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PRIMERJAVA METOD ZA 1ZOLACIJO RNA Z NAMENOM
DOLOCANJA VIROIDOV V HMELJU Z RT-PCR IN RT-qPCR

Tanja GUCEK!, Jernej JAKSE? in Sebastjan RADISEK?3

Izvirni znanstveni ¢lanek / original scientific article
Prispelo / received: 25. 10. 2020
Sprejeto / accepted: 11. 11. 2020

Izvlecek

Za dolocanje viroidov v hmelju rutinsko uporabljamo metodi RT-PCR in RT-qPCR
(RT-PCR v realnem ¢asu), ki omogocata hitro, zanesljivo in obcutljivo detekcijo.
Glavno tezavo pri doloCanju viroidov predstavlja izolacija RNA, ki lahko zaradi
nizke koncentracije viroida ali prisotnosti PCR inhibitorjev povzro¢i lazno
negativne rezultate. Za dolocanje viroidov v hmelju smo primerjali Sest
komercialno dostopnih kompletov reagentov za izolacijo RNA (Sigma-Aldrich
TRIzol, Spectrum™ Plant Total kit, New England Biolabs (NEB) Monarch Total
RNA Miniprep kit, Macherey-Nagel (MN) NucleoSpin® RNA Plus kit, Bioline
ISOLATE II RNA Plant Kit, Qiagen RNeasy® Plant Mini Kit) in »hiSno« metodo
za izolacijo celokupnih nukleinskih kislin s CTAB reagentom. Primerjali smo
okuzene (CBCVd + HLVd) in neokuZene rastline hmelja, razlicna tkiva (liste in
storzke) ter razlicne naCine homogenizacije (uporaba stiskalnice in terilnice).
Vzorcem smo izmerili koncentracijo in jih analizirali z RT-PCR in RT-qPCR
metodama. Z RT-PCR smo najmocnejSe signale zaznali po CTAB izolaciji. V
primeru uporabe komercialno dostopnih reagentov, smo izolirali le RNA in z RT-
gPCR vzorce z uporabo Qiagen, NEB in MN kompletov, pomnozili brez
nespecificnih signalov. Za manj obcutljivo dolofanje viroidov z RT-PCR je
uporaba CTAB izolacije zadostna, v primeru vzorcev z niZjimi koncentracijami
viroida pa se priporoca uporaba komercialno dostopnih reagentov.

Klju¢ne besede: izolacija RNA, viroidi, hmelj, RT-PCR, RT-qPCR

I Dr., Ingtitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije, Oddelek za varstvo rastlin, Cesta
Zalskega tabora 2, 3310 Zalec, e-naslov: tanja.gucek@ihps.si

2 Prof. dr., Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za agronomijo,
Jamnikarjeva 101, SI-1000 Ljubljana, e-naslov: jernej.jakse@bf.uni-lj.si

3 Dr., Intitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije, Oddelek za varstvo rastlin, Cesta
Zalskega tabora 2, 3310 Zalec, e-naslov: sebastjan.radisek@ihps.si
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COMPARISON OF RNA EXTRACTION KITS FOR DETECTION OF HOP
VIROIDS WITH RT-PCR AND RT-qPCR

Abstract

RT-PCR and RT-qPCR (real-time RT-PCR) methods are routinely used to
determine viroids in hops, allowing rapid, reliable, and sensitive detection. The
main limitation is RNA isolation, which can result in false negative results, due to
low viroid concentration or the presence of PCR inhibitors. Six commercial RNA
extraction reagents (Sigma-Aldrich TRIzol, Spectrum™ Plant Total kit, New
England Biolabs (NEB) Monarch Total RNA Miniprep kit, Macherey-Nagel (MN)
NucleoSpin® RNA Plus kit, Bioline ISOLATE II RNA Plant Kit, Qiagen
RNeasy® Plant Mini Kit) and total nucleic acids isolation method using CTAB
reagent were compared for their ability to extract hop viroids. Infected (CBCVd +
HLVd) and healthy hop plants, different tissue (leaves and cones) and
homogenization methods (use of press and mortar) were tested. The concentration
of the samples was measured and analyzed by RT-PCR and RT-qPCR. With RT-
PCR, the strongest signals were detected after CTAB isolation. In the case of the
use of commercial extraction kits, only RNA was isolated, and samples isolated
with Qiagen, NEB and MN kits, were amplified by RT-qPCR without non-specific
signals. For less sensitive determination of viroids by RT-PCR, the use of CTAB
isolation is sufficient. While in the case of testing samples with lower viroid
concentrations, the use of commercially available reagents is recommended.

Key words: RNA isolation, viroids, hops, RT-PCR, RT-qPCR

1 UvOD

Hmelj je gostitelj stirih viroidov, ki so kljub svoji preprosti strukturi lahko zelo
agresivne patogene RNA molekule, ki vodijo tudi do odmrtja rastline (JakSe in
sod., 2015). Viroidna RNA ne vsebuje zapisa za proteine, a vseeno vsebuje
strukturne elemente, ki omogocajo razmnozevanje, gibanje po rastlini in zmoznost,
da se izognejo obrambnemu odzivu gostitelja (Daros, 2016). Viroidi, ki okuzijo
hmelj, so hmeljev latentni viroid (HLVd), viroid zakrnelosti hmelja (HSVd), viroid
razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) in viroid grbavosti jabolk (AFCVd) (Jakse
in sod., 2015; Puchta in sod., 1988; Sano in sod., 2004; Sasaki in Shikata, 1977).
Bolezenska znamenja okuzbe s CBCVd obsegajo zakmelost rastlin, krajSanje in
zbitost vmesnih ¢lenov trt in stranskih poganjkov, pred¢asno cvetenje, pokanje trt,
deformacije listov in suho trohnobo korenike (JakSe in sod., 2015). Razvoj
bolezenskih znamenj je odvisen od sorte hmelja, razvojne faze rastline, vpliva
okolja in kombinacije ve¢ socCasno prisotnih viroidov. OkuZene rastline niso
ozdravljive, zato jih je potrebno uniciti in hkrati z ustreznimi ukrepi poskrbeti, da
se Sirjenje bolezni ¢im bolj omeji (Gucek, 2020).
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Za uspesSno zajezitev Sirjenja bolezni so klju¢ne zanesljive metode doloCanja
viroidov. Ker viroidi po rastlinah niso enakomerno razporejeni in se njihova
koncentracija zelo spreminja, je optimizacija metod za njihovo doloCanje zelo
zahtevna (Malfitano in sod., 2005; Palacio-Bielsa in sod., 1999). Za dolocanje
viroidov v hmelju so najpogosteje v uporabi PAGE, hibridizacija tockovnega
odtisa (dot-blot) in reverzni prepis z verizno reakcijo s polimerazo v enem koraku
(RT-PCR) (Gucek in sod., 2017), za ob¢utljivejSo dolocanje pa se uporablja tudi
RT-PCR v realnem c¢asu (RT-qPCR) (Matousek in sod., 2017; Seigner in sod.,
2020).

Kljub Stevilnim izboljSavam glede obcutljivosti in cene RT-PCR in RT-qPCR
metod, predstavljaja glavno tezavo izolacija nukleinskih kislin, ki je velikokrat
Casovno preobsezna, prezahtevna in cenovno neugodna (Palacio-Bielsa in sod.,
1999). Kakovost kon¢nih rezultatov je pogojena s koli¢ino in kakovostjo izoliranih
nukleinskih kislin. Zmanj$ana obcutljivost PCR reakcij zaradi prisotnosti
inhibitorjev, kot so polisaharidi, sekundarni metaboliti in polifenoli, lahko vodi v
lazno negativne rezultate (Bernad in Duran-Vila, 2006; Kunta in sod., 2007). Vpliv
izolacije na doloCanje nizkega Stevila tare mora biti ¢im manjsi, zato je izbor
ustrezne metode izolacije, kot so uporaba izbranih kemikalij za ¢iS¢enje, kolone na
osnovi silikatov, magnetne kroglice, liofilizacija in druge, kljuen dejavnik
(Mirmajlessi in sod., 2015). Kljub $tevilnim poskusom izolacije virusne in viroide
RNA iz rastlinskih tkiv (Faggioli in sod., 1998; Sipahioglu in sod., 2007; Paylan in
sod., 2014; Umana in sod., 2013; Arruabarrena in sod., 2016), univerzalne metode,
ki bi izlocila vse inhibitorje, $e niso odkrili.

Ne glede na vse mora biti metoda izolacije cenovno ugodna, enostavna, primerna
za rutinsko uporabo z razli¢nimi rastlinskimi vzorci in z minimalno mozZnostjo
kontaminacij. Ucinkovita metoda izolacije v kombinaciji s hitro in ob¢utljivo
diagnosticno metodo omogoca zanesljivo dolocanje viroidov (Gucek in sod.,
2017). Z namenom izbora zanesljive, hitre in cenovno ugodne izolacije nukleinskih
kislin iz hmelja za dolo¢anje z RT-PCR in RT-qPCR smo na razli¢nih vzorcih
hmelja testirali sedem nacinov izolacij.

2 MATERIAL IN METODE

Izolacijo smo izvajali na okuzenih (CBCVd + HLVd) in neokuzenih (brez-virusnih
in brez-viroidnih, BVV) rastlinah hmelja, pri ¢emur so vzorci predstavljali tri
razlicne tipe tkiv: mladi listi, stari listi in storzki. Vzorcem smo izmerili
koncentracijo in jih analizirali z RT-PCR in RT-qPCR.
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2.1 Rastlinski material in vzorcenje

V poskus smo vkljucili rastline hmelja sorte Celeia, ki so bile okuzene s CBCVd in
HLVd, ter neokuzene rastline hmelja sorte Bobek, ki so bile v predhodnih
testiranjih potrjene kot BVV. Rastline smo vzgajali v rastni komori pri temperaturi
25 °C v ¢asu osvetljevanja (13 h) in 18 °C v casu teme (11 h).

Za analizo smo uporabili sveze tkivo, tako da smo lo¢eno vzoréili 3-4 mlade
(najmanjsi svetlozeleni listi) in 3-4 starejSe liste (vecji Ze porumeneli listi) hmelja.
Za testiranje smo uporabili tudi zamrznjene storzke hmelja sorta Celeia, ki so bili
okuzeni s CBCVd in HLVd, in pred analizo hranjeni pri -70 °C. Pri vsaki izolaciji
nukleinskih kislin smo analizirali §tiri vzorce (v treh ponovitvah) in negativno
kontrolo izolacije (NKI, brez tkiva):

e Vzorec 1: svezi mladi listi hmelja sorte Celeia okuzenega s CBCVd +
HLVd

e Vzorec 2: svezi stari listi hmelja sorte Celeia okuzenega s CBCVd + HLVd

e Vzorec 3: zamrznjeni storzki hmelja sorte Celeia okuzenega s CBCVd +
HLVd

e Vzorec 4: svezi listi BVV hmelja sorte Bobek

e NKI: negativna kontrola izolacije

2.2 Izolacija RNA in celokupnih nukleinskih kislin (TNA)

Izolacijo RNA smo izvedli z uporabo Sestih komercialno dostopnih kompletov
reagentov, celokupnih nukleinskih kislin pa s CTAB postopkom. Pri izolaciji RNA
smo uporabili kolone na osnovi silikatov (razen pri TRIzolu), na katere se RNA
veze in ocisti z uporabo specificnih pufrov. Razlika med posameznimi izolacijami
je bila v sestavi uporabljenih pufrov, ¢asu in hitrosti centrifugiranja ter korakih
¢isCenja, pri enem je bila dodana tudi encimska razgradnja DNA. Zaradi omejitve
kolon se RNA izolira iz manjsih koli¢in (do 100 mg), zato smo tkivo hmelja (listi
ali storzki) homogenizirali v terilnicah, pri CTAB izolaciji (100 mg) pa v
stiskalnici z avtomatsko pipeto (Meku, Nemdéija). Za pripravo reagentov sSmo
uporabili vodo tretirano z DEPC (Sigma-Aldrich) in v vseh korakih uporabljali
zaScCitne rokavice, da smo preprecili prisotnost RNaz. Izolirano RNA smo shranili
pri -70 °C. Pri delu smo uporabljali namizno centrifugo 5427 R (Eppendorf).

2.2.1 Izolacija celokupnih nukleinskih Kislin z uporabo CTAB reagenta
Tkivo hmelja (100 mg) smo zmleli z uporabo stiskalnice z avtomatsko pipeto

(Meku, Nemcija). Celokupne nukleinske kisline (v nadaljevanju TNA, ang. total
nucleic acids) smo iz hmelja izolirali z uporabo CTAB reagenta kot Ze predhodno
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opisano (Kump in Javornik, 1996) z manjSimi modifikacijami (Pokorn, 2017).
TNA smo raztopili v 50 pl TE pufra (10 mM Tris-HCIL, 1mM EDTA, pH 8.0).

2.2.2 Izolacija RNA z uporabo TRIzol reagenta

Tkivo hmelja (100 mg) smo v terilnici homogenizirali v 500 pul TRIzol reagenta.
Vzorcu smo dodali 150 pl kloroforma, ga premesali, na sobni temperaturi (ST)
inkubirali 30 min in centrifugirali 15 min na 12.000 rpm pri 4 °C. Supernatant (200
ul) smo prenesli v novo mikrocentrifugirko, dodali 200 pl 2-propanola in 20 pl 3M
natrijevega acetata, ter 1 uro inkubirali pri -20 °C. Vzorec smo ponovno
centrifugirali 15 min na 12.000 rpm pri 4 °C, supernatant odlili, dodali 500 pl 70 %
(v/v) etanola in premesali. Etanol smo odstranili in TNA raztopili v 50 pl vode brez
RNaz (ang. RNase-free Water, Sigma-Aldrich).

2.2.3 Izolacija RNA s SpectrumTM Plant Total RNA Isolation Kit (Sigma)

Izolacijo celokupne RNA smo izvedli s komercialno dostopnim kompletom
Spectrum™ Plant Total RNA Isolation Kit (SPT, Sigma-Aldrich), po A protokolu
(Jakse in sod., 2015). Vzorec (do 100 mg) smo zdrobili z uporabo terilnice in
priloZenega pufra. Po ¢is¢enju smo RNA iz kolone sprali s 50 pl »Elution solution«
s centrifugiranjem 1 min pri 12.000 rpm na 4 °C.

2.2.4 Izolacija RNA z Monarch Total RNA Miniprep kit (NEB)

Z uporabo Monarch Total RNA kita smo vzorec (do 100 mg) v terilnici
homogenizirali v 800 ul »DNA/RNA Protection Reagent«, centrifugirali 2 min pri
16.000 g na ST in supernatant odpipetirali v novo mikrocentrifugirko. Vzorcu smo
dodali enak volumen »RNA Lysis Buffer«, dobro premesali in odpipetirali v
kolono za odstranitev DNA (ang. rDNA removal column), centrifugirali 30 s pri
16.000 g na ST in kolono zavrgli. Vzorcu smo dodali enak volumen 95 % (v/v)
etanola, ga premesali s pipetiranjem in prenesli v kolono za ¢is¢enje RNA (ang.
RNA purification column). Vzorec smo centrifugirali 30 s pri 16.000 g na ST in
RNA ocistili v treh korakih, s 500 pl »RNA Priming Buffer« in dvakrat s 500 pl
»RNA Wash Buffer«, z vmesnim centrifugiranjem 30 s pri 16.000 g na ST. RNA
smo sprali s 50 ul vode brez nukleaz (ang. Nuclease free water) s centrifugiranjem
1 min pri 16.000 g na ST. Zaradi omejenega Stevila kolon smo vzorce analizirali v
dveh ponovitvah.

2.2.5 Izolacija RNA z RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen)
Za izolacijo RNA z RNeasy® Plant Mini Kit smo tkivo hmelja (do 100 mg) v

terilnici homogenizirali v 450 pul »RLT Buffer«, dobro premesali in prenesli v
kolono »QIAshredder spin column«. Vzorec smo centrifugirali 2 min pri 12.700
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rpm na ST in 500 ul supernatanta prenesli v novo mikrocentrifugirko ter mu dodali
250 ul 100 % (v/v) etanola. Vzorec smo dobro premesali, odpipetirali v kolono
»RNeasy spin column« in centrifugirali 15 s pri 12.000 rpm na ST. RNA smo
oCistili v treh korakih, tako da smo v kolono odpipetirali 700 ul »RW1 Buffer« in
dvakrat 500 ul »RPE Buffer«, z vmesnim centrifugiranjem 15 s pri 12.000 rpm na
ST. Kolono smo na koncu $e dodatno posusili s centrifugiranjem in RNA sprali s
50 ul vode brez RNaz s centrifugiranjem 1 min pri 12.000 rpm na ST.

2.2.6 Izolacija RNA z NucleoSpin® RNA Plus kit (MN)

Za izolacijo RNA z NucleoSpin® RNA Plus kitom smo vzorec (do 100 mg) v
terilnici homogenizirali v 500 ul »Buffer LBP«, ga prenesli v kolono za odstranitev
genomske DNA (ang. NucleoSpin gDNA Removal Column) in centrifugirali 1 min
pri 11.000 g na ST. Kolono smo zavrgli in vzorcu dodali 150 ul »Binding Sloution
BS«, dobro premesali in odpipetirali v kolono za ¢iS¢enje RNA (ang. NucleoSpin
RNA Plus Column). Vzorec smo centrifugirali 30 s pri 11.000 g na ST in RNA
ocistili v treh korakih, z 200 ul »Buffer WB1«, 600 ul in 250 pl »Buffer WB2« in
vmesnim centrifugiranjem 30 s pri 11.000 g na ST. RNA smo sprali z vodo brez
RNaz v dveh korakih po 30 pl in centrifugiranjem 2 min pri 11.000 g na ST.

2.2.7 Izolacija RNA z ISOLATE II RNA Plant Kit (Bioline)

S kompletom ISOLATE II RNA Plant Kit smo ob izolaciji RNA $e dodatno ocistili
z encimsko razgradnjo DNA. Tkivo hmelja (do 100 mg) smo v terilnici
homogenizirali v 350 pl »Buffer RLY« in 3,5 pl B-merkaptoetanola. Vzorec smo
prenesli v kolono »ISOLATE II Filter« in centrifugirali 1 min pri 11.000 g na ST.
Supernatant smo odpipetirali v novo mikrocentrifugirko, mu dodali 350 ul 70 %
(v/v) etanola, ga dobro premesali in odpipetirali v kolono »ISOLATE II RNA Plant
Column«. Vzorec smo centrifugirali 30 s pri 11.000 g na ST, v kolono odpipetirali
350 pl »Membrane Desalting Buffer« in s ponovnim centrifugiranjem posusili
membrano. Razgradnjo DNA smo izvedli z dodatkom 95 ul »DNase mixa« (100 ul
encima Dnase [ + 900 pl Reaction Buffer for DNase I) in 15 min inkubiranjem na
ST. RNA smo nato ocistili v treh korakih, z 200 ul »Wash Buffer RW1«, 600 pl in
250 ul »Wash Buffer RW2« in vmesnim centrifugiranjem 30 s pri 11.000 g na ST.
RNA smo sprali s 30 ul vode brez RNaz s centrifugiranjem 1 min pri 11.000 g na
ST. Zaradi omejenega Stevila kolon smo vzorce analizirali v dveh ponovitvah.

2.2.8 Meritve koncentracije nukleinskih Kislin
Za merjenje koncentracije TNA in RNA smo uporabili fluorometer Qubit 3.0

(Thermo Fisher Scientific, ZDA) z ustreznim kompletom reagentov Qubit dsDNA
BR Assay kit za DNA in Qubit RNA BR Assay kit za RNA, glede na navodila
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proizvajalca. Fluorometer ne omogoc¢a meritev Cistosti RNA (razmerje absorbanc),
zato so podani samo rezultati za koncentracijo.

2.3 RT-PCR in agarozna gelska elektroforeza

Obratno prepisovanje in PCR smo izvajali v enem koraku (RT-PCR) s kompletom
One Step RT-PCR (Qiagen) v inStrumentu Mastercycler nexus GSX1 (Eppendorf).
Pred analizo smo izolirano RNA red¢ili v vodi brez RNaz (10-krat za RT-PCR,
100-krat za RT-qPCR), da bi preprecili vpliv inhibitorjev. Z RT-PCR smo s
specificnimi zacetnimi oligonukleotidi loCeno analizirali prisotnost HLVd in
CBCVd v vzorcih hmelja kot predhodno opisano v Gucek in sod. (2019).
Namnozene produkte smo analizirali na 2 % agaroznem gelu v 1x TBE pufru
obarvanem z etidijevim bromidom (0,5 pg/ml) in detektirali z UV lu¢jo (Syngene,
ZDA). Pogoji med elektroforezo so bili naslednji: 160 V in 180 mA.

24 RT-qPCR za soc¢asno doloc¢anje viroidov (mRT-qPCR)

Obratno prepisovanje in PCR v realnem Casu smo izvajali v enem koraku (RT-
gPCR) s kompletom SensiFAST™ Probe No-ROX Kit (Bioline) in encimom
reverzno transkriptazo MultiScribe Reverse Transcriptase (Thermo Fisher
Scientific) v in§trumentu LightCycler96 (Roche). Z RT-qPCR smo so¢asno (mRT-
gPCR) analizirali prisotnost CBCVd in HLVd v vzorcih hmelja, v kombinaciji s
HSVd, ki je obcasno lahko prisoten, kot predhodno opisano v Guéek (2020). Ker
so bili vsi vzorci na HSVd negativni, rezultati za HSVd niso prikazani. Za mejno
vrednost smo pri CBCVd uporabili Cq= 29, pri HLVd pa Cq= 31 (Gucek, 2020). V
primeru, da smo z mRT-qPCR dobili negativen rezultat smo vzorec analizirali tudi
s specificnimi zaCetnimi oligonukleotidi za interno kontrolo (mRNA170), ki
omogocajo analizo kvalitete izolirane RNA, kot predhodno opisano v Gucek
(2020).

3 REZULTATI Z RAZPRAVO

Viroidi v rastlinah niso enakomerno razporejeni, prav tako pa se ¢ez leto spreminja
njihova koncentracija (Li in sod., 1995; Morton in sod., 1993; Rodio in sod., 2006;
Zhu in sod., 2001), zato ima pri dolo¢anju viroidov velik vpliv tkivo in Cas
vzorcenja. Ob neustreznem vzorcenju ali neuspesni izolaciji RNA je lahko vzorec
laZzno negativen. Obcutljivost analize lahko poveCamo z analizo vecje koliCine
vzorca (100 mg), ki ga skoncentriramo na majhen volumen izolirane RNA (50 ul).
To nam sicer lahko omogoca uspesno doloCanje viroidov, a hkrati lahko
skoncentriramo tudi necistoCe in inhibitorje, zaradi katerih pomnoZevanje tar¢nih
molekul ni optimalno (Xu in sod., 2017). Z namenom izbora ustreznega nacina
izolacije nukleinskih kislin iz vzorcev hmelja okuZzenih s hudo viroidno
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zakrnelostjo za doloCanje z RT-PCR in RT-qPCR, smo primerjali sedem izolacij
nukleinskih kislin.

3.1 Meritve koncentracij nukleinskih kislin

Pri uporabi CTAB reagenta smo dobili najvisje koncentracije glede na vse ostale
izolacije RNA (preglednica 1). CTAB reagent je uspesno razbil celi¢no membrano,
s fenolom pa smo ucinkovito odstranili proteine, zato je bila koncentracija TNA
visoka. Glede na ostale izolacije smo pri CTAB za homogenizacijo uporabili vecjo
koli¢ino tkiva, ker smo uporabili stiskalnico in dobili bolj reprezentativen vzorec.
Za izolacijo TNA smo uporabili samo del homogenega vzorca, da smo med
posameznimi izolacijami analizirali primerljive koli¢ine tkiva.

Preglednica 1: Koncentracija nukleinskih kislin v vzorcih hmelja glede na
posamezno izolacijo.

Koncentracija TNA/RNA [ng/ul]?

Vzorec/ponovitev! CTAB TRIzol Sigma MN Qiagen NEB Bioline

Vzorec 1/1 3260 135 1110 1050 887 1900 574
Vzorec 1/2 301 127 1390 762 1280 1670 396
Vzorec 1/3 2730 108 943 778 563 nt nt
Vzorec 2/1 1120 <100 1850 473 371 1340 <100
Vzorec 2/2 416 <100 1640 815 626 696 <100
Vzorec 2/3 237 <100 647 653 281 nt nt
Vzorec 3/1 560 <100 252 135 <100 239 <100
Vzorec 3/2 1280 <100 353 <100 <100 235 <100
Vzorec 3/3 499 <100 425 127 <100 nt nt
Vzorec 4/1 <100 407 108 296 <100 134 152
Vzorec 4/2 186 412 127 258 <100 127 163
Vzorec 4/3 nt 359 nt nt nt 100 <100
NKI - - - - - - -

lvzorec 1, svezi mladi listi okuZenega hmelja; 2, sveZi stari listi okuZenega hmelja; 3,
zamrznjeni okuzeni storzki; 4, listi BVV hmelja; NKI, negativna kontrola izolacije

2CTAB: merjenje DNA, ostale: merjenje RNA; CTAB, CTAB reagent; TRIzol, TRIzol
reagent; Sigma, Spectrum™ Plant Total kit; NEB, Monarch Total RNA Miniprep kit; MN,
NucleoSpin® RNA Plus; Bioline, ISOLATE II RNA Plant Kit; Qiagen, RNeasy® Plant
Mini Kit; nt, ni bilo testirano

Pri izolaciji RNA smo primerjali TRIzol in najpogosteje uporabljene komplete za

NS %

silikatnih membran, velikokrat brez uporabe toksi¢nih in nevarnih reagentov, kot
so fenol, kloroform, gvanidinijev tiocianat in 3-merkaptoetanol. Pri izolaciji RNA s
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TRIzol reagentom smo dobili izrazito nizje koncentracije glede na ostale izolacije
(preglednica 1). Vzorci mladega listja so imeli ve¢ kot 10-krat nizje vrednosti kot
pri CTAB reagentu, pri vzorcih starega listja in zamrznjenih storzkov pa je bila
koncentracija pod 100 ng/ul. Najvisje koncentracije RNA smo dobili z uporabo
Sigma in NEB kompletov, najnizje pa zaradi dodatne encimske razgradnje DNA z
Bioline (preglednica 1).

Glede na tkivo so bile v povprec¢ju koncentracije pri svezem tkivu mladih okuzenih
listov (CBCVd + HLVd) dvakrat vi§je kot pri starih listih in vsaj trikrat vi§je kot
pri zamrznjenih storzkih (preglednica 1). Med tkivom starih listov in storzkov so
bile z uporabo kompletov vsaj Stirikratne razlike (z izjemo Bioline), prav tako so
bile vrednosti primerljive pri TRIzol in CTAB reagentu (preglednica 1). Na
splosno se za doloCanje viroidov uporablja sveze tkivo, v predhodnih raziskavah je
bilo namre¢ omenjeno, da se iz zamrznjenega tkiva izolira niZje koncentracije
nukleinskih kislin, kar se ujema z na$imi rezultati (Sipahioglu in sod., 2007).
Alternativa zamrzovanju bi bilo suSenje tkiva, kar se je v omenjeni raziskavi
pokazalo kot ustrezno. Pri BVV rastlinah smo dolo¢ili nizje koncentracije, ker v
rastlinah ni bilo prisotne viroidne oziroma virusne RNA (vzorec 4). V negativni
kontroli izolacije (NKI) je bila koncentracija pod mejo dolocitve, iz Cesar lahko
sklepamo, da se med postopkom dela vzorci niso kontaminirali.

3.2 Rezultati RT-PCR

Ne glede na vrsto vzorca (sveze ali zamrznjeno), starost (starejsi ali mladi listi) ali
vrsto tkiva (listi ali storzki) smo CBCVd in HLVd s CTAB reagentom z RT-PCR
uspesno zaznali v vseh vzorcih (slika 1a, preglednica 2). Pri TRIzolu smo CBCVd
uspesno dolocili samo pri svezih mladih listih, pri HLVd pa tudi pri zamrznjenih
storzkih. Pri mladih listih so bili signali za HLVd zelo Sibki, na gelu smo dobili
tudi nespecificne fragmente velikosti okrog 500 bp (slika 1b, preglednica 2).
Amplikoni razli¢nih dolZin so posledica nespecifi¢ne vezave reverzne transkriptaze
z gostiteljsko RNA, ki tvori termostabilne zanke. Nativna RNA se lahko veze tudi
sama nase in deluje kot zacetni oligonukleotid za reverzno transkriptazo, zato so na
gelu vidne razliéne dolzine (Tuiskunen in sod., 2010; Umafa in sod., 2013). V
primeru starejSega tkiva izolacija ni bila uspes$na, razlog bi bil lahko v prisotnosti
necisto¢ (kontaminacija s fenolom) in nizji koncentraciji viroidov v starejsih listih
(Gucek, 2020).

Metodi sta se razlikovali v na¢inu homogenizacije in reagentu za lizo celic. Pri
CTAB reagentu smo tkivo homogenizirali v stiskalnici, pri TRIzol reagentu in
ostalih izolacijah pa v terilnicah. Uporaba stiskalnice se je izkazala kot ustreznejsa,
uporabili smo lahko veé¢jo koli¢ino vzor¢enega tkiva, ki smo ga zmleli v homogen
vzorec. Pri terilnicah smo lahko uporabili le manjSe dele vzorCenega tkiva, v
skupni koli¢ini do 100 mg. Kljub temu razgradnja celic ni bila ustrezna, Se vedno
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so bile prisotne necistoce, kar je vodilo do obarvanja oborjenih nukleinskih kislin
in lazno negativnih rezultatov.

Preglednica 2: Rezultati RT-PCR za viroid CBCVd in HLVd glede na posamezno
izolacijo.

CBCVd? HLVd
Vzore?/ CTAB TRIzol Sigma MN Qiagen NEB Bioline CTAB TRIzol Sigma MN Qiagen NEB Bioline
ponovitev!
Vzorec 1/1  + + + +  + + o+ + *+ o+ + + +
Vzorec 12  + + + +  + + o+ + + + +  + + +
Vzorec 1/3 + + +* +  + nt nt + (+) + + + nt nt
Vzorec 2/1 + - + +  + + o+ + - + + + + )
Vzorec 2/2  + - + +  + + o+ + - + + + +
Vzorec 2/3 + - + +  + nt nt + - + +  + nt nt
Vzorec 3/1 + = + +  + + o+ + + + + H o+
Vzorec 3/2 + = + + + + + + + + §+ ) + )
Vzorec 3/3 + - + + + nt nt + + + + (+) nt nt
Vzorec 4/1 - - - - - - - - - + - - ) -
Vzorec 4/2 - - -* - - - - - - + - - - -
Vzorec 4/3 nt - nt nt nt - - - nt nt nt nt - -
NKI - - - - - ko - - - - - -

lvzorec 1, svezi mladi listi okuZenega hmelja; 2, sveZi stari listi okuZenega hmelja; 3, zamrznjeni
okuzeni storzki; 4, listi BVV hmelja; NKI, negativna kontrola izolacije; vzorec 1/1-3, tehni¢na
ponovitev vzorca (vzorci narejeni v treh ponovitvah)

2CBCVd, viroid razpokanosti skorje agrumov; HLVd, hmeljev latentni viroid; CTAB, CTAB reagent;
TRIzol, TRIzol reagent; Sigma, Spectrum™ Plant Total kit; NEB, Monarch Total RNA Miniprep kit;
MN, NucleoSpin® RNA Plus; Bioline, ISOLATE II RNA Plant Kit; Qiagen, RNeasy® Plant Mini
Kit; +, pozitiven signal na CBCVd/HLVd; (+), Sibek pozitiven signal na CBCVd/HLVd; -, negativen
signal na CBCVd/HLVd (sivi okviréek); nt, ni bilo testirano*rezultat po ponovitvi RT-PCR reakcije

Pri izolaciji s kompleti Sigma, MN, Qiagen, NEB in Bioline smo CBCVd z RT-
PCR uspesno dolocili pri vseh vzorcih (slika lc-g). Intenziteta signalov je bila
najmoc¢nejsa pri Sigmi, MN in NEB kompletu (slika 1c, d, f). Pri CBCVd smo z
Bioline kompletom dobili zelo Sibke signale (slika 1g). Pri dolo¢anju HLVd smo
tako v mladem kot starem tkivu okuzenega listja dobili pozitivne signale, pri
storzkih pa smo imeli tezave s slabSo intenziteto signalov (slika lc-g). S
kompletom Sigma in NEB smo pri storzkih dobili mo¢ne signale, z MN nekoliko
SibkejSe, pri uporabi Bioline in Qiagen kompleta pa zelo Sibke (slika le, g). Zelo
Sibek rezultat pri storzkih je lahko posledica necisto¢, kot so polifenoli in
polisaharidi, zato je bila koncentracija RNA nizja in RT-PCR reakcija inhibirana.
Zaradi necisto¢ smo na gelu videli nespecifi¢en fragment velikosti okrog 500 bp, ki
je bil prisoten pri Sigma, MN, Qiagen in NEB kompletih (slika 1c-f, preglednica
2).
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Slika 1: Analiza RT-PCR rezultatov na 2 % agaroznem gelu za izolacijo TNA in RNA. Od
1-12: Vzorci testirani na CBCVd (284 bp), od 13-24: vzorci testirani na HLVd (256 bp). a)
CTAB reagent. b) TRIzol reagent. Vzorci po vrsti: stari okuzeni listi (3x), mladi okuzeni
listi (3x), okuzeni storzki (3x), listi BVV hmelja (2x), NKI. c¢) Sigma komplet. d) MN
komplet. e) Qiagen komplet. Od 1-12: Vzorci po vrsti: mladi okuzeni listi (3x), stari
okuzeni listi (3x), okuzeni storzki (3x), listi BVV hmelja (2x), NKI. f) NEB komplet. g)
Bioline komplet. Vzorci po vrsti: stari okuzeni listi (2x), mladi okuZeni listi (2x), okuZeni
storzki (2x), listi BVV hmelja (3x), NKI. M: 100 bp GeneRuler DNA Ladder.
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Bioline komplet se je od ostalih izolacij RNA razlikoval po koraku encimske
razgradnje DNA, ki je zaradi dodatnega CiSCenja negativno vplivala na zaznavanje
obeh viroidov. Kljub dodatni razgradnji je bil na gelu pri HLVd Se vedno viden
nespecificen fragment (slika 1g). Pri uporabi Qiagen kompleta sicer nismo dobili
najintenzivnejSih signalov, a je bilo Stevilo nespecifi¢nih fragmentov najmanjse, iz
cesar lahko sklepamo, da je bilo po izolaciji prisotnih najmanj necistoc (slika 1e).
Pri Sigmi je bil en vzorec mladih okuZenih listov negativen na CBCVd in dva
vzorca BVV hmelja pozitivna, pri NEB pa smo dobili pozitiven rezultat pri NKI,

kar je bilo posledica kontaminacije med RT-PCR, zato smo reakcijo ponovili (slika

Ic, f).

Glede na kakovost signalov po RT-PCR reakciji lahko povzamemo, da so za
dolocanje CBCVd v hmelju primerni CTAB reagent, Sigma, MN, NEB in Qiagen
kompleti. Z Bioline kompletom smo dobili slabso kakovost signalov, kar je lahko
problemati¢no ob nizji koncentraciji viroidov v rastlini. S TRIzol reagentom je bilo
doloCanje viroidov v primeru starejSega tkiva in storzkov neuspesno zaradi
prisotnih necisto¢. V primeru dolo¢anja HLVd se omenjene komplete lahko
uporabi za testiranje vzorcev listja, pri zamrznjenih storzkih pa je glede na slabso
intenziteto signalov primernej$a uporaba Sigma in NEB kompleta (slika lc, f).

33 Rezultati mRT-qPCR

Izolirane vzorce smo analizirali tudi z mRT-qPCR na CBCVd, HLVd in HSVd in
ne glede na viroid ali tkivo pri vseh izolacijah dobili pozitivne rezultate, razen pri
TRIzol reagentu (preglednica 3). Pri HLVd smo v primeru vzorca 4/1 izoliranega s
Sigma in MN kompletom (Cq= 29 in 30), zaradi 10 ciklov visje Cq-vrednosti od
pozitivnih vzorcev, vzorca potrdili kot negativna (preglednica 3).

