) (Hossen i Shapla;Wehbe i sur.,

2019).
Tablica 1.1. Sastav péelinjeg otrova u kristalnom (suhom) obliku (Izvor: Bogdanov, 2017)
Skupina tvari Komponenta % suhe tvari
Fosfolipaza A2 10-12
Fosfolipaza B 1
Proteini (enzimi) Antibiotik 1-2
Fosfataza 1
a — glukozidaza 0,6
Melitin 40-50
Apamin 2-3
MCD-peptid 2-3
Secapin 0,5-2
- Pamin 1-3
Peptidi Minimin 2
Adolapin 0,5-1
Prokamin Ai B 1-2
Inhibitor proteaze 0,1-0,8
Tertiapin, kardiopep, melittin F 1-2
Histamin 0,5-2
Biogeni amini Dopamin 0,2-1
Noradrenalin 0,1-0,5
Aminokiseline a-aminokiseline 1
Seéeri Glukoza, fruktoza 2-4
Isparljivi spojevi Sloteni esteri (feromoni) 4-8
Minerali P, Ca, Mg 3-4

Najzastupljenija grupa spojeva u pelinjem otrovu su peptidi i proteini (Hossen i Shapla,
2016; Bogdanov, 2017), a molekularna formula apitoksina je Ci20H224N3031 (Slika 1.1.).
Reakcija toksi¢nosti pcelinjeg otrova je posljedica tih bioloski aktivnih sastojaka (Hoffman,
1996; Charles, 2005). Melitin je najvazniji peptid u apitoksinu jer olakSava ulazak ostalih
komponenti dublje u tkivo. Koli¢ina melitina po ubodu pcele je 10-12 nmol, a procjena je da
koncentracija melitina u otrovnom mjehuru iznosi 17-21 mM (Banks i Shipolini, 1986).
Smatralo se da je melitin spoj zasluzan za toksi¢nost apitoksina (Mazdak 1 sur. 2004), ali
Bogdanov (2017) je dokazao njegovu relativno slabu toksi¢nost.

Literaturni podaci oko komponenti =zasluznih za toksi¢nosti apitoksina su
kontradiktorni. Quistad i suradnici (1988) navode melitin i fosfolipazu A2 kao glavne
komponente s akutnom letalnosti od oko 159 ug/g, dok Hossen i Shapla (2016) navode MCD
peptid i fosfolipazu A2. Znanstvenici su slozni oko Cinjenice da nije samo jedan spoj u
apitoksinu odgovoran za njegovu toksicnost. Toksicnost melitina 1 fosfolipaze A2 kada se
pomijesa u omjeru koji se nalazi u nepreradenom otrovu, pet puta nadmasuje toksic¢nost
pojedinac¢nih komponenti (Quistad i sur., 1988). Zato mozemo pretpostaviti da je smrtonosni
ucinak apitoksina vjerojatno sinergizam spojeva prisutnih u otrovu, i to fosfolipaze A2, apamina
i melitina (Quistad i sur., 1988). Fosfolipaza A2 dosta je proucavana u medicini zbog toga $to
je glavni alergen kod uboda pcela (Banks i Shipolini, 1986). Apamin je najmanje poznati
neurotoksicni peptid (Banks i Shipolini, 1986) koji djeluje na Ziv€ani sustav sa sposobnos¢u


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C129H224N38O31

prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru (Strong, 1990). Quitad i sur. (1988) su objavili da
apamin nije djelotvoran u suzbijanju kukaca. Apitoksin osim polipeptida i enzima, sadrzi i
jednostavne Secere, estere i minerale (Bogdanov, 2017).

Koncentracija sastojaka u apitoksinu nije konstantna. Ona varira ovisno o sezoni, $to se
primarno odrazava na sadrzaj bjelancevina (Ferreira-Junior i sur., 2010), a Hossen i Shapla
(2016) ¢ak tvrde da apitoksin ekstrahiran zimi ima slabiju u¢inkovitost. Osim sezone, Dong i
sur. (2015) navode da je dob pcele isto jedan od ¢imbenika varijabilne koncentracije sastojaka
u otrovu. SvjeZi (tekuci) i osuSeni (praskasti) apitoksin sli¢nih su bioloskih aktivnosti, ali se
razlikuje u odnosu na hlapljive komponentne (Bogdanov, 2012).
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Slika 1.1. Molekularni 2D prikaz apitoksina
(Izvor: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Apitoxin#section=2D-Structure)

1.1.1. Proizvodnja apitoksina

Pcelinji otrov do 50-ih godina proslog stoljeca, dobivao se uklanjanjem otrovnog
mjehura pcela ili iz ekstrakata Zal¢anog aparata. Uvodenjem elektroSok metode, doslo je do
ocuvanja cijele pcelinje zajednice jer se slabom istosmjernom strujom samo iritiralo pcele, a ne
ubijalo (Kezi¢ i sur., 2014). Sakupljac je sastavljen od pravokutne staklene ploce 1 generatora
impulsa. P¢ele nadrazene elektricnim udarima ,,bodu* plocu pri ¢emu otrov iz tekuce faze
isparava na staklenu povrSinu. Rezultat toga je prah prljavo Zute boje koji je potrebno
struganjem odvojiti od ploce. Takav otrov je niske Cistoce 1 zahtjeva prociS¢avanje kako bi
dobio specifi¢nu bijelu boju (Abrantes i sur., 2017). KoriStenjem sakupljaca koji sprjecavaju
kontaminaciju nektarom (Secer) i peludom moze se odmah dobiti visoko kvalitetni prah bijele
boje (Shkenderov i Ivanov, 1983).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Apitoxin#section=2D-Structure

1.1.2. Primjena apitoksina

U narodnoj medicini apitoksina ima dugu povijest, ali unazad nekoliko desetaka godina
s pove¢anom dostupnoscu, najvecu primjenu pronalazi u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji
(Quistad i sur., 1988). Komponente apitoksina koriste se kao analgetik, antikoagulant, ima
antibakterijska, antimutagena 1 antiradijacijska svojstva, brojna protuupalna svojstvo za
lijecenje kroni¢nih bolesti poput artritisa, reumatizma, tendinitisa, bursitisa, fibroza, multiple
skleroze. Stititi od hepatocita, ima potencijala u borbi protiv karcinoma i tumora, poremeéaja
perifernog zivéanog sustava, HIV-a i Parkinsonove bolesti (Kim i sur., 2013, Park i sur., 2014;
Sobral i sur., 2016). Razlog tome je Sto povecava broj bijelih krvnih stanica u organizmu tj.
poboljsava imunoloski sustav bolesnika i pomaze kod hipertenzije (Hossen i Shapla, 2016). U
estetskoj kirurgiji se koristi kao novi Botox, gdje je dokazano da ima pozitivan ucinak na
smanjenje bora (Han i sur., 2015; Bogdanov, 2017). Zbog navedenih svojstava apitoksin je
tijekom godina temeljito proucavan i traZzen, posebno nakon $to su dokazane njegove terapijske
karakteristike. Naravno pravilno i stru¢no koristenje je iznimno bitno jer je apitoksin jak alergen
I moze do¢i do anafilaktickog Soka (Moreno i Giralt, 2015; Tilahun i sur., 2016).

1.1.3. Toksi¢nost apitoksina za ljude

Doze apitoksina koriStene u terapeutske svrhe su znatno nize od toksi¢nih. Samostalne
komponente apitoksina pokazuju blaze toksicne ucinke tek kada je njihova koncentracija 20 do
50 puta veca od terapeutskih, a kada se koristi kao ,,cjelina“ ta koncentracija mora biti
premasena 200 do 500 puta (Shkenderov i Ivanov, 1983; Bogdanov, 2017). Ovisno prvenstveno
o bolesti i kilazi, primijenjena doze za odrasle osobe u terapiji apitoksinom su uglavnom izmedu
0,1 - 3 mg apitoksina po tretmanu (npr. u lijeCenju artritisa koriste se visestruko veée doze)
(Ludyanskii, 1994 navedeno u Bogdanov, 2017). LDso péelinjeg otrova za §takore je 2,8 mg/kg,
a za Covjeka je procijenjena na 500 - 1500 mg/kg (Schmidt, 1986; Meier, 1995). Toksi¢na
reakcija moze se izazvati nakon vise od 50 uboda za djecu i vise od 100 - 500 za odrasle.
Mitchelle i sur. (1971) tvrde da je melitin, kao najzastupljenija komponenta apitoksina otrovan
za kukce. Pokus je proveden na li¢inkama Drosophile, pri ¢emu je melitin injektiran kao
izolirana aktivna tvar kocentracije 125 ug/g, a rezultati su pokazali odredenu uc¢inkovitost.
Zapanjujuce je malo istrazivanja provedeno na temu ucinkovitosti suzbijanju kukaca
apitoksinom (Quistad i sur., 1988). Preciznije, dostupna istrazivanja pokazuju da je istraZivanje
provedeno na samo tri vrste kukaca. Zitni zizak (Sitophilus granarius; Linnaeus, 1758) je
kontaktno tretiran mikropipetom s dozama 1,1; 2,4; 3,7; 5 i 6,3 ug/uL, postignuta je
ucinkovitost od 94 % nakon 72 sata na varijanti najvece doze (Nassar, 2013). Li¢inke i jaja
malog voskovog moljca (Galleria mellonella; Linnaeus, 1758) tretirane su kontaktno dozama
6,25; 12,5; 251 50 pg/pL, te su injektirane s dozama 0,3; 0,6; 1,7; 3,25 pg/pL. Uspostavljena
je LCso (letalna koncentracija) za kontaktnu primjenu od 38,27 pg/ul, a za injektiranje od 1,62
Mg/pL (Mahgoub i sur., 2018). Voskov moljac Zelucano je tretiran s dozama 0,125; 0,25; 0,5;
1; 21 4 pg/uL gdje su 2 i 4 pg/uL postigle jednaku uéinkovitost, tj. 60 %-tni mortalitet kod
licinki, 25 %-tni mortalitet kod kukuljica i 0 % kod odraslog stadija (Ghoneim i sur., 2019). U
navedenim istraZivanjima koriSten je apitoksin u prahu.



Detaljnija istrazivanja ucinkovitosti apitoksina u svrhu suzbijanja kukaca nisu
provedena u Hrvatskoj niti u svijet. Takoder pregledom literature nisu pronadena istrazivanja s
fokusom na razvoj formulacija s apitoksinom kao aktivnom tvari, primjenjivih u praksi pod
uvjetom rentabilnosti i zdravstvene sigurnosti. Nove formulacije koje posebno treba
napomenuti su mikrocestice/mikrosfere. Osim §to su u skladu sa Zelenim planom one su niske
toksi¢nosti za ljude i domace Zivotinje. MikrocCestica/mikrosfera sastoji se od aktivne tvari i
ovojnice, a glavna prednost im je produZeno/kontrolirano otpustanje aktivne tvari.
Mikrocestice/mikrosfere nastaju metodom inkapsulacije, a potom su potrebne adekvatne
analize kako bi nastala formulacija koja je stabilna i1 Sto je joS vaznije sigurna za primjenu te
ekoloski i ekonomski prihvatljiva.

1.2.Inkapsulacija — metoda ionskog geliranja

Inkapsulacijom je moguce osjetljive materijale (plinove, tekucine ili krute tvari), fizicki
obaviti zastitnim materijalom. Tako je aktivna tvar zaStic¢ena od atmosferilija, nepozeljnih
medudjelovanja, gubitka prebrzim isparavanjem itd. (Ferrandiz i sur., 2017).
Mikroinkapsulirani materijal se naziva jezgra ili aktivna tvar, dok se materijal koji se koristi za
mikroinkapsuliranje naziva ljuska/kapsula/stijenka materijala ili matriks (Fang i Bhandari,
2010; Burgain i sur., 2011). Mikroc¢estice mogu biti pravilnog i nepravilnog oblika, a veli¢ina
im je svega 1-200 um u promjeru (Boras, 2019). Prema morfoloskim karakteristikama dijelimo
ih na mikrosfere te mononuklearne i polinuklearne mikrokapsule (Gallo i Carbo, 2010). Metode
inkapsulacije dijele se na: fizikalne (centrifugalna ekstruzija, susenje rasprsivanjem), fizikalno-
kemijske (ekstrakcija otapala isparavanjem, ionsko geliranje, hladenje rasprSivanjem,
jednostavna i kompleksna koacervacija) te kemijske (in situ polimerizacija, grani¢na
polimerizacija itd.) (Gallo i Carbo, 2010; Teixeira da Silva i sur., 2014).

Kriterij za odabir materijala stijenke temelji se na: fizikalno-kemijskim svojstvima tvari
za mikroinkapsuliranje (poroznost, topljivost), sredstvima za mikroinkapsuliranje (viskoznost,
mehanicka svojstva) 1 predvidene veli¢ine mikrosfera (Boras, 2019). Brojni prirodni 1 sinteticki
polimeri se koriste kao materijal stijenke. NajceS¢e su to ugljikohidrati (Skrob, dekstrin,
saharoza, celuloza, kitozan), gume (alginat, arabika, karagenan), te anorganski materijali
(silikati ili kalcijev sulfat) (Teixeira da Silva i sur., 2014; Ferrandiz i sur., 2017).

Prilikom inkapsulacije obi¢no se koriste polimeri prirodnog podrijetla, tj. biopolimeri.
Oni nisu toksi¢ni, biorazgradivi su, jeftini i obnovljivi (Haramija, 2019). Vazno svojstvo
biopolimera je visok sadrzaj funkcionalnih skupina, ukljucujuéi hidroksi, amino i karboksilne
skupine koje omogucéuju modificiranje njihovih svojstava promjenom fizikalno kemijskih
uvjeta (Usmiati i sur., 2014). Polisaharidi (alginat, gellan guma, kitozan i pektin) dobivaju se iz
poljoprivrednih sirovina ili ljuski rakova (Racovita i sur., 2009). Cijena alginata je relativno
niska, jer se on dobije preradom smedih morskih algi. Alginat je zapravo natrijeva sol alginske
kiseline, sastavljena od dvije karboksilirane monosaharidne jedinice koje se ponavljaju, a ¢iji
omjer utjece na svojstva biopolimera (Vincekovic i sur., 2016; Bedek, 2018).

Alginati s visokim sadrzajem glukuronske kiseline stvaraju, poroznije, ¢vrs¢e gelove
koji mogu biti skladiSteni dulje razdoblje. Alginat kao biopolimer lako stvara mikrosfere s
jezgrom, uporabom vodenog sustava na sobnoj temperaturi (Bedek, 2018). Polisaharidi poput
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alginata su biopolimeri koji lako stvaraju mikrosfere s aktivnim sastojkom, primjenom vodenog
sustava na sobnoj temperaturi (Bedek, 2018). Mikrosfere se mogu dodatno zamotati
polikationskim polimerom pri ¢emu dolazi do dodatnog zatvaranja jezgre. Cilj je poboljSavanje
retencije ili postepenog otpustanja aktivne tvari, koji nastaje zbog elektrostatskog
medudjelovanja izmedu karboksilnih skupina alginata s polikationskim polimerom (Fujiwara i
sur., 2013). Metoda ionskog geliranja temelji se na svojstvu polisaharida da geliraju u vodenim
otopinama u prisutnosti dvo- i trovalentnih iona. Metoda se bazira na reverzibilno fizickom
povezivanje polisaharidnih lanaca elektrostatskom interakcijom. Molekularna aktivnost se
zadrzava tijekom inkapsulacije, u blagim uvjetima (Bedek, 2018).

Glavna prednost inkapsulacije u odnosu na kemijsku metodu je ta §to ne dolazi do
zagadenja okoliSa toksicnim reagensima (Usmiati i sur., 2014). U procesu ionskog geliranja
dolazi do otapanja polisaharida (pektin, alginat, gelan guma i dr.) u vodi ili u slabo kiselom
mediju (Kitozan). Otopinu s polisaharidom istiskuje mlaznica u otopinu koja najcesce sadrzi
katione suprotnog naboja (uz konstantno mijesanje). loni suprotnog naboja najcesce koristenih
u praksi su podijeljeni u dvije skupine (Bedek, 2018):

1. loni niske molekulske mase (nastali disocijacijom soli: CaClz, ZnClz, CoClz, CuClz, MgCl,
BaClzidr.).
2. loni visoke molekulske mase (oktil sulfat, cetilstearil sulfat, lauril sulfat, heksadecil sulfat).

Inkapsulacija bioaktivnih agensa usavrSena je unazad nekoliko godina kao novi
obecavaju¢i alat u ekoloSkoj 1 integriranoj biljnoj proizvodnji (Vincekovi¢ i sur., 2016).
Mikrosfere se najvise koriste za prihranu biljaka raznim makro i mikroelementima, ali i u zastiti
biljaka od stetnika. Karakteristike mikrosfera koje su posebno korisne u zastiti bilja su te §to se
poboljSava iskoristivost pesticida (manji troSkovi) i doprinosi smanjenju onecis¢enja okolisa
(mogu se koristiti u ekoloskoj proizvodnji) (Liu i sur., 2017). Bolja iskoristivost pesticida znaci
da se populacija Stetnika lakSe drzi u niskoj brojnosti, §to zna¢i manje potrebnih tretmana i
manje rada u polju (manja je zbijenost tla, ne dolazi do drifta itd.) (Oxley, 2015). Uporaba
mikrosferi¢nih formulacija sprijecila bi brojna neispravna rukovanja pripravcima, koja cesto
dovode do primjene iznimno visokih koncentracija pesticida u kratkom vremenu. Sto uzrokuje
viSestruke primjene zbog umanjene efikasnosti radi isparavanja, degradacije, ispiranja sredstva
i pomora korisne faune (Vladisavljevi¢, 2012). Osim navedenih benefita, mikroinkapsulacija
Stiti kemikalije od degradirajucih reakcija (oksidacije, dehidratacije), omogucuje rukovanje
teku¢inama kao krutim tvarima, sigurno i prakti¢no rukovanje otrovnim tvarima, smanjuje
fitotoksi¢nost na kulturi koja se tretira, smanjuje otjecanja kemikalija u podzemne vode i dr.
(Knowles, 2008; Kumar Das i sur., 2011; Bashir i sur., 2016).

Mikrosfere na bazi biopolimera s jednom bioaktivnom tvari imaju Siroku primjenu u
poljoprivredi i postale su standardne formulacije (Nuruzzaman i sur., 2016). Brzina otpustanja
aktivne tvari moze se kontrolirati velicinom mikrosfera, debljinom polimerne membrane ili
poroznoscéu polimera (Knowles, 2008). Uz navedene prednosti kao Sto su niska toksicnost,
jednostavnost izrade i cijena, nedostaci su niska stabilnost i visoka poroznost te smanjena
viskoznost 1 ¢vrstoca prilikom obrade pri vi§im temperaturama (Haramija, 2019). lako moZzemo
mijenjati svojstva 1 karakteristike mikrosfera, poteSko¢e nam uzrokuje varijabilnost okolisnih
uvjeta (Steinbrenner i Bratz, 2015). Glavni problem u komercijalnoj upotrebi nekog bioagensa



je odabrati odgovarajuc¢u formulaciju koja osigurava odrzivost (ispravnost) tijekom skladiStenja
i primjene (Juri¢ i sur., 2019).



1.3.Hipoteza i cijevi istrazivanja

Sve navedene prednosti apitoksina kao potencijalnog insekticida i mikrosfera kao nove
formulacije u zastiti bilja dovele su do hipoteze ovog istrazivanja koja glasi:
Mikroinkapsulirane formulacije apitoksina mogu se primjenjivati u suzbijanju Stetnih kukaca.
Temeljem hipoteze postavljeni su opéi ciljevi istrazivanja:

1. Inkapsulirati apitoksin u formulaciju stabilnu za primjenu.
2. Utvrditi u€inkovitost apitoksina na Stetne kukce u ekonomski prihvatljivim dozama.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanju bili su:

1. Optimizirati i analizirati formuliranje mikrosfera apitoksina, te utvrditi fizikalno-kemijska
svojstva kao preduvjet stabilnosti i primjenjivosti.

2. Utvrditi ucinkovitost zelucanog i kontaktnog djelovanja apitoksina na vazne Stetnike u
poljoprivredi.

3. Procijeniti ekonomsku isplativost mikroformulacije apitoksina u zastiti visokodohodovnih
kultura i u ekoloskoj proizvodnji.



2. Materijali i metode

2.1.Formuliranje mikrosfera apitoksina

2.1.1. Kemikalije 1 reagensi koriSteni u pripremi formulacije

U istrazivanju je koriSten natrijev alginat niske viskoznosti (CAS broj: 9005-38-3)
kupljen od tvrtke Sigma Aldrich (USA), kalcijev klorid od tvrtke Kemika (Hrvatska), natrijev
citrat 2-hidrat (Gram-Mol) i natrijev hidrogen karbonat (Gram-Mol).

2.1.2. Apitoksin

Apitoksin u prahu koriSten tijekom istrazivanja doniran je od gosp. Tvrtka Matijevica,
sakupljen na péelinjaku autohtone sive pcele (Apis mellifera carnica, Pollm.) u Daruvarskom
Brestovcu. Uredaj za ekstrakciju apitoksina bio je postavljen na koSnici, ispod plasti¢ne kupole
da bi se postigao maksimalan u¢inak ekstrakcije. Apitoksin je analiziran na Institutu ,,Andrija
Stampar* i dobiveni otrov analizom je kategoriziran u visu klasu, &ije je obiljeZje 50 % melitina,
stoga nije bilo potrebno daljnje proc¢is¢avanje.

2.1.3. Priprema mikrosfera (vlaznih i suhih)

Postupkom ionskog geliranja napravljenje su mikrosfere s apitoksinom kao jezgrom
kapsula. Na inkapsulatoru je koriStena najmanja mlaznica, veli¢ine 80 um, a promjer samih
mikrosfera je naknadno izmjeren. Detaljan opis slijedi u nastavku:

Priprema mikrosfera zapocinje vaganjem na analitickoj vagi (Precisa 100A — 300M,
évicarska) (0,005, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2, 0,25, 0,3, 0,4 1 0,5 g) apitoksina 1 1 g kalcijeva klorida
u odmjernu tikvicu od 50 mL te je nadopunjeno deioniziranom vodom do oznake pri ¢emu je
dobiven 2 %-tni CaCl2 i (0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 i 1 %-tna) otopina apitoksina.
Nakon mijesanja i homogenizacije otopine provedena je inkapsulacija na Biichi - Encapsulator
B-390 uredaju (BUCHI Labortechnik AG, Svicarska). Proces inkapsulacije pocinje
dokapavanjem 50 mL, 1,5 %-tne otopine natrijeva alginata (koji je prethodno dva puta filtriran
kako ne bi doslo do zastopavanja mlaznice) u 50 mL otopinu apitoksina i CaCl,. Natrijev alginat
prolaskom kroz uredaj se ,,reZe* pod utjecajem vibracije elektromagneta, te pada u otopinu
apitoksina i CaCl,. Otopina se konstantno mijeSa pri ¢emu gotovo trenutano nastaju
mikrosfere. Uvjeti inkapsulacije podeseni su tako da je mlaznica veli¢ine 80 pm, pri frekvenciji
od 3000 Hz, temperaturi od 60 °C, amplitudi 3 i tlaku od 0,6 bara, pri sobnoj temperaturi u
laboratoriju. Nakon procesa inkapsulacije, mikrosfere se dodatno mijeSaju u nativnoj otopini
pomocu magnetne mijesSalice (IKA topolino, USA) 30 minuta kako bi sfere dodatno o¢vrsnule
(Slika 3.1.). Nakon pola satnog mijesanja mikrosfera, one su filtrirane kroz jednoslojni muslin
1 isprane tri puta s deioniziranom vodom kako bi se od ostatka otopine isprao suviSan CaCla.



Na kraju su mikrosfere prekrivene parafinom i takve su skladistene u hladnjaku do provedbe
pokusa. Isti postupak inkapsulacije je proveden za pripremu suhih mikrocestica, samo $§to nakon
ispiranja s deioniziranom vodom, mikrosfere su u §to tanjem sloju (zbog veli¢ine mikrosfera
nakon susenja ih je tesko razdvojiti jer se spoje u plohu) razmazane po masnom papiru te
ostavljene da se suse 24 sata. Nakon susSenja mikrosfere gube sferi¢ni oblik te se stoga nazivaju
mikrocestice.

Na-alginat

otopina apitoksina i
CaCIz

mijesalica

~ 74
Slika 3.1. Uredaj za inkapsulaciju
(Snimio: M. Oreskovic)

Nakon pripreme vlaznih i suhih mikrodestica testirana su njihova fizikalno-kemijska
svojstva da bi se definirali i optimizirali uvjeti cijelog postupka stvaranja inkapsulirane
formulacije. Svojstva koja su testirana i provedeni postupak su opisani u nastavku.

Efikasnost inkapsulacije (EE)

Prije ispiranja mikrosfera deioniziranom vodom pipetom je uzet dio nativne otopine i
izmjerena je apsorbancija apitoksina pri valnoj duljini 300 nm na spektorofotometru
(Shimadzu, UV-1700), za dobivanje efikasnosti inkapsulacije (EE), tj. utvrdivanje kolic¢ine
neiskoristenog apitoksina u nativnoj otopini (neinkapsuliranog). Dobiveni podaci su usporedeni
s prethodno napravljenim bazdarnim pravcem i izraunata je koncentracija apitoksina koja se
nije inkapsulirala. Mjerenja EE ponovljena su pet puta, a rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost s odgovaraju¢om standardnom devijacijom.

Suha tvar

Suha tvar u mikrosferama je odredena u vlagomjeru (Adam PMB 202) (Slika 3.2.). Suha
tvar je indikator sadrzaja aktivne tvari i nosaCa (biopolimera) u netom pripremljenim
mikrosferama. Po 5 g vlaznih mikrosfera stavljeno je u vlagomjer koji je zagrijan na 130 °C.
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Mikrosfere su susene do konstantne mase, tj. nakon §to je uzorak potpuno dehidrirao dobivena
je suha tvar. Rezultat je prikazan kao udio suhe tvari (%) u ukupnoj masi uzorka.

Slika 3.2. Vlagomjer za utvrdivanje koli¢ine suhe tvari
(Snimio: M. Oreskovi¢)

Mikroskopska mjerenja mikrosfera

Mikroskopom Leica MZ16a (Leica Microsystems Ltd., Svicarska) promatrane su
veli¢ine mikrosfera, koristenjem softwarea Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, verzija
E LCmicro 090kt2009. Mjerenja se provode kako bi se ustvrdili podaci o veli¢ini (promjeru)
mikrosfera Izmjereno je 100 promjera vlaznih mikrosfera, 100 promjera mikrosfera nakon
bubrenja i 42 promjera suhih mikrocestica. Svi uzorci za mikroskopiranje pripravljeni su pri
sobnoj temperaturi u laboratoriju. Rezultati su navedeni kao srednje vrijednosti s
odgovaraju¢om standardnom devijacijom.