Pri izolaciji TNA, smo vse vzorce testirali tudi z zaCetnimi oligonukleotidi za
interno kontrolo mRNA170. V primeru CTAB izolacije so bili vsi vzorci pozitivni
(Cqg= 11-13), pri TRIzol reagentu pa so bile Cg-vrednosti za mlade liste in storzke
(372) visje (Cq= 16-23), v primeru starih listov in dveh storzkov (3/1 in 3/3) pa
negativne (preglednica 3). Glede na negativne Cqg-vrednosti lahko sklepamo, da
nam s TRIzol reagentom ni uspelo izolirati RNA, posledi¢no tudi pri RT-PCR
nismo dobili pozitivnih signalov (slika 1b).

Pri pozitivnih vzorcih smo najnizje Cqg-vrednosti (Cq= 13) dobili pri CTAB
izolaciji za HLVd v mladih listih, najvisje pa pri Bioline v storzkih (Cq= 24). Na
splosno so bile najvisje Cq-vrednosti pri vzorcih izoliranih z Bioline kompletom
(Cg= 19-24) in TRIzol reagentom (Cq= 20-21), kar se sklada tudi s SibkejSimi
signali na gelu (preglednica 3, slika 1b, g). Zelo primerljive rezultate smo dobili pri
vzorcih izoliranih s Sigmo (Cg= 16-20), Qiagen (Cq= 17-22) in NEB (Cq=17-21).
Najnizje vrednosti in posledicno najvec viroida smo izolirali s CTAB reagentom
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(Cg= 13-19) in MN kompletom (Cq= 15-19). Vsi vzorci BVV hmelja in NKI so
bili testirani kot negativni (Cq> 29). NajcistejSa izolirana RNA je bila s kompleti
Qiagen, NEB in MN, kajti v NKI (in nekaterih BVV) ni bilo nespecificnega
pomnozevanja (preglednica 3). Za testiranje vzorcev z nizkimi koncentracijami
(blizu mejnih vrednosti) je zato bolj priporocljiva uporaba kompletov Qiagen, NEB
in MN, da se izognemo lazno negativnim rezultatom.

Preglednica 3: Rezultati mRT-qPCR (Cg-vrednosti) za viroid CBCVd in HLVd
glede na posamezno izolacijo.

CBCVd* HLVd

Vzorec/

ponovitev' CTAB TRIzol Sigma MN Qiagen NEB Bioline CTAB TRIzol Sigma MN Qiagen NEB Bioline

Vzorec 1/1 15.63 20.24 20.23 17.48 21.12 20.82 19.07 1299 21.05 17.62 1691 1831 1888 18.57
Vzorec 1/2  17.13 2045 19.68 17.63 21.00 20.56 19.66 15.58 21.31 17.19 17.41 18.06 18.62 19.14

Vzorec 1/3  15.80 20.99 19.97 17.84 21.71 nt nt 13.59 21.54 1724 1726 1877 nt nt
Vzorec 2/1 18.78 - 1587 1630 1851 1738 19.17 16.60 - 15.82 1727 1896 17.34 20.11
Vzorec 2/2  19.06 - 16.01 1519 17.69 17.44 1942 1699 - 15.86 16.82 1821 17.27 20.37
Vzorec 2/3 18.44 - 17.20 1585 1923 nt nt 16.62 - 17.28 17.03 19.51 nt nt
Vzorec 3/1 16.71 - 17.01 18.87 21.53 18.47 23.82 1743 - 18.06 18.98 21.01 19.09 23.70

Vzorec 3/2 17.05 21.16 16.89 19.53 21.64 18.87 24.03 17.82 20.11 17.84 19.37 2139 19.40 23.83

Vzorec 3/3 1521 - 16.43 18.80 2191 nt nt 15.69 - 17.21 1890 21.52 nt nt

Vzorec 4/1 33.75 29.55 29.62 30.75 - - - 36.08 - 29.17 30.02 - 33.19 3131
Vzorec 4/2 - 29.70 31.10 - - - 3235 - 31.53 3193 - - - 31.71
Vzorec 4/3 nt 29.88 nt nt nt - - nt 3258 nt nt nt 31.57 33.53
NKI 33.04 33.17 3122 3273 - - - 33.38 3541 3093 - - - 30.00

lyzorec 1, svezi mladi listi okuZenega hmelja; 2, sveZi stari listi okuZenega hmelja; 3,
zamrznjeni okuzeni storzki; 4, listi BVV hmelja; NKI, negativna kontrola izolacije
2CBCVd, viroid razpokanosti skorje agrumov; HLVd, hmeljev latentni viroid; CTAB,
CTAB reagent; TRIzol, TRIzol reagent; Sigma, Spectrum™ Plant Total kit; NEB, Monarch
Total RNA Miniprep kit; MN, NucleoSpin® RNA Plus; Bioline, ISOLATE II RNA Plant
Kit; Qiagen, RNeasy® Plant Mini Kit; Cq < 29, pozitiven signal na CBCVd/HLVd; Cq >
29/ - / obarvano, negativen signal na CBCVd/HLVd; nt, ni bilo testirano

V predhodnih raziskavah so za izolacijo virusne in viroidne RNA primerjali
razline metode na osnovi fenolov, B-merkaptoetanola, silikatov, litijevega klorida,
CTAB reagenta in komercialno dostopnih reagentov (Faggioli in sod., 1998; Zhang
in sod., 1998; Sipahioglu in sod., 2007; Paylan in sod., 2014; Umana in sod., 2013;
Buzkan in sod., 2004; Nouayti in sod., 2018; Arruabarrena in sod., 2016). V vecini
primerov so se za viroide kot najbolj optimalne izkazale metode, ki so bile posebej
modificirane glede na analizirano tkivo in patogen in kombinacije dveh razli¢nih
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metod (TNA + komplet reagentov) (Paylan in sod., 2014; Umana in sod., 2013;
Arruabarrena in sod., 2016; Sipahioglu in sod., 2007).

Preglednica 4: Povzetek primerjave izolacij glede na ceno, cas, RT-PCR in RT-
gPCR rezultate.

Izolacija?
Postavka/ metoda' CTAB TRIzol Sigma MN Qiagen NEB Bioline
Cena kemikalij na vzorec 1€ 3¢€ 4¢€ 48 € 7€ 5¢€ 6€
Casovni obseg dela 4h 4h 1,5h l1h l1h 1h 1,5h
RT-PCR
Mladi okuzeni listi + + + + + + +)
Stari okuZeni listi + - + + + + +)
Storzki + - + +) +) + +)
mRT-qPCR (Cq-vrednost) 13-19 20-21 16-20 15-19 17-22 1721 19-24
Ustreznost izolacije v e v 4 v 4 ps

'RT-PCR, intenziteta signala pri posameznem tkivu: +, pozitiven signal na CBCVd/HLVd;
(+), Sibek pozitiven signal na CBCVd/HLVd; -, negativen signal na CBCVd/HLVd; mRT-
qPCR, razpon Cq-vrednosti pri posamezni izolaciji

2CTAB, CTAB reagent; TRIzol, TRIzol reagent; Sigma, Spectrum™ Plant Total kit; NEB,
Monarch Total RNA Miniprep kit; MN, NucleoSpin® RNA Plus; Bioline, ISOLATE 11
RNA Plant Kit; Qiagen, RNeasy® Plant Mini Kit

Izolacija TNA predstavlja cenejSo alternativo komercialno dostopnim kompletom,
ampak je zahtevnejSa in cCasovno zamudnejSa kot izolacija RNA s kompleti
reagentov (preglednica 4). Intenziteta signalov pri RT-PCR za CBCVd in HLVd je
bila najmoc¢nejsa po izolaciji s CTAB reagentom (slika la). Rezultati RT-PCR
(slika 1) in mRT-qPCR (preglednica 3) za TNA in RNA so bili primerljivi. Pri
Bioline kompletu smo zaradi encimske razgradnje dobili slabse rezultate (slika 1g),
v primeru TRIzol reagenta pa zaradi neCisto¢ v nekaterih vzorcih RNA nismo
uspesno izolirali (slika 1b, preglednica 4). Glede na tkivo smo CBCVd in HLVd
uspesno dolo¢ili v svezih listih, pri zamrznjenih storzkih smo pri HLVd dobili
Sibkejse signale (slika 1), zato je za dolocanje HLVd primernejSa uporaba svezega
tkiva.

4 ZAKLJUCEK

Izbor ustrezne metode izolacije viroidne RNA je odvisen od koncentracije viroida
v rastlini, vzoréenega tkiva in metode doloCanja. Za vsako kombinacijo viroid-
gostitelj je zato potrebno dolociti specifi¢en nacin vzorcenja in izolacije, ki mora
biti zanesljiv in cenovno ugoden. Z namenom izbora ustrezne izolacije za
dolo¢anje CBCVd in HLVd smo primerjali sedem RNA izolacij (preglednica 4).
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V primeru, da dolo¢amo viroide v vzorcih hmelja z RT-PCR je CTAB izolacija
kljub daljSemu casovnemu obsegu a z nizko ceno, glede na naSe rezultate,
ustreznej$a (preglednica 4). Kompleti reagentov so zaradi cene primernejsi za
analize manjSega Stevila vzorcev z RT-qPCR. Z mRT-qPCR smo ob uporabi
Qiagen, NEB in MN kompletov dobili zanesljive rezultate brez nespecifi¢nih
pomnozevanj v NKI (preglednica 3). Uporaba TRIzola in Bioline kompleta za
testirane vzorce ni bila optimalna (preglednica 4). Za dolo¢anje CBCVd in HLVd z
RT-PCR in RT-qPCR nam je tako na voljo ve¢ nacinov izolacij nukleinskih kislin,
za katerega se odlo¢imo pa je odvisno od analiziranega vzorca.

Zahvala. Avtorji se za finan¢no podporo zahvaljujemo Javni agenciji za
raziskovalno dejavnost Republike Slovenije (Stipendija za mladega raziskovalca St.
36371 in raziskovalni program P4-0077).
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Izvlecek

V ¢lanku je analizirana povezava med S$tirimi podnebnimi spremenljivkami in
vsebnostjo alfa-kislin v storzkih sorte hmelja Aurora, najbolj razsirjene sorte v
slovenski pridelavi, v obdobju 1994-2019. Z analizo Pearsonovih korelacijskih
koeficientov in uporabo faktorske analize podatkov, raz¢lenjenih po koledarskih
tednih rastnega cikla, so definirana obdobja, ko so spremembe parametrov
temperature, padavin, sonCnega sevanja in relativne vlaznosti najmocneje
statisti¢no povezane s kon¢no vsebnostjo alfa-kislina v storzkih.

Kljucne besede: alfa-kisline; vremenski atributi; cv. Aurora; napovedovanje;
kakovost hmelja

THE IMPACT OF WEATHER CONDITIONS ON HOP ALPHA-ACID
CONTENT

Abstract

The paper analyses the correlation between changes in four climatic variables and
alpha-acid production for the hop variety Aurora (Super Styrian Aurora), the most
widely-planted variety in the Slovenian production during 1994-2019. By
analyzing Pearson correlation coefficients and using factor analysis of data broken
down by calendar month and week of the growing cycle, it determines the specific
times of the year when changes to temperature, rainfall, sunshine and relative
humidity are most strongly correlated to changes in alpha-acid production at
harvest.
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1 UVOD

Smole in etericna olja so glavni sestavni deli lupulinskih zlez Zenskih socvetij
(storzkov) hmelja (Humulus lupulus L.). Del mehkih smol so hmeljne kisline,
sestavljene iz dveh kemi¢no podobnih skupin spojin, alfa-kislin ali humulonov in
beta-kislin ali lupulonov. Poleg grencic doprinesejo alfa-kisline tudi k
mikrobioloski stabilnosti piva in krepijo stabilnost pene (Moir, 2000; Steenackers
in sod., 2015). Tvorba alfa-kislin pri hmelju poteka od zacetka nastajanja storzkov.
Razvoj v dvotedenskem obdobju pred obiranjem pa je najpomembne;jsi, saj v tem
Casu nastane 90 % alfa-kislin (Hecht in sod., 2004). Vsebnost alfa-kislin je
genetska lastnost hmelja in je med 2-21% mase suhega storzka. Na njihovo
koli¢ino pomembno vplivajo tudi vremenske razmere v rastni sezoni (Donner in
sod., 2020). Te v vegetacijskem obdobju hmelja mocneje vplivajo na kopicenje
alfa-kislin v tehnoloski zrelosti kot razmere v tleh (Srecec in sod., 2013). Vsebnost
alfa-kislin je pomembna sestavina pri dolo¢anju pivovarske in posledi¢no trzne
vrednosti hmelja. S Sirjenjem javnih in zasebnih programov Zlahtnjenja hmelja je
od 90-tih let prejSnjega stoletja dalje eden glavnih ciljev osredotoCen na povecanje
vsebnosti alfa-kislin.

Kljub svetovnem trendu rasti uporabe kapljicnega namakanja prevladujoci delez
hmeljis¢ v Evropi Se vedno nima sistemati¢nega namakanja. SuSa in neredne
padavine povzro¢ajo zmanjSano biosintezo in vigor rastlin hmelja, kar povzroci
manj$o tvorbo alfa-kislin (De Keukeleire in sod., 2007). S Studijem vpliva
vremenskih razmer na vsebnost alfa-kislin v rastni sezoni pri sorti Aurora v
Sloveniji so ugotovili obratno korelacijo med povpre¢nimi dnevnimi
temperaturami in proizvodnjo alfa-kislin (r = —0,39, P <0,05) in mo¢no pozitivno
korelacijo med skupnimi padavinami in proizvodnjo alfa-kislin (r = 0,46, P <0,05)
(Srecec in sod., 2008). Nekatere tuje raziskave kazejo, da julijske temperature
zraka najbolj vplivajo na razvoj alfa-kislin (Kucera in Krofta, 2009). Ugotovljeno
je bilo, da so padavine v mesecih maju, juniju in juliju klju¢ne za razvoj alfa-kislin.
V avgustu, v zadnjem mesecu pred obiranjem, pa niso bile vec signifikantne. Ti
rezultati ne veljajo enako za vsa hmeljarska obmocja, kar nakazuje podobna
raziskava na ve¢ sortah na Ceskem (Donner in sod., 2020).

Cilj te raziskave je bil ugotoviti vpliv vremenskih razmer v celotni rastni sezoni na
vsebnost alfa-kislin v hmeljevih storzkih pri sorti Aurora, v letu 2020 najbolj
razSirjeni sorti (558 ha, 38 %) v Sloveniji, s preucitvijo podatkov v Casovnem
obdobju 1994-2019.
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2 MATERIALI IN METODE
2.1 Vsebnost alfa-Kislin v storzkih

Uporabili smo rezultate laboratorijskih analiz vsebnosti alfa-kislin za sorto Aurora,
ki so bile narejene na Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) od
leta 1994 do 2019. Vsebnosti so bile izmerjene na vzorcih posusenih storzkov z
uporabo standardizirane konduktometricne metode ekstrakcije hmelja (Analytica
EBC 2000; Kosir in Livk, 2019). Opravili smo Levenov test enake variance med
povpre¢nimi vrednostmi vsebnosti alfa-kislin v storzkih s treh obmocij v
severovzhodni Sloveniji (Celje, 46°15', 15°15', 244 m; Smartno pri Slovenj
Gradcu, 46°29', 15°7', 455 m; Maribor 46°33', 15°38', 269 m). Rezultati kazejo
ocenjeno povprecno vsebnost alfa-kislin za celotno obmocje pridelave hmelja v
Sloveniji.

2.2 Sorta Aurora

Sorta Aurora je srednje zgodnja sorta hmelja, diploidni hibrid med nemsko sorto
Northern Brewer in TG 77 neznanega izvora. Sorto z intenzivno in prijetno aromo
hmelja so vzgojili v 70-tih letih prej$njega stoletja na IHPS v Zalcu. Vsebuje med
7,2—-12,6 % alfa-kislin.

2.3 Meteoroloski podatki

Zbrali smo podatke od 1. januarja 1994 do 31. decembra 2019 s treh meteoroloskih
postaj na omenjenih obmocjih, ki so v analizo dale ve¢ kot 300.000 podatkovnih
tock. Razpolozljivi vremenski podatki so zajemali dnevne padavine (mm; t.j.
L/m?), povpreéne dnevne temperature (°C), skupne sonéne ure (h) in povpre¢no
dnevno relativno vlaznost (%). Razlike v teh vremenskih podatkih se med temi
tremi postajami niso statisticno znacilno razlikovale in nobena postaja ni imela
stalno visjih podatkovnih vrednosti kot katera koli druga.

2.4 Vremenski atributi

Preucevali smo vpliv korelacije med vsoto temperatur (T), Stevilom son¢nih ur (S),
skupno koli¢ino padavin (R) in povprecno relativno vlaznostjo (RH) ter vsebnostjo
alfa-kislin v storzkih hmelja. Iz pridobljenih meteoroloskih podatkov smo tedensko
izraCunavali povpre¢ne vrednosti spremenljivk od aprila do avgusta. Od zacetka
rasti rastlin (14. teden v letu), do zacetka obiranja (34. teden v letu). Vrednosti za
vsak meteoroloski atribut (A) smo izra¢unali po naslednjem obrazcu:
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b
Aoy = Z pw
w=a (1)

a=260+z—-k;b=29+z;k=12,...12, z=01,..5

kjer A ustreza prej omenjenim spremenljivkam (T, R, S in RH) in kjer pw
predstavlja tedenske podatke parametra. Pw smo izracunali na podlagi dnevnih
meteoroloskih podatkov, pridobljenih iz arhivov Agencije Republike Slovenije za
okolje (ARSO). V zgornji formuli predstavlja a spodnjo mejo ¢asovnega intervala,
b pa zgornjo mejo intervala, za katerega smo izracunali vrednosti. Za merjenje
korelacije med dvema spremenljivkama smo uporabili Pearsonov korelacijski
koeficient .

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Rezultati Studije so prikazani za razlicne tedenske intervale. Razkrite so najbolj
kriti¢ne faze rasti in razvoja hmelja za vsako uporabljeno metodo, kjer T, R, S in
RH prikazujejo njihov pomemben vpliv na vsebnost alfa-kislin ter posredno na
pivovarsko kakovost in trzno vrednost hmelja. Na sliki 1 prikazujemo podatke o
povpre¢nih vsebnostih alfa-kislin v hmelju pri sorti Aurora v obravnavnem
obdobju. Na slikah 2 in 3 so prikazani podatki, zbrani med letoma 1994 in 2019 s
treh meteoroloskih postaj, ki pokrivajo celotno obmocje pridelave hmelja v
Sloveniji. Na sliki 2 so prikazane skupne povpreéne vrednosti spremenljivk T, R, S
in RH za celotno rastno dobo in na sliki 3 vrednosti samo za junij in julij.
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Slika 1: Povprecne vsebnosti alfa-kislin v hmelju (v %) pri sorti Aurora v obdobju
1994-2019
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Perioda april - avgust
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Slika 2: Meteoroloski podatki za obdobje april — avgust s treh postaj med letoma
1994 in 2019 - skupne povprecne vrednosti T (temperatura (°C)), S (soncno
sevanje (h)), R (padavine (mm)), RH (relativna zracna viaga (%))
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Slika 3: Meteoroloski podatki za obdobje junij—julij s treh postaj med letoma 1994
in 2019 - skupne povprecne vrednosti T (temperatura (°C)), S (soncno sevanje (h)),
R (padavine (mm)), RH (relativna zracna vlaga (%))

Pearsonovi koeficienti korelacije za spremenljivke T, S, R in RH glede na tvorbo
alfa-kislin so bili izraCunani za tedenske intervale za obdobje med letoma 1994 in
2019. Analiza podatkov je pokazala najvecjo negativno korelacijo med temperaturo
(T) in tvorbo alfa-kislin (T2s3, r = —0,78, P <0,01) v intervalu med 25. in 30.
tednom. Spremenljivka T»s3 predstavlja vsoto aktivnih temperatur od 18. junija do
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29. julija. V oznacenih intervalih tednov za spremenljivko temperatura Tass2, T2732
in Tas se pokaze niZja, a Se vedno statisticno znacilna korelacija (-0,76, -0,64, -
0,64; pri P <0,01). Rezultati kazejo, da je temperatura (T) mo¢no povezana s
tvorbo alfa-kislin v obdobjih od zadetka intenzivne rasti rastlin do konca cvetenja.
Vpliv temperature (T) na tvorbo alfa-kislin v avgustu tik pred obiranjem pa je Sibek
in statisti¢no neznacilen.

V casovnem obdobju med tednoma 25 in 30 je bila vecja negativna korelacija med
son¢nim sevanjem (S) in vsebnostmi alfa-kislin (Sas30, r = —0,81, P <0,01). To
razmerje je dalo najvecjo negativno korelacijo v tej Studiji in velja za obdobje med
18. junijem in 29. julijem. Konca se priblizno Stiri tedne pred zaCetkom obiranja
hmelja. Korelacija med sonénim sevanjem (S) in proizvodnjo alfa-kislin v avgustu
je bila statisti¢no neznacilna.

Najvisja pozitivna korelacija padavin (R) v mm (L/m?) in vsebnostjo alfa-kislin, ki
velja za obdobje med 18. junijem in 29. julijem, je dala naslednje rezultate Rys3o, T
= 0,72 (P <0,01). Padavine (R) so pokazale najvi§jo pozitivnho korelacijo z
vsebnostjo alfa-kislin. Mo¢ korelacije med padavinami (R) in vsebnostjo alfa-kislin
je zacela upadati po 29. juliju. V tej pozni fazi so rastline hmelja v celoti zacvetele
in razvijale storzke.

Relativna vlaznost (RH) je bila v primerjavi z ostalimi parametri (T, S, R) v

oy

obdobje med 27. in 32. tednom. Gre za ¢as med 2. julijem in 12. avgustom.

Spremenljivki temperatura (T) in son¢no sevanje (S) sta v pretezno negativni
korelaciji z vsebnostjo alfa-kislin, medtem ko so padavine (R) in relativna vlaznost
(RH) v pozitivni korelaciji. Ti pari parametrov se zrcalijo, pri rezultatih pa je
mogoce uporabiti tudi osnovno logiko. Ko imamo ve¢ sonca (S), je temperatura (T)
v poletnih mesecih praviloma visja. Ko je obla¢no, je to znak, da je soncnega
obsevanja (S) manj in da je relativna vlaznost (RH) lahko vi§ja. Kasneje je vec
moznosti za dezevje (R), ko je manj sonca (S).

Faktorsko analizo smo uporabili z namenom zmanjSanja velikega Stevila
spremenljivk in grupiranjem le-teh v manjSe Stevilo obteZenih komponent.
Posluzili smo se metode glavnih komponent (ang. principal component analysis)
ob uporabi ortogonalne (Varimax) preslikave mnozice podatkov.

Ustreznost izbranih spremenljivk za faktorsko analizo smo preverili s pregledom
korelacijske matrike, Bartettovim testom sfericnosti [12 (28)=181.6, p <0.001,
pregledom “antiimage” korelacijske matrike, kjer so vse vrednosti diagonal
presegale 0,69, s Kaiser-Meyer-Olkinovo mero ustreznosti vzorcenja (KMO=0,75),
kar je dovolj velika vrednost nad priporo¢eno vrednostjo 0,5 ter vrednostjo
komunalitet za posamezne spremenljivke. Za Stevilo glavnih komponent smo se
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odlocili na osnovi hevristi¢nega pravila, da naj komponente pojasnijo vsaj 80 %
skupne variance. Dobljena matrika po varimax rotaciji je izpostavila 3
komponente.

Znacilnost prve komponente je izkazan izrazit vpliv Stevila ur son¢nega obsevanja
rastline na razlago variance vsebnosti alfa-kislin. Ta komponenta nam pojasni
najvecji delez variabilnosti (32,4 %). Drugo komponento zaznamujeta temperatura
in socasna koli¢ina padavin, kar lahko razlozimo z vecjo relativno vlaznostjo zraka.
Ta komponenta nam pojasni 31,3 % variabilnosti. Tretjo komponento
karakterizirata predvsem atributa koli¢ine padavin v doloCenem cCasovnem
obdobju, ki pojasni najmanjsi delez (23,7 %) variabilnosti vsebnost alfa-kislin sorte
Aurora skozi leta. To lahko razlozimo tudi z vse vecjim obsegom pojavljanja
kapljiénega namakanja hmelja. Poudarimo naj, da koli¢ina vode, dodana z
namakanjem, ni zajeta v preucevanih atributih.

Rezultati nase raziskave se ujemajo s tistimi na Hrvaskem (Srecec in sod., 2008).
Pri sorti Aurora so zaznali negativno korelacijo med naras¢ajoco vsoto efektivnih
temperatur in tvorbo alfa-kislin (r=-0,39), medtem ko koli¢ine padavin in vsebnost
alfa-kislin kazejo pozitivno korelacijo (r=0,46). Pri ¢eski sorti Saaz so na vsebnost
alfa-kislin vplivale vremenske razmere v Casovnem obdobju med junijem in
avgustom, torej v razvojnih fazah cvetenja, tvorbe storzkov in zorenja (Kucera in
Krofta, 2009). Negativna korelacija med julijskimi temperaturami in vsebnostjo
alfa-kislin je najbolj vplivala na njihov model, kar je enako, kot je pokazala nasa
raziskava (r =-0,71). V primerjavi s predhodno Studijo (Pavlovi¢ in sod., 2011), ki
je zajela podatke med letoma 1994 in 2010, je tokratna (z naSimi rezultati v
primerjavi z oklepaji) natancneje opredelila najpomembnejsa casovna obdobja za
vremenske vplive pri tvorbi alfa-kislin. Temperatura je bila najpomembnej$a med
24. in 31. tednom (od 25. do 30.), skupna koli¢ina padavin in sonca med 25. in 29.
tednom (od 25. do 30.) in vlaznost zraka med 28. do 33. tednom (od 27. do 32.).
Podobno so Donner in sod. (2020) ugotovili za ¢eSke sorte hmelja, pri katerih so
imele poletne visoke temperature zraka najvecji negativni vpliv na tvorbo alfa-
kislin. Drugi dejavniki, ki negativno vplivajo na proizvodnjo alfa-kislin, so bile
visoke temperature v juliju in avgustu, Stevilo dni z najvi§jo temperaturo nad 30 °C
in vsota temperatur v sezoni. Ceska sorta hmelja Agnus je pokazala stabilno
vsebnost alfa-kislin, neodvisno od vremena, medtem ko sta bili sorti Saaz in
Premiant bolj obcutljivi na ta parameter.

4 SKLEPI

Vsebnost alfa-kislin v hmelju je eden najpomembnejsih parametrov kakovosti in s
tem trzne vrednosti hmelja. Vpliv vremenskih nihanj na proizvodnjo alfa-kislin v
hmelju je pomemben in povezan s stopnjami razvoja rastlin, katerih datumi se
vsako leto nekoliko spreminjajo zaradi naravnih podnebnih sprememb. Storzki
hmelja sorte Aurora se obiCajno zacnejo razvijati v drugi polovici junija (26.
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teden), rastlina pa je v polnem razcvetu sredi julija (28. teden). Modeli za
vnaprej$njo napoved vsebnosti alfa-kislin (na podlagi vhodnih podatkov iz
najvplivnejsih Casovnih obdobij v letu, ko vkljuene vremenske spremenljivke
najbolj vplivajo na vsebnost alfa-kisline pri sorti Aurora), bi tako lahko vkljucevali
izbrane najvplivnejSe tedenske intervale. Rezultati raziskave kazejo, da trije
faktorji pojasnjujejo 87,4 % variance. Prvi faktor (32,4 %) zajema podatke o
son¢nem sevanju (S), pri Cemer ima ta najvecji vpliv od zacetka junija do konca
julija. Drugi faktor (31,3 %) zajema tako temperaturne spremenljivke (T) kot
spremenljivko, ki zajema padavine (R). Tretji dejavnik (23,7 %) zajema padavine v
obdobju od druge polovice maja do sredine avgusta, to je deset dni pred obiranjem
sorte Aurora v Sloveniji. Rezultati S$tudije potrjujejo uporabo analiziranih
podatkov za nadaljnje raziskave oblikovanja celovitega napovednega modela.
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Izvlecek

Raziskava vklju¢uje modelno oceno trzne vrednosti krizancev hmelja z InStituta za
hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) v Zalcu. Veckriterijski model v
programu DEXi vsebuje 4 glavne atribute: (i) trzna perspektivnost, (ii) habitus, (iii)
eteri¢na olja in (iv) grencice, skupno 20 kriterijev. Dvajset vkljucenih krizancev je
razvr§Cenih v 3 skupine - z 'odli¢no', 'dobro' in 'slabo' Zlahtniteljsko kakovostjo
upostevajo¢ navedene atribute. Krizanec hmelja 207/205 je bil modelno ocenjen
kot trzno najperspektivnejSi za nadaljevanje postopka priznanja v novo
komercialno sorto hmelja z visoko vsebnostjo alfa-kislin in visoko odpornostjo na
verticilijsko uvelost hmelja.

Kljucne besede: veckriterijski model, DEXi, Zlahtnjenje hmelja.

MODEL EVALUATION OF BREEDING AND MARKET QUALITY OF
HOP HYBRIDS

Abstract

The research includes a market value model assessment of the hop hybrids from
the Slovenian Institute of Hop Research and Brewing (IHPS) in Zalec. The multi-
criteria model in the DEXi program contains 4 main attributes: (i) market
perspective, (ii) habitus, (iii) essential oils, (iv) bitterness, and a total of 20 criteria.
Twenty analyzed hybrids are classified into 3 groups — with 'excellent’, 'good' and
'poor' breeding quality. The hop hybrid 207/205 was model-rated as the most
market-promising for the continuation of the recognition procedure for a new
commercial high alpha-acid hop variety with verticillium wilt resistance.

Key words: multicriteria model, DEXi, hop breeding.
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1 UVOD

V letu 2020 je Slovenija globalno (62.111 ha) s 1.480 ha na 6. mestu po povrSinah
pridelave hmelja (IHGC, 2020). Na 125 posestvih v Savinjski dolini, na obmocju
Slovenj Gradca in Radelj ob Dravi ter v okolici Ptuja, Ormoza, in Celja pridelujejo
hmeljarji pretezno 4 trzno najzanimivejse sorte hmelja. Te so: Aurora (558 ha, 38
%), Celeia (465 ha, 31 %), Savinjski golding (157 ha, 11 %) in Bobek (141 ha,
10 %). Ostalih 15 sort hmelja je v pridelavi v manjSem obsegu (IHPS, 2020).
Zlahtnjenje hmelja poteka na IHPS v Zalcu Ze od ustanovitve v letu 1952. Poleg
tradicionalne sorte Savinjski golding, 11 domacih sort poimenovanih z zacetnicami
A, B in C iz obdobja prvih 40 let obstoja IHPS, je val diSavnega hmelja naplavil od
2007 dalje Se 9 uradno priznanih sort, 8§ z imensko oznako Styrian, od tega 6
aromati¢no-diSavnih.

Pri izboru Stevilnih potencialno perspektivnih krizancev za postopek priznavanja v
novo sorto in nadaljnjo komercialno pridelavo je lahko ekspertnemu timu v pomo¢
tudi veCparametrsko modelno odlocanje. Cilj pri¢ujoce raziskave je bil modelno
oceniti Zlahtniteljsko kakovost analiziranih krizancev glede na njihovo trzno
perspektivnost. Razviti model predstavlja moznost razvoja dodatnega orodja za
izbiro trzno perspektivnih krizancev v postopku njihovega potrjevanja v nove
komercialne sorte.

2 VECKRITERIJSKO MODELIRANJE DEX V KMETLJSTVU

Veckriterijsko modelno ocenjevanje z metodo DEX je Ze dve desetletji v uporabi
na podro¢ju kmetijstva. Metoda DEX je kvalitativna in temelji na izgradnji
odloc¢itvenih modelov, ki vsebujejo hierarhijo kriterijev in odlo€itvena pravila za
zdruzevanje diskretnih opisnih vrednosti kriterijev (Bohanec in Rajkovic, 2020).
Na vzor¢ni ekoloski kmetiji so s pomo¢jo programa KARSIM 1.0 analizirali pet
razlicnih poslovnih moznosti, kamor so vkljucili razlicne proizvodne stroske in
finan¢ni rezultat. V raziskavo so vkljucili tudi metodo DEX, oz. racunalniski
program DEXi (Pazek in sod., 2006). Bohanec in sod. (2008) so s pomocjo
veckriterijskega modeliranja ocenjevali ustreznost uporabe gensko spremenjenih in
nespremenjenih sort koruze. Veckriterijski odlo¢itveni model po metodah DEX in
AHP (analiti¢éno hierarhi¢ni proces) je na podlagi rezultatov predhodne anketne
analize baziral raziskavi ocene kakovosti ponudbe storitev turisticnih kmetij in
posledi¢no njihovega rangiranja po kakovosti njihove ponudbe (Rozman in sod.
2009). Za primerjalno oceno trzne perspektivnosti krizancev hmelja so v
sodelovanju IHPS in Fakultete za kmetijstvo in biosistemske vede (FKBV) razvili
model z metodo DEX, kjer so na podlagi kriterijev biologija, kemija, morfologija
in pivovarska vrednost primerjali slovenske krizance hmelja z nemsko referenéno
sorto Hallertauer Magnum (Pavlovic in sod., 2011). Rezultati vrednotenja
travniSkih nasadov z metodo DEX, posebej razvitim tockovnim sistemom (TB
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metoda) in AHP metodo na obmocju vzhodnega Pomurja ilustrirajo medsebojno
uspesno dopolnjevanje metod pri interpretaciji rezultatov (Antolin, 2010; Pamic,
2014). Pozderec (2012) je s pomocjo razvitih simulacijskih modelov ocenjeval
ekonomske parametre za pridelavo zelenjave na integrirani nacin, obdobje v
preusmeritvi in uporabnost za ekolosko pridelavo v zaSCitenem prostoru. Z
veckriterijskim modelom ekspertnega sistema DEXi so ocenjevali prehranske
izdelke z gorsko-hribovskih obmocij, vkljucili 10 razli¢nih prehranskih izdelkov in
prikazali rezultate za faze proizvodnje in trZzenja (PriSenk in sod., 2014). S pomocjo
ekspertnega sistema DEXi so preliminarno analizirali §tiri razlicne komercialne
mlecne izdelke, raziskavo pa kombinirali tudi ekonometricnim modeliranjem
odziva potroSnikov na povisSanje cen mleka z nizko vsebnostjo mas¢ob (Pazek in
sod., 2014). Kandal (2015) je za koncno izbiro pri nakupu traktorja z metodologijo
DEX primerjalno ocenjeval tehnoloske in ekonomske parametre 4 razli¢nih znamk
vozil. V Bosni in Hercegovini so z metodo DEX analizirali kmetije z razli¢nim
Stevilom molznic: 5, 15, 25 ter 45 in ugotovili, da se pri¢akovano ekonomsko
najbolje izkaze kmetija z najvecjim Stevilom krav (Rozman in sod., 2016). Na
podlagi anketne analize in ekspertnega sistema DEXi so ocenjevali moZnosti
preusmeritve 68 kmetij v Sloveniji v vrtnarstvo (Nikoloski in sod., 2017). S
pomocjo predhodno razvitih orodij (DEXi in FisPro) so v Franciji razvili novejse
orodje CONTRA, ki se uporablja za veckriterijsko modeliranje v kmetijstvu
(Bockstaller in sod., 2017). Z ekspertnim sistemom DEXi so v Iranu tudi modelno
ocenjevali okoljske, ekonomske in socialne vidike razli¢nih sistemov pridelave
krompirja (Rezaei in sod., 2018).

3 MATERIALI IN METODE DELA
3.1 Vhodni podatki kriZancev za modelno ocenjevanje

V raziskavo modelne ocene Zlahtniteljske kakovosti oz. trzne perspektivnosti smo
vkljucili 20 izbranih krizancev hmelja z IHPS: 284/81, 50/84, 66/61, 69/199, 75/42,
79/80, 109/27, 112/58, 116/130, 137/159, 143/98, 160/79, 160/147, 163/13,
167/107, 168/104, 173/4, 174/58, 204/11 in 207/205. Dolocili smo vhodne podatke
za veckriterijski model, s katerimi smo dolo€ili osnovne modelne parametre in
njihovo pomembnost pri vrednotenju: trzna perspektivnost, habitus, eteri¢na olja,
grencice. Opredelili smo tudi parametre drugega nivoja. Cilj izbora je bil krizanec z
visoko vsebnostjo alfa-kislin in visoko odpornostjo na verticilijsko uvelost hmelja
ob primernem habitusu rastline.
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Slika 1: Drevo kriterijev modela za ocenjevanje zlahtniteljske kakovosti krizancev
hmelja.