Stupanj bubrenja

1. Jedno od najvaznijih svojstava hidrofilnih mikrocestica je stupanj bubrenja (Siepmann
1 Siepmann, 2012). Kada hidrofilne mikrocestice dodu u kontakt s vodom, oni bubre,
utjecuci na mehanizam za oslobadanje inkapsuliranih sredstava koji kontroliraju brzinu.
Bubrenje mikrosfera ovisi prvenstveno o omotacu mikrosfera, tj. polimeru (alginat),
zatim svojstvu sredstva za otapanje itd. Stupanj bubrenja je utvrden tako da je izvagano
0,1 g suhih mikrocestica u epruvete te je potom dodano 10 mL deionizirane vode.
Mikrocestice su zatim ostavljene da bubre na sobnoj temperaturi tijekom tri sata. Tezina
vlaznih nabubrenih mikrosfera je odredena vaganjem (suvisak vode je uklonjen pomoéu
filter papira). Stupanj bubrenja (Sw) je izracunat pomocu jednadzbe (Anal A.K. i sur.,
2005):

Wt—-Wo
Wo

Sw%=

Gdje je wt tezina nabubrenih mikrosfera, a Wo tezina suhih. Mjerenja su ponovljena tri puta, a
rezultat je prikazan kao srednja vrijednost s odgovaraju¢om standardnom devijacijom.
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Kapacitet inkapsulacije (LC)
1. Kapacitet inkapsulacije mjera je koja odreduje koliko je aktivne tvari uspjesno
inkapsulirano u pripremljenim mikrosferama. Kapacitet inkapsulacije je odreden tako
Sto je stavljeno 2 g vlaznih mikrosfera, odnosno 0,1 g suhih mikrocestica u 10 mL pufera
(NaHCO3 / Na- citrat, pH= 8,28) na magnetsku mijesalicu sve dok se mikrosfere u
potpunosti nisu raspale. Kapacitet inkapsulacije je izrazen formulom (Xiao-Yu L. i sur.,
2009):

L% =T

We
Gdje je ¢ koncentracija apitoksina u uzorku, V je volumen uzorka, a wc tezina mikrosfera.
Rezultat LC-a nam to¢no govori koliko je apitoksina prisutno u mikrosferama kako bi precizno
mogli izraunati primijenjene koncentracije apitoksina u drugom dijelu istrazivanja.
Apsorbancija apitoksina je izmjerena pri valnoj duljini 300 nm na spektorofotometru
(Shimadzu, UV-1700). Mjerenja za vlazne i suhe mikrosfere su ponovljena pet puta. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost s odgovaraju¢om standardnom devijacijom.

In vitro otpustanje apitoksina iz mikrosfera

In vitro otpusStanja apitoksina ispitana su dispergiranjem vlaznih i suhih mikrosfera u
deioniziranoj vodi i citratnom puferu (NaHCOs / Na- citrat, pH= 8,28) mijeSanjem na sobnoj
temperaturi pri odredenim vremenskim intervalima. Izvaganih 4 g vlaznih mikrosfera, odnosno
0,4 g suhih mikrocestica je stavljeno u 40 mL deionizirane vode na mijesalicu. Otpustanje je
praceno preko apsorbancije koja je izmjerena pri valnoj duljini 300 nm na spektrofotometru u
intervalim od 60, 120, 180, 240, 1440, 2880, 4320, 5760, 10080 i 11520 minuta. Mjerenja su
ponovljena dva puta. Isti postupak je koriSten i za otpustanje apitoksina u citratnom puferu, a
vremenski intervali su bili 1,5, 3, 4,5, 6,9, 12, 15 i 18 minuta. Mjerenja za otpustanje mikrosfera
u puferu su ponovljena tri puta. Rezultati svih mjerena su prikazani kao srednja vrijednost s
odgovaraju¢om standardnom devijacijom.

Mjerenje pH

Napravljena je otopina s 0,1 g apitoksina i nadopunjena s deioniziranom vodom do 100
mL oznake. Otopini je izmjeren pH na uredaju (Mettler Toledo MPC227, Belgija) pri
temperaturi otopine 25 °C. Mjerenje pH vodene otopine apitoksina pomaze u predikciji
otpustanja aktivne tvari u uvjetima gastrointestinalnog trakta.
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2.2. Istrazivanje ucinkovitosti mikrosfera apitoksina na Stetne kukce

2.2.1. Kukei u istrazivanju

Kukei koristeni u pokusu nabavljeni su iz uzgoja od tvrtke ,,Egzotika Shop*, Tratinska
22, Zagreb (zZohari, veliki brasnar), a neki su prikupljeni u prirodi (lisne usi: voénjak Dubrava;
zizak: silos Garesnica; krumpirova zlatica: pokusaliste Sasinovecki Lug; zelena stjenica,
kupusna sovica i repin buha¢: oranica u okolici mjesta Bogdanovci, plavi Zitni balac i Simsirov
moljac; Gares$nica). Za istrazivanje je ukupno nabavljeno deset vrsta kukaca razli¢itih razvojnih
stadija iz Cetiri razli¢itih redova koji su vazni Stetnici za poljoprivredu i ¢ovjeka. Popis kukaca
i razvojnih stadija testiranih u istrazivanju prikazan je u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Opis istrazivanih vrsta kukaca i stadij razvoja

. . Istrazivano
Red Porodica Vrsta (lat.) Autor Vrsta (hrv.) Stadij . .
djelovanje
. . . Serville, 5 ..
Blattodea Blattidae Blaptica dubia 1838 Zohar dubija li¢inke kontaktno
. o . Fabricius, crna tre$njina  odrasli,
Hemiptera Aphididae Myzus cerasi 1775 . lidinke kontaktno
. . . Linnaeus, .. .
Hemiptera Pentatomidae Nezara viridula 1758 zelena stjenica  odrasli kontaktno
. . Cydalima Walker, Sim§irov .
L r ram . . n zeluc
epidoptera  Crambidae perspectlis 1859 moljac gusjenice  Zelucano
. . Mamestra Linnaeus, kupusha -
Lepidoptera  Noctuidae brassicae 1758 sovica gusjenice  kontaktno
Coleoptera Chrysomelidae ~ Oulema lichenis Voet, plavi Zitni odrasli kontaktno
P y 1806 balac
Coleoptera Chrysomelidae Chaetocnema Hlliger, repin buhag odrasli kontaktno
P y tibialis 1807 epin buhat
. Leptinotarsa krumpirova - kontaktno,
Coleoptera Chrysomelidae P i Say, 1824 . P li¢inke .o
decemlineata zlatica zelu¢ano
Coleoptera Curculionidae SItOphI.I us Linnaeus, zitni Zzizak odrasli Ifont? ktno,
granarius 1758 zelucano
- . . Li , o - kontaktno,
Coleoptera Tenebrionidae Tenebrio molitor INNaeus veliki brasnar  li¢inke Vont? tno
1758 zelucano
2.2.2. Varijante u pokusu s kukcima
U istrazivanju su bile koriStene razli¢ite koncentracije apitoksina u

mikrosferama/mikrocesticama i to 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 1 1 % ovisno o vrsti kukaca.
Detaljan opis varijanti u istraZivanju te koli¢ine primijenjenog apitoksina po svakoj repeticiji
prikazani su u tablici 3.2.
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Tablica 3.2. Varijante u pokusu te detaljan izra¢un primijenjenih doza apitoksina po varijanti za sve vrste
testiranih kukaca

. " Nacin KOhCln% .S.l.(mp V&1 Mikrosfere po Ko.llcln.a Broj  testiranih
Kukac Testirane varijante . . po repeticiji (ugili - apitoksina
djelovanja repeticiji (mg) - kukaca
ml) po repeticiji (mg)
0,01 % 5,2 106,72 0,01
0,05 % 52 106,72 0,05
0,1 % 52 106,72 0,11
Blaptica dubia 0,2 % kontaktno 52 106,72 0,21 220
0,4 % 52 106,72 0,43
0,6 % 52 106,72 0,64
kontrola* 5,2 - -
0,01 % 2,6 53,36 0,005
. 0,05 % 2,6 53,36 0,03 12 granica s
Myzus cerasi 01% kontakino 26 53,36 0,05 kolonijama usi
kontrola 2,6 - -
0,2 % 2,6 53,36 0,11
0,4 % 2,6 53,36 0,22
06 % kontaktno 26 53.36 0.33 120
Leptinotarsa kontrola 2,6 - -
decemlineata 0,2 % 2,6 53,36 0,11
0,4 % L 2,6 53,36 0,22
0,6 % Zelucano 26 53,36 0,33 120
kontrola 2,6 - -
0,2 % 2,6 53,36 0,11
0,4 % 2,6 53,36 0,22
06 % kontaktno 26 53.36 033 160
Sitophilus granarius kontrola 2.6 _ _
0,2 % 2,6 53,36 0,11
0,4 % L 2,6 53,36 0,22
0,6 % Zelucano 26 53,36 033 160
kontrola 2,6 - -
0,2 % 2,6 53,36 0,11
0,4 % 2,6 53,36 0,22
06 % kontaktno 26 53.36 033 160
Tenebrio molitor kontrola 2.6 _ _
0,2 % 6 53,36 0,11
0,4% zelu¢ano 6 53,36 0,22 160
0,6 % 6 53,36 0,33
¢isto brasno 6 - -
0,6 % 5 5 0,03
Chaetocnema 0,8 % 5 5 0,04
tibialis 1% kontaktno 5 5 0,05 120
kontrola 5 - -
0,6 % 2,6 53,36 0,33
. . 0,8 % 2,6 53,36 0,44
Oulema lichenis 1% kontaktno 26 53.36 055 160
kontrola 2,6 - -
0,6 % 2,6 53,36 0,33
. 0,8 % 2,6 53,36 0,44
Mamestra brassicae 1% kontaktno 26 53.36 055 120
kontrola 2,6 - -
0,6 % 2,6 53,36 0,33
Cydalima 0,8 % L 2,6 53,36 0,44
perspectlis 1% Zelugano 2,6 53,36 0,55 120
kontrola 2,6 - -
0,6 % 2,6 53,36 0,33
_ 0,8 % 2,6 53,36 0,44
Nezara viridula 1% kontaktno 26 53.36 0.55 120
kontrola 2,6 - -

*kao kontrola je koriStena deionizirana voda
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Blaptica dubia

U istrazivanju u¢inkovitosti apitoksina na Zohara Blaptica dubia testirano je ukupno Sest
varijanti (koncentracija apitoksina u mikrosferama) i kontrola (deionizirana voda). Koli¢ine
primijenjenog apitoksina opisane su u tablici 3.2. Svaka varijanta bila je postavljena u tri
repeticije, a svaka repeticija sacinjavala je 10 jedinki Blaptica dubia (Slika 3.3.). Istrazivanje je
provedeno tako da je pripremljeno 21 petrijeva posudica s odgovarajuéim oznakama varijante
(1-7) i repeticije (I-1IT). Na dno posudice postavljen je navlazeni filter papir kako bi kukcima
osigurao vlagu. U svaku posudicu odbrojeno je 10 li¢inki zohara Blaptica dubia istog razvojnog
stadija (Slika 3.3.). Potom su Zohari u svakoj posudici tretirani kontaktno prskanjem s
laboratorijskom prskalicom s volumenom Skropiva navedenim u tablici 3.2. Nakon tretiranja
posudice su poklopljene i ostavljene na sobnoj temperaturi od 20 + 2 °C i vlazi zraka od 40 %.
Mortalitet zohara ocitavan je Cetiri uzastopna dana od tretiranja (nakon 24, 48, 72 i 96 sati).
Prilikom svakog ocitavanja pregledane su sve jedinke u svakoj petrijevoj zdjelici, te su
klasificirane kao Zive ili mrtve.

SHoT T
®00 Al TRIPLEEAMERA

Slika 3.3. Postavljeni pokus sa Zoharima

(Snimio: M. Oreskovic)
Myzus cerasi

Za istrazivanje ucinkovitosti apitoksina na lisne usi Myzus cerasi pripremljeno je 12
grancica treSnje duzine 10 cm na kojima je bila kolonija crne tre$njine usi. Pokus je postavljen
po metodi medne rose u Cetiri varijante (tri koncentracije apitoksina u mikrosferama 1
deionizirana voda). Detalji o koli¢ini primijenjenog apitoksina opisani su u tablici 3.2. Pokus
je postavljen tako da su sve granéice postavljene pod kutom od 45" nad staklenu povrsinu na
medenje. Ukupno je postavljeno 12 staklenih povrSina i 12 grancica (Slika 3.4.). Stakla i
grancice su obiljezeni brojevima varijanti (1-4) i brojevima repeticija (I-11I) koje su zadrzale do
kraja pokusa. Grancice s uSima postavljene su u posudicu s vodom, kako ne bi doslo do venuca.
Nakon 24 sata staklene povrsine ispod svake grancice su pregledane i1 prebrojan je i zabiljezen
broj kapljica medne rose. Nakon toga stakla su oprana i ponovno postavljena na ista mjesta u
pokus. Svaka granc¢ica s kolonijom lisnih uSi tretirana je laboratorijskom prskalicom sa
Skropivom u volumenu navedenom u tablici 3.2. Koli¢ina primijenjenog apitoksina po varijanti
pokusa prikazana je u takoder u tablici 3.2. Tretirane grancice su ostavljene 10 min na zraku da
se osuse te su vracene na odgovarajuc¢e pokusno mjesto na medenje. Nakon 24 sata ocitan je
broj kapljica medne rose na svakoj repeticiji pokusa. Stakla su oprana i postupak postavljanja
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je ponavljan joS§ dva dana (nakon 48 1 72 sata). Pokus je proveden na sobnoj temperaturi od 20
+ 2 °C i vlazi zraka od 40 %.

Slika 3.4. Laboratorijski pokus na lisnim u$ima

(Snimio: M. Oreskovi¢)
Leptinotarsa decemlineata

Pokus ucinkovitosti apitoksina na li¢inke krumpirove zlatice Leptinotarsa decemlineata
postavljen je po metodi IRAC 007 odnosno potapanjem listova u Skropivo za zelucano
djelovanje i primjena Skropiva prskanjem za utvrdivanje kontaktnog djelovanja. Prvo je
pripremljena kontrola. Kontrola je pripremljena tako da su listovi krumpira umocdeni u
deioniziranu vodu, te ostavljeni da se osuse. Za pripremu varijanti apitoksina, pripremljena su
Skropiva prema koncentracijama prikazanim u tablici 3.2., potom su manji busenovi krumpira
umakani u to Skropivo. Listovi su umakani u pripremljena Skropiva u trajanju od 5 sekundi uz
lagano mijeSanje. Nakon tretiranja listovi krumpira ostavljeni su da se posuse prije postavljanja
li¢inki na ishranu. Za provedbu pokusa potrebno je bilo pripremiti 16 petrijevih zdjelica. Na
dno svake petrijeve zdjelice postavljen je namocen filter papir kako bi ocuvao vlaZnost lista.
Na poklopcima petrijevih zdjelica, ispisane su oznake varijante (1-4) i repeticije (I-1V). U
petrijeve zdjelice s oznakom varijante i brojem ponavljana (1-1V) postavljen je jedan veliki list
krumpira ili viSe manjih listova tretiranih apitoksinom (sukladno varijantama). U svaku
petrijevu zdjelicu s tretiranim listom postavljeno je po 10 li¢inki krumpirove zlatice (drugog
razvojnog stadija) (Slika 3.5.).

Za utvrdivanje kontaktnog djelovanja apitoksina pripremljeno je takoder 16 petrijevih
zdjelice oznacenih s brojem varijante (1-4) i brojem ponavljanja (I-1V). Na dno svake petrijeve
zdjelice stavljen je filter papir. U sve petrijeve posude postavljeno je po 10 li¢inki krumpirove
zlatice te je svaka petrijevka tretirana prskanjem odredenom koncentracijom apitoksina s
volumenom Skropiva definiranim u tablici 3.2. U sve petrijeve zdjelice dodan je po jedan ne
tretirani list krumpira kako li¢inke ne bi uginule od gladi. Petrijeve zdjelice tijekom provedbe
pokusa bile su na sobnoj temperaturi od 25 °C i vlazi zraka od 40 %.

Ocitavanje pokusa s krumpirovim zlaticama je provedeno tijekom tri uzastopna dana,
odnosno 24, 48 i 72 sata nakon tretiranja. Prilikom ocitavanja pregledane su sve jedinke u
svakoj petrijevoj zdjelici, te su klasificirane kao zive ili mrtve.
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Slika 3.5. Laboratorijski pokus na krumpirovoj zlatici
(Snimio: M. Oreskovi¢)

Sitophilus granarius

Pokus s odraslim zitnim ZziScima Sitophilus granarius postavljen po modificiranoj
metodi IRAC 007 gdje je tretirano zrno za utvrdivanje zelu¢anog djelovanja te je primijenjeno
Skropivo prskanjem za utvrdivanje kontaktnog djelovanja. Prvo je pripremljena kontrola.
Kontrola je pripremljena tako da je 40 grama zrna pSenice umoceno u deioniziranu vodu, te
ostavljeno da se osuSi na filter papiru. Za pripremu varijanti apitoksina, pripremljena su
Skropiva prema koncentracijama prikazanim u tablici 3.2., potom je po 50 grama pSenice
umoceno u pojedinacno Skropivo. Zrno je umakano u pripremljena skropiva u trajanju od 5
sekundi uz lagano mijeSanje. Nakon tretiranja zrna pSenice ostavljena su da se posuse prije
postavljanja zizaka na ishranu. Za provedbu pokusa potrebno je bilo pripremiti 16 petrijevih
zdjelica. Na dno svake petrijeve zdjelice postavljen je namocen filter papir kako bi o¢uvao
(upio) eventualnu vlagu zrna. Na poklopcima petrijevih zdjelica, ispisane su oznake varijante
(1-4) i repeticije (I-1V). U petrijeve zdjelice s oznakom varijante i brojem ponavljana (I-1V)
postavljeno je po 10 grama zrna tretiranog apitoksinom (sukladno varijantama). U svaku
petrijevu zdjelicu s tretiranim zrnom postavljeno je po 10 odraslih Zitnih ZiZaka. Petrijeve
zdjelice tijekom provedbe pokusa bile su na sobnoj temperaturi od 25 °C.

Za utvrdivanje kontaktnog djelovanja apitoksina pripremljeno je takoder 16 petrijevih
zdjelice oznacenih s brojem varijante (1-4) i brojem ponavljanja (I-1V). Na dno svake petrijeve
zdjelice stavljen je filter papir. U sve petrijeve posude postavljeno je po 10 zitnih zizaka (Slika
3.6.) te je svaka petrijevka tretirana prskanjem odredenom koncentracijom apitoksina u
volumenu $kropiva definiranom u tablici 3.2. Kontrolna varijanta prskana je s deioniziranom
vodom. U sve petrijeve zdjelice dodano je po 5 grama netretiranog zrna pSenice kako bi ziSci
nastavili s ishranom.

Ocitavanje pokusa je provedeno tijekom Cetiri uzastopna dana, odnosno 24, 48, 72 1 96
sata nakon postavljanja pokusa. Prilikom ocitavanja pregledane su sve jedinke u svakoj
petrijevoj zdjelici, te su klasificirane kao zive ili mrtve.
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Tenebrio molitor

Pokus s li¢inkama velikog brasnara postavljen je tako da se testiralo Zelucano i
kontaktno djelovanje (Slika 3.6.). Za utvrdivanje kontaktnog djelovanja apitoksina
pripremljeno je 16 petrijevih zdjelice oznacenih s brojem varijante (1-4) i brojem ponavljanja
(I-1V). Na dno svake petrijeve zdjelice postavljeno je po 10 li¢inki velikog brasnara zadnjeg
razvojnog stadija. Svaka petrijevka tretirana je prskanjem odredenom koncentracijom
apitoksina u volumenu Skropiva definiranom u tablici 3. Kontrolna varijanta prskana je s
deioniziranom vodom. Nakon §to su se li¢inke osusile u svaku petrijevu zdjelicu dodano je po
5 grama netretiranog pS$eni¢nog brasna na kojem su li¢inke odrasle da bi eliminirali utjecaj
stresa i gladovanja na rezultat.

Za utvrdivanje zelu¢anog djelovanja apitoksina na liinke brasnara upotrijebljene su
suhe mikrocestice apitoksina. Za provedbu pokusa potrebno je bilo pripremiti 16 petrijevih
zdjelica oznaceni varijantama (1-4) i repeticijama (I-1V). Na dno svake petrijeve zdjelice
postavljeno je po 10 li¢inki velikog braSnara. Za svaku petrijevku odvagano je po Sest grama
brasna koje je potom detaljno pomijeSano sa suhim mikrocesticama odredenih koncentracija
apitoksina (Tablica 3.2.). Tretirano brasno dodano je u pripremljene petrijeve zdjelice s
li¢inkama. Kontrolnoj varijanti dodano je Cisto netretirano brasno. Petrijeve zdjelice tijekom
provedbe pokusa bile su na sobnoj temperaturi od 25 °C i vlazi zraka od 40 %.

Ocitavanje pokusa je provedeno tijekom cCetiri uzastopna dana, odnosno 24, 48, 72 1 96
sata nakon postavljanja pokusa. Prilikom ocitavanja pregledane su sve li¢inke u svakoj

Slika 3.6. Laboratorijski pokus na brasnarima, Zi§cima i Zoharima
(Snimio: M. Oreskovi¢)

Chaetocnema tibialis

Istrazivanje kontaktne ucinkovitost apitoksina na odrasle jedinke repina buhaca
Chaetocnema tibialis postavljeno je po IRAC 021 metodi. Pokus je postavljen u tri varijante
(mikrosfere apitoksina) i kontrola (deionizirana voda). Detalji o koliini primijenjenog
apitoksina opisani su u tablici 3.2. Kao 100 %-tna doza uzela se najvi$a koncentracija apitoksina
u mikrosferi (1 %), dosljedno 0,8 %-tna koncentracija kao 80 %-tna doza i 0,6 %-tna
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koncentracija kao 60 %-tna doza. Svaka varijanta (1 — 4) postavljena je u tri repeticije (I — 111)
i oznacena odgovaraju¢im brojevima. U svaku repeticiju odmjereno je 5 mg mikrosfera
apitoksina i 5 mL deionizirane vode. Prvotno se umjesto vode upotrijebio aceton, ali zbog burne
reakcije (jakog geliranja) od te se metode odustalo. Staklene bocice su postavljenje na roler pri
sobnoj temperaturi od 20 — 25 °C i ostavljene su preko 24 sata na suSenje tj. dok voda nije
isparila. Deset odraslih jedinki stavljeno je u svaku repeticiju i zatvoreno plasti¢cnim ¢epom.

Pokus je ocCitan nakon 24, 48 1 72 sata od postavljanja. Prilikom ocitavanja bilo je
potrebno protresti bocice da bi se olakSalo raspoznati zive od mrtvih jedinki.

Oulema lichenis

U istrazivanju kontaktne u¢inkovitosti apitoksina na plave zitne balce Oulema lichenis
testirano je ukupno Cetiri varijante (mikrosfere apitoksina i kontrola). Koli¢ine primijenjenog
apitoksina opisane su u tablici 3.2. Svaka varijanta je postavljena u Cetiri repeticije, a svaka
repeticija sadrzavala je 10 odraslih jedinki. 16 petrijevih zdjelica definirano je odgovaraju¢im
oznakama varijanti (1- 4) i repeticija (I — IV). No dno zdjelice postavljen je navlaZeni filter
papir i kukci su nahranjeni. Metoda aplikacije je bila prskanje s laboratorijskom prskalicom.
Nakon tretiranja zdjelice su poklopljene i ostavljene na sobnoj temperaturi od 20 + 2 °C i vlazi
zraka od 40 %.

Mortalitet je ocitavan Cetiri uzastopna dana od tretiranja (nakon 24, 48, 72 i 96 sati).
Prilikom svakog ocitavanja pregledane su sve jedinke u svakoj petrijevoj zdjelici, te su
klasificirane kao zive ili mrtve.

Mamestra brassicae

Pokus s gusjenicama kupusne sovice Mamestra brassicae postavljen je u etiri varijante
(mikrosfere apitoksina i kontrola). Koli¢ine primijenjenog apitoksina i §kropiva opisane su u
tablici 3.2. Svaka varijanta (1 — 4) postavljena je u tri repeticije (I — I11). Sveukupno 12 petrijevih
zdjelica je obiljeZeno s adekvatnim oznakama. Na dnu svake zdjelice stavljen je navlaZeni filter
papir kako bi se omogucila dostatna vlaga, 1 stavljeno je po 10 gusjenica u svaku zdjelicu.
Gusjenice su tretirane kontaktno prskalicom, nakon ¢ega su nahranjene 1 ostavljene na sobnoj
temperaturi od 20 £+ 2 °C i vlazi zraka od 40 %.

Ocitavanja su provedena nakon 24, 48 1 72 sata od tretiranja, pri ¢emu su pregledane
sve jedinke, a klasificirane su kao Zive ili mrtve.

Cydalima perspectlis

Pokus ucinkovitosti apitoksina na gusjenice Simsirovog moljca Cydalima perspectlis
postavljen je po metodi IRAC 007 odnosno potapanjem listova u Skropivo za zeluano
djelovanje. U pokusu su postavljene 3 varijante i kontrola, a u svakoj varijanti po 3 repeticije.
Kontrola je pripremljena tako da su gran€ice s 11 listova §ims$ira umoceni u deioniziranu vodu,
te ostavljeni da se osuse. Za pripremu varijanti apitoksina, pripremljena su Skropiva prema
koncentracijama prikazanim u tablici 3.2., potom su grancice s 11 listova SimSira umakane u
Skropivo. Listovi su umakani u pripremljena Skropiva u trajanju od 5 sekundi uz lagano
mijesanje. Nakon tretiranja listovi su ostavljeni da se posuSe prije postavljanja li¢inki na
ishranu. Na dno svake petrijeve zdjelice postavljen je namocen filter papir kako bi upio viSak
tekuc¢ine. Na poklopcima petrijevih zdjelica, ispisane su oznake varijante (1 - 4) i repeticije (I -
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IV) i u svaku repeticiju stavljeno je 10 gusjenica. Petrijeve zdjelice tijekom provedbe pokusa
bile su na sobnoj temperaturi od 25 °C i vlazi zraka od 40 %.

Ocitavanje pokusa provedeno je tijekom tri uzastopna dana, odnosno 24, 48 i 72 sata
nakon tretiranja. Prilikom ocitavanja pregledane su sve jedinke u svakoj petrijevoj zdjelici, te
su klasificirane kao zive ili mrtve.