Prvi kriterij (trZzna perspektivnost) je vkljueval 2 parametra: odpornost na
verticilijsko uvelost in vsebnost alfa-kislin. Pri drugem (habitus) smo ocenjevali
splosno oceno habitusa, obliko, zraS¢enost storzkov in razporeditev storzkov po
rastlini. Tretji vir vhodnih podatkov je predstavljala koliCina in sestava eteri¢na
olja. V preglednici 1 so prikazani povprecni rezultati analiz etericnega olja iz
veCletne pridelave za posameznega krizanca, dobljeni s plinsko kromatografijo.
Cetrti vir podatkov so v modelu predstavljale grenéice, z ocenami veéletnih
povprecnih vsebnosti (v %) beta-kislin v suhi snovi storzkov, delez (%)
kohumulona znotraj alfa-kislin in ksantohumola v suhi snovi storzkov.
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Preglednica 1: Podatki za modelni kriterij 'etericna olja' v mL/100 g hmelja.

v P P
284/81 nadpovprec¢na 19,09 48,26 9,91 0,22 0,74 2,84
50/84 neizrazita 17,71 42,98 5,96 10,57 0,26 1,84
66/61 povprecna 23,17 47,63 7,99 5,89 0,95 2,18
69/199 povprecna 0,53 67,08 2,16 6,00 0,88 2,15
75/42 neizrazita 17,81 50,18 7,37 9,02 0,56 3,53
79/80 nadpovpre¢na 8,67 62,87 2,67 6,27 0,80 2,16
109/27 povprecna 16,28 44,93 7,29 14,32 0,28 2,54
112/58 neizrazita 9,97 46,97 3,54 5,24 0,49 1,72
116/130 povprecna 18,71 51,65 8,77 2,48 0,63 1,65
137/159 neizrazita 20,03 37,36 8,34 17,61 0,28 1,30
143/98 neizrazita 0,99 29,40 4,36 4,93 0,26 1,00
160/79 povprecna 17,27 53,99 7,05 0,76 0,55 1,86
160/147 povprecna 15,65 36,92 9,91 9,49 0,26 0,93
163/13 neizrazita 12,32 50,67 4,19 10,87 0,65 2,30
167/107 neizrazita 15,08 50,01 6,43 0,03 0,67 3,64
168/104 neizrazita 17,25 59,23 5,19 0,16 0,95 2,61
173/4 neizrazita 19,99 57,04 5,70 0,03 0,57 3,40
174/58 neizrazita 19,63 37,76 11,63 6,45 0,22 3,11
204/11 nadpovprecna 8,31 52,97 4,51 3,29 0,54 1,63
207/205 povprecna 10,00 49,43 5,79 6,66 0,34 1,23
3.2 Razvoj veCparametrskega odlocitvenega modela

Veckriterijski model temelji na metodi DEX, v programu DEXi 5.02 in v 5
korakih: (1) identifikacija odloCitvenega problema, (2) identifikacija kriterijev, (3)
definicija funkcije koristnosti, (4) opis variant ter (5) vrednotenje in analiza variant
(Bohanec in Rajkovic, 2020).

Modelno smo ocenjevali Zlahtniteljsko kakovost analiziranih krizancev glede na
njihovo trzno perspektivnost. Dolocili smo osnovne kriterije (slika 1): trzna
perspektivnost, habitus, etericna olja in grencine, kriterije drugega nivoja, jim
dolo¢ili smiselne zaloge vrednosti (slika 2) in jih s tem prekategorizirali v atribute.
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Zaloge vrednosti
Kriterij Zaloga vrednosti
ZLAHTNITELJSKA KAKOVO ST KRIZANCA SLABA; DOBRA; ODLICNA
FTRZNA PER SPEKTIVNO ST SLABA; DOBRA; ODLICNA
DPORNOST NA VERTICILIJ vis oko obc utljiv; obcutljiv; srednje; odporen; visoko odporen
ALFAKISLINE nizka; srednja; visoka
FHABITUS SLABO; DOBRO:; ODLICNO
FOCENAHABITUSA podpovpreéen; povpreéen; nadpovpreéen
FOBLIKA RASTLINE manj zaZeljen; srednje zaZeljen; najbolj zaZeljen
FZRASCENOST STORZKOV najmanj zazeljen; srednje zaZeljen; najbolj zaZeljen
—RAZPOREDITEV STORZKOV manj zaZeljen; srednje zaZeljen; najbolj zaZeljen
FETERICNA OLJA nizka; srednja; visoka
FALF A-HUMULEN nizka; visoka
HVIRCEN nizka; visoka
FBETA-KARIOFILEN nizka; visoka
FFARNEZEN nizka; visoka
FLINALOOL ; nizka; visoka
KOLICINA ETERICNEGA OLJA nizka; visoka
—AROMA neizrazita; povpreéna; nadpovpreéna
—GRENCICE nizka; srednja; visoka
FBETA-KISLINE nizka; srednja; visoka
FOHUMULON vis oka; srednja; nizka
—H.SANT OHUMOL nizka; srednja; visoka

Slika 2: Zaloge vrednosti za oceno Zlahtniteljske kakovosti krizancev.

Z definicijo funkcij koristnosti opredelimo funkcije, kjer nizji kriteriji vplivajo na
visje lezeCe vse do koncne ocene. Funkcijo koristnosti sestavljajo odlocitvena
pravila. Z njimi dolo¢imo izracun kriterijev nizjega nivoja in posledi¢no Se izracun
kriterijev vi§jega nivoja. Primer odlo¢itvenih pravil v programu je prikazan na sliki
3. Funkcije koristnosti za posamezni kriterij smo dolocili s pomocjo vnaprej
dolo€enih utezi. Z utezmi v modelu smo ciljno definirali stopnje pomembnosti
kriterijev, ki vplivajo na naso konc¢no odloc€itev. Utezi v modelu so upostevane v
obliki funkcije, ki je prikazana spodaj. Kriteriji so oznaceni z »X«, uteZi pa z »w«
(Bohanec, 2015).

AX1, Xo,.., Xn) = wo + wix X + wnx )Xo + .+ wyXX, 1)

Utezi smo nato upoStevali pri sami izgradnji modela v programu DEXi, kot je
prikazano na sliki 3. Na podlagi izbire normalizacije utezi (»Vsota 100« ali »Max
100«) nam je program sam izbral upostevano vrednost utezi.

Z modelom definiramo t.i. lokalne in globalne vrednosti utezi kriterijev ter tudi
normalizirane utezi na lokalni ter globalni ravni. Bohanec (2015) je lokalne
povprecne utezi definiral kot utezi, ki neposredno vplivajo na kriterij visje ravni.
Globalne povprecne utezi pa vplivajo na vrednost, ki jo ima najvisji kriterij.
Primer: Kriterij »oblika rastline« ima 20-% vpliv na nadrejeni kriterij »habitusa«
(lokalni uc¢inek) in 5-% vpliv na zlahtniteljsko kakovost krizanca (globalni u¢inek).
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Kriterij »vsebnost kohumulona« ima 19-% vpliv na nadrejeni kriterij »grencin«
(lokalni u€inek) in 5-% vpliv na Zlahtniteljsko kakovost krizanca (globalni u¢inek).

_?-E Datoteka  Urgjanje Okno  Pomoé
= = N
d Model e Variante E Vrednotenje I Grafikoni
v LAHTNITEL JSKA KAKOVOST KRIZANG ) | ribut & Odiocitvena pravila GRENCICE - O X
TRZMA PERSPEKTIVNOST Ime I@ e
4l ODPORNOST NA VERTICLLL] | %] —— = B & H ox UpaSteva urejennst |
4 ALFAKISLINE Opis |Vsebnost grendin. = [+ Upostevaj utes:
HABITUS BETA-KISLIM KOHUMULO! KSANTOHUM GRENCICE ~
4| OCENA HABITUSA | Zaloga vrednost 1 rizka viscka rizka
= | OBLIKARASTLINE L rickalsrednia;visokaq 2 nizka visoka srednja nizka |
= | ZRASCENOSTSTORZKPV 7 | 3 nizka visoka visoka srednja |
5 ;—E:]E\TSSE?:W STORZKOV B Eunkdija koristnosti 4 rizka srednja nizka nizka
q ALFA-HUMULEN + F @ 5 nizka srednja srednja srednja b
-4 MIRCEN n ) 6 nizka srednja visoka srednja =
| BETAKARIOFILEN Opig 7 nizka nizka rizka nizka L]
q FARNEZEN E | 8 nizka nizka srednja nizka
Q LIMALOOL 9 nizka nizka visoka srednja
-4 KOLIEINA ETERICNEGA OLIA 10 srednja visoka rizka nizka
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GRENCICE L 12 srednja visoka visoka srednja
g Eﬁﬁj&éﬁ 13 srednja srednja nizka srednja
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16 srednja nizka nizka srednja
17 srednja nizka srednja srednja w
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o B Prekiidi

Slika 3: Okno za dolocitev odlocitvenih pravil pri kriteriju »grencice«.
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Slika 4: Okno za dolocitev utezi modelnim kriterijem.
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V programu DEXi smo opisali vsak scenarij posebej z zalogo vrednosti nasih
osnovnih kriterijev in na podlagi vhodnih podatkov ocenili kon¢no oceno variant.
Npr. pri kriteriju »trzna perspektivnost« smo krizance ocenili s slabo, dobro ali
odli¢no oceno. Pri tem kriteriju smo upostevali odpornost na verticilij in vsebnost
alfa-kislin (v %) za vsakega krizanca. Pri odpornosti na verticilij smo krizance
oznacili z: visoko obcutljiv, obcutljiv, srednje odporen, odporen in visoko odporen.
Glede na vsebnost alfa-kislin (%) smo krizance razdelili v tri skupine: nizka,
srednja in visoka vrednost, itd.

4 REZULTATI Z RAZPRAVO
4.1 Ocena kriZancev hmelja glede na razli¢ne kriterije

Pri vsakem krizancu smo analizirali vse Stiri glavne kriterije, in sicer trzno
perspektivnost, habitus, vsebnost etericnih olj in grencic. Na podlagi rezultatov
glavnih kriterijev smo ocenili tudi samo zlahtniteljsko kakovost za vseh 20 izbranih
krizancev hmelja, kar je predstavljalo tudi cilj raziskave. Rezultati delijo
analizirane krizance v tri skupine, in sicer: krizanci, ki imajo slabo Zlahtniteljsko
kakovost, krizance, ki imajo dobro Zlahtniteljsko kakovost in krizance z odli¢no
zlahtniteljsko kakovostjo upostevajo¢ zastavljene kriterije raziskave.

V prvo skupino krizancev z odli¢no Zzlahtniteljsko kakovostjo (visoka vsebnost
alfa-kislin, visoka odpornost na verticilijsko uvelost hmelja) se je uvrstil le
krizanec 207/205. V drugo skupino (dobra zlahtniteljska kakovost) spada najvec
primerkov iz naSe raziskave (18), in sicer: 284/81, 50/84, 66/61, 69/199, 75/42,
79/80, 109/27, 112/58, 116/130, 137/159, 143/98, 160/79, 163/13, 167/107,
168/104, 173/4, 174/58 in 204/11. V tretjo skupino (slaba Zlahtniteljska kakovost)
pa krizanec hmelja 160/147.

Na sliki 5 so prikazani rezultati vrednotenja nakljucno izbranih krizancev hmelja.
Krizanec 207/205 po modelnih kriterijih izstopa in ga ocenjujemo kot krizanca, ki
ima odli¢no zlahtniteljsko kakovost. Vse ostale zgoraj omenjene kriZzance
uvrs¢amo v skupino z dobro zlahtniteljsko kakovostjo. V ¢lanku predstavljamo
opisne ocene osnovnih kriterijev najbolje ocenjenega krizanca.
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Kriterij 1681104 17314 174/58 20411 207/205
ZLAHTNITELJSKA KAKOVOST KRIZANCA DOBRA DOBRA DOBRA DOBRA ODLICNA
FTRZNA PERSPEKTIVNOST SLABA SLABA DOBRA DOBRA ODLICNA
ODPORMOST NAVERTICILI obéutljiv obéutljiv srednje odporen odporen
ALFA-KISLINE srednja visoka visoka srednja visoka
FHABITU S DOBRO DOBRO DOBRO DOBRO ODLICNO
FOCENAHABITUSA povpreten povprecen povprecen povpracen nadpovprecen
FOBLIKARASTLINE manj zaZeljen srednje zaZeljen najbolj zaZeljen najbolj zaZeljen najbolj zaZeljen
FZRASCENOST STORZKOV srednje zaZellen najbolj zaZeljen srednje zaZeljen najbolj zaZeljen srednje zaZeljen
—RAZPOREDITEV STORZKOV manj zazeljen najbolj zazeljen srednje zaZeljen srednje zaZeljen srednje zaZeljen
FETERICNA OLJA srednja nizka nizka srednja nizka
FALFA-HUMULEN nizka visoka visoka nizka nizka
FMIRCEN visoka visoka nizka visoka visoka
FBET A-KARIOFILEN nizka nizka visoka nizka nizka
FFARNEZEN nizka nizka visoka nizka visoka
FLINALOOL . visoka nizka nizka nizka nizka
FKOLICINAETERICNEGA OLJA visoka visoka visoka visoka nizka
—AROMA neizrazita neizrazita neizrazita nadpovprecna povpreéna
—GRENCICE srednja srednja visoka srednja visoka
FBET A-KISLINE srednja visoka visoka srednja visoka
FKOHUMULON nizka srednja nizka srednja nizka
—KSANTOHUMOL srednja srednja srednja srednja srednja

Slika 5: Rezultati vrednotenja dela krizancev hmelja.
4.2 Vpliv kriterijev na oceno zlahtniteljske kakovosti kriZancev

Na podlagi rezultatov raziskave je bil krizanec hmelja 207/205 edini, ki je bil
ocenjen z odli¢no zlahtniteljsko kakovostjo (slika 6). K temu so pripomogli skoraj
vsi rezultati glavnih kriterijev, in sicer: »trzna perspektivnost, »habitus« in
»vsebnost grencic«. Za vse nastete kriterije je bil krizanec ocenjen kot »odliCen«.
Izjema je bila pri kriteriju »eteri¢na olja«, kjer je bil ocenjen kot krizanec z nizko
vsebnostjo etericnih olj. Ta ocena je bila posledica nizkih vsebnosti alfa-humulena,
beta-kariofilena, linaloola in majhnih koli¢in etericnega olja. Vendar to ni vplivalo
na konc¢no najboljSo modelno oceno v raziskavi, za katero je bila sestava in
koli¢ina eteri¢nih olj ciljno manj pomembna.



Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 27(2020) 39

FLAHTMITELISKA KAKOVOST KRIZANCA

HABITUS TRINA PERSPEKTIVNOST

& .
ETERICNA OLJA GRENCICE

Slika 6: Ocena zlahtniteljske kakovosti osnovnih kriterijev krizanca 207/205.
4.2.3 Uporabna vrednost modela

PriCujoca raziskava ilustrira moznosti uporabe metode DEX pri modeliranju
variantnih scenarijev za odlo¢itve pri zlahtnjenju hmelja. Velja izpostaviti, da je za
podrobnejSo analizo Zlahtniteljske vrednosti krizancev nujno potrebna nadaljnja
nadgradnja modela. Prikazani primer je upoSteval le manjsi del kriterijev, ki jih
sicer zlahtnitelj uporablja pri odlo€itvah v okviru razvoja novih sort. Prednost
modela se je izkazala v moznosti hitre pridobitve mnenja o posameznih krizancih v
kolikor se utezi posameznih atributov spremenijo (npr. manjSa pomembnost
vsebnosti alfa-kislin pri izbiri aromati¢nih sort), kar je iz vidika registracije sort in
njihove nadaljnje pridelave lahko razlicnega pomena (odpornost na verticilijsko
uvelost je kljutnega pomena za posamezna obmocja pridelave, za doloCena
obmocja pa manj). V kolikor bi model v prihodnje omogocal procesiranje bistveno
vecjega Stevila podatkov, kot so jih sposobni analizirati ¢loveski mozgani, bi bil
lahko zelo uporaben pripomocek v Zlahtniteljskih programih razli¢nih kmetijskih
rastlin.
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Izvlecek

Koruzna ve$Ca (Ostrinia nubilalis) je noc¢ni metulj, katerega let uspe$no
spremljajmo s svetlobno vabo, za katero potrebujemo vir elektricne energije.
Populacija koruzne vesce je glede na =zastopanost gostiteljskih rastlin
mikrolokacijsko zelo razlicna. V poskusu smo Zeleli preveriti uéinkovitost
prenosljive, energetsko neodvisne, avtomatske svetlobne vabe Trapview AURA,
opremljene z LED diodami in nadgrajeno s stozCasto pastjo iz Zi¢ne mreZe ter
uporabo feromona seva E (trans) 11-tetradecenil acetat, ki je spolni feromon in
privablja samcke koruzne vesce. V letu 2019 smo v hmeljis¢u na lokaciji Roje pri
Zalcu s klasiéno svetlobno vabo, na katero se lovita oba spola koruzne veice,
ulovili skupno 1340 koruzne vesce, od tega je bilo 467 (34,8 %) samick in 873
(65,2 %) samckov. Z vabo Trapview AURA skupaj s feromonom E se lovijo samo
samci koruzne veSce. Z nadgrajeno vabo Trapview AURA smo ulovili 55 samcev
(6,3 % samcev v primerjavi s klasi¢no svetlobno vabo). Z nadgrajeno svetlobno
ulov samcev v primerjavi s klasi¢no svetlobno vabo med 4,0 % in 4,9 %, kar je
odlicen rezultat glede na delta trap feromonsko vabo, kjer nismo ulovili nobenega
samca koruzne vesce.

Kljucne besede: Ostrinia nubilalis, Humulus lupulus, svetlobna vaba, feromoni

COMPARISON OF PHEROMONE AND LIGHT TRAPS FOR EUROPEAN
CORN BORER (Ostrinia nubilalis Hiibner) MONITORING

Abstract

The corn borer, Ostrinia nubilalis, is a night moth, whose flight is successfully
monitored with light trap, for which need a source of electricity. The population of
corn borer is very different depending on the representation of host plants in
different microlocation. In the experiment, we wanted to test the effectiveness of a
mobile, energy-independent, automatic light trap Trapview AURA improved with

! Dr., Institut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije, Oddelek za varstvo rastlin, Cesta
Zalskega tabora 2, SI-3310 Zalec, e-posta: magda.rak-cizej@ihps.si
2 Mag. inz. hort., prav tam, e-posta: franci.policnik@ihps.si
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LEDs and with wire mesh cone trap and the use of pheromone strain E (trans) 11-
tetradecenyl acetate, which is a sex pheromone and attracts male of corn borer.

In 2019, we caught 1340 butterflies of ECB at the location Roje by Zalec with a
classical light trap which caught both sex of European corn borer; 467 females
(34.8%) and 873 males (65.2%). Trapview AURA with the pheromone E caught
only males of European corn borer. In 2019, we caught 55 males of ECB in Roje
by Zalec on improved Trapview AURA (6.3% of males like on the classical light
trap). With the improved Trapview AURA, which we tested in three hop gardens in
2020, the catch of males was between 4.0% and 4.9% compared to the classic light
traps, which is an excellent result compared to the delta pheromone bait, where we
didn’t catch European corn borer males.

Key words: Ostrinia nubilalis, Humulus lupulus, light trap, pheromone

1 UvVOD

Koruzna vesca (Ostrinia nubilalis Hbn.) je polifagna vrsta (Bengtsson in sod.,
2006), ki se prehranjuje s priblizno 200 rastlinskimi vrstami. V Sloveniji povzroca
najve¢jo Skodo predvsem na koruzi in hmelju, Ceprav jo vse pogosteje srecujemo
tudi pri pridelavi zelenjave (npr. paprike, paradiznika, fizola) in na okrasnih
rastlinah (npr. dalijah, krizantemah, gladijolah) (Rak Cizej in sod., 2010). Koruzna
veS€a je Skodljivec hmelja v ve¢jem delu Savinjske doline, ki povzroca izgube
pridelka in vpliva na kakovost hmelja. V zadnjih 5 letih se je prisotnost Skodljivca
znatno povecala, opazena je tudi povecana gospodarska Skoda na gostiteljskih
rastlinah, zlasti na hmelju in koruzi (Rak Cizej in Trematerra, 2017).

Vesca je no¢ni metulj, katere odrasli metulji zacnejo leteti, ko je temperatura zraka
nad 13 °C. Podnevi se nahaja v gosti podrasti ali visoki travi, kjer je visoka
relativna zrana vlaga. Visoka relativna zracna vlaga ugodno vpliva na njeno
parjenje. Samice oddajo v no¢nem casu feromon, ki privlaci samce. Znacilnost
koruzne vesce je, da se veCkrat parijo. Samice odlagajo jajceca na spodnjo stran
listov gostiteljskih rastlin. Poleg koruze in hmelja, ki sta glavni gostiteljski rastlini,
napada tudi samonikle rastline, in sicer zelo pogosto navadni pelin (Artemisia
vulgaris L.) (Bontemps in sod., 2004; Leniaud in sod., 2006; Leppik, 2011).

Na Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije Ze preko 40 let spremljamo
dinamiko leta koruzne vesce. Koruzna vesca ima v osrednjem delu Slovenije dve
generaciji letno. Prva generacija se pojavi v zaCetku maja in traja do sredine
meseca junija. Gosenice prve generacije povzrocajo poskodbe na hmelju in koruzi
z vrtanjem Vv stebla in listne peclje. Sledi druga generacija, ki doseze vrh konec
julija in v zaCetku avgusta. Li¢inke te generacije povzrocajo poskodbe predvsem na
storzkih hmelja in koruznih storzih (Rak Cizej in Trematerra, 2017). Ob ve¢jem
napadu koruzne ve$c¢e se zmanjSa koli¢ina in kakovost pridelka gojene rastline.
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Poleg tega lahko Skodljivec skupaj z visokimi temperaturami in pomanjkanjem
padavin povzro¢i popoln propad rastline (Rak Cizej in Trematerra, 2017).

Koruzna vesca je razdeljena na dve feromonski rasi, za katere je znacilna glavna
komponenta feromonskega stereoizomera, Z (cis) ali E (trans) 11-tetradecenil
acetat, ki ga izloCajo samice koruzne vesce za iskanje partnerjev. Zhukovskaya in
sod. (2020) navajajo, da feromonska rasa (Z) napada predvsem koruzo, medtem ko
se feromonska rasa E naseli in poskoduje tudi druge rastline. Poleg dveh znanih
feromonskih ras obstajajo tudi trije ekotipi koruzne vesce, kateri se razlikujejo po
voltinizmu (uni-voltilna ima eno generacijo letno, bi-voltilna ima dve generaciji
letno in multi-voltilna, ki ima ve¢ generacij letno). V Sloveniji prevladuje bi-
voltilni ekotip koruzne vesce feromonske rase E, katera napada predvsem hmelj,
poskodbe pa povzroca tudi na koruzi (Rak Cizej in Trematerra, 2017; To6th in sod.,
2017; Leppik, 2011; Wadsworth in sod., 2020).

Slika 1: Prikaz razvoja dveh razlicnih ekotipov koruzne vesce (Ostrinia nubilalis
Hbn.) glede na letni cas. V notranjosti kroznice je oznacen razvojni krog ekotipa
uni-voltilne koruzne vesce (feromonska rasa Z, ki se pari v sredini julija). V zunanji
kroznici je prikazan razvoj ekotipa bi-voltilne koruzne vesce (feromonska rasa E),
kjer je cas prvega parjenja v zacetku jumija, drugo pa pozno v avgustu)
(Wadsworth in sod., 2020).

Nocne metulje, kamor sodi tudi koruzna vesCa (Ostrinia nubilalis) je mogoce
spremljati s svetlobnimi ali feromonskimi vabami. Svetlobna vaba se je izkazala za
najbolj zanesljivo metodo spremljanja metuljev koruzne vesce (Pelozuelo in Frerot,
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2007), na katero se ulovita ob spola (samicke kot tudi samci), po dosedanjih
podatkih so feromoni namre¢ manj zanesljivi. Slabost svetlobne vabe je vir
elektricne energije, katerega ni mogoce imeti na vsaki opazovani lokaciji ter
intenzivnost dela. Pri svetlobni vabi je potrebno vsak dan dodajati kemikalijo, npr.
kloroform, ki omamlja ulovljene ZuZelke, ter dnevno pobirati ulovljene Zzuzelke. Ce
koruzno ve$co spremljamo s feromonskimi vabami, je potrebno najprej vedeti,
katero raso koruzne ves¢e imamo na doloCenem obmocju in izbrati najprimernejSo
obliko vabe (Pelozuelo in Frerot, 2006; Pelozuelo in Frerot, 2007). Na feromonsko
vabo se ulovijo samo samci, ki jih privabi spolni feromon samic. Pasti s
feromonskimi vabami se uporabljajo za spremljanje leta koruzne vesce. Kot najbolj
ucinkovita vaba vesce se je izkazala uporaba feromona s stoz¢asto pastjo iz Zi¢ne
mreze (Pelozuelo in Frerot, 2007). Poleg oblike vabe je pomembna tudi njena
postavitev, kar je odvisno od viSine gostiteljske rastline. Najbolje je, da je
feromonska vaba postavljena 10 cm nad visino rastline (Pelozuelo in Frerot, 2007).
Pri hmelju je tezje postaviti vabo viSe od 6 m, ki je obi¢ajno maksimalna viSina
hmelja. Kljub temu pa je potrebno pristopiti k raziskavam uporabe in optimizacije
razlicnih vab za spremljanje populacije koruzne ves¢e v hmelju. S pomodcjo
feromonskih vab bi lahko spremljali njeno populacijo na ve¢ lokacijah, saj je
zastopanost koruzne veide razli¢na glede na mikrolokacijo. Ce bi imeli ved
opazovanih toCk spremljanja koruzne vesce, bi doprinesli k zanesljivi in natan¢ni
uporabi sredstev za zatiranje gosenic koruzne veS€e na posamezni gostiteljski
rastlini.

Metulje koruzne ve$Ce na InStitutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije
spremljamo s klasi¢no svetlobno vabo, opremljeno z zivosrebrno Zarnico, ze Stiri
desetletja. Ker Zelimo razSiriti mrezo spremljanja koruzne ves¢e na posamezne
mikrolokacije, smo zadnjih nekaj let priceli s testiranjem avtomatske svetlobne
vabe Trapview AURA (Rak Cizej in sod., 2015). Omenjena avtomatska svetlobna
vaba je opremljena z UV led diodami, ki oddajajo polarizirano svetlobo, ki jo
zazna koruzna vesca (Rak Cizej in sod., 2014). Vaba je za razliko od klasi¢ne vabe
popolnoma neodvisna od elektriénega napajanja, saj ima svoj solarni panel za
polnjenje baterije. Prav tako na ulove na avtomatski svetlobni vabi ne vplivajo
vremenske razmere (predvsem dez).

Namen nase raziskave v letih 2019 in 2020 je bilo ugotoviti, kako uspeSni smo
lahko pri spremljanju populacije samcev koruzne vesce s pomocjo avtomatske
svetlobne vabe Trapview AURA in uporabe feromona, glede na dejstvo, da vemo,
da imamo na obmoc¢ju Savinjske doline E raso koruzne vesce (Rak Cizej in sod.,
2010). Vaba Trapview AURA je opremljena z lepljivo podlago, katera je v obliki
lepljive role in jo je mogoce zavrteti na daljavo preko racunalnika, ter kamero, ki
sliko ulovov koruzne vescCe poSlje na streznik. Tako je zjutraj na strezniku Ze
mogocCe preveriti ulove koruzne vesce, ulovljenih v pretekli no¢i. V nasprotju s
klasi¢no svetlobno vabo, pri vabi Trapview AURA, ni potrebno dnevno - fizicno
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pobiranje ulovov ter Stetje, ker jih racunalniski program dolo¢i in presteje
samodejno.

2 MATERIALI IN METODE
2.1 Spremljanje metuljev koruzne vesce v letu 2019

V letu 2019 smo na lokaciji Roje pri Zalcu v hmeljis¢u (D48/GK; X:512306, Y:
511479) spremljali let koruzne vesce s klasi¢no svetlobno vabo z zivosrebrno
zarnico moCi 160 W (slika 2C). Visina klasi¢ne svetlobne vabe je bila 1 meter od
tal. V oddaljenosti 200 metrov od klasi¢ne svetlobne vabe smo na robu hmeljis¢a
na lokaciji Roje pri Zalcu postavili avtomatsko svetlobno vabo Trapview AURA
(D48/GK; X:5123009, Y:511674), proizvajalca EFOS d.o.o. Vaba Trapview
AURA je bila postavljena na visini 1 meter od tal. Na vrhu vabe Trapview AURA,
smo dodali feromon za spremljanje koruzne ves¢e seva E (slika 2A). Na drugi rob
hmelji¢a na Rojah pri Zalcu (D48/GK; X:5123494, Y:511305) smo postavili
avtomatsko svetlobno vabo Trapview AURA, ki smo jo nadgradili s stozfasto
pastjo iz zi¢ne mreze, v katero smo dodali feromon seva E za spremljanje koruzne
vesce (slika 2B), saj je znano, da je najbolj ucinkovita vaba za koruzno vesco,
uporaba feromona skupaj s stozCasto pastjo iz zicne mreze (Pelozuelo in Frerot,
2007). Proizvajalec feromona seva E je bil IPM Russels iz Anglije.

Avtomatski svetlobni vabi Trapview AURA, opremljeni z UV led diodami na vrhu
in v notranjosti vabe, so svetile od 21. ure in do 2. ure zjutraj (dolzina svetlobe: 5
ur). Namre¢ glede na omejene moznosti akumulatorske baterije ni mogo¢ daljsi
¢as. Klasi¢na svetlobna vaba, opremljena z Zivosrebrno 160 W zarnico, je svetila
od 21. ure do 5. ure zjutraj (dolzina svetlobe: 8 ur). Glede na poznavanje bionomije
leta koruzne vesce, ki intenzivno leti med 23. uro in 2. uro zjutraj, je bila dolzina
trajanja svetlobe na obeh vabah ustrezna.

Na klasi¢ni svetlobni vabi je dodan mehanizem za avtomatsko doziranje kemikalije
kloroform, ki omamlja ulovljene osebke na vabi. Kloroform se avtomatsko doda v
vabo, ko se svetlobna vaba prizge. Dnevna koli¢ina dodanega kloroforma je 35-50
ml, odvisno od temperature zraka; vecja koli¢ina se doda, ko je bolj toplo.
Ulovljene metulje koruzne veS¢e smo na klasi¢ni svetlobni vabi pregledovali
dnevno in dolocevali tudi spol.

Na avtomatskih svetlobnih vabah Trapview AURA smo tedensko spremljali ulove
preko spletnega streznika, kamor je mehanizem s pomocjo GPRS mobilnega
prenosa podatkov posiljal fotografije. Lepljivo rolo, ki jo ima avtomatska svetlobna
vaba Trapview AURA za ulov Skodljivcev v notranjosti mehanizma, smo
samoocistili preko streznika oziroma mobilne povezave na daljavo. Kljub temu da
ima avtomatska vaba moznost Stetja osebkov, smo preko kamere preverjali
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pravilnost determinacije ulovljenih osebkov koruzne vesce. Menjava feromona E je
bila na 14 dni. Spremljanje leta koruzne vesce v letu 2019 je potekalo od prve
dekade maja do sredine septembra.

Slika 2: A - vaba Trapview AURA s feromonom E na zgornjem delu, B - vaba
Trapview AURA (nadgrajena) s stoicasto pastjo iz Zicne mreZe in uporabo
feromona E na dnu stozca, C - klasicna svetlobna vaba z Zivosrebrno Zarnico za
spremljanje koruzne vesce (Ostrinia nubilalis)

2.2 Spremljanje metuljev koruzne vesce v letu 2020

Glede na pozitivne izkuSnje z avtomatsko svetlobno vabo Trapview AURA,
nadgrajeno s stoz¢asto pastjo iz zicne mreze in uporabo feromonom E za
spremljanje koruzne vesce, smo z validacijo te vabe nadaljevali v letu 2020, in
sicer na Rojah pri Zalcu (D48/GK; X:512306, Y: 511479) in v Zalcu (D48/GK;
X:5122767, Y:512780), kjer sta bili postavljeni tudi klasi¢ni svetlobni vabi.
Spremljanje koruzne vesce z vabo Trapview AURA s stozCasto pastjo iz zi¢ne
mreZe in feromonom E je potekalo na dveh mestih na lokaciji Roje pri Zalcu in
sicer v hmeljiséu Jost (D48/GK; X:511176, Y:123107) in hmeljis¢u Ribi¢
(D48/GK; X:510842, Y:123236). Na lokaciji Zalec smo v oddaljenosti 200 metrov
od klasi¢ne svetlobne vabe ob rob hmeljis¢a Leskosek (D48/GK; X:512989,
Y:122444) postavili vabo Trapview AURA, opremljeno s stozCasto pastjo iz zi¢ne
mreZe in feromonom E. Zaradi zanesljivega in kontinuiranega ulova koruzne vesce,
smo feromon na vabah tudi v letu 2020 menjavali na 14 dni, kljub navodilu
proizvajalca, da je menjava feromona priporocljiva na en mesec.
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Pridobljene podatke o ulovu metuljev koruzne vesce iz avtomatske svetlobne vabe
Trapview AURA in Trapview AURA, nadgrajene s stozcasto pastjo iz Zicne mreze,
smo primerjali z ulovi na klasi¢ni svetlobni vabi.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

3.1 Ulov metuljev koruzne ve$c¢e na klasi¢ni svetlobni vabi in avtomatski
vabi Trapview AURA (nadgrajena) v letih 2019 in 2020

Na klasi¢no svetlobno vabo lovimo tako moske kot Zenske osebke koruzne vesce.
Na vabi Trapview AURA so se ulovili samo moski osebki, kar je posledica
feromona, ki privablja zgolj samce, namre¢ polarizirana svetloba na svetlobni vabi
ni imela vecjega vpliva na ulov metuljev koruzne vesce. Posledicno na sliki 3
prikazujemo ulove metuljev koruzne ve$¢e samo moskih osebkov, ulovljenih na
klasi¢ni svetlobni vabi na Rojah pri Zalcu in v Zalcu v letih 2019 in 2020. Na
klasicni svetlobni vabi je obicajno delez ulovljenih moskih metuljev od 60 do 80
%. Na klasi¢ni svetlobni vabi na lokaciji Roje pri Zalcu je bil ulov koruzne veice
vedji kot v Zalcu, kar je Ze dlje ¢asa znano dejstvo, ker gre za popolnoma drugo
mikrolokacijo, ki ima vpliv na ulov koruzne vesce.

60

50 7

n
o 1
2 . i
1 ik TN
E‘a i X
g X i
1 I
g i I N
g ER [
) - ; : I [
F . £ i 1t -4
& ] 1 i
= h o 1y
H I'i | e
| [ iy
% I R THR
; | " | 118
g0 IO A ET
= afill M B o0l
A X 111001 Ilr '
1 g i 1l
’ - 1 }r " : .l'
N 11 | 1 |
' ;‘_ L, { i\ ] 1 I! LET) 1
10 -1 i . ! (] e Lt -
4 b o HIE Y B TR | T
vt e P If B - fari o il - ANL
™ 'HELE .r"l L) 14 J iy L
. AT\ wosho oo d iR L 1
. | \ A k. s dif! I Lu ]
. / J L LY J ¥ - v AS Pt | \j\ i f\N, [
o - A Q) AMARIA M ) " ARD AT R NN A L A -
2 5 B11141720232629 1 4 7 10131619222528 1 4 7 1013161922252831 3 6 9 121518212427302 5 8 11
maj Junij Julij avgust sept.
= == Ecinasveriobna vaba Roje 2019 — | lsina svetiobna vaba falec 2020 - kizsiéna svetiobna vaba Reje 2020

Slika 3: Ulovi moskih osebkov koruzne veSce (Ostrinia nubilalis) na klasicni
svetlobni vabi v Rojah pri Zalcu v letih 2019 in 2020 ter v Zalcu v letu 2020
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V letu 2019 smo na klasi¢ni svetlobni vabi na Rojah pri Zalcu ulovili skupno 873
moskih osebkov, v letu 2020 pa 861 (slika 3), kar je 90 % ve¢ kot na lokaciji Zalec,
ko smo na klasicni svetlobni vabi v letu 2020 ulovili 81 moskih osebkov koruzne
vesce (slika 3).