Nezara viridula

Pokus s odraslim zelenim stjenicama Nezara viridula postavljen je s ciljem utvrdivanja
kontaktnog djelovanja mikrosfera apitoksina. U 12 petrijevih zdjelica, postavljene su tri
varijante (mikrosfera apitoksina) i kontrola (deionizirana voda), a svaka varijanta u tri
repeticije. Zdjelice su oznacene s brojem varijante (1 — 4) i repeticije (I — I11). Na dno svake
zdjelice stavljen je namoceni filter papir i po 10 odraslih stjenica. Laboratorijskom prskalicom
tretirane su sve varijante, detalji o koli€ini primijenjenog apitoksina opisani su u tablici 3.2.
Petrijeve zdjelice tijekom provedbe pokusa bile su na sobnoj temperaturi od 20 - 25 °C i viazi
zraka od 40 %.

Pokus je ocitavan 24, 48 1 72 sata nakon tretiranja. Prilikom ocitavanja pregledane su
sve jedinke u svakoj repeticiji, te su klasificirane kao Zive ili mrtve.

2.3.Analiza ucinkovitosti apitoksina na kukce

Mortalitet kukaca ocitavan je u svakom ponavljanju svake varijante u terminima
opisanim za svaku vrstu posebno. Na temelju postotka mortaliteta kukaca, izraunata je
ucinkovitost apitoksina koriStenjem formula: Henderson Tilton (1955) za lisne usi i Schneider-
Orelli (1947) za sve ostale vrste kukaca. Podatci o u¢inkovitosti obradeni su statisticki analizom
varijance (ANOVA) te su rangirani primjenom Tukey-evog testa multiplih rangova da bi se
utvrdile razlike u ucinkovitosti izmedu varijanti u pokusima. Statisticka obrada podataka
obavljena je pomocu statistickog programa ARM 9® GDM software, Revision 9.2014.7
(Gylling Data Management Inc., 2015).

Koristene formule za izra¢une u¢inkovitosti su:

Formula Schneider-Orelli (1947):

Mortalitet (%) na tretmanu — mortalitet (%) na kontroli><
100 — mortalitet (%) na kontroli

100

% ucinkovitosti =

Formula Henderson Tilton (1955):

broj jedinki kontrole (kapljica medne rose) prije tretiranja =

broj jedinki tretmana (kapljica medne rose ) poslije tretiranja 100
broj jedinki kontrole (kapljica medne rose) poslije tretiranja =

broj jedinki tretmana (kapljica medne rose ) prije tretiranja

% ucinkovitosti =1 -
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2.4. Ekonomska analiza primjene apitoksina u poljoprivredi

U sklopu istrazivanja usporedila se cijena pripravaka (kemijskih, bioloskih i ekoloskih)
za suzbijanje najvaznijih Stetnika u tri tipa poljoprivredne proizvodnje (ratarstvo, povrtlarstvo
i vocarstvo) s cijenom mikrosfera apitoksina. Podaci o prosje¢noj cijeni pripravaka nabavljeni
su od neovisne poljoprivredne ljekarne, a podaci o preporu¢enim dozama po hektaru preuzeti
Su iz uputa za primjenu.
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3. Rezultati

Dobiveni rezultati prikazani su u dva dijela. U prvom dijelu prikazana su fizikalno-
kemijska svojstva formulacije mikrosfera apitoksina, a u drugom dijelu rezultata prikazana je
ucinkovitost apitoksina u suzbijanju tretiranih vrsta kukaca.

3.1.Fizikalno-kemijska karakterizacija mikrosfera

3.1.1. Efikasnost inkapsulacije (EE) i kapacitet inkapsulacije (LC)

Efikasnost inkapsulacije provedena je kako bi se dobio podatak o koli¢ini apitoksina u
mikrosferama. Kako apitoksin u doticaju s alginatom dovodi do geliranja smjese, on nije
otopljen u alginatu, ve¢ u otopini deionizirane vode i CaCl,. Kapanjem alginata u otopinu CaCl»
1 apitoksina (0,5 %) doslo je do stvaranja mikrosfera s efikasno$¢u inkapsulacije 76,533 £ 1,626.
Kapacitet inkapsulacije suhih mikrocestica je puno veéi nego od vlaznih mikrosfera §to je i
logi¢no zbog razlike u masi suhih i vlaznih mikrosfera. Prosje¢na vrijednost LC-ova su
prikazane u tablici 4.1,

Tablica 4.1. Prosje¢ne LC vrijednosti za suhe i vlazne mikrosfere

) LC (mg apitoksina/g suhih LC (mg apitoksina/g
Sastav mikrosfera
mikrocestica) vlaznih mikrosfera)

1,5 % alginat / 0,5 %

apitoksin

219+ 4 6+0,1

3.1.2. Morfologija, veli¢ina i bubrenje kapsula

Pripravljene mikrosfere su bile sferi¢ne (Slika 4.1.a), iako su u manjem broju prisutne
anomalije. Tijekom suSenja mikrosfera, izgubila se njihova sferi¢nost (Slika 4.1.b) 1 njihova
veli¢ina je bila manja u usporedbi s vlaznim mikrosferama zbog gubitka vode. Oblik mikrosfera
je bitno svojstvo koje utjece na samu inkapsulaciju apitoksina 1 njegovo otpustanje. U tablici
4.2. prikazane su vrijednosti promjera vlaznih, suhih 1 mikrosfera nakon bubrenja u vodi (Slika
4.1.c), te postotak bubrenja mikrosfera nakon tri sata u vodi. Podaci o bubrenju mikrosfera su
nam bitni kod odabira biopolimera za primjernu mikrosfera. Okoli$ni uvjeti poput vlage mogu
utjecati na postotak bubrenja i samim time na otpusStanje apitoksina.
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Slika 4.1. Mikroskopske fotografije vlaznih (A), suhih (B), nabubrenih (C) mikrosfera s odgovaraju¢om
mjernom skalom u donjem desnom kutu fotografija
(Snimio: M. Oreskovic)

Tablica 4.2. Dijametar vlaznih i suhih mikrosfera te postotak bubrenja

e . Dijametar
n‘:f;zc;?cae D'Jlirzplﬁfr Dijametar suhih mikrosfera El?ks)tr(z)tr?l;
LY mikrosfera (um) nakon bubrenja . J
(um) mikrosfera (qum) (um) mikrosfera
80 301,58 £ 40,09 226,95 £ 29,06 436,04 £ 37,79 136,77 £ 4,17

3.1.3. Suha tvar i pH

Nakon $to je 5 g vlaznih mikrosfera potpuno dehidriralo u vlagomjeru, dobiven je
postotni udio suhe tvari koji u masi uzorka iznosi 2,9 + 0,08. pH otopine apitoksina i
deionizirane vode, pri temperaturi otopine 25°C iznosi 5,34, dok je pH ohladene otopine na 12°C
iznosio 5,38.
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3.1.4. In vitro otpustanje apitoksina iz mikroc¢estica

Mjerenje otpustanje apitoksina iz mikrosfera se pokazalo jako problemati¢no u kratkim
vremenskim intervalima (1, 3, 5, 7, itd. min.) te je stoga interval pracenja produljen. Ocitavanje
je konacno provedeno na spektrofotometru nakon 60, 120, 180, 240, 1440, 2880, 4320, 5760,
10080 i 11520 min. Otpustanje apitoksina iz vlaznih mikrosfera u deioniziranoj vodi
karakterizira vrlo sporo pocetno otpustanje gdje je nakon Cak sat vremena kumulativno
otpustanje iznosilo 11,22 %. Skoro potpuno otpustanje apitoksina je postignuto tek osmi dan
mjerenja s kumulativnim otpustanjem od 98,12 % (Slika 4.2.). Takav rezultat upucuje na
sigurnu primjenu Skropiva odnosno smjese vode i mikrosfera apitoksina. Pripremljeno skropivo
potpuno je sigurno za primjenu jer je apitoksin ,,zarobljen* u mikrosferi. Isto tako, sporo
otpustanje apitoksina vazan je podatak za procjenu ucinkovitosti, ali i planiranju tretiranja.

100
80
60

40

Kumulativno otpustanje (%)

20

60 120 180 240 1440 2880 4320 5760 10080 11520
t/min

Slika 4.2. Otpustanje apitoksina iz vlaznih mikrosfera u deioniziranoj vodi. Na y osi je prikazana postotna
vrijednost kapaciteta inkapsulacije, a na x osi su prikazani vremenski intervali oCitavanja otpustanja

Otpustanje apitoksina iz vlaznih kapsula u citratnom puferu (pH=8,28), nije bilo moguce
spektrofotometrijski pratiti jer je potpuna razgradnja mikrosfera bila prebrza (4 — 5 min).
Otpustanje apitoksina provedeno u puferu je zapravo simulacija probave mikrosfera kod kukaca
kako bi se procijenilo Zelu¢ano djelovanje mikrosfera apitoksina.

Vrijednosti otpustanja apitoksina iz vlaznih mikrosfera (0,5 % apitoksina) u vodi su
prikazane u tablici 4.3., a postotne srednje vrijednosti kumulativnog otpustanja u vremenskim
intervalima su prikazane i na slici 4.2.
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Tablica 4.3. Opustanje apitoksina iz vlaznih mikrosfera u deioniziranoj vodi

Vlazne mikrosfera (4 g mikrosfera u 40 mL deionizirane vode)

t/min 60 120 | 180 | 240 | 1440 | 2880 | 4320 | 5760 | 10080 | 11520

0,14 | 0,18 | 0,21 | 0,24 | 0,38 | 0,49 | 0,72 | 0,93 | 1,15 1,26

Apitoksi + + * + + + + + + +

n(g/L) | 0,008 | 0,008 | 0,005 | 0,003 | 0,005 | 0,01 | 0,02 | 0,03 | 0,008 | 0,03

11,22 | 13,67 | 16,73 | 18,56 | 29,38 | 37,94 | 56,1 | 72,22 | 89,96 | 98,12

+ + + + + + + + + +

061 | 061 | 041 | 02 | 041 | 0,82 | 1,43 | 204 | 0,61 2,24

% LC

Otpustanje apitoksina iz suhih mikrocestica (0,5 % apitoksina) u deioniziranoj vodi kao
1 kod vlaznih mikrosfera karakterizira vrlo sporo pocetno otpustanje gdje je nakon sat vremena
kumulativno otpuStanje iznosilo 6,6 %. Suhe mikrocestice su se 1 osmi dan o€itavanja jako
sporo otpustale s kumulativnim otpustanjem od 26,1 % (Slika 4.3.).

Kumulativno otpustanje (%)
[EEN
o

60 120 180 240 1440 2880 4320 5760 10080
t/min

Slika 4.3. Otpustanje apitoksina iz suhih mikrocestica u deioniziranoj vodi. Na y osi je prikazana postotna
vrijednost kumulativnog otpustanja, a na x osi su prikazani vremenski intervali o¢itavanja otpustanja

Zbog toga Sto se apitoksin sporije otpusta iz suhih nego iz vlaznih mikrosfera, bilo je
moguce ocitati vrijednosti otpusStanja apitoksina u puferu na spektrofotometru. Nakon minute i
pol kumulativno otpustanje je iznosilo 48,31 %, a nakon osamnaest minuta doslo je do skoro
potpunog raspadanja mikroc€estica pri kumulativnom otpustanju od 98,74 %. Sve vrijednosti
otpustanja suhih mikrocestica u deioniziraju¢oj vodi i citratnom puferu su prikazane u tablici
4.4., a postotne srednje vrijednosti kumulativnog otpuStanja u vremenskim intervalima u
citrathom puferu su prikazane i na slici 4.4.
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Slika 4.4. Otpustanje apitoksina iz suhih mikrocestica u Na-citratnom puferu (pH = 8,28). Na y osi je prikazana
postotna vrijednost kumulativnog otpustanja, a na x osi su prikazani vremenski intervali o€itavanja otpustanja

Tablica 4.4. Opustanje apitoksina iz suhih mikrocestica u deioniziranoj vodi i citratnom puferu

Suhe mikrodestice (0.4g mikrocestica u 40mL deionizirane vode)

t/min 60 | 120 | 180 | 240 | 1440 | 2880 | 4320 | 5760 | 10080
014 | 015 | 015 | 015 | 019 | 035 | 043 | 05 | 057
Apitoksi + + + + + + + + +
p('glol_)s'” 0,005 | 0,005 | 0,005 | 0,007 | 0,003 | 0,009 | 001 | 001 | 002
66 | 672 | 672 | 69 | 876 | 16,14 | 1956 | 2316 | 261
+ + + + + + + + +
%LC | 041 | 041 | 041 | 051 | 02 | 071 | 082 | 082 | 153
Suhe mikrocestice (0.4g mikrocestica u 40mL citratnog pufera pH= 8.28
t/min 15 3 45 6 9 12 15 18
105 | 143 | 166 | 185 2 213 | 213 | 215
Apitoksi + + + + + + + +
PIOKSIN | 902 | 004 | 006 | 005 | 005 | 002 | 002 | 0,006
(g/L)
4831 | 6563 | 7615 | 851 | 91.62 | 9758 | 979 | 98.74
+ + + + + + + +
%LC | 139 | 319 | 491 | 359 | 354 | 17 12 | 044
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3.2. Djelovanje apitoksina na kukce

3.2.1. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju Zohara

Niti jedna od Sest koncentracija koje su primijenjene kontaktno na odrasle jedinke
zohara dubije (Blaptica dubia) nije pokazala zadovoljavaju¢u uc¢inkovitost na ovog kukca niti
96 sati od tretmana. Rezultati pokusa prikazani su u tablici 4.5.