V letu 2019 smo na lokaciji Roje pri Zalcu preverjali uéinkovitost avtomatske
svetlobne vabe Trapview AURA z dodanim feromonom E ter vabo Trapview
AURA (nadgrajena), ki je bila nadgrajena s stoz€asto pastjo iz zi¢ne mreze, kamor
smo dodali feromon E. Kot standard glede ulovov koruzne vesce nam je sluzila
klasi¢na svetlobna vaba, ki je bila postavljena na lokaciji Roje pri Zalcu v bliZzini
avtomatskih svetlobnih vab. Na svetlobni vabi Trapview AURA, z uporabo
feromona E za spremljanje koruzne vesce, smo ulovili zgolj 1 samcka, kljub temu
da se je na klasi¢ni svetlobni vabi v letu 2019 ulovilo 873 samcev (slika 4). Z vabo
Trapview AURA (nadgrajena) smo v letu 2019 na Rojah pri Zalcu ulovili 55
moskih metuljev koruzne vesce, kar predstavlja 6,3 % samcev v primerjavi z ulovi
samcev na klasi¢no svetlobno vabo (slika 4). Moc¢ in domet svetlobe na klasicni
svetlobni vabi je v primerjavi z avtomatsko svetlobno vabo Trapview AURA zelo
velik. Posledi¢no imamo na klasi¢ni svetlobni vabi tudi vecji ulov. Ker smo
avtomatski svetlobni vabi dodali tudi feromon, je ulov samcev koruzne vesce v
priblizno 5 % delezu v primerjavi s klasi¢no svetlobno vabo zelo obetajo¢ podatek.
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Slika 4: Ulov samcev koruzne vesce (Ostrinia nubilalis) na klasicni svetlobni vabi
in vabah Trapview AURA v Rojah pri Zalcu v letu 2019
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Poleg Stevilénosti ulova koruzne vesce z vabo Trapview AURA (nadgrajena) je
pomembna tudi dinamika ulova. V letu 2019 smo na Rojah pri Zalcu na vabi
Trapview AURA (nadgrajena) imeli podobne vrhove ulovov samcev koruzne vesce
kot na klasi¢ni svetlobni vabi (slika 5). Na obeh vabah (klasi¢ni in avtomatski) je
bil vrh 1. generacije konec maja in v zacetku junija, pri 2. generaciji pa konec julija
in v zaCetku avgusta (slika 5).
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Slika 5: Dinamika populacije samcev koruzne vesce (Ostrinia nubilalis) na klasicni
svetlobni vabi in svetlobni vabi Trapview AURA nadgrajeni s stozcasto pastjo iz
Zi¢ne mreze in uporabo feromona E v hmeljis¢u na Rojah pri Zalcu, leto 2019

V letu 2020 smo razsirili mrezo spremljanja koruzne ve$¢e z nadgrajeno vabo
Trapview AURA s stozCasto pastjo iz zicne mreZe in uporabo feromona E na 3
lokacije. Dve sta bili postavljeni na robu hmeljiS¢ v blizini svetlobne vabe na Rojah
pri Zalcu (hmeljisée Jost in hmeljis¢e Ribi&), ena pa v neposredni blizini svetlobne
vabe v Zalcu, na robu hmeljii¢a Leskosek.

V letu 2020 smo na avtomatski svetlobni vabi Trapview AURA, locirani v letu
2020 v hmeljis¢u Leskovsek, ki je bila od klasi¢ne svetlobne vabe oddaljena okrog
200 metrov, ulovili 90 moskih osebkov, kar je bilo kar za 11 % ve¢ kot na klasi¢ni
svetlobni vabi, kjer smo ulovili 81 samcev (slika 6). Pri tem je potrebno opozoriti,
da je bila v letu 2020 klasi¢na svetlobna vaba v Zalcu postavljena v hmeljis¢e v
premeni, kjer ni bilo hmelja, in je to lahko eden od vplivov na rezultat.
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Slika 6: Ulov samcev koruzne vesce (Ostrinia nubilalis) na klasicni svetlobni vabi
in vabi Trapview AURA nadgrajeni s stozcasto pastjo iz zZicne mreZe in uporabo
feromona E, v Zalcu v letu 2020

Avtomatska vaba Trapview AURA, nadgrajena s stoz¢asto pastjo iz zi¢ne mreze
skupaj s feromonom E, daje optimizem tudi za spremljanje koruzne ves$ce prve
generacije, ki je §teviléno manj$a kot druga generacija. Na Rojah pri Zalcu smo v
letu 2020 na klasi¢no svetlobno vabo skupno ulovili 1047 metuljev koruzne vesce,
od tega 861 samcev, kar je predstavljajo 82 % celotne populacije (slike 3, 5 in 7).
Drugo nadgrajeno vabo Trapview AURA smo postavili na rob hmeljisca Josta, ki
je bila le 300 metrov oddaljena od klasi¢ne svetlobne vabe. Na omenjeni vabi smo
tekom celotne sezone ulovili 42 samcev (slika 7), kar je predstavljalo 4,9 % delez
ulova samcev v primerjavi s klasi¢no svetlobno vabo. Moc¢ in domet svetlobe na
klasi¢ni svetlobni vabi je zelo velika, posledi¢no tudi ve¢ji ulov. Kljub dejstvu, da
se s pomocjo nadgrajene avtomatske svetlobne vabe Trapview AURA skupaj s
stoZCasto pastjo iz zi¢ne mreze in feromonom E, v povprecju ulovi priblizno 5 %
moskih osebkov koruzne vesce, so rezultati zelo obetajoci, saj se obic¢ajno na delta
trap feromonsko vabo ulovi zgolj posamicen organizem ali nobeden, kar smo
ugotovili ze v predhodnih raziskavah (Rak Cizej in sod., 2010).

Tretjo avtomatsko svetlobno vabo Trapview AURA smo postavili na drugo
mikrolokacijo na Rojah, za katero vemo na podlagi izkuSen;j iz preteklih let, da je
populacija koruzne ve$¢e manj$a kot na lokaciji, kjer je postavljena klasi¢na
svetlobna vaba. Velikost populacije koruzne vesCe je namreC¢ odvisna od
mikrolokacije (vremenskih razmer, blizina gostiteljskih rastlin, agrotehni¢nih
ukrepov, idr.). Tretjo vabo Trapview AURA smo postavili na rob hmeljis¢a Ribic.
Vaba je bila od klasi¢ne svetlobne vabe oddaljena okrog 700 metrov. Na omenjeni
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vabi Trapview AURA smo v letu 2020 ulovili 4 % delez moskih osebkov (35
samcev) v primerjavi s klasi¢no svetlobno vabo, kjer se je ulovilo 863 samcev.
Glede na taksno velikost populacije so rezultati pridobljeni s pomocjo nadgrajene
vabe Trapview AURA s stoZ¢asto pastjo iz zicne mreze in uporabo feromona E
obetajoci, namre¢ v primeru uporabe delta trap feromonske vabe, kjer nismo ulovili
nobenega samcka (Rak Cizej s sod., 2010).

Zelo pomemben podatek je, da je bila ne glede na Stevil¢nost ulova samckov
koruzne vesce na avtomatskih svetlobnih vabah dinamika leta tako prve kot druge
generacije popolnoma primerljiva z dinamiko ulovljenih metuljev koruzne vesce na
obeh klasi¢nih svetlobnih vabah, tako na Rojah pri Zalcu kot v Zalcu (slika 7).

250
200
150
100

50

0 B
I o | m| I | O\ mm| @I | oD Im I | o m I 1o

maj junij julij avgust september
s Trapview AURA (nadgrajena)-
hmeljizce Jo&
Trapview AURA (nadgrajena)-
hmeljisée Ribié
= Klasiéna svetlobna vaba-
hmeljizée Jo&

4 7 16 30 38 7 8 58 193 216 162 99 23 0
Slika 7: Ulov samcev koruzne vesce (Ostrinia nubilalis) na klasicni svetlobni vabi
in vabah Trapview AURA na Rojah pri Zalcu v letu 2020

4 ZAKLJUCEK

Dvoletno spremljanje koruzne ve$Ce s pomocjo avtomatske svetlobne vabe
Trapview AURA v primerjavi s klasi¢no svetlobno vabo z Zivosrebrno Zarnico smo
pridobili spodbudne rezultate. Ker je mo¢ svetlobe na avtomatski svetlobni vabi
Trapview AURA bistveno manjsa, smo Zzeleli povecati ulove koruzne vesce z
nadgradnjo vabe s stoz¢asto pastjo iz zi¢ne mreze ter uporabo feromona E.

V letu 2019 smo uporabili avtomatsko svetlobno vabo Trapview AURA skupaj s
feromonom E in nadgrajeno svetlobno vabo Trapview AURA, kateri je bil v enem
primeru dodan samo feromonom E, v drugem pa smo jo nadgradili s stoZcasto
pastjo iz zi¢ne mreze, kamor smo dodali feromon E. Z vabo Trapview AURA, na
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kateri ni bila narejena nadgradnja, nismo dobili uporabnega rezultata, to je isto kot
navadna delta trap vaba. Nadgrajena avtomatska svetlobna vaba Trapview AURA
se je v letu 2019 izkazala za obetajoco, saj smo na lokaciji Roje pri Zalcu ulovili 55
samcev, kar je predstavljajo 6,3 % v primerjavi z ulovi na klasi¢ni svetlobni vabi in
predstavlja odli¢en rezultat kot v primeru uporabe delta trap feromonske vabe, kjer
pri podobni populaciji nismo ulovili nobenega samcka koruzne vesce (Rak Cizej s
sod., 2010). V letu 2020 smo na 3 lokacijah ponovno dobili zanesljive ulove, saj
smo z nadgrajeno vabo Trapview AURA skupaj s feromonom E ulovili od 4,0 do
4,9 % samcev koruzne vesce primerjalno na ulov koruzne vesce na klasi¢ni
svetlobni vabi.

Vrhovi leta samcev koruzne vesce so bili isti kot na klasi¢ni svetlobni vabi, vendar
Steviléno v manjSem delezu. S pomocjo nadgrajene vabe Trapview AURA so se
prvi samci koruzne ve$¢e ulovili v zadnji dekadi maja in vse do druge dekade
junija. Let metuljev druge generacije se je pricel v drugi dekadi julija in vse do
sredine septembra. Druga generacija je bila Stevilcnej$a od prve, kar je znano
dejstvo ze nekaj desetletij (Rak Cizej in Trematerra, 2017).

Steviléno so ulovi samékov na avtomatski svetlobni vabi Trapview AURA manjsi
za priblizno 96 % kot v primerjavi s klasicno svetlobno vabo. Na klasi¢no
svetlobno vabo poleg samcev ulovimo tudi odrasle samice koruzne vesce. Sicer pa
se na klasi¢no svetlobno vabo ulovi med 60 in 80 % delez samcev. V prihodnje bo
potrebno nadaljevati s spremljanjem leta koruzne vesCe ter izracunati korelacijski
faktor med ulovi koruzne vesce na klasicni svetlobni vabi in nadgrajeni avtomatski
svetlobni vabi Trapview AURA skupaj s feromonom E. Z uporabo avtomatske
svetlobne vabe lahko precej poenostavimo spremljanje leta koruzne vesce in le-to
spremljamo na daljavo s pomocjo racunalniskega programa in GPRS povezljivosti
med vabo in racunalnikom. Poleg tega je ta avtomatska svetlobna vaba opremljena
s solarnim panelom za polnjenje baterije in lepljivo rolo, ki se lahko s pomocjo
elektromotorja samoocisti. Posledi¢no je tako avtomatsko vabo Trapview AURA
mogoce uporabljati na razliénih mikrolokacijah, ker vaba Trapview AURA ni
odvisna od elektricnega napajanja.

Rezultati ulova metuljev koruzne ve$¢e na avtomatski vabi Trapview AURA so
spodbudni, kar nas navdaja z optimizmom, da bomo lahko avtomatske vabe za
spremljanje koruzne ves¢e v prihodnje uporabljali v ve¢ pridelovalnih obmocjih
hmelja. Zavedamo se, da bo vzporedno z ulovi metuljev na vabi Trapview AURA
potrebno preveriti in ugotoviti dejanske poskodbe, ki jih povzrofajo gosenice
koruzne vesce na hmelju.

Zahvala. Za sodelovanje se zahvaljujemo podjetju Efos d.o.0., ki je proizvajalec
avtomatske svetlobne vabe Trapview AURA ter lastnikom hmeljis¢ (g. Leskosku,
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go. Jost in g. Ribicu), ki so nam omogocili spremljanja koruzne ves¢e v njihovih

.....
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VPLIV APNENEGA DUSIKA NA RAST IN RAZVOJ HMELIJA,
REAKCIJO TAL IN TALNO MIKROFLORO
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Izvlecek

Gnojilo apneni dusik (AD), ki ga kemi¢no imenujemo kalcijev cianamid (CaCN,),
vsebuje 19,8 % dusika in 50 % CaO. Dusik se nahaja v cianamidni obliki, ki se pri
razgradnji v tleh postopoma pretvori do rastlinam dostopne amonijske oblike
dusika ((NH4)2,COs). Pri tem se tvori tudi dicianamid ((H.N),C=N-CN), ki je
zaviralec nitrifikacije. Dusik tako ostaja dlje ¢asa v amonijski obliki in v obmocju
korenin. Znan je tudi pozitiven vpliv AD na vzdrZevanje pH tal in na talno
mikrofloro. V zacetni fazi hidrolize in nepravilni uporabi pa lahko povzroci tudi
fitotoksi¢nost. V poskusu smo zeleli ugotoviti vpliv AD na rast in razvoj hmelja,
dolociti njegovo potencialno fitotoksi¢nost, ovrednotiti vpliv na pridelek in
vsebnost nitratov v storzkih, ter ¢asovno ustrezno umestiti to gnojilo v program
gnojenja hmelja. Fitotoksi¢nost se je pokazala v primeru rastlin v ukorenisc¢u in v
loncih pri odmerkih 800 in 1000 kg/ha AD. V poljskem poskusu smo aplicirali po
400 kg/ha AD in to v nobeni kombinaciji ni povzrocilo fitotoksi¢nosti. Nakazal se
je pozitiven vpliv AD na prepreCevanje zakisanja tal, medtem ko vpliva na talno
mikrofloro nismo zaznali. Glede na koli¢ino pridelka ob hkratnem podatku, da
gnojilo AD deluje pozitivno na mikrobiolosko dejavnost tal, sta se nakazali dobri
kombinaciji obravnavanji GO3 (AD ob rezi + 2x KAN) in GO6 (AD ob rezi + 1x
urea + 1x KAN). Gnojilo AD (400 kg/ha) je bolje aplicirati v marcu ob rezi in ne
Sele v maju. Glede vsebnosti nitratov v storzkih je bolje, da za tretje dognojevanje
uporabimo KAN in ne uree ali AD.

Kljucéne besede: Humulus Ilupulus, gnojenje, dusik, pridelek, mikrobioloska
aktivnost tal
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INFLUENCE OF CALCIUM CYANAMIDE ON GROWTH AND
DEVELOPMENT OF HOP, SOIL REACTION AND SOIL MICROFLORA

Abstract

Calcium cyanamide (CaCN;) is a nitrogen fertilizer which contains 19.8 %
nitrogen and 50 % CaO. Nitrogen, which is in the cyanamide form, is gradually
converted to plant-accessible amonum (NH4),CO3; when decomposed in the soil.
Dicyanamide ((H2N).C = N — CN) which is a nitrification inhibitor is also formed.
For this reason nitrogen remains for a longer time in the ammonium form and
therefore in the root zone. The positive effect of calcium cyanamide (AD) on the
maintenance of soil pH and on soil microflora is also known, while in the initial
phase of hydrolysis in an improper use it can cause phytotoxicity. In the
experiments, we wanted to determine the impact of AD on the growth and
development of hop, determine its potential phytotoxicity, evaluate its impact on
the yield and nitrate content in hop cones, and place this fertilizer in the hop
fertilization program. Phytotoxicity was detected in the case of plants in the low
trellis and in pots at rates of 800 and 1000 kg/ha AD. In the field experiment, 400
kg/ha AD was applied and this did not cause phytotoxicity in any combination. A
positive impact of AD on soil pH maintenance was indicated, but no significant
influence to soil microflora. As superior fertilization combinations in terms of hop
yield AD at hop cutting in the spring + 2x KAN and AD hop cutting in the spring +
1 x urea + 1 x KAN were indicated. AD (400 kg/ha) is better to be applied in
March during pruning compared to May application. Regarding the nitrate content
in the cones, it is better to use KAN for the third top dressing and not UREE or
AD.

Key words: Humulus lupulus, fertilization, nitrogen, yield, soil microbiological
activity

1 UvoD

Apneni dusik (AD), ki ga kemi¢no imenujemo kalcijev cianamid (CaCN,), je bil
prvi¢ sintetiziran leta 1898. Uvrsca se med najstarejSa dusicna mineralna gnojila.
Vsebuje 19,8 % dusika in 50 % CaO (Hall, 1905). Zaradi njegovega znacilnega
delovanja ga uvrS¢amo v skupino specialnih, pocasi delujo¢ih gnojil. Na pocasno
sproscanje dusika vpliva ve¢ dejavnikov: (1) dusik se nahaja v cianamidni obliki,
ki za rastline ni dostopna, zato se mora prej v tleh razgraditi; (2) razgradnja poteka
pod vplivom talnih mikroorganizmov in njihove aktivnosti, na katero pa vplivajo
talne razmere (temperatura, vlaga, pH idr.); (3) pri razgradnji apnenega dusika se
tvori dicianamid ((H2N),C=N-CN), ki je v Evropski skupnosti registriran kot
zaviralec nitrifikacije (direktiva 02003/2003; amandma iz 8. nov. 2008) (Bjilfve,
1957; Cornforth, 1971; Dixon in Williamson, 1985). Dicianamid deluje na
nitrifikacijske bakterije (Nitrosomonas), ki pretvarjajo amonijski dusik v nitritnega.
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Dusik tako ostaja dalj ¢asa v amonijski obliki v primerjavi z ostalimi obicajnimi
dusi¢nimi gnojili (Lan in sod., 2013). Zaradi amonijske oblike, ki se veZe na talne
delce, je zavarovan pred izpiranjem in zato dalj ¢asa ostaja v obmocju korenin
(Pleysier in sod., 1987; Villsmeier in Amberger, 1978; Rathsack, 1978). Sproscanje
dusika se podalj$a za 6 do 8 tednov.

V gnojilu je vec kot 50 % kalcija, od katerega je 1/3 v obliki kalcijevega oksida
(Ca0), 2/3 pa vezanega v kalcijev cianamid. Ob stiku s talno vlago AD razpade na
cianamid in kalcijev hidrioksid (Ca(OH),), ki postane dostopen rastlinam. Kalcij
ima pomemben vpliv na rast rastlin, saj ima pomembno vlogo pri rasti celic in je
pomemben element, ki vpliva na sestavo celi¢ne stene. Pomanjkanje kalcija v tleh
zmanjSa dostopnost fosforja, bora in molibdena. Prost in vezan kalcijev oksid
ohranja tla strukturna in preprecuje zakisanost tal (v kislih tleh je razvoj dolocenih
Skodljivih mikroorganizmov pove¢an) Dixon (2009; 2012). Vpliv apnenega dusika
na pH tal ugotavlja tudi Miranda (1975), v poskusih, ki so potekali 15 let
(1958-1972) na Portugalskem, kjer so primerjali vpliv razlicnih dusikovih gnojil
(amonijev nitrat, amonijev sulfat, apneni dusik, kalcijev nitrat in ureo ter negnojeno
povrs§ino) na reakcijo tal. V tem dolgotrajnem poskusu so parcele gnojene z
apnenim dusSikom ostale znacilno bolj alkalne v primerjavi s parcelami, ki so bile
gnojene z ostalimi gnojili, ki so povecala zakisanost tal. Poskus je potekal na
obmocdju, kjer je bila letna koli¢ina padavin 1100 mm. Uporaba apnenega dusika se
je izkazala v vejem zadrzevanju izmenljivega kalcija v primerjavi z ostalimi
vklju€enimi gnojili. S tem se ustvarja naravno stimulativno okolje za delovanje in
razvoj koristnih mikroorganizmov, ki zatirajo oziroma omejujejo delovanje
Skodljivih organizmov.

Poleg ugodne hranilne vrednosti in pocasnega spro$c¢anja hranil Stevilni avtorji
porocajo o vplivu apnenega duSika na mikrobiolosko dejavnost v tleh (Miiller,
1955) in s tem na rodovitnost tal. Ze raziskave Alison (1924) in Mukeri (1932)
dokazujejo, da apneni duSik znacilno poveca Stevilo mikroorganizmov v tleh.
Bosch in Amberger (1983) iz Tehni¢ne univerze v Miinchnu navajata, da je
bioloska aktivnost tal, ki je merjena z encimsko aktivnostjo, poveCana, Ce
uporabljamo apneni dusik. Prav tako pa Shi in sod. (2009) ugotavljajo, da so
mikroorganizmi razli¢no dovzetni na apneni dusik. Znano je, da lahko glive vrste
Aspergillus in Penicillium Koristijo molekule cianamida kot vir duSika pri
razgradnji organskih snovi (celuloze) v tleh. Zaradi tega se bodo ti mikroorganizmi
v prisotnosti cianamida v tleh razmnozili, povecala se bo biodiverziteta in njihova
mnozina, s tem pa bodo po naravni poti preprecevali razvoj talnih patogenih gliv in
plesnivk (Klasse, 1999; Dixon, 2017). Nekatere rastlinske vrste kot kuStrava
grasica (Vicia villosa) ali akacija (Robinia pseudoacacia), same sintetizirajo
cianamid v listih za zascito pred boleznimi in pred konkurenénimi rastlinami.
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V literaturi lahko najdemo veliko objav o vplivu apnenega duSika na pridelek in
manj$o vsebnost duSika v rastlinah oz. njegovo kakovost. Na inStitutu za
hortikulturo v Wellesbournu v Veliki Britaniji so ugotovili, da so rastline zelja,
gnojene z apnenim dusikom, dosegle za skoraj 20 % vecjo maso glave. Povecanje
pridelka se opaza tudi pri drugih kapusnicah, kakor tudi pri krompirju, korenju idr.
Na testni postaji na Spodnjem Saskem so v dvoletnem poskusu na krompirju
ugotovili 10 % povecanje pridelka. Na testni postaji Rebstain (St. Gallen, Svica) so
v triletnem poskusu na korenju ugotovili povecanje trznega pridelka za 10 %, ¢e so
rastline gnojili z AD v primerjavi z obic¢ajnim NPK gnojilom. Di Gioia in sod.
(2017) porocajo, da se je vsebnost nitratov v rastlinah solate zmanjsala od 18 do 21
%, Ce so bile gnojene z AD v primerjavi z obi¢ajnimi gnojili. Do podobnih
rezultatov so prisli tudi Willumsen in McCall (1997), Venter (1978) ter Venter in
Fritz (1979).

Pri razgradnji apnenega dusika se tvori cianamid, ki pa je ob nepravilni uporabi
lahko fitotoksic¢en tudi za rastline. V Casu od enega do dveh tednov se cianamid v
tleh popolnoma spremeni v duSikovi obliki urea in amonij, zato se nevarnost
fitotoksi¢nosti preneha. Zaradi cianamidne faze je potrebno upostevati ¢akalno
dobo pred setvijo oz. sajenjem mladih rastlin. Cakalni ¢as je odvisen od
uporabljene koli¢ine gnojila, talne vlage in talne temperature. Pri gnojenju odraslih
rastlin hmelja se priporo¢a dodajanje apnenega dusika kot prvi obrok dognojevanja
z dusikom. Pomembno je, da gnojilo po troSenju ostane enakomerno razporejeno
na povrsini tal oz. da se prepre¢i njegovo premeScanje v primeru mocnih
povrsinskih vod. Ce se gnojilo trosi na zaskorjena tla, kjer se granule lahko sperejo
in se koncentrirajo v depresijah, se zaradi prevelike koncentracije gnojila na
povrsino, nevarnost fitotoksicnosti poveca.

Znano je, da se rodovitnost tal pri intenzivni pridelavi rastlin zmanjSuje predvsem
zaradi stalne uporabe kislih mineralnih gnojil (amonsulfat, urea, AN idr.),
fitofarmacevtskih sredstev, ¢asovno neprimerne obdelave tal, prekomerne izsusitve
ali prekomernega namakanja. Namen poskusa je bil prouciti uporabnost apnenega
dusika pri gojenju hmelja. Zeleli smo prouéiti naslednje vplive: (1) dologiti vpliv
apnenega duSika na rast in razvoj hmelja ter dolociti potencialno fitotoksi¢nost
apnenega dusika; (2) ovrednotiti njegov vpliv na pridelek in vsebnost nitratov v
storzkih; (3) ugotoviti Casovno ustrezno umestitev tega gnojila v program gnojenja;
(4) vpliv na reakcijo tal in talno mikrofloro.

2 MATERIAL IN METODE
2.1 Poljski poskus

Blo¢ni poljski poskus v treh ponovitvah smo postavili v letih od 2017 do 2019 v
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Proucevali smo osem razli¢nih gnojilnih obravnavanj (GO), ki so bila sestavljena
kot kombinacije gnojil apneni dusik (AD), urea in KAN. Gnojilo apneni dusik je
bilo umesceno za prvo dognojevanje (aplikacija pred rezjo hmelja ali konec maja)
oziroma za vsa tri dognojevanja (preglednica 1). Vklju€eni sta bili kontroli — vsa tri
dognojevanja z ureo oziroma vsa tri dognojevanja s KAN. Pri vseh obravnavanjih
smo dusSik razdelili na tri obroke in pri vsakem skupno pognojili enako koli¢ino
dugika (180 kg/ha N). Velikost osnovne parcele je bila okrog 250 m?, torej je bila
povrsina pod celotnim poskusom 6000 m?.

Preglednica 1: Termini gnojenja in gnojilna obravnavanja v poskusu v letih 2017
do 2019

Gnojilna obravnavanja (GO)

Termin

gnojema  GOkK1' - GOK2? GO3 GO4 GO5 GO6 GO7 GOS8
Pred rezjo / / 400 kg/ha / 400 kg/ha 400 kg/ha / /
(marec) AD AD AD

Konec 185 kg/ha 110 kg/ha / 400 kg/ha / / 400 kg/ha 400 kg/ha
maja KAN urea AD AD AD
Sredina 300 kg/ha 170 kg/ha 260 kg/ha 260 kg/ha 150 kg/ha 150 kg/ha 150 kg/ha 350 kg/ha
junija KAN urea KAN KAN urea urea urea AD
Zacetek  185kg/ha 110kg/ha 110 kg/ha 110 kg/ha 65 kg/ha 110 kg/ha 65 kg/ha 150 kg/ha
julija KAN urea KAN KAN urea KAN urea AD
skupaj N pri vseh obravnavanjih se je dodalo 180 kg/ha N

IGOK1: obravnavanje 1 se je uporabilo kot kontrolno obravnavanje, kjer smo uporabili gnojilo KAN.
2GOK2: obravnavanje 2 se je uporabilo kot kontrolno obravnavanje, kjer smo uporabili gnojilo urea.

Hmelj sorte Bobek, na katerem je potekal poskus (GKY:512856, GKX:122502), je
bil sajen leta 2009, hmelj sorte Celeia (GKY:512054, GKX:123032) pa leta 2013.
V preglednici 2 so prikazani rezultati analize tal pred postavitvijo poskusov. Nasad
sorte Bobek je bil spomladi leta 2017 gnojen s hlevskim gnojem v koli¢ini 15 t/ha,
med letom pa se ni uporabljalo nobeno gnojilo, ki bi vsebovalo fosfor ali kalij, le
gnojila po protokolu poskusa (preglednica 1). Hmelj sorte Celeia je bil spomladi
leta 2018 gnojen s hlevskim gnojem v koli¢ini 15 t/ha, jeseni 2018 in jeseni 2019
pa s kalijevim kloridom v koli¢ini 200 kg/ha. Po tretjem obsipanju (julija) so bile v
obeh poskusih posejane podorine.

Preglednica 2: Parametri analize tal v poskusnih hmeljiscih pred postavitvijo poskusa

Sorta | pHv P20s Razred K20 Razred Organska
. (mg/100 g . .| (mg/100 g . . o
hmelja | KCI tal) preskrbljenosti tal) preskrbljenosti | snov (%)
Bobek | 6,4 31,5 D 37,8 D 4,1
Celeia 6,3 39 D 21 C 2,6
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2.2 Meritve v poljskem poskusu

Med rastno sezono smo opazovali rast in razvoj rastlin, morebitne znake
fitotoksi¢nosti na rastlinah, merili mikrobiolosko aktivnost tal, pH tal in vsebnost
rastlinam dostopnega dusSika v tleh, vrednotili pridelek ter analizirali vsebnost
nitratov v storzkih po parcelah (preglednica 3).

Preglednica 3: Opravila na poskusu v letih 2017 do 2019

Datum Opravilo

22.3.2017 Na ustrezne parcele aplicirali gnojilo apneni dusik (AD)

?2 2 58}; Na ustrezne parcele aplicirali gnojila AD, KAN in urea

4.7.2017 Vzorcenje tal za Nmin in pH

5.7.2017 Dognojevanje pri obravnavanjih, kjer je bilo to predvideno

1.8.2017 Namakanje z bobnastim namakalnikom v koli¢ini 30 mm

10. 8.2017 Vzorc¢enje tal za mikrobiolosko aktivnost, Nmin in pH

5.9.2017 Obiranje poskusa, tehtanje pridelka po parcelah, odvzem vzorcev
storzkov za analizo na vsebnost vlage in nitratov

21.4.2018 Prvi obrok AN po rezi na predvidenih parcelah

18.5.2018 Prvo dognojevanje pri ostalih obravnavanjih, kjer je bilo predvideno. To
je nekoliko prej kot obi¢ajno, saj je v tem letu hmelj prehiteval z rastjo.

6.6.2018 Drugo dognojevanje izvedli nekoliko prej kot obicajno, saj je hmelj ze
dosegel visino 4 m.

2.7.2018 Vzorcenje tal za analizo na Nmin in pH, takoj za tem dognojevanje z
dusikom po predvidenem planu

13.8.2018 Vzorcéenje tal za pH in mikrobiolosko aktivnost

6.9.2018 Obiranje poskusa, tehtanje pridelka po parcelah, odvzem vzorcev
storzkov za analizo na vsebnost vlage in nitratov

1.10.2018 Vzorc€enje tal za analizo na Nmin

25.4.2019 Prvi obrok z AN po rezi na predvidenih parcelah

25.5.2019 Prvo dognojevanje v okviru obravnavanj, kjer je predvideno prvo
dognojevanje v tem Casu

22.6.2019 Dognojevanje pri ustreznih obravnavanjih

8.7.2019 Vzorcenje tal za Nmin in pH ter dognojevanje; predviden za zacetek
julija pri ustreznih obravnavanjih

27.8.2019 Vzorcenje za Nmin in pH ter mikrobiolosko aktivnost

10.9.2019 Obiranje poskusa, tehtanje pridelka po parcelah, odvzem vzorcev

storzkov za analizo na vsebnost vlage in nitratov

Razen opisanega gnojenja z duSikom smo poskus oskrbovali enako za vsa
obravnavanja v skladu z naceli dobre agronomske prakse. Vsaki¢ smo po troSenju
dusikovih gnojil kultivirali obmocje celotnega poskusa oziroma gnojila zadelali v
tla z obsipanjem hmelja pri tretjem dognojevanju. Meritve viSine rastlin smo
izvajali na 6 rastlinah na posameznem obravnavanju v enem bloku s teleskopskim
metrom. Vzorcenje tal za analize Nmin in pH so se izvajale na vseh parcelah, torej
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na vseh treh ponovitvah vsakega obravnavanja (skupno 24 parcel). Globina
vzorcenja tal je bila 0-25 cm, vzor¢€il pa se je medvrstni in vrstni prostor, in sicer
na 20 razlicnih mestih, ki so skupaj predstavljala en vzorec. Za vrednotenje
pridelka je bilo na posamezni parceli vsakega obravnavanja analiziranih 30 rastlin
sredinske vrste.

Mikrobiolosko aktivnost tal smo merili na osnovi dolo¢anja sploSne populacije gliv
in bakterij. Pri tem smo vzorCenja tal izvedli v mesecu avgustu, teden dni pred
obiranjem pridelka. Vzor¢ili smo vsako parcelo s sondo za vzorcenje tal (tip
04.01.SA, Eijkelkamp, Nizozemska) v globini 5-20 cm. Pred vbodom sonde smo
odstranili povrSinskih 5 cm tal, ki je najbolj izpostavljen zunanjim razmeram. Za en
vzorec (1 kg) smo skupaj opravili 10 vbodov po grobovih — v vrstnem prostoru ob
10 rastlinah sredinske vrste. Vzorci so bili do nadaljnjega procesiranja hranjeni pri
temperaturi 4 °C, vendar ne ve¢ kot 2 dni. Mikrobiolosko aktivnost smo dolocali z
smo uporabili osnovo TSA (tryptic soy agar) gojisce, za doloc¢anje gliv pa PDA
(krompirjev dekstrozni agar) gojis¢e z ustreznimi selekcijskimi dodatki (Larkin in
sod., 1993). Inkubacija bakterijskih analiz je trajala 4 dni pri temperaturi 25 °C,
medtem ko pri glivah 7 dni pri sobni temperaturi. Rezultate analiz smo izrazili v
enotah CFU/g tal.

2.3 Vremenske razmere v ¢asu poljskega poskusa

V letu 2017 smo zabelezili pomanjkanje padavin Ze v zimskih mesecih, ki se je
nato tekom vegetacije samo Se stopnjevalo. Od aprila do junija leta 2017 smo v
Zalcu zabelezili 266 mm padavin. Najve¢ deZja je padlo v aprilu (126 mm), v maju
38 mm, v juniju 102 mm. Pomanjkanje padavin smo belezili tudi v juliju (39 mm)
in avgustu (73 mm). V aprilu smo bili pri¢a velikim temperaturnim nihanjem. Prva
dekada aprila je bila ekstremno topla. V Zalcu je povprena dekadna dnevna
temperatura za 4,1 °C presegla vrednost dolgoletnega povprecje. Tudi prva
polovica druge dekade aprila je bila topla, nato pa se je ohladilo. Od druge polovice
maja do obiranja je bila povpreCna temperatura ves c¢as nad dolgoletnim
povprecjem. Poletje je zaznamovalo ve¢ vro¢inskih valov (kar 34 vrocih dni) s
kratkimi osvezitvami. To je bilo eno najtoplejSih poletij od leta 1961. Posledice
suSe so konec druge dekade junija Ze ogrozale rast in razvoj kmetijskih rastlin.

V letu 2018 je bilo v prvih treh mesecih za 109 mm ve¢ padavin kot znaSa
dolgoletno povprecje (276 mm). Marec 2018 je bil eden izmed najhladnej$ih v
zadnjih letih. Obdobje april — junij pa je zaznamovalo toplo vreme z veliko
padavinami, predvsem v obliki pogostih nalivov in neurji s toco. Toplo in vlazno
vreme v zaetku vegetacije je vplivalo na zelo hiter fenoloski razvoj hmelja. Tudi
poletje je bilo bogato s padavinami. V obdobju junij — avgust smo zabeleZzil kar 380
mm dezja. Temperature so bile zelo blizu dolgoletnega povprecja (20,4 °C). Kljub
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toplemu vremenu je avgusta padlo 109 mm dezja. Prvi dve dekadi avgusta sta bili
zelo susni, kar je lahko vplivalo na mikrobiologijo tal.