Tablica 4.5. U¢inkovitost (%) mikrosfera apitoksina u suzbijanju zohara Blaptica dubia

Koncentracija Period nakon tretiranja (sati)
mikrosfera apitoksina
(%) 24 48 72 96
0,01 0 0 0 0
0,05 0 0 0 0
0,1 0 0 0 0
0,2 0 0 0 0
0,4 0 10 10 10
0,6 0 0 0 0

3.2.2. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju lisnih usiju

Rezultati ucinkovitosti mikrosfera apitoksina primijenjenih u tri koncentracije u
suzbijanju crne tresnjine usi (Myzus cerasi) prikazani su tablicom 4.6. Prvi dan nakon tretiranja
utvrdena je odredena ucinkovitost na ovog Stetnika (8 % - 56%) s tim da je statisticki znacajnu
ucinkovitost postigla srednja primijenjena koncentracija (0,05 %). Drugi i tre¢i dan nisu
utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu tretmana, a u€inkovitosti su se kretale od 42 % -
82 % drugi dan, te 51 % - 83 % tre¢i dan od tretiranja. U cijelom periodu istrazivanja srednja
primijenjena koncentracija mikrosfera postizala je najvecu ucinkovitost u suzbijanju lisnih usi
(max. 83 %) medutim, i ostale dvije koncentracije djelovale su toksi¢no na ovog $tetnika te su
polucile >50 % ucinkovitost.

Tablica 4.6. U¢inkovitost mikrosfera apitoksina u suzbijanju crne tre$njine usi Myzus cerasi

_ Koncentracija Period nakon tretiranja (sati)
mikrosfera apitoksina
(%) 24 48 72
0,01 0+0b 4777 + 17,59 51,44 + 9,78
0,05 56,02 £+ 12,55 a 82,01 +£2,29 8266+25
0,1 8,02 + 6,24 b* 42 55 + 22 41 51,73 + 18,53
HSD p=0.05** 47.80 100,18 66,39

*vrijednosti oznacene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; HSD test)
**HSD je utvrden usporedbom ucinkovitosti apitoksina izmedu primijenjenih koncentracija za svako ocitavanje
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3.2.3. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju krumpirove zlatice

Rezultati u¢inkovitosti mikrosfera apitoksina u suzbijanju li¢inki krumpirove zlatice
(Leptinotarsa decemlineata) primijenjenih kontaktno i zelu¢ano prikazani su tablicom 4.7. Ve¢
prvi dan nakon tretiranja utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu kontaktnog i zelu¢anog
djelovanja. Li¢inke koje su tretirane ZeluCano imale su veci mortalitet od li¢inki tretiranih
prskanjem. Statisti¢ki znaCajno najveca ucinkovitost utvrdena je u srednjoj koncentraciji (0,4
%) kod Zelu¢ane primjene prva dva dana nakon tretmana. Drugi dan nakon tretiranja
ucinkovitosti su se kretale od 22 — 57 % te je ponovo zabiljeZeno bolje Zelu¢ano djelovanje.
Trec¢i dan nakon tretiranja kontaktno djelovanje je bilo 43 do 61 % te nije utvrdena statisticki
znacCajna razlika izmedu primijenjenih koncentracija. Kod Zelu¢ane primjene ucinkovitosti su
se kretale od 75 do 96 % bez znacajne razlike izmedu primijenjenih koncentracija.

Tablica 4.7. U¢inkovitost mikrosfera apitoksina u suzbijanju krumpirove zlatice Leptinotarsa decemlineata

Koncentracija Period nakon tretiranja (sati)
Nacin mikrosfera
primjene apitoksina 24 48 72
(%)
0,2 0+£0b 22,81+7,02b 43,86 +7,02b
kontaktno 0,4 3,3+£33ab 40,35+ 3,51 ab 61,4+ 3,51 ab
0,6 33+33ab 26,32 £6,08 b 47,37 +12,15b
0,2 16,7+6,7ab 47,37 £ 6,08 ab 96,49 +351a
zelu€ano 0,4 26,7+3,3a 57,89 £6,08 a 75,44 £ 3,51 ab
0,6 23,3+88ab 47,37 +£6,08 ab 78,95+ 12,16 ab
HSD p=0.05** 25,33 28,11 35,35

*vrijednosti oznacéene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; HSD test)
**HSD je utvrden usporedbom ucinkovitosti apitoksina izmedu primijenjenih koncentracija za svako o€itavanje

3.2.4. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju zitnog zizaka

Rezultati ucinkovitosti mikrosfera apitoksina primijenjenih kontaktno i zelu¢ano u
suzbijanju odraslih Zitnih Zizaka (Sitophilus granarius) prikazani su tablicom 4.8. Prva dva dana
nakon tretiranja nije utvrdena znacajna ucinkovitost mikrosfera apitoksina na zitne Ziske niti
kontaktno niti zelu¢ano. Treéi dan od tretiranja utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu
primijenjenih koncentracija. Kod oba nacina primjene najbolji rezultat polucila je primjena
najvece koncentracija (0,6 %). Zadnji dan ocitavanja (96 sati od primjene) utvrdena je
maksimalna uc¢inkovitost od 40 % kod kontaktne primjene najvece testirane koncentracije, te
48 % kod zeluCane primjene najvece testirane koncentracije. Navedene vrijednosti i statisticki
su znacajne u usporedbi s ostalim primijenjenim koncentracijama, medutim one se medusobno
ne razlikuju u signifikantnosti.
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Tablica 4.8. U¢inkovitost mikrosfera apitoksina u suzbijanju vrste Sitophilus granarius

. Koncentracija Period nakon tretiranja (sati)
?‘I mien mikrosfera 24 48 72 96

primjene apitoksina (%)
0,2 2525 25+£25 0,6+4,6b 122+2b

kontaktno 0,4 50£5 50£5 9,1+6,8ab 16,8+3,6b
0,6 125+48 150+29 224+17a 400+0a
0,2 00 0x0 10,0+0b 146+23b

zeluc¢ano 0,4 00 00 122+2b 20,0x0b
0,6 50£29 50%£29 248+19a 475+14a

HSD p=0.05** 13,18 13,02 10,43-17,02 11,55-16,98

*vrijednosti oznacene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; HSD test)
**HSD je utvrden usporedbom ucinkovitosti apitoksina izmedu primijenjenih koncentracija za svako ocitavanje

3.2.5. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju brasnara

Rezultati uc¢inkovitosti apitoksina u suzbijanju li¢inki velikog brasnara (Tenebrio
molitor) kontaktnom i zelu¢anom metodom primjene prikazani su tablicom 4.9. Prvi dan nakon
tretiranja apitoksin nije djelovao na li¢inke brasnara niti kontaktno niti zelu¢ano. Drugi i treci
dan od tretiranja nisu utvrdene znacajne razlike izmedu primjena i izmedu koncentracija,
medutim vidljivo je odredeno djelovanje mikrosfera primijenjenih kontaktno (10 — 22 %) dok
zelu¢ano djelovanje nije zabiljezeno. Cetvrti dan od tretmana utvrdene su znadajne razlike
izmedu primjena i izmedu koncentracija. Znacajno bolju ucinkovitost polucilo je kontaktno
djelovanje (max. 35 %) u odnosu na zelu¢ano (max. 1,3 %). Takoder, vidljiva je razlika u
ucinkovitosti maksimalne primijenjene koncentracije (0,6 %) kod kontaktne primijene u odnosu
na nize primijenjene koncentracije, premda ta razlika nije i statisticki znacajna.

Tablica 4.9. U¢inkovitost mikrosfera/mikrocestica apitoksina u suzbijanju velikog bragnara Tenebrio molitor

" Koncentracija Period nakon tretiranja (sati)
Nacdin .
primjene r_mqusfera 24 48 72 96
apitoksina (%)

0,2 0+0 10,0+ 21,2 18,2+2,2 18,2+ 2,2ab

kontaktno 0,4 25+25 10,0 +5,8 10,1 +0,9 19,3+ 0,5ab
0,6 0+0 50+29 216 +0,5 348+0,2a
0,2 0+0 0+0 0+0 0+0b

zeluéano 0,4 0+0 0+0 0+0 1,3+06b
0,6 0+0 0+0 0+0 0+0b

HSD p=0.05** 42,3 21,62 31,38

*vrijednosti oznacene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; HSD test)
**HSD je utvrden usporedbom ucinkovitosti apitoksina izmedu primijenjenih koncentracija za svako ocitavanje

3.2.6. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju repinog buhaca

Rezultati ucinkovitosti mikrosfera apitoksina primijenjenih kontaktno u suzbijanju
odraslog stadija repinog buhaca (Chaetocnema tibialis) prikazani su tablicom 4.10. Ve¢ prvi
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dan nakon tretiranja utvrdena je u€inkovitost od 40 % na varijantama tretiranima s najniZzom
koncentracijom apitoksina, pa sve do 86 % na varijanti najvece koncentracije apitoksina. Te
razlike su bile 1 statisticki znacajne. Drugi dan nakon tretiranja utvrdena je statisticki znac¢ajna
razlika izmedu najvece testirane koncentracija (93 %) i najnize testirane koncentracije (60 %),
s time da su i srednja testirana koncentracija postigla zadovoljavaju¢u ucinkovitost (80 %).
Trec¢i dan ocitavanja sve testirane koncentracije imale su uc¢inkovitost iznad 70 % (73 % - 97
%) sa signifikantno znacajnim razlikama izmedu najniZe i ostalih testiranih koncentracija .

Tablica 4.10. Ucinkovitost mikrosfera apitoksina u suzbijanju vrste Chaetocnema tibialis

Koncentracija Period nakon tretiranja (sati)
mikrosfera apitoksina
(%) 24 48 72
0,6 40+x0c 60+0b 73,3+£0,2b
0,8 60+0b 80+115ab 89,8+0,3a
1 86,4+04a 93,3+33a 96,6 £0,2a
HSD p=0.05** 14,02 — 17,97 30,63 15,98 — 16,66

*vrijednosti oznacene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; HSD test)
**HSD je utvrden usporedbom ucinkovitosti apitoksina izmedu primijenjenih koncentracija za svako ocitavanje

3.2.7. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju plavog Zitnog balca

Rezultati ucinkovitosti mikrosfera apitoksina primijenjenih kontaktno u suzbijanju
odraslog stadija plavog Zitnog balca (Oulema lichenis). prikazani su tablicom 4.11. Tijekom
prvatri dana o¢itavanja najmanja koncentracija apitoksina (0,6 %) je pokazala znacajno najveéu
u¢inkovitost medutim te vrijednosti su bile vrlo niske (10 % - 42 %). Cetvrti dan od tretmana
najvecu ucinkovitost (iznad 60 %) polucile su najniza 1 srednja testirana koncentracija.
Iznenaduju¢a je znafajno manja utvrdena ucinkovitost (47 %) najvece primijenjene
koncentracije. Za jasniji rezultat nuzno je ponoviti istraZzivanje na ovoj vrsti kukaca.

Tablica 4.11. U¢inkovitost mikrosfera apitoksina u suzbijanju vrste Oulema lichenis

Koncentracija

mikrosfera Period nakon tretiranja (sati)

apitoksina

(%) 24 48 72 96

0,6 10+£0,82a 1485+126a 42,1+0,82a 61,73+ 3,09 a
0,8 2,38+£0,52b 995+066b 325+048¢c 69,15+ 1,64 a
1 2,13+0,72b 10,43+0,34b 27,08+0,82b 47,45+1,32b
HSD p=0.05** 2,483 3,329 1,914 7,869

*vrijednosti oznacene istim slovom signifikantno se ne razlikuju (p>0.05; HSD test)
**HSD je utvrden usporedbom ucinkovitosti apitoksina izmedu primijenjenih koncentracija za svako ocitavanje
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3.2.8. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju kupusne sovice

Rezultati ucinkovitosti mikrosfera apitoksina apliciranih kontaktno u suzbijanju
gusjenica kupusne sovice (Mamestra brassicae) prikazani su tablicom 4.12. Unato¢ tome §to
nije zabiljezena statisti¢ki znacajna razlika niti u jednom danu o¢itavanja, utvrdena je vrlo dobra
ucinkovitost apitoksina u suzbijanju ovih Stetnika. Prvi dan nakon tretiranja ucinkovitost se
kretala izmedu 6 - 40 %, gdje je najmanja koncentracija pokazala najmanju ucinkovitost, a
najveca koncentracija najbolju ucinkovitost. Taj trend se zadrzao drugi i tre¢i dan ocitavanja, a
ucinkovitost je dosegla 80 % na varijantama tretiranima s najve¢om koncentracijom apitoksina.

Tablica 4.12. Ucinkovitost mikrosfera apitoksina u suzbijanju vrste Mamestra brassicae

Koncentracija Period nakon tretiranja (sati)
mikrosfera apitoksina

(%) 24 48 72

0,6 6,7+6,7 40+ 11,5 66,3+ 0,4
0,8 13,3+6,7 46,7 + 6,7 73+0,4

1 40+ 11,5 53,3+ 6,7 800

3.2.9. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju Simsirovog moljca

Rezultati ucinkovitosti mikrosfera apitoksina zeluéanom metodom u suzbijanju
gusjenica Simsirovog moljca (Cydalima perspectlis) prikazani su tablicom 4.13. Niti jedna
varijanta nije pokazala u¢inkovitost u suzbijanju ovog kukca tijekom 72 sata pokusa. Niti u
jednom ocitavanju nije zabiljeZzena smrtnost gusjenica.