V letu 2019 je bilo v obdobju januar—-marec malo padavin (139 mm, kar je 138 mm
manj kot v letu 2018). Tudi snezna odeja je bila skromna. Pomanjkanje padavin se
je nadaljevalo tudi v mesecu marcu (42,8 mm dezja). V aprilu je bilo toplo, s
sorazmerno enakomerno razporejenimi padavinami, kar je spodbudilo rast in razvoj
hmelja. V maju je bilo zelo hladno in dezevno (povprecna temperatura zraka le
12,6 °C, za 2,7 °C niZja od vrednosti dolgoletnega povprecja; 159 mm dezja, 68
mm nad dolgoletnim povprecjem). Meteorolosko poletje (junij — avgust) je bilo
toplo (povpreCna temperatura zraka v vseh treh mesecih vi§ja od vrednosti
dolgoletnega povprecja) in sorazmerno bogato s padavinami (388 mm deZzja).

2.4 Poskusa za doloc¢anje fitotoksi¢nosti

Poskus 1. Z namenom ovrednotenja potencialne fitotoksi¢nosti smo opravili poskus
izpostavitve rastlin razliénim odmerkom apnenega dusika (AD) v letu 2017.
Rastline smo gnojili z odmerki od 200 do 1000 kg AD/ha (odmerki 0, 20, 40, 60,
80, 100 g/m? apnenega dusika). Poskus je potekal na sortah Styrian Wolf in Celeia,
in sicer v ukoreniScu z rastlinami, ki so bile vzgojene iz ukoreninjenih sadik CSA
in ne-ukoreninjenih sadik CSB (30 rastlin/odmerek/vrsto sadike). Rastline smo
ustrezno posameznem obravnavanju 3-krat v vegetaciji dognojevali. Po vsakem
dognojevanju smo gnojilo ro¢no zadelali v tla na globino 5-10 cm. V poskusu smo
10 dni po vsakem dognojevanju opravili vizualni pregled z namenom dolo¢anja
morebitnih fitotoksi¢nih reakcij na rastlinah.

Poskus 2. Kot dopolnitev poskusa 1 smo na obeh sortah opravili tudi lon¢ni poskus
na rastlinah (10 rastlin/odmerek), vzgojenih iz ukoreninjenih sadik CSA. Pri tem
smo izvedli gnojenje z enkratnim odmerkom gnojila glede na volumen lonckov (1
1) v koncentracijah, ki so simulirali naslednje odmerke: 0,01 % (= 200 kg/ha
apnenega dusika), 0,02 % (= 400 kg/ha apnenega dusika), 0,03 % (= 600 kg/ha
apnenega dusika), 0,04 % (= 800 kg/ha apnenega dusika) in 0,05 % (= 1000 kg/ha
apnenega dusika). Pojav fitoksicnosti smo vizualno ocenili teden dni po aplikaciji
gnojila.

3 REZULTATI Z RAZPRAVO
3.1 Analiza vpliva apnenega dusSika na rast rastlin in potencialno
fitotoksi¢nost

V opazovanih letih v poljskem poskusu v razvoju rastlin ni bilo zaznati razlik med
obravnavanji, prav tako ne drugih morfoloskih znakov, ki bi nakazovali vpliv
apnenega duSika na njihovo rast. Rastline so se nekoliko razlikovale v zacetku
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vegetacije le v visSini, a so do sredine junija pri vseh obravnavanjih dosegle viSino
zi¢nice. Ne moremo torej reci, da je na viSino rastlin po obravnavanjih vplival
dotedanji nacin gnojenja z dusikom (sliki 1 in 2).
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Slika 2: Visina rastlin hmelja sorte
Celeia glede na termin meritve in
obravnavanje (v cm) v letu 2019

Slika 1: Visina rastlin hmelja sorte Bobek
v poskusu glede na obravnavanje (1 do 8)
in termin meritve (v cm) v letu 2017

V poskusu dolocanje fitotoksicnosti so vizualna spremljanja v ukoreni$¢u pokazala
blago rumenenje spodnjih primarnih listov pri odmerkih 800 in 1000 kg/ha AD, kar
pa ni bistveno prizadelo rasti in razvoja rastlin. V primeru lon¢nega poskusa, ki je
simuliral enake odmerke, vendar v zaprtem sistemu lon¢ka, smo podobno kot v
ukoreni$¢u zaznali fitotoksicnost le pri odmerkih 800 in 1000 kg/ha AD, vendar je
bila ta veliko intenzivnejSa in povzroCila zaustavitev rasti rastlin in izrazito
odmiranje listne mase. Rastline v nadaljevanju vegetacije niso odmrle, ampak so
pognale nove poganjke.

3.2 Vpliv gnojenja na reakcijo tal in vsebnost dostopnega dusika v tleh

V letu 2017 se povpre¢na vrednost pH tal (tako 4. julija kot 10. avgusta) med
obravnavanji ni zna¢ilno razlikovala; pH bil je relativno visok, in sicer med 7,0 in
7,1 (preglednica 4). V letu 2018 se pH tal in koli¢ina rastlinam dostopnega dusika v
tleh nista dokazljivo razlikovala med obravnavanji pri nobenem od terminov
vzor¢enja (preglednica 5). Pri vseh obravnavanjih je bil pH nekoliko nizek za
pridelavo hmelja. V letu 2019 so bile vrednosti pH tal primerljive tako 8. julija kot
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27. avgusta med vsemi ostalimi obravnavanji, razen pri GOS8 (3 x v sezoni gnojilo
AD), kjer je bil pH znacilno visji (preglednica 6).

Pri primerjavi izmerjenega skupnega dostopnega dusika (skupni Nmin = nitratni +
amonijski dusik) med obravnavanji v zacetku julija 2017 ni bilo znacilnih razlik,
nakazane pa so viSje vrednosti Nmin pri kontrolnem obravnavanju GOK2 (187
kg/ha Nmin) ter pri GO7 (206 kg/ha Nmin). Pri slednjem smo pognojili z AD Sele
konec maja, potem pa Se pri drugem dognojevanju z UREQ; iz obeh gnojil se N
spros¢a pocasneje in je bolj ostal v tleh v susnem obdobju. Tudi v zacetku avgusta
med obravnavanji ni bilo zna€ilnih razlik. Najvis§je N min vrednosti so izmerjene
pri GOK1(193 kg/ha Nmin), GOK2(174 kg/ha Nmin), GO7 (175 kg/ha Nmin) in
GOS8 (174 kg/ha Nmin). Nizje vrednosti so bile zaznane pri obravnavanjih, kjer je
bil kot zadnji obrok v zacetku julija pognojen KAN v primerjavi z ureo. Povezave
med pH in Nmin tako 4. julija kot 10. avgusta ni bilo. Tudi povezave med Nmin 4.
7.2017 in Nmin 10. 8. 2017 ni bilo.

Preglednica 4: Rezultati analize vzorcev tal glede na parameter in datum meritve v
poskusu v letu 2017 (pH ter Nmin - amonijski in nitratni N)

Termin 4. 7. 2017 Termin 10. 8. 2017
Gnojilno pH tal  Skupni Nmin H tal Skupni Nmin

obravnavanje (kg/ha) P (kg/ha)
GOK1 7,0 a* 174 a 7,0a 193 a
GOK2 7,0 a 187 a 7,1 a 174 a
GO3 70a 152 a 7,1a 140 a
GO4 7.1a 147 a 7,1a 122 a
GO5 7,0 a 143 a 7,1a 159 a
GO6 70a 146 a 7,1a 135a
GO7 70a 206 a 7,0a 175a
GO8 7,1 a 134 a 7,1a 174 a

*Enaka ¢rka v stolpcu pomeni, da med obravnavanjema razlika ni statisticno znacilna
(p=0,05, Duncanov test mnogoterih primerjav).

Najvisja vrednost dostopnega dusika je bila v letu 2018 izmerjena pri obravnavanju
GO7 (preglednica 5). Povezava med pH tal in Nmin je bila 2. julija 2018 le
neznatna (R* = 0,08). Ugotavljamo, da so bile vsebnosti dostopnega dusika v letu
2018 Se vedno zelo visoke v mesecu septembru (po toplem avgustu z dovolj
padavin je bila mineralizacija oitno dobra), potem pa so se izgubile iz tega sloja
do zacetka oktobra.
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Preglednica 5: pH tal in dostopni N v tleh (amonijski + nitratni = Nmin) na
globini 0-25 cm

2.17. 13.8.2018 13.9.2018 1.10.2018
GO! 2018 Nitratni Amonijski Nmin Nmin Nmin

pH p N (kg/ha) N (kg/ha) (kg/ha) (kg/ha) (kg/ha) *
GOK1 54a** 56a 76 a 11a 87a 87 a 37a
GOK2 55a 57a 94 a 11a 105a 90 a 36a
GO3 53a 5,6a 88 a 12a 100a 101 a 39a
GO4 54a 5,6a 86 a 11a 97a 97 a 38a
GO5 54a 57a 99 a 10a 109a 109 a 37a
GO6 55a 5,8a 93 a 14a 107a 108 a 40 a
GO7 57a 5,6a 105 a 11a 116a 116 a 38a
GOS8 5,7a 5,6a 99 a 13a 112a 112 a 36a

'GO: gnojilno obravnavanje

*Qd tega pri vseh obravnavanjih 20 kg/ha v nitratni obliki.

**Enaka ¢rka v stolpcu pomeni, da med obravnavanjema razlika ni statisticno znacilna
(p=0,05, Duncanov test mnogoterih primerjav).

Pri analizi vsebnosti nitratnega dusSika v tleh v zacetku julija 2019 ugotavljamo
dokazljivo visjo vrednost pri obravnavanju GO7 (pred meritvijo: AD maja + urea
junija) (preglednica 6). Vec¢ja vsebnost nitratnega dusika se je sicer nakazala tudi
pri kontrolnem obravnavanju GOK2, kjer smo za vsa tri gnojenja uporabili UREO.
Amonijskega N je bilo v tleh od 19 do 50 kg/ha, razlike med obravnavanji niso bile
dokazljive, vendar opazamo vi§jo vsebnost amonijskega N pri obravnavanju
GOK1, kjer smo za vsa tri gnojenja uporabili gnojilo KAN. Konec avgusta med
obravnavanji ni bilo razlik v dostopnem dusiku v tleh. Povezave med pH tal in
dostopnim dusikom v tleh ni bilo.

Preglednica 6: Rezultati analize tal 8. 7. 2019 in 27. 8. 2019 glede na
obravnavanje (0-25 cm tal) na pH ter Nmin (nitratni + amonijski N = Nmin)

Termin 8. 7. 2019 Termin 27. 8. 2019

pH Nitr. N Amon.N Nmin pH Nitr. N Amon.N  Nmin
GO tal (kg/ha) (kg/ha)  (kg/ha) tal (kg/ha) (kg/ha) (kg/ha)
GOK1 52a 8la 50a 131a 54a 27 a 18a 44 a
GOK2 52a 94 a 24 a 118a 54a 33a 14 a 47 a
GO3 52a 84 a 34 a 118a 54a 27 a 16a 43 a
GO4 5,3a 53a 28 a 8la 55a 27 a 18a 45a
GO5 5,3a 61 a 2l a 82a 55a 24 a 17 a 41 a
GO6 55a 54 a 19a 73a 55a 2l a 16 a 37a
GO7 55a 105b 28 a 133a  55a 23 a 16a 39a
GOS8 5,8b 46 a 23 a 69a 58D 25a 17 a 42 a

'GO: gnojilno obravnavanje
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33 Mikrobioloska aktivnost tal

Vpliv apnenega dusika in ostalih dusi¢nih gnojil na celokupno populacijo gliv in
bakterij v tleh smo ugotavljali z vzorcenji po opravljenih vseh terminih gnojenja
oz. teden dni pred obiranjem pridelka. Rezultati so v vseh treh letih pokazali
primerljiv nivo populacije gliv med posameznimi obravnavanji (preglednica 7).
Izjema je obravnavanje GO4 v letu 2019, pri katerem smo ugotovili statisti¢no
znacilno visjo populacijo gliv od vseh ostalih obravnavanj. Pri tem tega ne
povezujemo z na¢inom gnojenja ali z uporabljenimi gnojili, ampak pripisujemo to
vplivu vzorcenja, kjer je lahko prislo do tockovnega zajetja dela tal z bogatejSim
deleZzem organske mase v razpadanju. Med leti izstopajo rezultati leta 2018, ko smo
pri vseh obravnavanjih zaznali priblizno 3—5x nizjo populacijo gliv kot v letih 2017
in 2019. TakSen odklon pripisujemo predvsem nadpovprecno vroem in suhem
obdobju v zadnji dekadi julija in prvih dveh dekadah avgusta, kar je najverjetneje
vplivalo na znizano mikrobiolosko aktivnost tal.

V primeru bakterijske populacije prav tako nismo zaznali statisti¢nih razlik med
obravnavanji, ki bi nakazovale na neposredni vpliv posameznega tipa ali
kombinacije gnojil na razvoj bakterij. Edina statisticno znacCilna razlika med
obravnavanji je bila zaznana v letu 2018 med GOl in GO7, vendar ta rezultat
pripisujemo predvsem heterogenosti tal poskusnega polja in vremenskim razmeram
v letu 2018.

Preglednica 7: Rezultati dolocanja talne celokupne populacije gliv in bakterij v
obdobju 2017-2019 v poskusu preskusanja razlicnih gnojilnih obravnavanj
dusicnih gnojil

2017 2018 2019

Glive Bakterije Glive Bakterije Glive Bakterije
GO* | (CFU/gtal) | (CFU/gtal) | (CFU/gtal) | (CFU/gtal) | (CFU/gtal) | (CFU/g tal)

x 10* x 10° x 10* x 10° x 10* x 10°
GO1 25a 33,68 a 0,55 a 20,76 b 4,11a 47,76 a
GO2 2,8a 7,18 a 0,61 a 9,36 ab 3,33 a 57,03 a
GO3 2,6a 1542 a 0,73 a 8,36 ab 3,26 a 62,7 a
GO4 33a 5,61 a 0,74 a 12,03 ab 6,26 b 36,96 a
GO5 29a 5,13 a 0,81a 12,63 ab 3,61 a 54,7 a
GO6 2,7a 8,85a 0,83 a 12,56 ab 3,67 a 25,86 a
GO7 24a 28,94 a 0,92 a 49 a 3,57 a 29,56 a
GOS8 2,6a 12,81 a 0,92 a 8,66 ab 3,85a 43,53 a

*GO — gnojilno obravnavanje (za podrobnosti glej Preglednico 1)
**Enaka ¢rka v stolpcu pomeni, da med obravnavanjema razlika ni statisticno znacilna
(p=0,05, Duncanov test mnogoterih primerjav).
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34 Pridelek hmelja in vsebnost nitratov v storzkih

V pridelku hmelja med obravnavanji so bile znacilne razlike v letu 2018. Zaradi
velikih razlik med ponovitvami in posledi¢no velike variabilnosti med izmerjenimi
vrednostmi, znacilnih razlik v letih 2017 in 2019 ni bilo. Se pa tudi v teh letih
nakazujejo pomembni trendi v velikosti pridelka (preglednica 7).

Preglednica 7: Pridelek hmelja (kg suhe snovi) in vsebnost nitratov v storzkih
glede na cas meritve in obravnavanje v poskusu v letih 2017 do 2019

Pridelek | Pridelek/ | Nitrati | Pridelek | Pridelek/ o Pridelek | Pridelek/ S
. . Nitrati v ; Nitrati v
(kg/ha rastlino v (kg/ha rastlino o (kg/ha rastlino s
GO o storzkih storzkih
suhe (kg suhe | storzkih suhe (kg suhe (g/ke) suhe (kg suhe (g/kg)
snovi) snovi) (g/kg) snovi) snovi) ke snovi) snovi) £
2017 2018 2019

GOK1 1792 a 0,63 a* 11,10a 1708 a 0,53 a 10,50 a 1837 a 0,57 a 10,00 bed

GOK2 | 1897 a 0,64 a 11,27 a 1701 a 0,57 a 10,30 a 1830 a 0,60 a 11,60d

GO3 2150 a 0,72 a 11,78 a 1998 b 0,61 a 10,30 a 1796 a 0,55a 7,90 a

GO4 1720 a 0,63 a 11,35a | 1859 ab 0,56 a 9,40 a 1840 a 0,55a 9,20 abc

GO5 1705 a 0,56 a 12,94a | 1770 ab 0,59a 10,70 a 1942 a 0,64 a 9,00 ab

GO6 1523 a 0,55a 9,09 a 1983 b 0,59 a 10,20 a 2019 a 0,63 a 9,70 abed

GO7 1594 a 0,62 a 9,82a 1891 ab 0,64 a 10,50 a 1772 a 0,55a 10,50 bed

GO8 1763 a 0,60 a 11,20a | 1917 ab 0,56 a 10,50 a 1975 a 0,58 a 11,20 cd

*GO — gnojilno obravnavanje
*Enaka ¢rka v stolpcu pomeni, da med obravnavanjema razlika ni statisticno znacilna
(p=0,05, Duncanov test mnogoterih primerjav).

Glede na pridelek sta se dobro nakazali obravnavanji GO3 (AD ob rezi + 2x KAN)

in GO6 (AD ob rezi + 1x urea + 1x KAN), kjer ugotavljamo sledece:

e V suSnem in toplem letu 2017 je bil najvecji povpreéni pridelek (2150 kg/ha)
izmerjen pri obravnavanju GO3 (sicer ne znacilno najvecji). Pridelek je bil vedji
za 20 % v primerjavi s kontrolnim obravnavanjem GOK1 (1792 kg/ha) in za 13
% v primerjavi s kontrolnim obravnavanjem GOK2 (1897 kg/ha).

e V letu 2018 je bil pridelek storzkov znacilno vecji pri GO3 (1998 kg/ha) in
GO6 (1983 kg/ha) kot pri kontrolnih obravnavanjih GOK1 in GOK2. Pridelek
je bil vecji pri GO3 za 17 % pri GO6 pa za 16 % v primerjavi s kontrolnima
obravnavanjema.

e V letu 2019 je bil najvecji pridelek izmerjen pri GO6 (2019 kg/ha) (sicer ne
znacilno najvecji), ki je bil za 10 % vecji kot pri kontrolnih obravnavanjih.

Ce analiziramo podatke vseh treh let skupaj, je pridelek obravnavanja GO3 najvedji
(1981 kg/ha), vendar razlika z ostalimi obravnavanji ni znacilna. Sledita
obravnavanji GOS8 (1885 kg/ha) in GO6 (1841 kg/ha).

Tako pri obravnavanju GO3 kot GO6 smo kot prvi obrok dusika potrosili AD ob
rezi v koli¢ini 80 kg/ha N. Ce ti dve obravnavanji primerjamo z obravnavanji GO4
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(AD v maju + 2 x KAN) in GO7 (AD v maju + 2 x urea), ugotovimo, da je bolje
gnojilo AD aplicirati v marcu in ne Sele v maju, saj sta obravnavanji GO4 in GO7
dosegali oziroma nakazali nizje pridelke. Ce primerjamo obravnavanji GOS5 (AD
ob rezi + 2 x urea) in GO6 (AD ob rezi + urea + KAN) ugotovimo, da je bilo za
tretje dognojevanje bolje uporabiti KAN, saj se je obravnavanje GO6 v letih 2018
in 2019 izkazalo z ve&jim pridelkom in niZjo vsebnostjo nitratov v storzkih. Ce
primerjamo obravnavanji GOK2 (3% urea) in GO7 (AD v maju + 2X urea),
ugotovimo da dognojevanje samo z ureo vpliva slabse na pridelek, saj se je
obravnavanje GO7 kar v dveh letih (2017 in 2019) nakazalo z najslab$im
pridelkom. Ce primerjamo obravnavanji GOK1 (3 x KAN), GO3 (AD ob rezi + 2
x KAN) in GO4 (AD v maju + 2 x KAN) ugotovimo, da je gnojilna kombinacija
AD + KAN boljsa kot uporaba samo KANa v vseh treh dognojevanjih. Pomemben
je tudi cCas uporabe AD. Vecje pridelke smo izmerili, ¢e smo uporabili AD ob rezi.
Obravnavanje GOS8, sestavljeno iz vseh treh obrokov N v obliki gnojila AD, je
imelo pridelek med zgornjo polovico obravnavanj v vseh letih.

V vsebnosti nitratov v storzkih v dveh letih ni bilo znacilnih razlik med
obravnavanji, so pa bile le-te v letu 2019, ko je bila znacilno najniZja vsebnost
nitratov pri obravnavanju GO3 (AD ob rezi + 2x KAN). Vendar je v tem letu imelo
to obravnavanje tudi majhen pridelek, kateri je bil v prejsnjih letih pri tem
obravnavanju GOK2, kjer smo vsa tri dognojevanja opravili z ureo. Visoke
vsebnosti nitratov (Sicer ni natanne meje za vsebnost nitrata v storzkih, meje so v
razli¢nih delih sveta razli¢ne, se pa vecina pivovarn drzi meje 10 g/kg) v primerjavi
z drugimi obravnavanji opazamo v tem letu tudi pri GO7 (AD v maju + 2 X urea)
in GOS8 (3x AD); vsem je skupno to, da so imeli zadnji obrok dusika pognojen z
gnojilom, iz katerega se N spro$¢a pocasneje. V poletju, sorazmerno bogato s
padavinami, se je predvidoma gnojilo KAN raztopilo in se absorbiralo prej v
primerjavi z ureo in AD, iz katerih se je N sproscal pocasneje in se pozno
absorbiral v rastline.

4 ZAKLJUCKI

sortah hmelja Bobek (v letu 2017) in Celeia (v letih 2018 in 2019) ugotavljamo, da
uporaba AD ni vplivala zaviralno na rast in razvoj rastline hmelja (letni odmerek
400 kg/ha AD), ne glede na casovno razporeditev odmerkov. Pri ugotavljanju
fitotoksi¢nosti apnenega dusika na sortah StyrianWolf in Celeia smo zaznali rahlo
fitotoksicnost, ¢e smo uporabili AD v koli¢ini 800 oziroma 1000 kg/ha AD v
ukoreniscu in fitotoksi¢no delovanje pri teh dveh odmerkih v poskusu v loncih.

pH tal je bil v tretjem letu poskusa visji na parcelah, kjer smo gnojili samo z
apnenim dusikom GOS8 (povecal se je s pH 5,6 v letu 2018 na pH 5,8 v letu 2019).
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Rezultati poskusa nakazujejo ugotovitve Miranda (1975), da se tla ne zakisajo, ¢e
se gnoji z apnenim dusikom. Ce primerjamo vrednosti v avgustu absolutno in jih
primerjamo med letoma 2018 in 2019, ugotovimo, da se je pH vrednost znizala na
parcelah, kjer smo uporabljali gnojili KAN (s pH 5,6 na pH 5,4) in urea (s pH 5,7
na pH 5.,4).

Pri ugotavljanju vsebnosti dostopnega dusSika v tleh z hitrim nitratnim testom
nismo ugotovili znalilnih razlik med gnojilnimi obravnavanji, razen v enem
terminu (8. julij 2019) je bila v tleh znacilno vecja vsebnost nitratnega N pri
obravnavanju GO7.

Rezultati poskusa so pokazali, da razli¢ni tipi in kombinacije duSi¢nih gnojil
umerjeni na enak celoletni odmerek (180 kg/ha) niso vplivali na bistvene
spremembe v celokupni populaciji gliv in bakterij. Pri tem seveda moramo
izpostaviti, da bi lahko dodatne meritve posameznih tipov gliv in bakterij kot je
skupina mikrobioloskih indikatorjev rodovitnosti in zdravstvenega stanja tal (npr.
glive iz rodu Trichoderma, Gliocladium in bakterije iz rodov Pseudomonas in
Bacillus) (Berg in sod., 2006; Fravel, 2005) pokazala pozitiven ali negativen vpliv
posameznih GO na mikrobiologijo tal. Poudariti je potrebno tudi relativno kratek
¢as izvajanja poskusa na obeh lokacijah in primerljive pH vrednosti med vsemi GO
v vseh treh letih, kar prav tako pomembno vpliva na mikrobiolosko aktivnost tal
(Lauber in sod., 2009).

Glede na koli¢ino pridelka ob hkratnem podatku, da gnojilo AD deluje pozitivno
na mikrobiolosko dejavnost tal, sta se nakazali dobri kombinaciji obravnavanji
GO3 (AD ob rezi + 2x KAN) in GO6 (AD ob rezi + 1x urea + 1x KAN). Ce
pognojimo z AD ob rezi in za drugo dognojevanje uporabimo UREO, potem je
glede pridelka in vsebnosti nitratov bolje, da za tretje dognojevanje uporabimo
KAN in ne uree. Gnojilo AD (400 kg/ha) je bolje aplicirati v marcu in ne Sele v
maju. Gnojilna kombinacija AD + 2x KAN se je nakazala kot boljSa v primerjavi z
uporabo 3x KAN. Obravnavanje GOS8, sestavljeno iz vseh treh obrokov N v obliki
gnojila AD, je imelo pridelek med zgornjo polovico obravnavanj v vseh letih.
Rezultati nakazujejo, da je glede vsebnosti nitratov uporaba gnojil urea in AD za
tretje dognojevanje manj primerna. Dusik se iz uree in AD pocasneje sprosca kot iz
KANa, zato je bolje, da se za tretje dognojevanje uporabi KAN.

Na osnovi rezultatov poskusa ugotavljamo, da je vkljuCevanje gnojila AD v
pridelavo hmelja smiselno, saj se je v dolo¢enih kombinacijah nakazalo s
pozitivnim vplivom na pridelek in ugodnim vplivom na reakcijo tal. Pri tem je
potrebno poudariti, da bo potrebno smotrnost uporabe v bodoce AD analizirati tudi
na nivoju ekonomike pridelave z upoStevanjem Se ostalih agronomskih dejavnikov,
kot so vpliv AD na prepreCevanje talnih povzrociteljev bolezni in Skodljivcev,
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prednosti poCasnega sproscanja hranil in vsebnost kalcija, ki vpliva na uravnavanje
reakcije tal.
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Izvlecek

V raziskavi smo ovrednotili tehnoloski potencial hmeljevine za proizvodnjo papirja
in embalaznih izdelkov. Dolocili smo kemijsko sestavo biomase, in sicer vsebnost
celuloze, hemiceluloze, lignina, ekstraktivnih snovi in pepela. Delez celuloze se je
v povprecju gibal med 30 in 35 %. Hmeljevino smo laboratorijsko delignificirali po
sulfatnem oz. kraft postopku z 38 % izkoristkom. Dobljena vlakna smo pregledali
pod mikroskopom in jim izmerili opticne ter mehanske lastnosti. Vlakna so zelo
temna (ISO belina 16,2 %), nehomogena in imajo slabso jakost (utrzna dolzina
2942 m pri stopnji mletja 39 °SR) kot lesna in konopljina. S primerno
predobdelavo hmeljevine ter z optimiranjem delignifikacije in mletja lahko tudi na
pilotnem nivoju proizvedemo vlakna in papir iz hmeljevine za embalazne namene.
Kljuc¢ne besede: hmeljevina, kemijska sestava, delignifikacija, lastnosti vlaken,
proizvodnja embalaznega papirja

USE OF HOP BIOMASS FOR PRODUCTION OF CELLULOSE FIBERS
AND PAPER

Abstract

Technological potential of hop biomass for paper and packaging production has
been evaluated. Chemical composition of raw biomass including cellulose,
hemicellulose, lignin, extractives and ash has been determined. Average portion of
cellulose has ranged between 30 and 35 %. Hop biomass has been delignified on
laboratory level according to sulphate or kraft procedure with 38 % pulp yield. The
produced fibers have been examined under microscope after which optical and
mechanical properties have been determined. Fibers are very dark (ISO whiteness
16,2 %), inhomogeneous and have lower strength (breaking length 2942 m at 39
°SR drainability) compared to wood and hemp. By implementation of appropriate
pretreatment of hop biomass as well as optimisation of delignification and refining
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processes it is possible to produce fibers and paper for packaging purposes on pilot
level.

Key words: hop biomass, chemical composition, delignification, fiber properties,
packaging paper production

1 UvVOD

Lignocelulozna biomasa, ki sestavlja razlicna rastlinska tkiva, predstavlja bogat vir
tehnoloSko uporabnih komponent, ki so potencialna surovina za posamezne
gospodarske panoge, kot so papirna, tekstilna, kemi¢na in farmacevtska industrija.
Najpomembne;jsi je sicer les, ki se uporablja v gradbeniStvu, pohistveni industriji
ter za proizvodnjo celuloze in papirja, vendar pa imajo podobno kemijsko sestavo
tudi oleseneli deli drugih rastlin. V kmetijstvu nastajajo po Zetvi kulturnih rastlin in
obrezovanju sadnih dreves velike koli¢ine odpadne biomase, ki jo vefinoma
sezigajo, kompostirajo ali uporabijo za steljo in krmilo v Zivinoreji pri ¢emer
surovinski potencial materiala ni optimalno izkori$¢en (Ashori, 2006).

Lignocelulozno biomaso sestavljajo trije strukturni polimeri, in sicer celuloza,
hemiceluloza in lignin, poleg teh pa najdemo v njej Se nizkomolekularne
ekstraktivne spojine ter anorganske soli. Prevladujoca komponenta je celuloza, ki
je najbolj razSirjena organska snov v naravi. Sestavljena je iz velikega Stevila
glukoznih enot, ki se povezujejo v ravne verige, te pa preko vodikovih vezi v vecje
strukturne enote, imenovane fibrile, ki sestavljajo celicne stene vlaken.
Hemiceluloza je razvejan polisaharid, ki ga sestavljajo pentozne (ksiloza,
arabinoza) in heksozne (glukoza, manoza, galaktoza) monomerne enote in se prav
tako nahaja v celicnih stenah. Lignin je v nasprotju z ogljikovimi hidrati
tridimenzionalni, aromatski polimer, ki veze posamezna vlakna v trdno strukturo.
Sestavljajo ga fenil-propanske enote, ki se med sabo povezujejo preko razlicnih
kemijskih vezi. Posamezne vrste lignocelulozne biomase vsebujejo razlicne
vsebnosti omenjenih strukturnih komponent. Obic¢ajno prevladuje celuloza, in sicer
zna$a njena vsebnost od 25 do 55 %, koncentracija hemiceluloz se giblje od 25 do
50 % in lignina od 15 do 40 % v suhi masi snovi. Najvecji delez celuloze se nahaja
v lesu, in sicer ve¢ kot 40 % (Fengel in Wegener, 1984; Stenius, 2000, Alen, R.,
2011).

Celulozna vlakna oz. olesenele celice so osnovna surovina za proizvodnjo papirja.
Vlakna izoliramo iz biomase s kemijskim postopkom delignifikacije, pri katerem
se pri visoki temperaturi in tlaku ob dodatku ustreznih reagentov lignin pretvori v
topno obliko in se izlo¢i v obliki ligninske luZznice. Danes je v svetu najbolj
razSirjen tehnoloski postopek pridobivanja celuloze alkalni sulfatni oz. kraft
postopek, pri katerem se kot reagent uporablja zmes NaOH in Na,S. Ligninske
molekule se med delignifikacijo cepijo v manjse fragmente, ki se v obliki natrijevih
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soli raztopijo v luznici. Pri delignifikaciji se obic¢ajno odstrani tudi velik del
hemiceluloze in ekstraktivnih snovi. Pridobljeno surovo celulozno pulpo je treba se
temeljito sprati, razvlakniti in prebrati, da loc¢imo trske od vlaken. Za proizvodnjo
razlinih vrst papirja se izvaja mletje oz. defibriliranje, pri Cemer vlaknom
povecamo aktivno povrSino in s tem omogoc¢imo boljSo vezavo v papirno strukturo
in vi§je mehanske lastnosti. Po potrebi vlakna tudi belimo. Ligninska luznica se po
zgostitvi obi¢ajno uporablja kot energent, je pa tudi vir aromatskih spojin, ki imajo
visoko trzno vrednost (Gullichesen in Fogelholm, 1999; Kopania in sod., 2012;
Ververis in sod., 2003).

Primernost odpadne biomase za proizvodnjo celuloznih vlaken ni odvisna zgolj od
zadostnega deleza vlaken ampak tudi od njihovih morfoloskih (dolzina, Sirina,
debelina celi¢ne stene) in mehanskih (utrzni, raztrzni in razpocni indeks) lastnosti.
Vlakna iglavcev, ki so najpomembnejsa za proizvodnjo papirja so relativno dolga
in ozka in bistveno vplivajo na mehansko jakost, medtem ko so vlakna listavcev
krajsa in SirSa zato prispevajo k voluminoznosti, mehkobi in hkrati izboljSujejo
tiskovne lastnosti papirja. Obi¢ajno uporabljamo pri izdelavi papirja meSanico
dolgih in kratkih vlaken, poleg teh pa tudi anorganska polnila, $krob, klejivo in
druga ustrezna pomozna sredstva. Za proizvodnjo 1 tone papirja potrebujemo 3
tone lesa oz. 17 dreves, ki v povprecju postanejo primerna za secnjo Sele po 50 in
ve¢ letih rasti. Zaradi poCasnega prirasta lesne biomase in njenih omejenih zalog
postajajo vse bolj zanimivi alternativni viri, npr. ostanki stebel po zetvi ali obiranju
pridelka (Karlsson, 2006). Med take ostanke pristevamo tudi hmeljevino.

Hmelj (Humulus lupulus L.) pripada druzini konopljevk, pri katerih stebelno
biomaso sestavljata dve vrsti vlaken, in sicer dolga likova (li¢je) v skorji in kratka
lesna v sredici. Li¢je vsebuje visok odstotek celuloze (> 70 %) in malo lignina (<
10 %), medtem ko ima sredica podobno kemijsko sestavo kot les. Pri tehnoloSkem
pridobivanju vlaken iz hmeljevine je obe vrsti zelo tezko oz. skoraj nemogoce
mehansko lociti med seboj, zaradi kompaktne strukture stebel (Reddy in Yang,
2009; Gaspari¢ in sod. 2012). Medtem, ko so vlakna sorodne konoplje
tradicionalna surovina v papirniStvu (Zule in sod., 2013), pa o uporabnosti
hmeljevine v literaturi nismo nasli relevantnih podatkov. Namen nase raziskave je
bil karakterizacija kemijske sestave hmeljevine in ocena njenega tehnoloskega
potenciala za pridobivanje celuloznih vlaken in proizvodnjo papirja.

2 MATERIALI IN METODE
2.1 Vzorci
Vzorce hmeljevine smo prejeli direktno iz nasadov hmelja v Savinjski regiji, in

sicer v mesecu septembru 2017, 2018 in 2019, takoj po Zetvi stebelne biomase.
Najprej smo odstranili listje, preostali del pa posusili na zraku. Nekaj stebel smo
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narezali na 1 cm velike fragmente, ki smo jih nato zmleli v laboratorijskem mlinu
RETSCH ZM 200 do velikosti delcev 0,5 mm, Tako pripravljene vzorce smo nato
uporabili za doloCitev kemijske sestave. Pred delignifikacijo smo zra¢no suha
stebla hmeljevine narezali na priblizno 5 cm velike fragmente.

2.2 Kemijska analiza

Dolocili smo vsebnost celuloze, hemiceluloze, lignina, lipofilnih in hidrofilnih
ekstraktivov ter pepela. Analize smo izvajali v skladu s standardnimi ali
uveljavljenimi gravimetri¢nimi metodami.

Suhoto smo dolo¢ili v skladu s SIST EN 14346 s suSenjem zmletih vzorcev pri 105
°C do konstantne mase.

Pepel smo dolo¢ili s sezigom suhih vzorcev pri 525 °C v skladu s TAPPI T211 om-
12. Vsebnost pepela (anorganske snovi) smo podali kot % v suhi masi

Vsebnost ekstraktivov (heksanski in etanolni ekstrakt - lipofilni in hidrofilni
ekstraktivi) smo dolocili v skladu s standardom TAPPI T204. 5 g vzorca smo 8 ur
ekstrahirali s heksanom v Soxhlet ekstraktorju. Dobljeni ekstrakt smo posusili na
vakuumskem uparjalniku in nato Se pri 105 °C do konstantne mase in stehtali.
Ekstrakcijo smo nadaljevali z etanolom pri enakih eksperimentalnih pogojih.
Vsebnost heksanskega ekstrakta (lipofilni ekstraktivi) in etanolnega ekstrakta
(hidrofilni ekstraktivi) smo podali kot % v suhi masi.

Vsebnost celuloze smo dolocili s Kiirschner —Hofferjevo metodo. 1 g vzorca, ki
smo ga predhodno ekstrahirali z etanolom smo zmesali s 25 mL nitracijske zmesi
(20 mL 65 % HNOs in 80 mL etanola) in 1 uro segrevali na vodni kopeli pod
refluksom. Postopek smo ponovili trikrat z enakim volumnom nitracijske zmesi, na
to pa zmes odstranili in dodali 100 mL destilirane vode in pustili vreti 30 minut. Po
tem smo vzorec prefiltrirali skozi steklen filterni loncek srednje gostote, trden
preostanek pa temeljito sprali z etanolom in vroco vodo, posusili pri 105 °C in
stehtali. Vsebnost celuloze smo izracunali kot % v suhi masi vzorca (Kiirschner in
sod., 1931).

Hemicelulozo smo dolocili v skladu s kloritno metodo. 0,5 g predhodno
ekstrahiranega vzorca smo dodali 60 mL vode, 100 pL ledocetne kisline in 0,5 g
natrijevega klorita in stresali 1 uro pri 70 °C. Po tem ¢asu smo dodali 100 pL
ledocetne kisline in 0,5 g natrijevega klorita ter ponovno segrevali pri enakih
pogojih z ob¢asnim meSanjem. Po treh zaporednih ponovitvah smo zmes ohladili in
trden preostanek (holoceluloza) prefiltrirali skozi steklen filterni lonc¢ek srednje
gostote. Izolirano holocelulozo (celuloza + hemiceluloza) smo sprali z vro¢o vodo,
posusili pri 105 °C in stehtali. Vsebnost hemiceluloze smo izracunali tako, da smo
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od vsebnosti holoceluloze odsteli predhodno doloceno celulozo. Vrednost smo
izrazili kot % v suhi masi (Wise in sod., 1946).

Lignin smo dolocili kot Klasonov lignin po predhodni ekstrakciji z etanolom, v
skladu s TAPPI T222-om11. 1 g vzorca smo dodali 15 mL 72 % zveplene kisline,
ki pri sobni temperaturi hidrolizira celulozo in hemicelulozo do enostavnih
sladkorjev. Po 2 urah smo vzorcu dodali toliko vode, da se je koncentracija kisline
znizala na 3 %. Zmes smo pustili vreti 4 ure, nakar smo jo prefiltrirali skozi steklen
filterni loncek srednje gostote. Filterni preostanek smo sprali z vroco vodo, posusili
pri 105 °C in stehtali. Vsebnost lignina smo podali kot % v suhi masi.

Vse analize smo izvedli v 3 paralelkah. Dobljeni rezultati so povpre¢ne vrednosti
vseh meritev.

Sestavo posameznih izoliranih frakcij smo preverjali s pomocjo FTIR
spektroskopske analize.

Infrardece spektre visoke lo¢ljivosti smo posneli na aparatu Perkin Elmer Spectrum
Two v ATR tehniki, in sicer v obmo&ju med 400 in 4000 cm™.

23 Delignifikacija biomase

400 g suhe biomase smo v laboratorijskem delignifikatorju zmesali z 2 litra vodne
raztopine NaOH in Na,S, katerih koncentracija je bila 18 % in 6 % glede na suho
maso vzorca. Delignifikacija je potekala pri 160 °C 3 ure pri tlaku 7 bar. Uporabili
smo delignifikator proizvajalca UECIN s prostornino 5 litrov. Po koncani
delignifikaciji smo odstranili nastalo ligninsko luznico, izolirano celulozno pulpo
pa temeljito sprali z vodo, da smo odstranili ostanke kemikalij in lignina ter
dolocili vlakninski izkoristek. Groba celulozna vlakna smo nato pomleli v Valley
mlinu do ustrezne stopnje, ki smo jo dolocili po standardu ISO 5267-1.

24 Mikroskopija vlaken
Vlakna smo pregledali pod opti¢nim mikroskopom Nikon pri 40 kratni povecavi.
2.5 Mehanske in opti¢ne lastnosti

Stopnjo mletja smo dolocili iz vlakninske suspenzije po ISO 5267-1. Mehanske
lastnosti smo dolo¢ili iz vlakninskih listov, ki smo jih pripravili v skladu s
standardom ISO 5269-2 na laboratorijskem oblikovalniku Rapid-Kothen. V skladu
s standardnimi metodami smo ovrednotili naslednje parametre: gramaturo (ISO
536), debelino in specificni volumen (ISO 534), utrzne lastnosti (ISO 1924-2),
raztrzni indeks (ISO 1974), razpo¢ni indeks (ISO 2758), togost (2493-1), poroznost
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(ISO 5636-3), gladkost (ISO 5627), hrapavost (8791-2), ISO belino (ISO 2470-1)
in opaciteto (ISO 2471).

3 REZULTATI

Rezultati kemijske analize stebelne biomase so zbrani v preglednici 1.
Prevladujoca komponenta je celuloza, katere vsebnosti so se gibale med 30 in 35
%, kar je v primerjavi z lesom (40 - 45 %) znatno manj. Nekoliko manj je tudi
lignina, medtem ko so koncentracije pepela in ekstraktivnih komponent
sorazmerno visoke. Med slednjimi prevladujejo hidrofilne, v etanolu topne
nizkomolekularne spojine, med katerimi obi¢ajno najdemo tudi bioaktivne, fenolne
komponente, ki predstavljajo zascito tkiv proti mikrobom in insektom, medtem ko
se v heksanskem ekstraktu olesenelih rastlinskih tkiv nahajajo predvsem mascobne
kisline, steroli, voski in trigliceridi (Stenius, 2000). Natan¢nejSe sestave
ekstraktivnih snovi v sklopu projekta nismo dolocali.

Preglednica 1. Kemijska sestava stebelne biomase hmelja

leto suha pepel heksanski | etanolni celuloza hemi- lignin
- snov o ekstrakt ekstrakt o celuloza A
vzorcenja %) (%) %) %) (%) (%) (%)
2017 95 6,3£0,3 | 0,80+0,04 | 7,8+0,4 30+2 28+1 18+1
2018 95 5,4£0,3 | 0,55+0,03 | 7,9+0,4 3542 3242 20+1
2019 97 6,7£0,4 | 0,96+0,05 | 9,8+0,5 3242 29+2 19+1

Vse omenjene komponente smo kvantitativno ovrednotili po izolaciji iz biomase.
Cistost posameznih izoliranih frakcij smo preverjali s pomo&jo FTIR spektrov.
Slika 1 prikazuje spektra zmlete hmeljevine in izolirane celuloze. Prvi vsebuje
karakteristicne absorpcijske vrhove celuloze (897, 1031, 1054, 1160, 1104, 1315,
1368, 1428 in 1634 cm™), hemiceluloze (1732 in 1240 cm™) in lignina (1614 in
1509 c¢cm!), medtem ko na spektru celuloze ni ve¢ absorpcijskih vrhov slednjih
dveh (Xu in sod., 2013).
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Slika 1: FTIR spektra hmeljevine in izolirane celuloze

Posneli smo tudi FTIR spekter pepela (slika 2), ki ima karakteristicne absorpcijske
vrthove kalcijevega karbonata (1404, 872 in 711 cm™) in silikata (1035 cm™)

(Kalembkiewicz in sod., 2018).
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Slika 2: FTIR spekter pepela hmeljevine
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Pri delignifikaciji narezane, zracno suhe biomase smo dobili 38 % izkoristek
surove celulozne pulpe. Pridobljena vlakninska masa je bila temno obarvana in
zelo nehomogena. Vsebovala je precejSen delez zelo dolgih vlakninskih prepletov,
zato obiCajen laboratorijski postopek nadaljnje obdelave, vkljucujo¢
razvlaknjevanje, prebiranje (lo¢ba vlaken od trsk) in homogenizacijo, ni bil mogo¢
zaradi dolgih, nitastih struktur, ki jih je bilo nemogoce loc€iti na posamezna vlakna.
Material se zapleta na strojni opremi, zato je nadaljnje procesiranje zelo otezeno.
Temeljito sprano celulozno pulpo smo v nadaljevanju mehansko obdelali v Valley
mlinu z namenom zrahljanja omenjenih, kompaktnih struktur. Mikroskopski
pregled je pokazal, da tako pripravljeno maso sestavljajo dolga nitasta vlakna,
poleg teh pa tudi drugi delci, npr. prevodne celice s perforirano povr$ino in
posamezne trske oz. skupki (slika 3).

Slika 3: Mikroskopija (40x povecava) Slika 4: Hmeljevina, pulpa in
viakninski list

Iz celulozne pulpe smo pripravili vlakninske liste (slika 4) in izmerili
najpomembnej$e mehanske in opticne lastnosti. Rezultati so zbrani v preglednici 2.

Listi so bili temno obarvani, saj je bila izmerjena belina zgolj 16,2 % (lestvica od 1
do 100). Izmerjena utrzna dolZzina 2942 m pri srednji stopnji mletja 39 °SR
nakazuje slabso mehansko jakost vlaken kot v primeru lesnih vrst pri enaki stopnji
mletja, kjer vrednosti presegajo 6000 m. Utrzna dolZina je dolzina papirnega traku,
pri kateri se trak pretrga zaradi lastne teZe. Primerjava s sorodno konopljo pokaze,
da ima ta pri skoraj enaki stopnji mletja (36°SR) utrzno dolzino, ki presega 8000
m. Poleg tega ima konoplja tudi visji razpo¢ni indeks (3,86 kPam?/g) a manjsi
raztrzni indeks (2,47 mNm?/g) (Zule, 2016).
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Preglednica 2: Mehanske in opticne lastnosti viaken hmelja

Parameter Vrednost
stopnja mletja [°SR] 39
gramatura [g/m?] 65,5
debelina [um] 154
specifi¢ni volumen [cm®/g] 2,35
utrzni indeks [Nm/g] 28,9
utrzna dolZina [m] 2942
raztrzni indeks [mNm?/g] 3,42
razpo¢ni indeks [kPam?/m] 1,3
togost L&V,15° [mN] 63
gladkost Bekk [s] 6,8
poroznost Bendtsen [mL/min] 902
hrapavost PPS [um] 5,92
ISO belina [%] 16,2
opaciteta [%] 100,9

Iz hmeljevine, ki vsebuje v povprecju okrog 33 % celuloze, je z delignifikacijo
mozno pridobiti surovo, vlakninsko pulpo. Zaradi Zilavosti materiala in
prepletenosti vlakninskih sveznjev, je po obicajnem laboratorijskem postopku, ki
sledi delignifikaciji, prakticno nemogoce izolirati homogeno maso, ki bi jo
sestavljala posamezna vlakna. Z alternativnim postopkom mletja v Valley mlinu
lahko celulozno pulpo sicer delno razvlaknimo, vendar pa material Se naprej ostaja
precej nehomogen. V vsakem primeru bi bilo treba celoten laboratorijski postopek
od priprave biomase za delignifikacijo do razbitja nitastih struktur v surovi pulpi in
izolacije posameznih vlaken optimirati (Oggiano in sod., 1997; Mohieldin, 2014).

Prenos na pilotni nivo je zaradi kompaktnosti materiala dokaj zahteven, vendar
izvedljiv. Predvsem je treba hmeljevino mehansko ¢im bolj razcepiti pred
delignifikacijo, da zagotovimo vecjo sticno povr§ino za reakcijo z
delignifikacijskim sredstvom. Posebno pomembna je tudi energetsko zahtevna faza
mletja surove pulpe. Za izdelavo papirja moramo vlaknom hmeljevine dodati Se
komercialno celulozo, $krob, karbonatno polnilo in klejivo. Delez hmeljevine v
vlakninski sestavi bi lahko znasal med 20 % in 40 %. Na osnovi nasih izkuSenj pri
pilotni izdelavi papirja iz invazivnih rastlin, paradiznikovih stebel in jutovine
predvidevamo, da bi bil papir iz hmeljevine uporaben predvsem za izdelavo
embalaznih izdelkov, kot so podstavki, pladnji, vrecke in Skatle (Ververis in sod.,
2004). Na pilotnem papirnem stroju na Institutu za celulozo in papir lahko iz 1 tone
suhe biomase proizvedemo okrog 0,9 tone papirja. Iz 1 kg papirja v povpre¢ju
izdelamo okrog 50 embalaznih vreck srednje velikosti. Proizvodnja papirja iz
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»odpadne« stebelne biomase je tipi¢en primer kroznega gospodarstva, saj lahko
izdelke po uporabi tudi recikliramo.

4 ZAKLJUCKI

Raziskava primernosti hmeljevine za proizvodnjo celuloznih vlaken in papirja je
pokazala, da bi tudi hmeljevina lahko postala ena od alternativnih surovin za
pilotno proizvodnjo embalaznih vrst papirja. Njena kemijska sestava je primerljiva
s stebelno biomaso nekaterih poljs¢in, s povprecno vsebnostjo celuloze okrog 35
%. V primerjavi s slamo, koruzovino in konopljo ima hmeljevina bolj kompaktno
strukturo stebel, ki jo je tezje delignificirati in razvlakniti, medtem ko so izolirana
vlakna zelo temne barve. Tehnoloski potencial je mozno izbolj$ati s pravilnim
izborom vhodne surovine, ki naj bo ¢im bolj olesenela, z optimizacijo celotne
proizvodne sheme in pravilnim izborom kon¢nih produktov, kot so npr. manj
zahtevne vrste embalaze.

Zahvala. Delo je bilo opravljeno znotraj razvojno-raziskovalnega programa
CELKROG »lzkoris¢anje potenciala biomase za razvoj naprednih materialov in
bio-osnovanih produktov«, ki je sofinanciran s strani Republike Slovenije,
Ministrstvo za izobrazevanje, znanost in Sport in Evropske unije, Evropski sklad za
regionalni razvoj 2016-2020.
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Izvlecek

Kompostiranje na kmetiji je lahko uc¢inkovit, ekonomi¢en in okoljsko varen proces
reciklaze odpadne biomase. V projektu LIFE BioTHOP razvijamo biorazgradljivo
vrvico za oporo hmelja, izdelano iz polimlecne kisline (PLA), ki pri kompostiranju
pri visokih temperaturah (>50 °C) hidrolizira do netoksi¢nih snovi. Namen poskusa
je bil ugotoviti dinamiko sprememb temperature v kompostnih kupih hmeljevine
pri razlicnih nacinih kompostiranja na kmetijah v povezavi z oceno razgrajenosti
PLA vrvice. Vsi kompostni kupi so dosegli dovolj visoko temperaturo za zaCetek
razgradnje PLA vrvice, vendar je v vecini kupov temperatura prehitro padla.
Nepokrit kup z majhnimi delci hmeljevine je visoko temperaturo (nad 55 °C)
ohranjal najdlje, okoli 43 dni. Preveliki delci hmeljevine (vecji od 10 cm) so
pomenili prehitro suSenje kupov; v tem primeru bi bilo potrebno kup pogosto
zalivati. Pokrivanje kupa s polprepustno folijo ni smiselno, saj se je kup prehitro
osuseval, zalivanje pa je bilo zaradi folije oteZzeno. V kupu, pokritem z neprepustno
folijo, se ne glede na velikost delcev dobro zadrzuje vlaga. Crna folija sicer
podaljsa termofilno fazo, a ne v zunanjem sloju 30 cm, volumsko okrog 1/3 kupa.
Najboljsa razgradnja vrvice je bila v kupu, kjer je bila trta razrezana na delce,
manj$e od 5 cm, kup pa je bil nepokrit. Za uspesno razgradnjo vecjih delcev PLA
je potrebno zmanjsati velikost delcev trte na okoli 3 c¢m, izvajati vlazenje kupa in
spremljati temperaturo kupa ter jo ohranjati na 55 °C vsaj 5 tednov oziroma ¢im
dlje ter kup glede na meritve temperature veckrat premesati. Pridobljeni podatki
bodo v pomo¢ pri oblikovanju smernic za enostavno kompostiranje, ki ga bodo
hmeljarji izvajali sami na kmetijah.

Klju¢ne besede: hmeljevina, kompostiranje, temperature, PLA, vrvica,
higienizacija

I Mag. biotehnol., Inititut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije, Cesta Zalskega tabora 2,
3310 Zalec, Slovenija, e-posta: lucija.luskar@ihps.si
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DYNAMICS AND DISTRIBUTION OF THE TEMPERATURE IN HOP
BIOMASS COMPOST PILES

Abstract

On-farm composting could be an efficient, cost-effective and environmentally safe
biological process for the recycling of residual agricultural biomass. Project LIFE
BioTHOP is developing biodegradable twine for hop plant support, made from
polylactic acid (PLA). In composting at elevated temperatures (>50 °C) the PLA
can hydrolyse to non-toxic substances. The research goal was to find out the course
of temperature curves in compost piles of hop biomass after harvest (green waste
that stays after cones harvest) in different on site compost treatments in correlation
with PLA twine degradation assessments. All composts have reached the limit
temperature for PLA degradation but in most of the piles the temperature dropped
too soon. Uncovered pile with small particles of hop stems maintained high
temperature (over 55 °C) for the longest time (about 43 days). If the particles of
hop stems were too long (over 10 cm), the pile dried out too soon, and in this case
moisture should be maintained by regular watering. Covering of the pile with
semipermeable cover wasn’t efficient as the pile dried out fast and watering was
difficult. If the pile was covered with impermeable foil, the particle size didn’t play
a role as the moisture conditions were good in airtight covered piles. Black
impermeable foil extended the thermophilic phase of compost but not on the outer
edge of pile (30 cm, 1/3 of the pile). For successful decomposition of larger PLA
particles, it is necessary to reduce the size of stem particles to about 3 cm, mix the
piles several times according to temperature measurements, perform
humidification, monitor the temperature and keep it at 55 °C for at least 5 weeks or
as long as possible. The data obtained will help to formulate guidelines for easy
composting, which will be carried out by hop growers themselves on farms.

Key words: hop biomass after harvest, composting, temperature, PLA, twine,
hygienisation

1 UvVOD

Kompostiranje na kmetiji je lahko ucinkovit, ekonomic¢en in okoljsko varen proces
reciklaze odpadne biomase (Maniadakis in sod., 2004). Kompostiranje je
eksotermna razgradnja, ki je odvisna od meSanice materiala, vlage, prostornine,
velikosti delcev in njihove razporeditve, meSanja in zracenja. Vsi parametri, ki so
za kompostiranje pomembni, lahko vplivajo na temperaturo v kompostnem kupu.
Temperatura pri kompostiranju nastaja zaradi procesov razgradnje in mikrobne
aktivnosti, na katero ima tudi neposreden vpliv; mikrobi med razgradnjo
proizvajajo toploto, le-ta pa vpliva na mikrobne populacije (Epstein, 1997).
Kontrolirano kompostiranje se izvaja za vzdrZevanje temperature, ki omogoca
razmnozevanje razlicnim mikrobnim zdruzbam. Le-te se delijo na psihrofilne
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(delujejo pri 4-20 °C; bakterije, glive), mezofilne (delujejo pri 15-42 °C; bakterije,
aktinomicete in glive) in termofilne (delujejo pri 45-75 °C; bakterije, aktinomicete,
sporogene bakterije) (Amlinger in sod., 2009).

Kompostiranje je teoreti¢no sestavljeno iz treh faz: mezofilne faze (do 45 °C),
termofilne faze (do 70 °C) in faze stabilizacije (ohlajanje). VecCina mikrobov,
pomembnih za kompostiranje, najbolje uspeva pri temperaturah nad 50 °C
(Epstein, 1997). Termofilna faza je pomemba za eliminacijo rastlinskih patogenov
(Bollen in Volker, 1996). Ce material vsebuje patogene, je v kompostnem kupu
potrebno vzdrzevati temperaturo nad 55 °C vsaj nekaj dni (Epstein, 1997). To
najlaZje doseZzemo v zacetku kompostiranja, ko je na voljo najve¢ lahko dostopnega
ogljika in je mikrobna aktivnost najve¢ja. Eradikacija patogenov je odvisna od
temperature in ¢asa. Kot navaja Uradni list Republike Slovenije (RS) (5t: 99/2013),
so pri odprtem kompostiranju z naravnim zraCenjem potrebna daljSa obdobja
visokih temperatur kot pri zaprtem kompostiranju s kontinuirnim zracenjem. Iz
preglednice v Uradnem listu RS (§t: 99/2013) je razvidno, da je za ustrezno
higienizacijo kupa, ki doseze 60 °C, kjer temperaturo merimo 1-krat dnevno,
potrebno 2-krat obracanje/mesenje kupa, temperatura tega kupa pa mora biti vsaj 3-
krat 3 dni na 60 °C. Postopek takSnega kompostiranja je sledeC: temperatura se
najprej poveca do 60 °C, po¢akamo 3 dni (Se vedno merimo temperaturo), in ce je
temperatura v vseh treh dneh visja od 60 °C, potem kup premesamo, po¢akamo, da
se temperatura ponovno dvigne na 60 °C. Ko zabelezimo vsaj tri dni, ko je
temperatura enaka ali vi§ja 60 °C, potem ponovno premesamo. Ko se temperatura
ponovno dvigne na 60 °C in pri tej ali vi§ji temperaturi vztraja vsaj 3 dni, potem je
kompost teoreti¢no higieniziran (preglednica 1).

Preglednica 1: Moznosti rezima temperatura/Cas za zagotavijanje higienizacije
(Ur. L. RS st: 99/2013)

minimalna merjenje Stevilo zahtevano Stevilo minimalno
temperatura temperature z obracan;j minimalno zaporednih obdobje
uporabo sonde tasovno obdabje dni pri merjenja (dni)
doseZene minimalni
minimalne temperaturi
temperature po
posameznem
obraéanju
odprto kompostiranje z naravnim ali prisilnim zraéenjem
55 °C kontinuirano 5 4 ure E 14
55 °C diskontinuirano 3 - 14 % 1 dan 14
dnevno
60 °C diskontinuirano 2 - 3x 3 dni 14
dnevno
65 °C diskontinuirano 1 - 2% 3 dni 14
dnevno
zaprto kompostiranje s prisilnim zraéenjem
55°C kontinuirano - 4 10
65 °C kontinuirano - 3 10
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Hmeljevina je ostanek zelene mase rastlin hmelja, ki ostane po strojnem obiranju
storzkov (listi in stebla, prepletena z vrvico, ki sluzi hmelju tekom rastne dobe kot
opora). Ker se v ¢asu obiranja iz hmeljis¢a odpelje celotna nadzemna masa hmelja,
predstavlja hmeljevina po obiranju storzkov dragocen vir organske mase in hranil
za vraCanje na kmetijske povrSine. Z enega hektarja dobimo zajeto v masi
hmeljevine 21-22 kg P»,Os, 50-71 kg K»0, 32—41 kg MgO, 5,5 kg S in 88-99 kg
N, razmerje med C in N pa je 13 (Ceh in sod., 2019). Za mikrobno rast
potrebujemo 15-30 enot ogljika na enoto dusika (Epstein, 1997). Hmeljevina je z
vidika hranil dovolj dober medij za rast mikrobov.

Za oporo pri rasti hmelja se najpogosteje uporabljajo polipropilenske vrvice, saj so
enostavne za uporabo in cenovno ugodne. Vendar pa le-te pri kompostiranju
hmeljevine predstavljajo velik problem, saj so biolosko nerazgradljive.

V projektu LIFE BioTHOP za potrebe hmeljarstva razvijamo biorazgradljivo
vrvico, izdelano iz polimle¢ne kisline (PLA), ki pri kompostiranju hidrolizira do
netoksi¢nih snovi, in sicer CO,, vodo, biomaso in druge naravne snovi (Wilfred in
sod., 2018). Cilj je izdelati vrvico, ki bo biorazgradljiva v procesu kompostiranja
na kmetijah. PLA je sintetiCen kompostabilni biopolimer, ki hidrolizira pri visokih
temperaturah (>50 °C), kot produkt pa se izlo¢a mlec¢na kislina (Drumright in sod.,
2000; Garlotta 2002, Kawai, 2010). Za uspesno razgradnjo je pri kompostiranju
pomembna toplota (>50 °C), vlaga in prisotnost mikrobov (Kale in sod., 2007;
Karamanlioglu in Robson, 2013; Karamanlioglu in sod., 2017; Saadi in sod.,
2012). Mikroorganizmi, ki so sposobni razgradnje PLA so: Penicillium roquefort,
Amycolatopsis sp., Bacillus brevis, Rhizopus delemar, pomembni pa so tudi njihovi
encimi, kot so proteinaze, lipaze in PLA depolimeraze (Pathak in Navneet, 2017).
Potrebna viSina temperature in dolZzina trajanja visjih temperatur za uspesno
razgradnjo se sicer od materiala do materiala razlikuje, v vsakem primeru pa
ustrezne temperaturne razmere v kompostnem kupu vplivajo na stopnjo razgradnje
PLA, zato je spremljanje le-te kljucnega pomena.

Namen predstavljenega poskusa je bil ugotoviti temperaturne razmere v
kompostnih kupih hmeljevine pri razlicnih nacinih kompostiranja. Zanimala nas je
tudi razgradnja PLA vrvice po S$tirih mesecih kompostiranja, s ciljem ugotoviti
najbolj primerne postopke ravnanja s hmeljevino za dobro razgradnjo PLA vrvice.

2 MATERIAL IN METODE DELA

Poskus kompostiranja smo izvedli v sezoni 2019/2020 (od septembra 2019 do maja
2020) in je obsegal 5 kupov hmeljevine (preglednica 2). Stiri kupe smo postavili na
Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) in enega pri hmeljarju.
Vsak kup smo naredili tako, da smo po obiranju hmelja (1 ha) iz hmeljevine (okrog
15 ton), prepletene s PLA vrvico, z nakladacem oblikovali trapezoidni kompostni
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kup viSine 2 m. Vsi kupi so bili sestavljeni iz celotne mase hmeljevine (listi in trte),
razlika pa je bila v dodatkih za kompostiranje, pogostosti meSanja kupa in uporabi
pokrivke.

Preglednica 2: Lastnosti kompostnih kupov v poskusu

Oznak Lokacija Velikost Dodatek Pokrivka  MeSanje St. temp.
delcev sond v kupu
1 IHPS 10-30 cm / Toptex 1 3
2 IHPS 10-30 cm EM Toptex 3 2
3 THPS 10-30 cm EM Crna folija / 2
Biooglje in
4 IHPS 10-30cm  Folsomia  Crna folija / 1
candida
5 Hmeljar 2-20 cm / / 2 0

Kup 1 smo pokrili s Toptex, perforirano pokrivno folijo, ki po opisu proizvajalca
ohranja optimalne razmere vlaznosti, odvaja padavinske vode s povrSine in
prepreCuje izsuSevanje. PremeSali smo ga enkrat, in sicer 4. dan, ko se je
temperatura kupa v sredici poviSala na 68 °C. Tega kupa nismo vlazili.

Kup 2 smo oblikovali tako, da smo med nasipom hmeljevine s traktorsko
Skropilnico nanesli 25 litrov efektivnih mikroorganizmov (EM®, sestava: voda,
melasa sladkornega trsa, mle¢nokislinske bakterije, fotosintetske bakterije,
kvasovke, morska sol; proizvajaléevo priporo¢ilo o nanosu: 1 L /m?), da preverimo
ali lahko z vnosom teh mikroorganizmov vplivamo na potek razgradnje (prakso na
nekaterih kmetijah). Prekrili smo ga s TopTex pokrivko. Kup smo po Sestih dneh,
ko se je temperatura povisala na 60 °C, prvi¢ premesali in zalili z vodo (80 litrov,
do primerne omocenosti — test s pestjo). Po 13-ih dneh od zacetka kompostiranja se
je temperatura spet povisala na 60 °C in kup smo ponovno premesali in pustili
odprtega, da je po njem deZevalo, saj je bil zelo suh. Po 20-ih dneh smo ponovno
opazili, da je kup suh, zato smo ga odkrili in pustili, da ga je omocil dez. Po 22-ih
dneh smo kup tretji¢ premesali. Po dveh mesecih smo ga odkrili, da ga je ponovno
omocil dez.

Za tretiranje kupa 3 smo uporabili 35 litrov EM, ker je bil ta kup volumsko veéji v
primerjavi s kupom 2. MeSanico smo tako kot pri kupu 2 nanesli s traktorsko
Skropilnico, kup pa prekrili s ¢rno folijo in spremljali razgradnjo po sistemu
bokashi — preverjanje sistema, ki se izvaja na nekaterih hmeljarskih kmetijah v
praksi. Gre za siliranje oz. mle¢no-kislinsko fermentacijo. To pomeni, da poteka
fermentacija s pomocjo dodanih mikroorganizmov v odsotnosti oz. pri zelo nizkih
koncentracijah kisika (Merfield, 2013). V takem sistemu teoreti¢no do bistvenega
pregrevanja naj ne bi prihajalo. Kupa nismo mesali.
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Kupu 4 smo dodali 100 kg biooglja (navodila proizvajalca: na povr§ino 1m? in
debelino 1020 cm kompostnega materiala dodamo 1-2 kg biooglja) in 10 kg
biooglja, inokuliranega s kandido (¢lenonozec — Folsomia candida), in ga pokrili s
¢rno folijo. Biooglje je zaradi visoke poroznosti in velike povrSine dober absorbent,
ki lahko zadrzi pomembna hranila, kot so N, C in S pa tudi vlago (Guo in sod.,
2016). Dodatek kandide pomaga pri razgrajevanju organske snovi in unicevanju
patogenih gliv (Fountain in Hopkin, 2005). Tega kupa nismo mesali.

Kup 5 smo pustili nepokrit in ga dvakrat med kompostiranjem premesali, in sicer
po enem mesecu, ko je bila temperatura kupa ze dalj ¢asa okoli 60 °C in po dveh
mesecih, ko je temperatura zacela padati.

Mesanje kupov je potekalo z nakladacem tako, da smo kup po delih prestavili na
drugo lokacijo in s tem omogocili mesanje in zraCenje kupa.

Za kontinuirano merjenje temperature v sredici kupa smo v §tiri kupe (slika 1)
vstavili TinyTag® temperaturne logerje s sondo v merilnem obmodju od -40 °C do
+85 °C (Loggers, 2014). Logerji so podatke belezili vsakih 30 min. Temperaturo
po globinah kupov smo merili tudi ro¢no, in sicer s prirejenim termometrom TFA®
z merilnim obmoc¢jem od -20 do +300 °C (slika 2). Ro¢ne meritve smo izvajali
enkrat dnevno, 5 dni na teden, 4 tedne, nato pa 1x tedensko. Temperaturni podatki
iz sond TinyTag® zajemajo obdobje $tirih mesecev (september—januar), razen za
kup 4, kjer imamo podatke za 2 meseca (september in oktober). Tako logerji s
sondami kot ro¢ni termometer so bili pred zacetkom izvajanja poskusov kalibrirani.

1 2 3 4 5
Slika 1: Tlorisni prikaz pozicije TinyTag temperaturnih sond v kupu. Legenda: S -
sever, SR - sredina, J — jug

Slika 2: Kompostni kup v prerezu. Legenda: A - rob, B - 30 cm pod robom, C - 50
cm pod robom, D -sredica oz. 100 cm pod robom
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Vlago kompostnih kupov smo preizkusali s testom s pestjo. V dlan smo vzeli
kompost in ga stiskali v pesti 10 sekund. Ce je med prsti pritekla tekocina, je
pomenilo da je kup premoker in ga je potrebno dobro prezraciti, da se osusi, ¢e pa
so se delcki lomili in pokali, je pomenilo, da je kup bil presuh in ga bi bilo
potrebno zaliti. Primerno navlazen kompost se je po stisku v pesti stisnili v kepo,
vendar se je z lahkoto drobil.

Po sedmih mesecih od postavitve kupov smo naredili vizualno oceno razgrajenosti
PLA wvrvice v vsakem kupu posebej in le to primerjali s pridobljenimi
temperaturnimi podatki.

Podatke smo uredili z racunalniSkim programom Excel.
3 REZULTATI Z RAZPRAVO
3.1 Temperatura v sredici kupov, izmerjena s TinyTag sondami

Slika 3 prikazuje povpre¢no maksimalno dnevno temperaturo posameznega kupa v
sredici (merjeno s TinyTag). Zaradi preglednosti je prikazana krivulja le do 61.
dne. Povprecna maksimalna dnevna temperatura kompostnega kupa v sredici,
glede na ¢as meritve na sliki, prikazuje razpon maksimalnih temperatur iz razli¢nih
sond enega kupa. Linija na grafu je povprecje maksimalnih temperatur enega kupa,
standardna deviacija pa je razlika med maksimalnimi temperaturami v dolo¢enem
dnevu med vsemi sondami enega kupa (slika 1).

80
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Temperatura (°C)

MV(2) MV(@D) V(2 M(2) ¥ | } |
20 Temewall omedmsa Y
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Cas kompostiranja (dan)

Slika 3: Povprecna maksimalna dnevna temperatura kompostnega kupa v sredici
glede na cas meritve (dan kompostiranja 1 do 61) in kompostni kup (linija 1 = kup
1, linija 2 = kup 2, linija 3 = kup 3 in linija 4 = kup 4;¢rni krogi ponazarjajo
aktivnost, in sicer: M (1)= mesanje kupa 1, M,V (2) = mesanje in vlaZenje kupa 2,
V(2) = viazenje kupa 2, M(2) =mesanje kupa 2). Prikazan tudi razpon meritve —
razlika med temperaturo na S in J strani kupa.
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V preglednici 3 so prikazane povprecne standardne deviacije temperatur med
sondami enega kupa in tudi posameznih sond v enem dnevu.

Razvidno je, da se temperatura v kompostnem kupu hmeljevine povisa zelo hitro,
in sicer lahko ze po enem dnevu na 70 °C, kar se je zgodilo v kupu 3 z dodanimi
mikroorganizmi in pokritim s ¢rno folijo in kupu 4 z dodanim bioogljem in
Folsomia candida ter pokritim s ¢rno folijo. Dodani mikroorganizmi in Folsomia
najverjetneje pri tej temperaturi propadejo, a ker je temperatura tako visoka le v
sredici, se lahko mikroorganizmi v drugih predelih ohranijo in razmnoZzijo.
Prisotnosti mikroorganizmov tekom procesa sicer nismo spremljali.

Temperaturna grafa kupov 3 in 4 sta si zelo podobna, saj sta bila oba kupa pokrita s
¢rno folijo. Temperatura v teh dveh kupih je bila skoraj ves Cas visja kot v kupih,
pokritih s TopTex pokrivko (kupa 1 in 2). Najdlje je uspelo temperaturo v sredici
ohranjati vi§jo od 55 °C v kupu 4, in sicer 17 dni. Po tem ¢asu noben kup ni vec
presegel te temperature. Torej je zelo pomembno, da kompostni kup postavimo
takoj po obiranju, saj je razgradnja najbolj intenzivna prve tri tedne; takrat je
najveC lahko dostopnih hranil in so obenem tudi zunanje temperature visje kot
kasneje v letu. Vlaznost v kupih 3 in 4 je bila ugodna (pri testu s pestjo se delci
niso lomili, temve¢ so se ob stisku oblikovali v krhko grudo), ker ¢rna folija ne
prepusca vlage. Kupa 3 in 4 prikazujeta anaerobno razgradnjo (bila sta zrakotesno
zaprta). Po navedbah Epsona (1997) tudi v kupih z aerobno razgradnjo ze 2 uri po
prezracevanju pade koncentracija kisika v sredici kompostnega kupa na 0 %. To
nakazuje dobre temperaturne pogoje za mikrobno aktivnost in higienizacijo v
sredici kupa.