Tablica 4.13. U¢inkovitost mikrosfera apitoksina u suzbijanju vrste Cydalima perspectlis

Koncentracija Period nakon tretiranja (sati)
mikrosfera apitoksina
(%) 24 48 72
0,6 0 0 0
0,8 0 0 0
1 0 0 0

3.2.10. Ucinkovitost apitoksina u suzbijanju zelene stjenice
Rezultati ucinkovitosti mikrosfera apitoksina apliciranih kontaktno u suzbijanju

odraslih zelenih stjenica (Nezara viridula) prikazani su tablicom 4.14. Niti jedna varijanta nije
pokazala uc¢inkovitost u suzbijanju ovog kukca u 72 sata trajanja pokusa.
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Tablica 4.14. Ucinkovitost mikrosfera apitoksina u suzbijanju vrste Nezara viridula

Koncentracija Period nakon tretiranja (sati)

mikrosfera apitoksina

(%) 24 48 72
0,6 0 0 0
0,8 0 0 0
1 0 0 0

3.3.Ekonomska analiza primjene apitoksina u poljoprivrednoj
proizvodnyji

U tablici 4.15. prikazani su troskovi jednokratne primjene kemijskih i bioloSkih
insekticida kao i cijena primjene mikrosfera s apitoksinom u ratarskoj, povrtlarskoj i vocarskoj
proizvodnji. Svi podaci o cijenama sredstava prikupljeni su u neovisnoj poljoprivrednoj ljekarni
u Zagrebu i mogu neznatno varirati ovisno o proizvodacu i distributeru. Iz tablice 4.15. je
takoder vidljivo da je primjena kemijskih sredstava financijski najpovoljnija, zatim slijede
bioloska sredstva ¢ija je cijena dvostruko visa u ratarskoj proizvodnji, medutim gotovo
izjednacena s cijenom kemijskog preparata u povrtlarskoj i vocarskoj proizvodnji. Mikrosfere
apitoksina viSestruko su skuplje (5 - 15 puta) od kemijskih i bioloskih pripravaka. Najveca je
razlika u cijeni kod ratarske proizvodnje, dok je najmanja razlika u cijeni izmedu tretmana u
vocarskoj proizvodnji. Tijekom analize provedeno je i istrazivanje trzista ekoloskih preparata
koji se koriste isklju¢ivo u ekoloskoj proizvodnji. Na trzistu RH nalazi vrlo malo pripravaka za
suzbijanje kukaca, uglavnom se radi o ojacivac¢ima biljaka. Cijene su prikazane u tablici 4.15.
(sivo) te je vidljivo da je njihova cijena visestruko visa (5 do 100 puta) od cijene mikrosfera
apitoksina. Valja napomenuti da je cijena mikrosfera apitoksina podlozna manjim korekcijama
ovisno o kolic€ini, Cisto¢i aktivne tvari 1 na€inu proizvodnje.
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Tablica 4.15. Ekonomska analiza tro§kova suzbijanja najvaznijih Stetnika u razli¢itim poljoprivrednim sustavima.

Podaci su prikazani za jednokratni tretman

. . Cijena Doza Cijena po hektaru
Proizvodnja Sredstvo L . X
preparata* primjene** proizvodnje (kn/ha)
Kemijsko 28 kn/25 mL 150 ml/ha 168,00
ratarska Biolosko 800 kn/051 150 mi/ha 240,00
Mikrosfere apitoksina 150 kn/g 16 g/ha 2400,00 ¥
Kemijsko 80 kn/100 ml 300 ml/ha 240,00
povrtlarska ~ Biolosko 85kn/200g 600 g/ha 255,00
Mikrosfere apitoksina 150 kn/g 16 g/ha 2400,00 ¥
Kemijsko 26 kn/5 ml 100ml/1001 520,00
vocarska Biolosko 85 kn/200 g 1000 g/ha 680,00
Mikrosfere apitoksina 150 kn/g 16 g/ha 2400,00 ¥
insekticid 80 kn/200g 50 g/m? 2000,00 (za 100 m?)
ekoloska ojacivac 661 kn/0,51  101/ha 13220,00
mikoroganizmi 989 kn/ kg 1 kg/ha 989,00

* cijena standardnog preparata u primijeni (informacija iz poljoprivredne ljekarne)
** grednja preporucena doza prema uputama za korisnike

¥

izraunato za srednju testiranu koncentraciju (0,4 %) i pretpostavljeni utroSak vode od 200 I/ha

£ prikazana cijena za 100 m2 jer se radi o zemljinom insekticidu za plasteni¢ku primjenu (cijena za 1 ha takve

primjene iznosi 200.000,00 kn)
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4. Raprava

Istrazivanje je provedeno s ciljem inkapsulacije apitoksina, u stabilnoj i optimiziranoj
formulaciji primjenjivoj u poljoprivredi.

Unato¢ primjeni nestandardnog postupka inkapsulacije, efikasnost inkapsulacije iznosi
zadovoljavajuc¢ih 76,53 + 1.63 %. Manja efikasnost inkapsulacije apitoksina je oc¢ekivana s
obzirom na promjenu standardnog procesa inkapsulacije. U standardnom postupku apitoksin se
dodaje u 1,5 %-tni natrijev alginat prije inkapsulacije, ali apitoksin je prejako reagirao s
alginatom te je doslo do geliranja. U buduéim istrazivanjima bilo bi korisno prilikom
inkapsulacije primijeniti neki drugi biopolimer, zbog usporedivanja interakcije apitoksina s
razli¢itim biopolimerima, naravno vode¢i racuna o rentabilnosti. Mehanizmi otpuStanja
aktivnih tvari iz mikrosfera su kompleksni i temelje se na: prodiranju otopine (okoli$ne) u
mikrosfere, bubrenju, otpustanju aktivnih tvari kroz mrezu gela, brzini otapanja aktivne tvari u
mediju i erozija Cestica (Maderuelo i sur., 2011). Otpustanje apitoksina iz mikrosfera u
deioniziranoj vodi karakterizira vrlo sporo poc¢etno otpustanje, gdje je 98 %-tno kumulativno
otpustanje apitoksina postignuto tek osami dan za vlazne mikrosfere, i 26 %-tno kumulativno
otpustanje sedmi dan za suhe mikrocestice. Dobiveni rezultati potvrduju prvenstvenu namjenu
primjene mikrosfera/mikrocestica, a to je oslobadanje inkapsulirane aktivne tvari tijekom
duljeg vremenskog perioda. Simulacija probave kukaca tj. otpustanje mikrosfera apitoksina u
puferu visokog pH karakterizira iznimno brzo otpustanje. Kumulativno otpustanje aktivne tvari
(apitoksina) iz suhih mikrocestica u puferu, nakon 18 minuta iznosi 99 %, dok se otpustanje
aktivne tvari (apitoksina) iz vlaznih mikrosfera u puferu nije moglo oitavati jer je potpuna
razgradnja mikrosfera uslijedila ve¢ nakon 4 - 5 minuta. pH probavnog sustava kukaca varira
od vrste do vrste. U istrazivanju simulacije probave kukaca koristen je citratni pufer (pH = 8,28)
jer Vinokurov i sur. (2007) tvrde da unutar porodice Blattidae, sve vrste imaju morfoloski sli¢an
probavni sustav, pH-a vrijednost varira od 5,9 do 9,0. Gayson (1958) tvrdi da je pH krumpirove
zlatice 5,6 — 6,6, a prosjec¢na pH vrijednost Zeluca svih Sest istrazivanih kornjasa u radu je 6,3
— 8,3 (izraCunato prema Gayson, 1958). Gusjenice leptira imaju raznoliki pH Zeluca s
prosjekom 8, ali na pH najvise utjece kultura kojom se kukci hrane (Berenbaum, 1980; Clark,
1999). U drugom dijelu istrazivanja uglavnom su koristene vlazne mikrosfere s apitoksinom,
dok je apitoksin u suhim mikroc¢esticama primijenjen jedino u tretmanu s brasnarima, gdje su
suhe mikrocestice pomijeSane s braSnom.

Mikrosfere s apitoksinom proizvedene slijedeci predstavljene 1 optimizirane protokole
stabilne su za primjenu, vrlo sporog otpusStanja u vodenom mediju (vazno pri pripremi
Skropiva), ali vrlo brzog aktiviranja u bazi¢nom pH (gastrointestinalni trakt kukaca). Time je
osigurana stabilnost i primjenjivost mikrosfernih formulacija te njihova sigurna primjena bez
opasnosti za ¢ovjeka i domace zZivotinje.

Drugi cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi u¢inkovitost apitoksina na Stetne kukce u
ekonomski prihvatljivim dozama. Ovo je prvo istrazivanje u svijetu, gdje se koristi formulacija
mikrosfera s apitoksinom. Sve vrste koriStene u pokusu, osim zitnog ziSka su po prvi put
tretirane apitoksinom, a u istrazivanju Nassar (2013) zitni zizak je tretiran drugadijom
metodom. U radu su po prvi put prikazani podaci o u¢inkovitosti apitoksina na Stetnim vrstama
kukaca primjenom nove ekoloski prihvatljive formulacije.
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Zohari, na kojima je istrazivana udinkovitost vlaznih mikrosfera apitoksina kontaktno,
ubrajaju se u gamad, jer zive u obitavaliStima Covjeka. Vektori su raznih bolesti i uzrokuju
kontaminaciju vode (Tian, 2015). Najradije se hrane otpacima namirnica i ostacima hrane, te
se zato najcesce nalaze u skladistima prehrambenih proizvoda i smo¢nicama (Maceljski, 2002).
Iz toga razloga smatrali smo da bi pronalazak adekvatne formulacije s aktivnom tvari
neSkodljivom za ljude bilo od izuzetne vaznosti u borbi protiv ovoga Stetnika. Kako je tijekom
cijelog pokusa djelovanje apitokisna na Zohare bilo minimalno (samo jedna uginula jedinka)
misljenja smo da je primijenjena koncentracija mikrosfera ili ukupnog apitoksina bila suvise
niska za ovog otpornog kukca. Takoder, testirano je samo kontaktno djelovanje. Nuzno je
provesti tretiranja s visestruko ve¢im koli¢inama apitokisna te ukljuciti i testiranje zelucanog
djelovanje apitoksina na Zohare.

Lisne usi jedni su od najvaznijih poljoprivrednih Stetnika Sirom svijeta. Nerijetko
uzrokuju ozbiljne, ekonomske probleme na razli¢itim poljoprivrednim kulturama (Franin i sur.,
2017). Poznato je vise od 3000 vrsta uSiju i gotovo da ne postoji biljna vrsta kojom se hrane
(Maceljski, 2002). Zbog velike ekonomske vaznosti usi su ukljuéene u ovo istrazivanje.
Testirano je kontaktno djelovanje apitoksina formuliranog u vlazne mikrosfere te je utvrdena
zadovoljavajuca uéinkovitost 72 sata nakon tretiranja od 83 %. Kako je u fizikalno-kemijskim
testiranjima mikrosfera vidljivo da je otpustanje apitokisna vrlo sporo, te tek nakon osam dana
iznosi 98 % (u koncentraciji od 0,05 %), dobiveni rezultat ukazuje na visoku osjetljivost lisnih
usi na apitoksin.

Zitni zizak je vrsta koja se najéeéa nalazi u skladistima. Hrani se neoste¢enim zrnjem
zitarica 1 drugih strnina, ali i zrnjem kukuruza, rize, kestenom i tjesteninom (Maceljski, 2002).
U skladistima je jako zastupljena upotreba kontaktnih insekticida u skladiSnom prostoru ili
direktno na zrno (Kljaji¢, 2010). Kako se radi o Stetniku zrna koje se upotrebljava ili u ljudskoj
ili Zivotinjskoj ishrani primjena ekoloski prihvatljivog insekticida od izuzetne je vaznosti. Iz
toga razloga upravo ova vrsta je vec bila testirana na primjenu apitoksina i to direktnom
aplikacijom (Nassar, 2013). Rezultati postignuti u tom istrazivanju vrlo su obec¢avajuci i iznose
94 %-tni mortalitet zizaka nakon 72 sata. Medutim, primijenjena koncentracija je bila oko 6,3
%. U naSem istrazivanju primijenjene su visestruko niZe koncentracije (0,2 — 0,6 %) apitoksina
u mikrosferama koje prvenstveno osiguravaju i ekonomsku prihvatljivost same primjene. Za
samo Cetiri dana utvrdena je 40 % (kontaktno) i 47 % ucinkovitost (zelu¢ano) apitoksina u
formulaciji vlaZznih mikrosfera, Sto potvrduje ucinkovitost apitoksina u suzbijanju ove vrste
kukaca.