Tudi v kupu 2 (s TopTex pokrivko in trikratno meSanje) smo z meSanjem uspeli
dalj ¢asa ohraniti vi§jo temperaturo, a ne dlje kot v kupih, pokritih s ¢rno folijo. V
kupu 1 (TopTex pokrivka in enkratno mesanje) je temperatura padla najhitreje. Po
pregledu smo ocenili, da je bil kup presuh (kup smo odkopali in naredili test s
pestjo; vsebina je bila krhka), zaradi Cesar je bila mikrobna aktivnost
onemogocena. Tudi pri kupu 2 smo opazili hitro izsuSevanje zaradi meSanja, zato
smo kup tudi zalivali. Kljub temu se je kup precej izsusil, kar pripisujemo precej
velikim delcem, ki so omogocali boljsi pretok zraka, s tem pa tudi suSenje. Tak
nacin kompostiranja (samo enkratno mesanje in brez dodatkov) za tako velike
delce hmeljevine (10—30 c¢cm) ni najbolj primeren, oziroma bi bilo potrebno veliko
truda vloziti v redno navlazevanje in preverjati temperaturno nihanje. Vsekakor se
nakazuje velik pozitiven vpliv trikratnega mesanja v primerjavi z meSanjem kupa
le enkrat. Som in sod. (2004) so kompostirali zeleni odpad in bio-odpad iz
gospodinjstev v razmerju 4:1. Kup so vlazili in obracali vsakih 18 dni v termofilni
fazi, ki je trajala 75 dni, kar nakazuje na to, da bi bilo v naSem primeru bolje
vecCkrat premesati kup. Milinkovi¢ in sod. (2019) so kompostirali zeleni odpad iz
parkov, ki so ga mesSali na zacetku procesa vsakih 10 dni, po termofilni fazi pa
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enkrat na mesec. Vecina poskusov nima prilozenega temperaturnega grafa, kar
otezuje primerjavo nasih podatkov z drugimi.

Preglednica 3: Povprecno dnevno variiranje temperatur (standardna deviacija
(°C)) glede na kompostni kup

St. kompostnega kupa

Vrsta variiranja temperature  Zajeto obdobje 1 2 3 4

/

temperaturami med vsemi Cas merjenja* 3 1 8,5 .

sondami v kupu

Povprecno
dnevno
variiranje
(SD)

Med najnizjo in najvisjo
izmerjeno temperaturo na eni  Cas merjenja* 3,5 2 2 1
sondi

Med najnizjo in najvisjo
izmerjeno temperaturo na eni 1. mesec 7 6 5 1,5
sondi

*V Casu merjenja temperatur; kup 1=132 dni; kup 2= 122 dni; kup 3= 122 dni; kup 4= 68 dni
** Le ena delujoca sonda v kupu

Ce pogledamo posamezne kupe, so si bile najvi§je izmerjene dnevne temperature
med sondami znotraj enega kupa v kupih pokritih s Toptex bolj podobne (kupa 1
(SD=3°C)in 2 (SD =1 °C)) kot v kupu pokritem s ¢rno folijo, kjer je bila razlika
med sondami tudi do 17 °C (kup 3 (SD = 8,5 °C)). V kupu 3 so temperature med
sondo na severu in sondo na jugu velike razlike, kar lahko vidimo tudi na sliki 3,
kjer je grafi¢no prikazana razlika (SD je razlika med S in J). Na jugu je temperatura
v povprecju za 10 °C visja kot na severu kupa. To jasno nakazuje potrebo po
rednem mesSanju kupa, da pride vsa biomasa vsaj enkrat v toplejSe predele. Na
severu kupa 4 sonda na Zalost ni delovala, zato nimamo podatkov za primerjavo.
Kup 2 je bil trikrat premeSan, zato je temperatura v tak§nem kupu bolj homogena,
zato je tudi manjSe variiranje temperature med sondama.

Temperaturna dnevna nihanja med najvi§jo in najniZjo izmerjeno temperaturo v
kupu 1 so zelo velika in v povpre¢ju znasajo okoli 3,5°C od povprecja, kar pomeni,
da se v povprecju tekom Stirih mesecev kompostiranja temperatura v enem dnevu
lahko spremeni za 7 °C. Kupi 2, 3 in 4 so imeli manjSe dnevno nihanje temperatur.
V prvem mesecu kompostiranja so dnevna temperaturna nihanja med najvisjo in
najnizjo temperaturo najvecja. Kup 1 je imel najvecjo temperaturno nihanje. Do
velikih dnevnih nihanj je v prvem mesecu kompostiranja prislo tudi v kupu 2, kjer
smo kup mesali in ga s tem dodatno ohladili a tudi homogenizirali, ter v kupu 3. V
kupu 4 nismo izmerili velikih dnevnih temperaturnih nihanj. V kupu 3 velikih
dnevnih nihanj nismo pricakovali, saj se kup manj ohladi ¢ez no¢, lahko pa so
nihanja posledica mocnejSega segrevanja tekom dneva zaradi vpijanja toplote
preko ¢me folije.
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3.2 Temperatura glede na globino

Slika 4 prikazuje rocno izmerjene temperature glede na globino v kompostnem
kupu (slika 2) v prvem mesecu kompostiranja.
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Slika 4: Temperatura kupa glede na globino, merjena z rocno sondo. Liki
predstavljajo meritve, ki smo jih povezali s trendno crto, M = meSanje kupa, V =
viazenje kupa.

Pri merjenju temperatur na razlicnih globinah smo ugotovili, da je temperatura
kupa obi¢ajno najvisja v sredici. V pokritih kupih se temperatura kupa na globini
30 cm v povprecju razlikuje od temperature v na globini 1 m za 10 °C. Zaradi tega
smo dodali $e eno tocko meritve, to je 50 cm pod povrSjem in v 4. tednu ugotovili,
da je temperatura v obmocju 50 cm pod povrSjem lahko visja kot v sredici kupa.
Temperatura v povrSinskem sloju kupa (sloj debeline okrog 30 cm) nikoli ne
preseze 55 °C, kar pomeni, da v nepremeSanem kupu ta zunanji sloj ni higieniziran.
Taksni predeli so potencialen vir fitopatogenov, kot je na primer verticilij, in se
lahko prenesejo na preostali del kupa. Nehigieniziran kompost je neuporaben za
kmetijske povrsine. Tezava v tem primeru pa je tudi razgradnja PLA vrvice, do
katere v robnem delu takSnega komposta ne pride. Temperatura roba (okrog 30 cm)
je v kupih, pokritih s ¢rno folijo, vi§ja kot v drugih dveh, vendar vseeno ne dovolj
visoka za higienizacijo ali razgradnjo PLA vrvice. Mikrobne zdruzbe, ki vrSijo
razgradnjo, se spreminjajo glede na temperaturo v doloenem delu kompostnega
kupa. Hitra sprememba temperature pomeni spremembo mikrobne zdruzbe, to
pomeni, da v prehodu iz mezofilne v termofilno fazo eno mikrobno zdruzbo
zamenja druga (Ryckeboer in sod., 2003). Pri vi§jih temperaturah od 60 °C lahko
pride do zaviranja procesa mikrobne aktivnosti (McKinley in Vestal, 1984).
Razgradnja pri razliénih temperaturah je, poleg ostalih kljuénih parametrov,
odvisna od pestrosti mikrobnih zdruzb (Chandna in sod., 2013).

Ce primerjamo temperaturo v sredici kupov, izmerjeno z ro¢nimi meritvami in
meritvami s TinyTag sondami, opazimo razlike. V kupih 2 in 3 je bila ro¢no
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izmerjena temperatura med maksimalno in minimalno temperaturo, izmerjeno s
TinyTag sondo, kar je razumljivo, saj smo rono meritev izvajali v eni ¢asovni
tocki dneva, ki je bila lahko nekje med minimalno in maksimalno temperaturo. V
kupu 1 je bila ro¢no izmerjena temperatura viSja od maksimalne temperature,
izmerjene s TinyTag sondo, kar je posledica niS$ in heterogenosti kupa. V kupu 4 je
delovala le sonda na juzni strani, kjer je bil verjetno zaradi dodatnega segrevanja
preko ¢rne folije temperatura visja kot drugod v kupu, kjer je bila merjena
temperatura na razli¢nih globinah, zato so bile ro¢no izmerjene temperature nizje.

Ugotovili smo, da je temperatura v kompostnem kupu razporejena nehomogeno.
Sonda, ki je kontinuirano merila temperaturo, je bila v enem delu kupa, z ro¢no
sondo pa smo merili v razli¢nih predelih. Pri kupih 2, 3 in 4 je ro¢no izmerjena
temperatura nekje med min in max T doloCenega dneva, saj je bila rocno izmerjena
temperatura izmerjena v eni Casovni toc¢ki dneva. S tem smo ugotovili, da slednje
ni dovolj oziroma je pri tak§nem nacinu merjenja potrebno biti zelo pozoren, saj je
lahko temperatura v enem dnevu zelo razli¢na, kar je razvidno iz preglednice 3.
Razporeditev temperature v kompostnih kupih sta podrobno preucevala Fernandes
in Zhan (1994), ki se ugotovila, da se je temperaturna razporeditev odvisna od
nacina kompostiranja in se tekom kompostiranja spreminja, vsekakor pa je razlicna
v razli¢nih predelih kupa.

Pridobljeni podatki bodo v pomo¢ pri oblikovanju smernic za enostavno
kompostiranje, ki ga bodo hmeljarji izvajali sami na kmetijah.

33 Ustreznost temperaturnih razmer za razgradnjo PLA

PLA je trajen material, ki se razgradi le v doloCenih pogojih. Karamanliogu in
Robson (2013) sta pokazala, da PLA izgubi svojo natezno trdnost v kompostu pri
55 °C ze po 9-12-ih dneh, po treh tednih pa fizi¢no razpade. Za razgradnjo PLA v
kompostu potrebujemo okoli 3 tedne (Ho in sod., 1999), vse pa je odvisno od
oblike materiala in parametrov kompostiranja. Karamangliou in sod. (2017) so
ugotovili, da PLA zaé¢ne hidrolizirati po 9-ih dneh pri 55 °C, za popolno razgradnjo
pa je potrebno to temperaturo komposta vzdrzevati vsaj 1 mesec. V kupu 1 je po
podatkih ro¢no izmerjenih temperatur visoka temperatura vztrajala dovolj dolgo, da
bi se PLA vrvica lahko razgradila (preglednica 4). Iz opazovanj in na podlagi
testov s pestjo vemo, da je bil ta kup presuh in vrvica je bila Se vedno vidna, kljub
temu da je bil v prvem tednu, ko je bila temperatura najvisja, enkrat premesan. V
kupu 2 temperatura nad 55 °C ni vztrajala dovolj dolgo, da bi teoreti¢no prislo do
popolne razgradnje PLA vrvice. V kupu 3 in 2 je visoka temperatura vztrajala
najdlje, vendar kupa nista bila premesana. V sredici je res prislo do pogojev za
razgradnjo PLA vrvice, vendar na robovih ti pogoji niso bili dosezeni.
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Preglednica 4: Kumulativno Stevilo dni s temperaturo visjo od 55 °C - primerjava
z maksimalno izmerjeno temperaturo

Kompostni kup
1 2 3 4 5
St.dninad TinyTag* 8 12 13 17 /
55 °C Rocno 22 9 12 5 ocenjeno na 43

Za primerjavo dodajamo kup $t. 5, ki je bil postavljen pri hmeljarju. Od IHPS
kupov se je razlikoval po velikosti delcev, ki so bili v tem kupu man;jsi. Hmeljar je
kup dvakrat premesal, namocen pa je bil ob vsakih padavinah. Visoka temperatura
(nad 55 °C) v kupu je po podatkih ro¢nih meritve vztrajala okoli 43 dni (slika 5),
kar je dovolj za razgradnjo PLA vrvice. Za kompostiranje je najbolj optimalna
velikost delcev od 5-20 cm (Roman in sod., 2015). Preveliki delci povecujejo
zra¢ne prostore, kar povzroci pretirano ohlajanje in susenje kupa, to pa onemogoci
mikrobno delovanje. Nasprotno pa manjsi delci onemogocajo dostop kisika, kar
povzro€i anaeroben nacin razgradnje in nastanek smradu (Duckworth, 2005).
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Slika 5: Kompostni temperatura po globinah v kompostnem kupu 5. Z debelejsimi
pikami so prikazane meritve, z zvezdico pa je oznaceno meSanje. Desno je
oznacena globina kupa za posamezno temperaturno krivuljo v cm.

Zadnje vzorCenje kompostov je potekalo v aprilu, kar je 7 mesecev od zacetka
kompostiranja. Vrvica je bila takrat vidna Se v vseh kupih, torej se v nobenem kupu
ni popolnoma razgradila. Razgrajenost je korelirala z velikostjo delcev, kot smo
opazili ze v vmesnih pregledih. V kupu 5, kjer je bila vrvica narezana na zelo
majhne koscke oz. je bila scefrana, kar je omogocalo vecjo kontaktno povrsino, je
bila vrvica najbolje razgrajena. V kupih 14 je bilo vidno ve¢ vrvice. V kupu 1 je
bila vrvica najslabse razgrajena, kar je verjetno posledica velikih delcev in prenizke
vlage. Vrvica v kupu 2 je bila bolje razgrajena kot v kupu 1, saj je bil kup
premeSan. Zaradi ohranjanja vlage je bila vrvica v sredici kupov 3 in 4 bolje
razgrajena kot v kupih 1 in 2. Kljub temu vrvica ni bila razgrajena po zunanjih
delih kupa, kjer ni prislo do hidrolize in kasnejSega razpada.
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4 ZAKLJUCKI

Termofilne razmere (>45 °C) se vzpostavijo ze en dan po postavitvi kupa
hmeljevine in lahko vztrajajo dolgo ob primernem ravnanju s kompostom. Kup je
potrebno mesati, da dosezemo higienizacijo. Kupi 1-4 niso dosegli zahtev za
higienizacijo kompostov, saj kljub dosezeni visoki temperaturi le-ta ni vztrajala
dovolj dolgo, ali pa kup ni bil premesan dovolj pogosto. Ustrezne temperature za
higienizacijo je zaradi dovolj na drobno narezanega materiala in meSanja dosegel
kup 5, kar kaze na velik pomen velikosti delcev — da so le-ti ¢im manjsi.
Pomembno je tudi zalivanje s ciljem vzdrzevanja vlage v optimalnem okvirju 50—
60 % v kupu za podaljSanje termofilne faze.

V primeru kupov 1 in 2 so bili delci preveliki (10-30 cm ali vecji) za aerobno
razgradnjo, zato so se kupi hitro susili. V tem primeru bi bilo potrebno podrobneje
nadzorovati vlago in kup pogosto zalivati. V kupih 3 in 4 se je vlaga zaradi ¢rne
folije ne glede na velikost delcev dobro zadrzevala. V kupu 5 so bili delci primerne
velikosti (manjsi od 5 ¢cm), zato je kup dolgo ohranjal visoko temperaturo in tudi
vlago, saj je bilo manj zra¢nih nis.

Temperatura pri nenadzorovanem kompostiranju (domace kompostiranje) je
razlicna glede na mesto meritve kot tudi na del dneva, v katerem izvajamo meritve.
Temperatura se dnevno niza in visa, razlicna je glede na globino, zato jo je
potrebno izmeriti veckrat dnevno, vsak dan ob enakem casu ali pa meritve izvajati
kontinuirano.

Pokrivanje s TopTex se v primeru delcev velikosti od 10-30 ¢cm ni dobro obneslo,
saj je prislo do suSenja. V tem primeru bi bilo bolje kupe izpostaviti vremenskim
razmeram, saj bi z dezevjem dosegli primemno vlago v kupih, ali pa bi morali
izvajati zalivanje kupov. Kompostiranje hmeljevine namre¢ poteka od sredine
septembra do marca/aprila, ko ni poletne vro¢ine. Pokrivanje kupov je smiselno za
namen prepre¢evanja spiranja hranil v ¢asu stabilizacije komposta. V primeru
uporabe ¢rne folije smo ugotovili, da folija sicer podalj$a termofilno fazo, a je bila
v zunanjem sloju po kompostiranju vrvica Se vidna, zato bi v tem primeru bilo
bolje, da bi kompostiranje v prvem mesecu potekalo acrobno in bi kup vsaj Stirikrat
premesali, nato pa bi ga pokrili s ¢mo folijo, da preprecimo izpiranje hranil in
izhlapevanje.

Nakazalo se je, da dodatka biooglje in mikroorganizmi v naSih primerih nista
zaznavno vplivala na potek temperaturnih krivulj.

Ustrezne razmere za kompostiranje neposredno vplivajo na razgradnjo PLA vrvice.
Le-ta se je po sedmih mesecih kompostiranja najbolje razgradila v primeru kupa 5
(ni bila ve¢ vidna), kjer so bili delci na obiralnem stroju razrezani na dolzino,
krajSo od 5 cm, in se je zaradi tega tudi bolje ohranjala vlaga. Vecja povrsina
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vrvice omogoca veC kontaktne povrsine, s ¢imer se poveca moznost hidrolize in
mikrobne razgradnje. 1z naSega poskusa sklepamo, da je za uspeSno razgradnjo
vecjih delcev PLA vrvice potrebno zmanjsati velikost delcev trte na okoli 3 cm,
izvajati vlazenje kupa, spremljati temperaturo ter jo ohranjati na 55 °C vsaj 5
tednov oziroma ¢im dlje ter kupe glede na meritve temperature veckrat premesati.

Zahvala. Raziskava in clanek sta nastala v okviru evropskega projekta LIFE
BioTHOP Vpeljava biorazgradljive vrvice v hmeljis¢a in uporaba hmeljevine v
novih industrijskih produktih. Projekt je sofinanciran v okviru programa LIFE
Evropske Unije, Ministrstva za okolje RS, ob¢in Spodnje Savinjske doline
(Braslovce, Polzela, Prebold, Tabor, Vransko in Zalec) in ZdruZenja hmeljarjev
Slovenije. Za prispevek sta odgovorni avtorici in v nobenem primeru Evropska
Komisija.
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Izvlecek

Hmelj ter hmeljni ekstrakti izkazujejo Siroko paleto blagodejnih bioloskih
aktivnosti vklju¢no z antimikrobnimi lastnostmi. V ¢lanku so podane osnovne
metode za doloCanje antibakterijske vrednosti naravnih ekstraktov. V nadaljevanju
so sistemati¢no predstavljene tudi znane antibakterijske lastnosti hmelja, hmeljnih
ekstraktov ter posameznih hmeljnih komponent. Rezultati antimikrobnih $tudij so
zelo uporabni zavoljo globalnega povecanja odpornosti bakterij na antibiotike.
Naravni ekstrakti hmelja in drugih rastlin bi lahko ucinkovito nadomestili
antibiotike in pripomogli k zmanjsani antimikrobni rezistenci. Po drugi strani pa bi
bili lahko hmeljni ekstrakti ucinkovito uporabljeni tudi v farmacevtski,
veterinarski, zivilski in kozmeti¢ni industriji, saj se njihova antimikrobna aktivnost
ekstraktov hmelja izkazuje na Sirokem spektru bakterij.

Kljucne besede: hmelj, hmeljni ekstrakti, antibakterijska aktivnost

ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF HOPS

Abstract

Hop and hop extracts exert a wide range of beneficial biological activities
including antimicrobial properties. In this work, basic technologies to determine
antibacterial activities of natural extracts, are presented. The studied antibacterial
effects of hop, hop extracts and various hop components are discussed as well. Hop
extracts and extracts from other plants should be effective in the fight against the
increasing global antimicrobial resistance. On the other hand, hop extracts could be
used in pharmaceutical, veterinary, food and cosmetic industries due to their
significant antimicrobial activities against a wide range of bacteria.

Keywords: hops, hop extract, antibacterial activities
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1 UVOD

Narava nam je podarila ve¢ skupin kemijskih spojin rastlinskega izvora, ki
premorejo Stevilne blagodejne zdravstvene ucinke. Mnoge lastnosti posameznih
spojin so Ze znane, a vendar jih ne znamo popolnoma izkori$¢ati, saj Se ne
razumemo vseh njihovih mehanizmov delovanja. Po drugi strani pa se v zadnjih
letih pojavljajo okuzbe z bakterijami, ki jih zaradi antibakterijske odpornosti vedno
tezje zdravimo. Bakterije, ki so odporne na antibiotike se po svetu Sirijo zelo hitro,
kar povzroca veliko tezav pri zdravljenju infekcijskih bolezni. Antibakterijska
odpornost je posledica neterapevtske uporabe ter nepravilne in prepogoste rabe
antibiotikov (Kavanagh in sod., 2017). Po svetu Ze potekajo akcijski naérti (in tudi
njihova izvedba) v obliki omejitvenih ukrepov pri uporabi antibiotikov za zdravje
ljudi in zivali (WHO, 2020), vendar to Se zdale¢ ne bo resilo planetarnega izziva
antimikrobne odpornosti. Zato je odkritje novih antibakterijskih spojin klju¢nega
pomena. Ve¢ naravnih spojin, ki premorejo Siroko strukturno raznolikost, je v
znanstveni literaturi navedenih kot potencialno antimikrobno sredstvo ali sredstvo
za spreminjanje odpornosti (angl. resistance-modifying agent; RMA) (Gibbons,
2004). Tak$ne spojine bi predstavljale dragoceno vmesno resitev, dokler ne bodo
razviti novi antibiotiki (Abreu in sod., 2012).

Hmelj (Humulus lupulus L.) predstavlja industrijsko rastlino, katere Zenska
socvetja (storzki) se mnozi¢no uporabljajo v pivovarstvu. Storzki vsebujejo
razlicne spojine, kot so hmeljne smole (sestavljene iz razli¢nih grenci¢nih spojin),
eteri¢na olja ter flavonoide, le-te pa igrajo pomembno vlogo v postopku varjenja
piva. Hmelj se v pivovarstvu uporablja zavoljo grencice, okusa in arome, po drugi
strani pa premore Se veliko drugih lastnosti (kot je na primer ohranjanje
mikrobioloske stabilnosti) (Karabin in sod., 2016). Zaradi antimikrobnih uc¢inkov
hmelja, so bila moc¢neje hmeljena piva stila India Pale Ale v preteklosti sposobna
»preziveti« ladijsko pot do angleskih kolonij (Bartmanska in sod., 2018; Simpson
in Smith, 1992). Te lastnosti so do nedavnega pripisovali predvsem grencicnim
kislinam. Se pred rabo hmelja v pivovarstvu, pa se je hmelj Ze tradicionalno
uporabljal v medicinske namene predvsem za zdravljenje motenj spanja (kar s
pridom koristimo Se danes), za aktiviranje zelod¢nih funkcij in kot antibakterijsko
ter antigliviéno sredstvo (Bartmanska in sod., 2018; Zanoli in Zavatti, 2008).
Navedene raziskave tudi dokazujejo, da predstavlja rastlina hmelja odli¢en vir
naravnih spojih z antimikrobnimi ucinki. Glede na pestro kemijsko sestavo hmelja
in hmeljnih ekstraktov ter opazene antibakterijske aktivnosti bi ga bilo zelo
smiselno izkoristiti tudi v farmacevtske, prehranske ter kozmeti¢ne namene kot
tudi pri krmi zivali. Hmelj namre¢ vsebuje grencicne kisline, katere vsebujejo tudi
a-kisline in B-kisline, med katerimi sta najpomembnej$a predstavnika humulon in
lupulon (Karabin in sod., 2016). Poleg tega predstavljajo pomembno skupino
spojin v hmelju tudi flavonoidi (kot na primer flavan-3-oli, proantocianidini,
flavonoli, flavanoni ter prenilflavonoidi, katerih glavni predstavnik je
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ksantohumol) (Bocquet in sod., 2018). Vse omenjene spojine premorejo
potencialno antibakterijsko aktivnost, kar pa gre seveda priCakovati tudi pri
eteri¢nih oljih (Karabin in sod., 2016; Zanoli in Zavatti, 2008).

Do danes je bilo objavljenih Ze precej raziskav (Abram in sod., 2015; Alonso-
Esteban in sod., 2019; Arsene in sod., 2015; Bartmanska in sod., 2018; Bocquet in
sod., 2018; Haas in Barsoumian, 1994; Jirovetz in sod., 2006; Klan¢nik in sod.,
2010; Schurr in sod., 2015; Shen in Sofos, 2008; Weber in sod., 2019), v katerih so
dolocali antimikrobno aktivnost ve¢ vrstam hmeljnih ekstraktov. V c¢lanku je
sistemati¢no predstavljeno katere metode najpogosteje uporabljamo za doloCanje
antibakterijskih lastnosti rastlinskih ekstraktov, v nadaljevanju pa so sistemati¢no
podani e izsledki raziskav o antibakterijskih u€¢inkih hmeljnih ekstraktov.

2 METODE ZA PROUCEVANJE ANTIBAKTERIJSKIH UCINKOV
HMELJA

V znanstveni literaturi so objavljene razli¢ne metode za dolo¢anje antimikrobnih
lastnosti rastlinskih ekstraktov (Klan¢nik in sod., 2010; Wiegand in sod., 2008;
Andrews, 2001, Valgas in sod., 2007, Hrn¢i¢ in sod., 2019). Pri raziskavah
naravnih ekstraktov metodologija ni striktno dolocena, kot je to vpeljano pri
doloc¢anju antimikrobne aktivnosti za antibiotike (Andrews, 2001). Metode se med
seboj razlikujejo predvsem glede na vrsto ekstrakcije (topilo, ¢as ekstrakcije, ...),
tip mikroorganizma, volumen inokuluma, potek rastne faze, uporabljeni medij in
njegov pH, cas/temperaturo inkubacije ter glede na sam mikrobioloski test za
ugotavljanje antimikrobnih lastnosti. Zato je rezultate posameznih Studij tezko
neposredno primerjati med seboj in je potrebno dobro poznati razlicne metodoloske
pristope. Glavne skupine mikrobioloskih metod za raziskovanje protimikrobnih
ucinkov naravnih ekstraktov predstavljajo difuzijske, dilucijske, bioavtografske ter
nekatere novejse uveljavljene metode (Hammud in sod., 2015).

2.1 Metoda difuzije v agarju (z diski ali luknjicami)

Metoda difuzije v agarju je Siroko uporabna, vendar najveckrat sluzi kot presejalna
metoda za dolo¢anje antimikrobne aktivnosti, na podlagi pridobljenih rezultatov pa
se izvedejo Se bolj specificne metode. Osnovni potek metode difuzije v agarju z
diski ali luknjicami je, da pripravimo agar (primeren glede na bakterijo, ki jo
preiskujemo), ga primerno inokuliramo in nanj polozimo papirnat disk ali pa vanj
izrezemo luknjico (Valgas in sod., 2007; Wiegand in sod., 2008). Ce torej izvajamo
metodo z diski, preiskovani ekstrakt nanesemo na disk, v drugem primeru pa
ekstrakt nanesemo v luknjice. Ekstrakt (ki v naSem primeru predstavlja potencialno
antimikrobno sredstvo) nato z diska/luknjice difundira skozi agar. Po inkubaciji se
pri tem tvorijo tako imenovane inhibicijske cone brez bakterijskih kolonij, ki vecji
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kot imajo premer, bolj uéinkovit je bil uporabljen ekstrakt (Klan¢nik in sod., 2010;
Valgas in sod., 2007; Mazzei in sod., 2020).

2.2 Dilucijska metoda v bujonu ali agarju

Dilucijska metoda v bujonu ali agarju predstavljata najpogosteje uporabljeno
tehniko za dolo¢anje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) naravnih
ekstraktov kot tudi antibiotikov ter drugih substanc, ki bi lahko izkazovale
baktericidno ali bakteristaticno aktivnost. MIC poda najnizjo koncentracijo
testirane substance (ekstrakta), ki inhibira vidno rast mikroorganizmov po
inkubaciji (Andrews, 2001). Minimalna baktericidna koncentracija (MBC) pa je
najnizja koncentracija substance (ekstrakta), ki prepre¢i rast mikroorganizma po
precepljenju na sveze gojis¢e (Andrews, 2001). Kadar preiskovani ekstrakt
red¢éimo v agarju, govorimo o dilucijski metodi v agarju. Kadar preiskovani
ekstrakt red¢imo v bujonu, pa govorimo o dilucijski metodi v bujonu. Pri slednji
lo¢imo makrodilucijsko metodo, kadar uporabljamo volumne vecje od 2 mL, in o
mikrodilucijski metodi kadar raziskavo izvajamo na mikrotiterskih ploscah pri
volumnih manjsih od 500 pl (Slika 1). Po inkubaciji pa motnost ali usedline
oznacujejo rast mikrooganizmov, kar lahko izmerimo na osnovi dolocanja opti¢ne
gostote, fluorescence ali luminiscence (Wiegand in sod., 2008; Andrews, 2001,
Valgas in sod., 2007).

Slika 1: Primer mikrotiterske plosce po 24 urni inkubaciji, kjer so posamezni
ekstrakti naneSeni v vsaki posamezni koloni, njihova koncentracija pa se
zmanjsuje od zgoraj navzdol.

23 Bioavtografska metoda

Bioavtograska metoda temelji na principu, da v preiskovanem naravnem ekstraktu,
posamezne spojine lo¢imo s tankoplastno kromatografijo (TLC) in jih z
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avtobiografijo testiramo na Zeljeni bakterijski kulturi. PosuSen kromatogram
prelijemo z gojis€em ter inokuliramo mikroorganizme, po inkubaciji na primerni
temperaturi pa ovrednotimo nastale inhibicijske cone pri posameznih spojinah na
kromatogramu (Nostro in sod. 2000, Hammud in sod., 2015).

24 NaprednejSe metode

Ucinke naravnih ekstraktov na bakterije je smiselno preucevati tudi s krivuljo
inhibirane rasti bakterij oz. krivuljo odmiranja. Eno novejsih metod pa je tudi
preucevanje post-antibiotskega ucinka (angl., post-antibiotic effect; PAE), kjer se
doloca Cas zapoznele rasti bakterij po njihovi izpostavitvi preiskovani spojini
(naravnemu ekstraktu) (Bocquet in sod.., 2019). Poleg tega se pri bakterijah, s
sposobnostjo tvorbe biofilmov, uporabljajo tudi tako imenovani anti-biofilm testi,
pri katerih potrebujemo konfukalne laserske mikroskope (Liu in sod., 2015). Poleg
samega raziskovanja antibakterijskih ucinkov posameznih naravnih spojin, pa
raziskovalci v zadnjem cCasu dajejo velik pomen tudi raziskavam, kjer dolocajo
njihov sinergisti¢ni u¢inek posameznih naravnih spojin z antibiotiki po metodi
Sahovnice (Bocquet in sod., 2019).

3 REZULTATI RAZISKAV ANTIBAKTERIJSKIH UCINKOV
EKSTRAKTOV HMELJA

V Preglednici 1 so sistematino povzeti antibakterijski ucinki glede na vrsto
hmeljnega ekstrakta, tip mikrobioloske preiskave ter bakterij, ki so bile vklju¢ene v
Studijo.

Preglednica 1: Pregled objavijenih Studij, kjer so preucevali antibakterijske vplive
hmeljnih ekstraktov

Vrsta Tip Uporabljene Glavne ugotovitve Vir
hmeljnega mikrobioloske bakterije
ekstrakta raziskave
Etanolni Dolo¢anje MIC  Staphylococcus Antimikrobna aktivnost za  Abram
ekstrakt hmelja ~ vrednosti z aureus ATCC25923 bakterijo S. aureus je bila izredna, in sod.,
(listi in storzki) ~ mikrodilucijsko  (klini¢ni izolat), saj so bile MIC vrednosti <0,003 2015
metodo v Escherichia coli mg/mL, po drugi strani je bila MIC
bujonu O157:H7ZM 370 vrednost za bakterijo E.coli >0,16
(klini¢ni izolat) mg/mL. Prav tako so ugotovili, da
je antimikrobna aktivnost
ekstraktov  hmeljnih  storzkov
znatno visja od ekstraktov hmeljnih
listov.
Metanolni Doloc¢anje MIC  Bacillus cereus (food ~ Uporabljeni ekstrakti so izkazali  Alonso
ekstrakt hmelja ~ in MBC isolate), izjemno antimikrobno aktivnost, -
(semena) vrednosti z S. aureus saj so bili pri skoraj vseh Esteba
mikrodilucijsko  (ATCC11,632), uporabljenih bakterijah boljsi od n in
metodo v Listeria pozitivnih kontrol. sod.,
bujonu monocytogenes 2019
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(NCTC 7973),
Enterococcus faecalis
(ATCC 19,433),
E. coli (ATCC35,
218),
Salmonella
typhimurium (ATCC
13,311)
Etanolni Dolocanje z Bacillus subtilis, Rezultati so pokazali visoke Arsene
ekstrakt hmelja ~ metodo difuzije  E. faecalis, inhibitorne udinke hmelja na in sod.,
(storzki) vagarjuzdiski  B. cereus, bakterije. Najvecji ucinek se je 2015
S. aureus, kazal pri B. subtilis in S. aureus.
Enterobacter Pri B. subtilis je bila inhibitorna
cloacae, cona enaka kot pri pozitivni
Pseudomonas kontroli-antibiotik (vankomicin).
fluorescens,
E. coli
Ekstrakti Doloc¢anje S. aureus Vkljuceni ekstrakti so pokazali Bartma
ostankov vrednosti MIC ATCC19095 (MSSA,  visoko antimikrobno ucinkovitost, nska in
hmelja (s topili:  z enterotoksicna), poleg tega so jo obdrzali tudi po sod.,
metilen klorid, mikrodilucijsko  S. aureus tem, ko so jim odstranili 2018
etil acetat, metodo v ATCC29213 ksantohumol.
aceton, bujonu (MSSA), Sedem izbranih flavonoidov hmelja
metanol). S. aureus je izkazalo pomembno
Ekstrakti ATCC43300 antimikrobno aktivnost proti sevom
hmelja so bili z (MRSA), S. aureus and S. epidermidis z
vsemi §tirimi L. monocytogenes najnizjo vrednostjo MIC80 0,5
topili ATCC7644, S. pg/mL.
pripravljeni tudi typhimurium
z odstranitvijo PCM2565,
ksantohumola. Staphylococcus
V analizo so epidermidis 91M
bili vkljuceni (MRSE),
tudi posamezni S. epidermidis 4s
flavonoidi. (MSSE)
Etanolni ->Metoda S. aureus (MSSA in Antibakterijska aktivnost etanolnih  Bocque
ekstrakt hmelja  dilucije v agatju = MRSA), ekstraktov  (stozkov) pri G+ t in
(storzki, listi, za dolocCanje Corynebacterium bakterijah (Corynebacterium,  sod.,
rizomi, stebla). MIC vrednosti (T25-17), Enterococcus, Mycobacterium, 2018
Diklorometan v ekstraktih in Enterococcus (ve¢ Staphylococcus in Streptococcus)
jebil sub-ekstraktih sevov), je varirala od 39 do 156 pg/mL.
uporabljen za “>Mikrodilucijs  Mycobacterium Listi, stebla ter rizomi hmelja so
pripravo sub- ka metoda v smegmatis 5003, kazali zelo Sibko antibakterijsko
ekstrakta bujonu za S. epidermidis (ve¢ aktivnost.
storzkov. dolocanje sevov), Subekstrakt ~ hmelja  je  bil
Izolirane so bile  antibakterijske Staphylococcus preizkusen pri G+ bakterijah, kjer
tudi posamezne  aktivnosti lugdunensis T26A3, so bili enterokoki manj obcutljivi
komponente posameznih Staphylococcus kot stafilokoki in steptokoki. Sevi
hmelja komponent warneri T12A12, bakterije S. aureus so bili najbolj
(humulon, hmelja Streptococcus obcutljivi (MIC 9,8 do 19,5
kohumulon, ->Sinergisti¢ni agalactiae (ve pg/mL).
adhumulon, ucinek sevov), Lupulon se je izkazal z najvecjim
lupulon, posameznih Streptococcus antibakterijskim  ucinkom med
kolupulon, komponent dysgalactiae TA6C14,  preiskovanimi komponentami
adlupulon). hmelja z Acinetobacter hmelja z MIC od 0,6 do 1,2 pg/mL
antibiotiki baumannii (ve¢ za MRSA seve. Ce izkljugimo
—krivulje rasti sevov), lupulon, pa sta flavonoida
- post- Citrobacter freundii ksantohumol in
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antibiotski (vec sevov), desmetilksantohumol izkazala
ucinek Enterobacter cloacae  ve€jo protibakterijsko aktivnost kot
posameznih (ved sevov), grenéine kisline (MIC od 9,8 — 19,5
komponent E. coli (ve€ sevov), pg/mL (ksantohumol) in 19,5 — 39
hmelja Klebsiella pg/mL  (desmetilksantohumol) za
—anti-biofilm pneumoniae (ved MRSA seve). Ce so ksantohumol
test sevov), kombinirali z
Proteus mirabilis desmetilksantohumolom ali
11060, lupulonom, se je  izkazal
Providencia stuartii sinergisticni ucinek, medtem ko se
11038, Pseudomonas  je kombinacija
aeruginosa (ve¢ desmetiksantohumola in lupulona
sevov), izkazala za antagonisti¢no. Poleg
Salmonella sp. tega je veCina komponent hmelja
11033, pokazala bodisi sinergisti¢en bodisi
Serratia marcescens aditiven uéinek z antibiotiki, redko
(vec sevov), pa antagonisticen. Posamezne
Stenotrophomonas komponente hmelja so povzrocile
maltophilia tudi otezeno rast bakterij po
izpostavitvi antibiotikom.
Nenazadnje pa so preiskovane
posamezne komponente pokazale
tudi inhibitorni ter baktericidni
ucinek na nastanek biofilmov.
Ekstrakt §tetje kolonij S. aureus ATCC Dodatek 0,01 % do 0,03 % Haas in
izohumulona na trdnem 19095, ekstrakta izohumulona je inhibiral Barsou
(30 % vodna 20jiscu ob Streptococcus rast S. salivarius, S. aureus in B. mian,
raztopina) ter dodatku salivarius, megaterium. Med tem ko je 1994
ekstrakt B-kislin  ekstrakta Bacillus megaterium,  ekstrakt beta kislin inhibiral te
(48 %) z E. coli B, mikroorganizme v koncentracijah
dodanimi 9 % B. subtilis 0d 0,003 % do 0,1 %.
a-kislin, olji in
voski.
Eteri¢no olje Metoda difuzije . aureus ATCC Etericno olje izkazuje visoko Jirovet
hmelja v agarju ter 25093, antibakterijsko aktivnost za z in
metoda dilucije  E. faecalis (klini¢ni bakterije S. aureus, E. faecalis, E.  sod.,
v agarju izolat), coli in Salmonella sp. Ko so 2006
E. coli ATCC 25922,  preiskovali tudi posamezne
P. aeruginosa ATCC ~ komponente etericnega olja, so
25517, ugotovili, da ima  zavoljo
Klebsiella sinergisticnega ucinka  najvisjo
pneumoniae (klinicni ~ antimikrobno  aktivnost  ravno
izolat), kombinacija  vseh  komponent
Proteus vulgaris eteritnega  olja v primerjavi s
(klini¢ni izolat), posameznimi komponentami.
Salmonella sp.
(klini¢ni izolat)
Etanolni Metoda difuzije  B. cereus WSBC Hmeljni ekstrakti S0 pri  Klan¢n
ekstrakt hmelja v agarju z diski 10530, preiskovanih  bakterijah kazali ik in
ter S.s aureus ATCC dobre rezultate in visoko  sod.,
mikrodilucijska 25923, antimikrobno aktivnost. Najnizja 2010
metoda v agarju  Salmonella infantis MIC vrednost se je videla pri
ZMO9, bakteriji S. aureus (0,002 mg/mL).
Campylobacter jejuni
ATCC 33560,
Campylobacter coli
ATCC 33559
Izolirane Dolo¢anje MIC  Lactobacillus brevis Vsi preiskovani hmeljni derivati so  Schurr
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spojine izo-/ko-  vrednosti z (razli¢ni sevi) izkazovali antibakterijsko  in sod.,
/n-/ad- humulon  metodo aktivnost. Pokazalo pa se je, da 2015
in analogi mikrodilucije v humulinska kislina pri preiskovani

bujonu ter bakteriji nudi nizje MIC vrednosti

uporabo barvila v primerjavi z izo-o-kislinami.

resazurin
30 % beta Gojenje bakterij MesSanica 10 sevov Preiskovani ekstrakt beta kislin iz~ Shen in
kisline v topilu v tekocem bakterije L. hmelja  je  izkazal  visoko Sofos,
(propilen 20jiscu ob monocytogenes antilisterijsko aktivnost. 2008
glikol) dodatku

ekstrakta ter

nato Stetje

kolonij na

trdnem gojiscu
CO; ekstrakt Dolocanje MIC  Propionibacterium CO, ekstrakt je pokazal visoko Weber
hmelja vrednosti z acnes ATCC 6919, antibakterijsko aktivnost pri in sod.,

metodo S. aureus ATCC izbranih bakterijah. MIC vrednost 2019

mikrodilucije v
bujonu

29213,
S. aureus ATCC

za P. acnes je bila 3,1 pg/mL, ter
za S. aureus 9,4 pg/mL.