Veliki braSnar najveci je Stetni kornjaS u naSim skladiStima. Hrane se brasnom i
proizvodima od bra$na, Zitom, mlije¢nim prahom 1 mesom, pri ¢emu li¢inke oSte¢uju ambalazu
i razne drvene dijelove (Maceljski, 2002). U suzbijanju li¢inki velikog brasnara utvrdeno je
bolje kontaktno djelovanje apitoksina u usporedbi sa Zelu€anim. Maksimalna u¢inkovitost od
35 % zabiljeZena je Cetvrti dan od tretiranja na najvecoj primijenjenoj koncentraciji mikrosfera.
Rezultati istrazivanja ukazuju da suhe mikrocestice apitoksina nisu imale nikakvo djelovanje
na braSnare hranjene braSnom pomijeSanim s mikrocesticama, ali valja uzeti u obzir vrlo kratki
period ocitavanja. Kako su brasnari preseljeni u laboratorijske uvijete, moguce je da se zbog
stresa nisu niti poceli hraniti. Kako se apitoksin otpusta iz suhih mikrocestica neposredno nakon
unosa u gastrointestinalni trakt kukca (testirano u razli¢itim pH okolinama) potrebno je provesti
dodatna istrazivanja zelu¢anog djelovanja na ovu vrstu kukaca.
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Krumpirova zlatica najvazniji je Stetnik krumpira u RH. Bez suzbijanja tog Stetnika,
proizvodnja krumpira ne bi bila moguca (Maceljski, 2002). Zbog velikih Steta koje pricinjava,
proizvodaci je intenzivno tretiraju, Sto stvara veliko opterecenje na okoli§ i Cesto uzrokuje
pojavu rezistentnosti (Bazok i sur, 2017; Gliickselig, 2019). Rezultati istrazivanja ukazuju na
vrlo dobru ucinkovitost apitoksina na li¢inke krumpirove zlatice (oko 50 % za kontaktno
djelovanje i oko 80 % za zelucano djelovanje). Sve primijenjene koncentracije mikrosfera
poluéile su zadovoljavaju¢e djelovanje veé tre¢i dan nakon tretiranja. Zelu¢ano djelovanje je
bilo gotovo dvostruko bolje nego kontaktno Sto potvrduje brzo otpustanje apitoksina iz
mikrosfera unesenih u Zeludac li¢inki kao 1 potencijal primjene ovih formulacija u zastiti od
krumpirove zlatice.

Repin buhac je u proslosti bio najvazniji Stetnik Secerne repe. Kada buhac¢ napadne tek
izniklu repu, on ne izgriza samo kotiledone, vec¢ i stabljiku pa ostavlja dojam da repa nije niti
izniknula i tada su $tete najvece (Resi¢, 2008). Praksa tretiranja sjemena sistemicima (uglavnom
neonikotinoida), uvelike je smanjila $tete od buhaca i smanjila njegovu vaznost u pogledu
zaStite bilja (Maceljski, 2002). Zabranom primjene neonikotinoida 2018. godine nastali su
veliki problemi. Bazok (2020) je utvrdila rezistentnost repina buhaca na insekticide razli¢itih
kemijskih skupina. Sve primijenjene koncentracije apitoksina u istrazivanju pokazale su
zadovoljavaju¢e djelovanje na repina buhaca. Najveéa koncentracija je pokazala najbolju
ucinkovitost, a ve¢ nakon 24 sata postignut je mortalitet od 86 %, a nakon 72 sata ¢ak 96 %. Po
dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da je repin buhac jako osjetljiv na apitoksin.

Zitni balci su najvazniji §tetnici strnih Zitarica u Europi (Dedryver, 1990.). Kako su strne
zitarice dominantna kultura na svim obradivim povr§inama, smanjenje prinosa za 5 — 20 %
svake godine je znacajno (Deutsch i sur., 2018.). Rezultati istrazivanja su konfuzni za zitnog
balca. Najveca koncentracija je pokazala najmanju ucinkovitost, a srednja koncentracija je
imala visestruko vecu u¢inkovitosti s treCeg na Cetvrti dan. Misljena smo da je na ovaj rezultat
utjecala loSa kondicija kukaca. Za konacan zaklju¢ak o u€inkovitosti apitoksina na Zitne balce
nuzno je istrazivanje ponoviti, te testirati i zelu¢ani nacin djelovanja.

Kupusna sovica je polifagni kukac povrtnih kultura (Shi i sur., 2005). Cini 20 — 25 %
Steta na povréu i moze smanjiti prinos za 25 — 40 % (Zhang i sur., 2008). Gusjenice su im jako
prozdrljive i Maceljski (2002), navodi da 1 gusjenica pojede do 300 cm? lista. Rezultati pokusa
nisu pokazali statisti¢ki signifikantnu razliku izmedu varijanti, ali je u svim varijantama
zabiljezena vrlo dobra uéinkovitost. Najvec¢a primijenjena koncentracija je nakon 72 sata od
tretiranja polucila u€inkovitost od 80 %, Sto je za biolosku formulaciju vrlo zadovoljavajuce.

Nezara viridula je jedan od vaznijih Stetnika iz porodice Pentatomidae. To je invazivna
i polifagna vrsta koja ima preko 100 domacina (Todd, 1989; Maceljski 2002). Rezultati
istrazivanja nisu pokazali ucinkovitost apitoksina u suzbijanju ovog Stetnika. Za zakljucak o
ucinkovitosti potrebno je povecati koncentraciju primijenjenih mikrosfera ili ukupnog
apitoksina. Takoder, obzirom na gradu tijela stjenica i nacin ishrane potrebno je testirati i
zelucano djelovanje apitoksina.

Simisirov moljac je veliki $tetnik imsira. Gusjenice ove invazivne vrste su jako
prozdrljive i uzrokuju potpunu defolijaciju i na kraju uvenuce biljke (CABI, 2017). Uzrokovane
Stete su znacajne jer je SimSir popularna ukrasna biljka u urbanim sredinama, vrtovima,
parkovima i grobljima (CABI, 2017). Rezultati zelu¢anog djelovanja mikrosfera nisu pokazali
ucinkovitost u suzbijanju ovog Stetnika tijekom tri dana o€itavanja. MiSljena smo da morfoloske
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karakteristike lista Sim$ira nisu prikladne naSoj metodi aplikacije. Zbog odsustva dlacica na
listovima i ,,vostane* prevlake, moguce je da se mikrosfere se nisu prilijepile na list Simsira. U
nastavku istrazivanja prilikom pripreme $kropiva za Zelu¢anu metodu aplikacije, potrebno je
pomijesati mikrosfere s povecanom dozom razrijedenog alginata kako bi se povecala
viskoznost skropiva.

Zbog nedostatnih koli¢ina na trziStu i sve vece potraznje, apitoksin postize vrlo visoke
cijene (Levani¢, 2019). Trzisna cijena apitoksina je 23000 eura/kg (Serrinha i sur., 2019). Na
naSem trziStu cijena apitoksina jest 150 kuna za jedan gram, uz moguce smanjenje cijene za
vece koli¢ine (osobno priopéenje gosp. Matijevica, proizvodaca apitoksina koriStenog u ovom
istrazivanju). Kako je cijena apitoksina glavni ogranicavajuéi faktor u primjeni mikrosfera
apitoksina, u radu su testirane izuzetno niske koncentracije kako bi primjena bila ekonomski
isplativa. Za potrebe ovoga rada istrazeno je trziste insekticida, te su prikazane cijene tretmana
kemijskim 1 bioloskim sredstvima, cijene ekoloske zaStite te potencijalnog tretmana
mikrosferama apitoksina. Cijene apitoksina su visestruko vece od cijena pripravaka koji su
dozvoljeni integriranoj proizvodnji poljoprivrednih kultura (ratarstvo, povrtlarstvo, vocarstvo),
medutim isto tako su i do 100 puta nize od insekticida s dozvolom u ekoloskoj proizvodnji.
Zbog visoke cijene apitoksina, njegova buduénost jest u kombiniranju razli¢itih ekoloski
prihvatljivih insekticida u niskim dozama, ¢ime bi se postigla zadovoljavajuéa ucinkovitost, a
snizena doza umanjuje troskove suzbijanja i manje je $tetna za okoli§ (Cagija i sur., 2020). Kako
je zastita bilja koriStenjem apitoksina vrlo skupa, proizvodnja u kojoj bi se primjenjivao morala
bi biti vrlo dohodovna (ekoloska) ili ugrozena (zbog rezistentnosti, nove invazivne vrste,
hipoalergenosti i sl.). Mozda mikrosfere s apitoksinom svrhu pronadu u zastiti bilja u
plastenicima, ekoloSkom i hidroponskom uzgoju gdje je opravdana visa cijena sredstva za
zastitu bilja, ili u urbanim prostorima gdje borave ljudi i djeca.

Unato¢ cijeni, prednost mikrosferama apitoksina daje njegovo svojstvo perzistentnosti
odnosno sporog otpuStanja aktivne tvari, Sto produZuje period djelovanja apitoksina te
omogucuje dugotrajniju zastitu, time 1 manji broj tretmana. Osim toga pregledom literature je
utvrdeno da apitoksin nema Stetno djelovanje na ljude i zZivotinje, time niti karencu ni tolerancu
Sto mu donosi prednost u proizvodnji ekoloskih visoko dohodovnih kultura (povrée u
plastenicima). Kako god, svi dobiveni rezultati predstavljaju nove podatke o mogucnosti
razvoja nove formulacije metodama ionskog geliranja. Takoder, po prvi puta su provedeni
testovi u¢inkovitosti primjene apitoksina na Stetne kukce u Republici Hrvatskoj, ali 1 svijetu.
Prikupljeni podaci pridonijet ¢e ukupnom znanju o primjeni i razvoju inkapsuliranih
formulacija, a mikrosfere apitoksina imaju potencijal da postanu alternativa u ekoloskom
suzbijanju Stetnika.
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5. Zakljucci

Na temelju provedenog istrazivanja doneseni su sljedeci zakljucci:

1.

Efikasnost inkapsulacije ovisi ponajvise o metodi inkapsulacije. Metode
inkapsulacije su optimizirane i provjerene §to je omogucilo analizu i opis
fizikalno-kemijskih svojstava mikrosfera s apitoksinom.

Mikrosfere apitoksina proizvedene postupkom inkapsulacije stabilne su i
jednostavno primjenjive bez opasnosti za ¢ovjeka i domace zivotinje.
Apitoksin formuliran u mikrosferu/mikrocesticu ima dugo pocetno i dugo
rezidualno djelovanje, zbog sporog otpustanja apitoksina.

Apitoksin formuliran kao mikrosfera ima Stetno djelovanje na kukce, od ¢ega je
utvrdeno znacajno bolje zelu¢ano u usporedbi s kontaktnim djelovanjem (zbog
pH).

Za vrste na kojima nije utvrdeno djelovanje apitokisna potrebno je provesti
dodatna istrazivanja s povecanim koncentracijama i testirati i zelucano uz
kontaktno djelovanje.

Premda rezultati pokazuju da apitoksin ima $tetno djelovanje na kukce, ovo
istrazivanje je prvo ovakvoga tipa te su za zaklju¢ke o stupnju ucinkovitosti
potrebna dodatna istrazivanja (druge vrste kukaca, mikroaplikacija, razliciti
razvojni stadij kukaca i sl.).

U istrazivanju najveéu ucinkovitost su postigle i najvece primijenjene
koncentracije koje su odabrane da budu i ekonomski prihvatljive. lako je cijena
mikrosfera apitoksina visoka, te nove formulacije imaju potencijal u ekoloskoj 1
visoko dohodovnoj proizvodniji.
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7. Prilog

7.1.Popis kratica

CaCl;
ZnCl;
CoCl
CuCl
MgCl;
P

Mg
Ca
Na
EE
LC

ng

Hg
mg

g

kg

pL
mL

L

nm
pum

A

Hz
nmol
mM (mmol/dm?)
LDso
LCso

kalcijev klorid

cinkov klorid
kobaltov klorid
bakrov klorid
magnezijev klorid
fosfor

magnezij

kalcij

natrij

efikasnost inkapsulacije
kapacitet inkapsulacije
nanogram

mikrogram

miligram

gram

kilogram

mikrolitar

mililitar

litra

nanometar
mikrometar

amplituda

herc

nanomol

oznaka za mnozinsku koncentraciju
srednje letalna doza

srednje letalna koncentracija
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Zivotopis

Matej OreSkovi¢ roden je 27. rujna 1997. u Zagrebu. Osnovnu Skolu kao i XVI.
gimnaziju zavrSio je u Zagrebu. Nakon zavrSetka srednje Skole 2016. godine upisuje
preddiplomski studij na Agronomskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, smjer Agroekologija.
Tijekom Skolovanja ostvaruje pravo na STEM stipendiju te je svrstan u 10 % najuspjesnijih
studenata na studiju. Tokom petog semestra boravi u Portugalu na Erasmus+ studijskom
boravku. U akademskoj godini 2018./2019. dobitnik je dekanove nagrade za rad. 2019. godine
upisuje diplomski smjer Fitomedicina takoder na Agronomskom fakultetu u Zagrebu. Od
izvannastavnih aktivnosti na fakultetu, dio je udruge Klub studenata Agronomskog fakulteta,
kapetan odbojkaske ekipe Agronomskog fakulteta i ¢lan Entomoloske grupe. U radu
Entomoloske grupe volontirao je u organizaciji Udruga Bioteka u pripremi i provedbi radionica
u okviru modula “Zastita okolisa i1 prirode” §to je dio projekta PANDA (projektne nastave za
darovitu djecu). Jedan je od osnivaca volonterskog projekta ,,KreSo Krijesnica™ gdje se bavi
oCuvanjem krijesnica u Hrvatskoj. Rezultate projekta predstavlja na Seminaru biljne zastite u
Opatiji 2020. Na istom seminaru dobiva nagradu za najbolju poster prezentaciju pod naslovom:
Entomoloska grupa - edukacija djece o kukcima. U akademskoj godini 2019./2020. dobitnik je
rektorove nagrade za individualni istrazivacki rad. Godine 2020./2021. kao treé¢i na listi
ostvaruje pravo na Stipendiju Grada Zagreba za izvrsnost, te je iste godine svrstan u 10 %
najboljih studenata na MS studiju. Dobitnik je nagrade Milan Maceljski, ima 3 publikacije od
kojih je jedna u Q2 casopisu. U akademskoj godini 2021./2022. odlazi na Erasmus praksu u
Institut za zastitu bilja u Budimpesti u trajanju od 3 mjeseca 1 iste godine odlazi na Sveuciliste

Wageningen u Nizozemskoj na drugu Erasmus praksu u trajanju od 3 mjeseca.
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