25923,

S. aureus 2407,
S. aureus 4810
(MRSA)

Razli¢ni hmeljni ekstrakti so ze bili preiskovani, najde pa se zelo malo objav o
antimikrobni aktivnosti njegovega etericnega olja (Jirovetz in sod., 2006; Knez
Hrnci¢ in sod. 2019). Znana je na primer aktivnost eteri¢nega olja hmelja proti
tvorjenju bakterijskih biofilmov (Alibi in sod., 2020). So pa zato bolj raziskane
posamezne komponente hmeljnega etericnega olja in njihova antimikrobna
dejavnost (Karabin in sod., 2016; Jirovetz in sod., 2006). V Preglednici 1 je podan
pregled objav, kjer so proucevali aktivnost razliénih hmeljnih ekstraktov na
bakterije. Poleg teh raziskav pa je veliko clankov vkljucevalo tudi druge
mikroorganizme kot so virusi, plesni in kvasovke (Bartmanska in sod., 2018;
Bocquet in sod., 2019; Natarajan in sod. 2008; Nionelli in sod., 2018; Srinivasan in
sod., 2004; Wasilewski in sod., 2016). Hmelj ima na kvasovke zelo majhen
inhibitorni ucinek, kar se smiselno izrablja tudi pri proizvodnji piva. Za
antimikrobni ucinek na kvasovke bi zato potrebovali ogromne koli¢ine hmelja
(Karabin in sod., 2016). Po drugi strani pa je veliko objav poleg antimikrobne
aktivnosti proucevalo tudi antioksidativni potencial ekstraktov hmelja (Abram in
sod., 2015; Alonso-Esteban in sod., 2019; Arsene in sod., 2015; Weber in sod.,
2019). Ugotovili so, da hmeljni listi izkazujejo veliko manjSo antioksidativno
aktivnost v primerjavi s hmeljnimi storzki (Abram in sod., 2015). Z metodo
inhibicije tiobarbiturne kisline so visoko antioksidativno aktivnost pokazala tudi
hmeljna semena (Alonso-Esteban in sod., 2019). Zaradi visoke antioksidativne
ucinkovitosti hmeljnih ekstraktov bi jih lahko na podlagi opisanih raziskav vkljucili
kot funkcionalno sestavino v prehranske in/ali farmacevtske produkte za
podaljSanje njihove Zivljenjske dobe (Alonso-Esteban in sod., 2019; Weber in
sod., 2019).
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V znanstveni literaturi so Ze opisani molekularni mehanizmi kako v bakterijskih
celicah ucinkujejo posamezne hmeljne komponente (Karabin in sod., 2016). a-
kisline, P-kisline ter izo-a-kisline se vkljucujejo v celicno membrano in tam
delujejo kot mobilni ionofor, ki katalizira procese vklju¢no z elektronevtralizacijo
nedisociranih molekul, ki vstopajo v celico. Nadalje katalizirajo tudi izmenjavo
protonov z divalentnimi kationi kot je Mn?', ter skrbijo za izstop nastalih
kompleksov iz celice. Ti opisani procesi pa vodijo v akumulacijo protonov znotraj
celice in v znizevanje transmembranskega protonskega gradienta, kar privede do
manjSega privzema hranil, pomanjkanja hranil in posledi¢no celi¢ne smrti
(Sakamoto in Konings, 2003; Karabin in sod., 2016). Sakamoto in Konings (2003)
sta ugotovila, da je antimikrobna aktivnost o-kislin in B-kislin mnogo vecja v
primerjavi z izo-a-kislinami. Zelo podoben mehanizem antimikrobnega delovanja
pa se je izkazal tudi za hmeljne flavonoide (predvsem ksantohumol) (Karabin in
sod., 2016).

4 IZKORISCANJE ANTIBAKTERIJSKIH UCINKOV HMELJA

Hmelj, hmeljni ekstrakti in posamezne hmeljne komponente izkazujejo
antimikrobno aktivnost na ve¢ podrocjih, vendar njihova ucinkovitost ni enaka tej,
ki jo imajo antibiotiki (Karabin in sod., 2016). Vseeno pa so raziskovalci
(Natarajan in sod., 2008) ugotovili, da posedujeta lupulon in ksantohumol velik
sinergistiéni u¢inek z antibiotiki (polimiksin B sulfat, tobramicin ter
ciprofloksacin). MIC vrednosti, ki so jih dolocali, ko so antibiotike uporabili skupaj
z lupulinom ter ksantohumolom, so bile znatno nizje v primerjavi s Cistimi
antibiotiki. TakSne rezultate so opazili tako pri gram pozitivnih (G+) bakterijah kot
pri gram negativnih (G-) bakterijah. Kar nakazuje na smiselnost uporabe hmelja v
medicini, farmaciji ter veterini (Karabin in sod., 2016). Nadalje so spoznali, da
hranjenje pis¢ancev (brojlerjev) s hmeljem znatno izbolj$a njihovo rast in prirast
zavoljo njegovih antimikrobnih lastnosti. Posledi¢no je bila izkazana veliko manjsa
potreba po antibiotikih, ki izboljSujejo rast zivali (Cornelison in sod., 2006). Na
podro¢ju zivilske industrije je znana uporaba B-kislin iz hmelja v industriji
sladkorja, saj so le-te izjemno ucinkovite pri zaviranju tvorbe NO; in razvoja
anaerobnih bakterij, ki kvarijo izdelke (Pollach in sod., 2002). Nadalje so ugotovili,
da so B-kisline zelo uporabne pri prepre¢evanju razvoja bakterij v gostih sokovih.
Le-te sicer niso pokazale baktericidnega ucinka, vendar so uspeS$no preprecile
razvoj novih bakterij v sokovih (Justé in sod., 2007). Taksna uporaba B-kislin je
zelo smiselna, saj v primerjavi z a-kislinami posedujejo manj grencicnega okusa, ki
je v zivilski industriji zelo nezaZeljen. Prav tako pa grenkega okusa sploh nima
humulinska kislina (komponenta hmeljnih ekstraktov), kar bi zelo pozitivho
vplivalo na njeno uporabo v namene konzerviranja hrane. Po drugi strani pa je prav
za humulinsko kislino (ki je pridobljena iz izo-o-kislin) dolo¢ena najnizja MIC
vrednost 1,4 uM za bakterijo L. brevis izmed vseh do zdaj preiskovanih hmeljnih
komponent (Karabin in sod., 2016). V prehranske namene so ze uspe$no uporabili
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hmeljne ekstrakte, ki so izkazali antilisterijski u¢inek (L. monocytogenes) v mleku
in nekaterih mlecnih izdelkih (skuta, sir) (Larson in sod., 1996). Tudi ti hmeljni
ekstrakti so vsebovali visoko koli¢ino B-kislin. Nedavne raziskave pa kazejo, da so
imeli hmeljni ekstrakti znatno aktivnost proti bakterijam, ki povzrocajo akne.
Hmeljni CO; ekstrakti (z visokim delezem humulona in lupulona) so pri nizkih
MIC vrednostih (3,1 in 9,4 pg/mL) namre¢ inhibitorno delovali na bakteriji P.
acnes ter S. aureus (eni izmed glavnih povzrociteljev aken) (Weber in sod., 2019).
Dobljeni rezultati kazejo na smiselno uporabo hmeljnih ekstraktov v kozmetic¢ni
industriji. Nenazadnje pa so v nedavni raziskavi ugotovili tudi inhibitorni ucinek
hmeljnih CO; ekstraktov na bakterije, ki se pojavljajo v toaletnih prostorih. Ko so
hmeljni ekstrakt v koncentraciji 0,1 % dodali testni formuli Cistila, so namrec¢
ugotovili, da izkazuje izjemno ucinkovitost proti bakteriji S. aureus (Wasilewski in
sod., 2016). Poleg tega pa je dodatek izboljsal tudi tehnoloske lastnosti Cistila
(viskoznost, raztapljanje v vodi ter moc lepljenja na povrsine) (Wasilewski in sod.,
2016).

5 ZAKLJUCEK

V preglednem ¢lanku so predstavljene metode za dolo¢anje antimikrobnih lastnosti
naravnih rastlinskih ekstraktov, poleg tega pa so sistematicno povzete raziskave o
antibakterijskih u¢inkih hmeljnih ekstraktov. Opisane so tudi Studije, kjer so bile
antimikrobne lastnosti hmelja uspe$no uporabljene v praksi. Vsekakor pa hmelj
zavoljo svoje antibakterijske aktivnosti poseduje Se zelo velik neizkoris¢en
potencial za S$irSo rabo v zivilski, farmacevtski, veterinarski in kozmeticni
industriji.
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Izvleéek

V pivu pretezni del fenolnih spojin izvira iz je¢menovega slada, medtem ko jih
hmelj prispeva precej manj. Vsebnost fenolnih spojin v kon¢nem produktu je
odvisna od kakovosti in koli¢ine izhodnih surovin ter od samega proizvodnega
procesa. Fenolne spojine odlocilno vplivajo na fizikalno in senzori¢no stabilnost
piva. Hkrati je njihov zadosten vnos, ob uposStevanju zmerne koliine zauZitega
alkohola, povezan s prepreevanjem S$tevilnih kroni¢nih bolezni. Raziskave
preteklih let se osredotocajo predvsem na interakcije med fenolnimi spojinami in
proteini, vendar je antioksidativni potencial fenolnih spojin premaknil zanimanje
zanje v smer, kako jih na poti iz izhodnega materiala do piva ohraniti v ¢im vecji
meri. Praviloma njihova vsebnost med slajenjem in drozganjem izrazito naraste,
vendar kasneje med fermentacijo in skladiS¢enjem tudi precej upade. Z izbiro
kakovostnih surovin in zadostno kontrolo tehnoloskih parametrov lahko
optimiziramo pogoje za sprostitev in ohranitev fenolnih antioksidantov. Potrebne
so nadaljnje raziskave, ki bodo dale jasen vpogled v usodo fenolnih spojin med
proizvodnjo piva.

Kljucne besede: jeCmen, slad, hmelj, sladica, varjenje, pivo, fenolne spojine

FATE OF PHENOLIC COMPOUNDS DURING BEER PRODUCTION

Abstract

The phenolic compounds in beer mostly originate from barley malt, whereas
minority is derived from hops. The content of phenolic compounds in the final
product depends on the quality and quantity of raw materials and production
process. Phenolic compounds have a decisive influence on the physical and sensory
stability of beer. At the same time, their sufficient intake, taking into account
moderate alcohol consumption, is associated with the prevention of chronic
diseases. Researches of recent years are focused mainly on protein - polyphenol
interactions, but potential of phenolic compounds as antioxidants shifted interest
toward preserving these compounds from the raw materials to the final beer. In
general, their content is found to increase significantly during malting and
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mashing, but decrease markedly during the subsequent fermentation and storage.
By selecting the appropriate raw materials and adequate control of technological
parameters, the conditions for the release and retention of phenolic antioxidants can
be optimized. However, further researches are needed to provide a clear insight
into the fate of phenolic compounds during beer production.

Key words: barley, malt, hop, wort, brewing, beer, phenolic compounds

1 UvVOD

Fenolne spojine so raznolika skupina sekundarnih metabolitov, ki rastline $¢itijo
pred patogenimi organizmi, insekti, Zivalmi in ultravijoliénim sevanjem,
uravnavajo njihovo rast in razmnoZevanje (Mark in sod., 2019). Posamezne
fenolne spojine pomembno prispevajo k strukturi rastlinske celice, s ¢imer vplivajo
na adherenco, raztegljivost, dostopnost in biorazgradljivost celicne stene (Oliveira
in sod., 2019). Fenolne spojine izvirajo iz fenil propanoidne poti, glavna
prekurzorja sta aminokislina fenilalanin iz Sikimatne poti in malonil-CoA iz
acetatne poti. Osnovno ogrodje predstavlja aromatski obro¢ (eden ali vec) s
hidroksilnimi substituenti (Mark in sod., 2019). Glede na njihov ogljikov skelet,
razlikujemo ve¢ osnovnih skupin. Med preprostimi monofenolnimi spojinami, ki se
nahajajo v sladici, izpostavimo fenolne kisline, razlikujemo hidroksibenzojske (C6-
C1) (galna, protokatehujska, p-hidroksibenzojska, vanilinska in siringinska kislina)
in hidroksicimetne (C6-C3) kisline (kavna, p-kumarna, ferulna in sinapinska
kislina) (Boulton, 2013). Nekatere med njimi so na racun aktivnosti ustreznih
encimov in/ali toplotne obdelave podvrzene razgradnji, pri ¢emer se tvorijo
dekarboksilacijski produkti z nizjim pragom zaznave, ki lahko precej zaznamujejo
kon¢no aromo piva (med hlapnimi monofenoli izpostavimo 4-vinil gvajakol in 4-
vinil fenol) (Vanbeneden in sod., 2007). Kot naslednjo skupino izpostavimo
flavonoide (C6-C3-C6), med pomembnejSimi spojinami, ki jih najdemo v sladici
omenimo nekatere flavonole (kvercetin in kamferol) in flavanole (katehin,
epikatehin, galokatehin in epigalokatehin). Oksidacija in polimerizacija flavanolov
omogocata nastanek dimerov, trimerov, tetramerov in pentamerov. V pivu je
identificiranih ve¢ kot 50 tovrstnih spojin (pomembnejSa predstavnika sta
procianidin B; in prodelfinidin B3), ki jih poznamo pod skupnim izrazom tanoidi.
Nadaljnja polimerizacija slednjih vodi v nastanek mnogo vecjih molekul
imenovanih tanini (Boulton, 2013).

Fenolne spojine lahko razdelimo na razlicne nacine, za nas bo zanimiva delitev
osnovana na njihovi razporeditvi znotraj celice. Med topne fenolne spojine
priStevamo proste enostavne fenolne spojine in topne konjugate, tj. ostale fenolne
spojine z nizko molsko maso, ki se v vakuoli nahajajo v obliki estrov ali
glikozidov. Med netopno vezane fenolne spojine uvr$¢amo kondenzirane tanine,
fenolne kisline in druge komponente z nizko molsko maso, ki so vezane na
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arabinoksilane, pektin, celulozo, lignine in/ali proteine. Vecina Studij je
osredotocena na topne fenolne spojine, medtem ko so potencialni zdravilni ucinki
netopno vezanih fenolov pogosto prezrti, ker so ti, za razliko od proste oblike,
preko estrskih, etrskih in C-C vezi pritrjeni na komponente celi¢ne stene in jih zato
ne uspemo ekstrahirati z vodnimi raztopinami organskih topil (Carvalho in sod.,
2016; Santos-Zea in sod., 2018). Maillard in Berset (1995) porocata, da je njihov
antioksidativen potencial dvakrat vi$ji v primerjavi s potencialom prostih fenolnih
spojin, zato vezane fenolne spojine uvrs¢ata med pomembnejse antioksidante piva.
Poleg poznane antioksidativne ucinkovitosti, vezane fenolne spojine zavirajo rast
rakavih celic, uravnavajo klju¢ne encime v presnovi ogljikovih hidratov in vplivajo
na vnetne procese (Santos-Zea in sod., 2018). Ker se vezane fenolne spojine slabo
absorbirajo v tankem crevesu, potujejo v nespremenjeni obliki vse do debelega
¢revesja, kjer so hrana prisotnim mikroorganizmom. Med fermentacijo jih slednji
pretvarjajo v razne presnovke, ki pozitivno ucinkujejo na ¢revesno mikrobioto in
zavirajo rast patogenih organizmov (Pérez-Jiménez in Torres, 2011).

Uzivanje hrane za Cloveka predstavlja glavni vnos fenolnih spojin. Sadje,
zelenjava, polnozrnata Zita, kava, zeleni ¢aj in vino so znani po visoki vsebnosti
fenolnih spojin. Pivo predstavlja drugo najpomembnejso alkoholno fermentirano
pijaco na svetu, takoj za vinom (Wannenmacher in sod., 2018). Nedavna $tudija je
pokazala, da lahko zmerno uzivanje piva pri zdravih osebah znatno zmanjSa
tveganje za nastanek sréno-zilnih in nevrodegenerativnih bolezni, predvsem kot
posledica specifiénih polifenolov iz slada in hmelja (de Gaetano in sod., 2016). Ze
pred leti je namre¢ analiza komercialnih piv pokazala, da lahko pivo pomembno
prispeva k wvnosu skupnih prehranskih antioksidantov, zlasti fenolnih kislin
(Piazzon in sod., 2010). V pivu se vecji del fenolnih spojin nahaja v obliki estrov in
glikozidov ter vezanih kompleksov (Boulton, 2013).

2 FENOLNE SPOJINE V IZHODNIH SUROVINAH

Vsebnost fenolnih spojin v pivu je doloCena z osnovnimi surovinami in s samo
tehnologijo varjenja piva. Fenolne spojine v pivu v glavnem izvirajo iz zit in
hmelja (Lentz, 2018). Ceprav vsebuje jeémen neprimerljivo manj fenolnih spojin
(50 do 100 mg / 100 g suhe snovi) kot hmelj (do 4 % suhe snovi), Se vedno
prispeva 70 — 80 % vseh fenolnih spojin v pivu (Carvalho in sod., 2016;
Wannenmacher in sod., 2018). Izjema so mo¢neje hmeljena piva, kjer je doprinos
hmelja lahko vse do 50 % (Roberts in Wilson, 2006). Lahko pa fenolne spojine
proizvajajo tudi doloCeni sevi kvasovk, v tem primeru so v pivu prisotne arome po
klinckih (Langos in Granvogl, 2016). Obstajajo tudi manj direktni viri: bodisi se
fenolne spojine ekstrahirajo iz lesa med staranjem piva v lesenih sodih ali pa se
spros§¢ajo pri sezigu lesa med proizvodnjo dimljenega slada (Lentz, 2018).
Omenimo tudi fenolne spojine, ki jih zaznamo kot izrazito neprijetne (po zdravilih,
ostre in trpke zaznave); te so obicajno posledica prisotnosti klorofenolov v vodi
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(Taylor, 2006). V pregledu se bomo osredotocili predvsem na jeCmenov slad, na
kratko pa bomo preleteli tudi najpomembnejse fenolne spojine v hmelju.

2.1 Je¢menov slad

Ovojnica je¢menovega zrna je bogata z lignini (polifenolna makromolekula),
hemicelulozo (pretezno sestoji iz arabinoksilanov) in celulozo (polimer glukoze).
Pomemben sestavni del celicne stene je tudi ferulna kislina, ki omogoca pre¢no
zamrezenost med lignini in arabinoksilani. Nastanek dimera ferulnih kislin dveh
sosednjih arabinoksilanov zmanjSa ucinkovitost encimske razgradnje in s tem
prebavljivost polisaharidov celi¢ne stene (Ikram in sod., 2017). Ostanki fenolnih
spojin, ki so vezani na molekulo arabinoksilana, segajo od enostavnih spojin (kot
sta ferulna in p-kumarna kislina) pa vse do kompleksnih polimerov (kot je dimer
katehina, tj. procianidin Bs). Procianidin Bs; ima oksidativne lastnosti in lahko
reagira s proteini, kar vodi v pojav koloidne motnosti piva (Palmer, 2006). Kot
poro¢a Boulton (2013) so zimske sorte jecmena bogatejSe s fenolnimi spojinami
kot spomladanske. Fogarasi in sod. (2015) slednje utemeljujejo z razlikami v
anatomiji zrn. Zhao (2015) nadalje navaja, da na vsebnost fenolnih spojin vpliva
tudi prisotnost pleve (razlike so se pokazale med golim in plevnatim jecmenom) ter
velikost zrn (manjSa zrna naj bi zaradi ve¢jega razmerja med povrSino in
volumnom imela ve¢ji deleZ zunanje ovojnice in posledi¢no ve¢ hidroksicimetnih
kislin). Cai in sod. (2015) so pokazali, da je vsebnost fenolnih kislin mo¢no
odvisna od genetske raznolikosti med posameznimi genotipi, ¢esar pa Holtekjolen
in sod. (2006) niso uspeli potrditi za proantocianidine. Vsebnost skupnih
flavanolov se je gibala med 325 in 527 ug/g sveze zatehte jeCmenove moke;
prevladovali so trimeri sestavljenih iz ponavljajo¢ih enot galokatehina in/ali
katehina (do 104 pg/g za posamezen trimer), sledili so dimeri (procianidin Bs: 63 -
126 pg/g in prodelfinidin Bs: 48 — 106 pg/g ), najmanj pa je bilo v analiziranih
vzorcih monomerov (katehin: 14 - 41 ug/g).

Na splosno je za prvo fazo priprave slada znacilen upad fenolnih spojin, saj se te
deloma izluZijo v vodi, v kateri se namaka je¢men. Ce se fenolne spojine med
namakanjem je¢mena ne izluzijo iz ovojnice zrna v zadostni meri, se iz perikarpa
in alevronske plasti jecmenovega zrna ekstrahirajo kasneje med drozganjem in
takSno pivo ima lahko posledicno trpek okus. Namakanje zrn v alkalni vodi
zmanjs$a koli¢ino fenolov v sladu (Palmer, 2016). Med kaljenjem je¢mena nato
koncentracija vodotopnih fenolnih spojin izdatno naraste (Wannenmacher in sod.,
2018). Toplotna obdelava, ki sledi, vodi v spremenjeno encimsko aktivnost,
pomembno pa vpliva tudi na izboljSano topnost fenolnih spojin na eni strani in
razpad termolabilnih spojin na drugi. K antioksidativnim lastnostim slada
prispevajo tudi produkti Maillardove reakcije, ki nastanejo med suSenjem
(Carvalho in sod., 2016). V literaturi objavljene vrednosti za hidroksicimetne
kisline v sladu zelo odstopajo in segajo okvirno od 10 do 15 pug /g suhe snovi (SS)
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za celokupne pa vse do 100 - 300 pg/g SS za p-kumarno kislino oz. 400 - 600 ug/g
SS za ferulno kislino v primeru individualne obravnave spojin. Cai in sod. (2015)
so v sladu dolo¢ili skoraj dvakrat vecjo koli¢ino ferulne kisline (4,07 ng/g) kot v
izhodnem jecmenu (2,15 pg/g), medtem ko se je vsebnost p-kumarne kisline med
pripravo slada povecala zgolj za tretjino (iz 1,10 pg/g na 1,44 pg/g). Kljub enakim
pogojem namakanja, kaljenja in suSenja pri vseh vzorcih, je proces slajenja
razli¢no vplival na vsebnost ferulne in p-kumarne kisline pri razli¢nih genotipih. O
dvo- do pet-kratnem prirastu ferulne kisline med zaslajevanjem je¢mena poroca
tudi Lentz (2018). Nedavna raziskava, kjer so spremljali vsebnost skupnih fenolnih
spojin in antioksidativno aktivnost razlicnih vrst jecmena (Koren in sod., 2019), je
med namakanjem in kaljenjem potrdila podoben trend v obnaSanju ozimnih in jarih
sort, razli¢no pa so se med pripravo slada preizkuseni kultivarji odzvali na proces
suSenja. Koli¢ina fenolnih spojin, ki izvira iz slada je lahko nadalje odvisna tudi od
abiotskih dejavnikov. Mikkelsen in sod., (2015) navajajo, da poviSana temperatura
in nivo ozona v ozracju znatno vplivata na akumulacijo sekundarnih metabolitov,
ki omogocajo prilagoditve je¢mena na rast v neugodnih pogojih. K vsebnosti
skupnih fenolnih spojin, ki izvirajo iz jeCmena in so jih uspes$no identificirali v
pripadajo¢em sladu, pomembneje doprinesejo Se: galna, protokatehujska, kavna,
siringinska, vanilinska, sinapinska in klorogenska kislina, p-hidroksifenilocetna
kislina, umbeliferon, skopoletin, eskulin, kvercetin, katehin, epikatehin,
prodelfinidin in rutin (Carvalho in sod. 2016).

Na drugi strani Carvalho in sod., (2016) ugotavljajo, da proces slajenja znatno
zmanj$a vsebnost katehina, prodelfinidina Bs, in procianidina Bs;, medtem ko se
ferulna kislina precej bolj uspesno zoperstavlja negativnim vplivom in je tako tudi
v je¢menovem sladu Se vedno najbolj zastopana fenolna spojina. Raziskava na 10
kultivarjih je¢mena (Dvofdkova in sod., 2008) je dala pomembne izsledke, kaj se
med zaslajevanjem dogaja z razlicnimi oblikami fenolnih spojin. Avtorji so
porocali o znatnem upadu celokupne vezane frakcije ter istoCasno o povecanju
topnih estrov prav pri vseh kultivarjih, medtem ko je bil vpliv na celokupno prosto
frakcijo pogojen z vrsto je¢mena. Vpliv zaslajevanja na posamezno fenolno spojino
je bil odvisen od kultivarja, oz. razlien za razlicne spojine istega kultivarja. Do
podobnih ugotovitev so prisli tudi v primeru ferulne kisline, kot koli¢insko
najpomembnejSe fenolne spojine. Kot zanimivost povejmo, da so pri vseh
analiziranih vzorcih dolocili porast topnih estrov, kar so pripisali interakcijam
ferulne kisline z molekulami arabinoze in kraj$imi oligoarabinoksilani; ti so bili v
tej obliki lazje ekstraktibilni kot ferulna kislina vezana na dolge arabinoksilane. K
tej transformaciji naj bi pripomoglo tako kaljenje kot zacetna faza suSenja
(Carvalho in sod., 2016). Potrebno je torej upostevati, da je uspesnost ekstrakcije
hidroksicimetnih kislin iz slada in njihova kasnejSa pretvorba v prosto obliko v
veliki meri odvisna od pogojev za delovanje encimov, ki so sposobni razgraditi
arabinoksilane v = jemenu. Mednje uvrS€amo  [(-endoksilanaze, -
arabinofuranozidaze ter -ksilozidaze, ki krajSajo dolge verige arabinoksilanov v
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krajSe oligosaharide oz. omogocajo cepitev stranskih verig (Sungurtas in sod.,
2004). Kljucen encim, odgovoren za transformacijo zaestrene ferulne oz. p-
kumarne kisline v prosto obliko, pa je feruloil esteraza, imenovan tudi cinamoil
esteraza. Na delovanje doti¢nih encimov precej negativno vpliva uporaba strozjega
temperaturnega rezima med pripravo slada. Ker so aktivnost omenjenih encimov
zaznali tako v nativnem je¢menu kot je¢menovem sladu (Ramos-de-la-Pefia in
Contreras-Esquivel, 2016), je potrebno kontrolirati tako proces slajenja kot tudi
kasneje drozganja. Zaustavljeno delovanje encimov je posredno odgovorno za
manjSo sprostitev vezanih fenolov iz celi¢nih sten, torej njihovo dostopnost, ki
kasneje tezje preidejo v vodno fazo. Visoke temperature ucinkujejo tudi
neposredno - nemalokrat inducirajo razpad termolabilnih fenolnih spojin oz. vodijo
v njihovo polimerizacijo (Carvalho in sod., 2016). Negativen vpliv suSenja na
vsebnost posameznih fenolnih kislin in flavonoidov v kaljenih zrnih smo zabeleZili
tudi sami pri pripravi ajdovega slada, kjer so bili temperaturni pogoji relativno mili
(Terpinc in sod., 2016).

2.2 Hmelj

Vse sorte hmelja vsebujejo kompleksno in do dolo¢ene mere tudi raznoliko ter
geografsko specificno mesanico fenolnih spojin. Fenolne spojine, ki izvirajo iz
hmelja, pomembno vplivajo na fizikalno stabilnost piva in v dolo¢enih primerih
tudi znatno definirajo okus piva, tako da prispevajo k trpkosti, grenéici in polnosti
piva (Roberts in Wilson, 2006; Oladokun in sod., 2016). Fenolne spojine
predstavljajo 3 — 6 % suhe mase hmeljnih storzkov. Razdelimo jih lahko v 4 vecje
skupine: flavonoli, flavan-3-oli, fenolne kisline in ostale fenolne spojine
(fenilflavonoidi, stilbenoidi itd.) (Karabin in sod., 2016). Vecina fenolnih spojin se
nahaja v cvetnih listih in vretencu hmeljnega storzka. Z izjemo fenilflavonoidov,
fenolnih spojin v lupulinskih Zlezah ni veliko. Posledi¢no pivovarji, ki uporabljajo
aromati¢ne vrste hmelja z majhno vsebnostjo a-kislin vnesejo v vrelo sladico vec
fenolnih spojin kot pivovarji, ki se posluzujejo kultivarjev z visoko vsebnostjo o
kislin. Izbira hmeljnih briketov z izrazitejSo grencico bo tako zmanjSala doprinos
fenolnih spojin iz hmelja, uporaba CO, ekstraktov pa ga bo prakticno povsem
eliminirala (Roberts in Wilson, 2006). Predstavimo nekaj najpomembnejsih
predstavnikov fenolnih spojin, ki jih vsebuje hmelj. Kvercetin, kamferol, miricetin
so najbolj zastopani flavonoli, ki se pretezno nahajajo kot glikozidi; sladkorna
komponenta najpogosteje sestoji iz D-glukoze in L-ramnoze. Flavan-3-oli kot so
katehin, epikatehin in galokatehin so v hmelju relativno dobro zastopani fenolni
monomeri, ki se lahko povezujejo v di-, tri- ali oligomere (do 20 enot, poznani so
kot proantocianidini ali kondenzirani tanini). Med najbolj zastopanimi fenolnimi
kislinami omenimo galno, protokatehujsko, p-hidroksibenzojsko, vanilinsko, p-
kumarno, kavno, ferulno in sinapinsko kislino. Fenilflavonoidi so na ra¢un mo¢no
izrazene bioloske aktivnosti in pozitivnega ucinka na zdravje brez dvoma najbolj
zanimiva skupina fenolnih spojin, Se posebej ksantohumol, izoksantohumol,
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desmetilksantohumol ter 6- in 8-prenil naringenin (Karabin in sod., 2016). Koli¢ina
fenolnih spojin, ki izvira iz hmelja je odvisna od sorte, oblike (storzki, briketi,
ekstrakt) in trenutka, ko hmelj dodamo v pivino. Nekateri se namrec¢ posluzujejo
tudi hladnega hmeljenja med fermentacijo in zorenjem piva. Ne glede na stopnjo
hmeljenja, hmelj praviloma ne predstavlja glavnine fenolnih spojin v kon¢nem
izdelku (Aron in Shellhammer, 2010; Wannenmacher in sod., 2018).

3 FENOLNE SPOJINE MED PROIZVODNJO PIVA

V obicajnem pivu, kjer se kot Skrobno surovino uporablja zgolj jeCmenov slad, se
nahaja okvirno 150 — 350 mg/L fenolnih spojin (Boulton, 2013). Med varjenjem
piva so nastale spremembe v strukturi fenolnih spojin posledica ekstrakcije,
delovanja encimov, kemijskih reakcij izzvanih s toploto, obarjanja v obliki vroce in
hladne usedline ali adsorbcije na povrSini kvasnih celic ali stabilizatorjev
(Wannenmacher in sod., 2018). Obseg sprememb zavisi tako od izhodnih surovin
kot od vsakega posameznega koraka, ki vodi do kon¢nega proizvoda (Boulton,
2013).

V splosnem velja, da drozganje pozitivno zaznamuje koli¢ino fenolnih spojin, saj
so razmere med to fazo ugodne za delovanje encimov, ki pripomorejo k sprostitvi
vezanih fenolnih spojin (Zhao, 2015). Z namenom povecCane sprostitve
antioksidantov iz slada Koren in sod. (2019) predlagajo dolgotrajnejSe zadrzevanje
drozge pri temperaturi 45 ali 52 °C. Dobro razgrajen slad med drozganjem daje vec
fenolnih spojin, kar lahko pojasnimo s tem, da je v sladu sestava matriksa v
katerega so vpete fenolne kisline manj kompleksna kot v izhodnem jec¢menu
(Carvalho in sod., 2016), manj pa je tudi proteinov, ki bi bili na voljo za vezavo
fenolnih spojin (Boulton, 2013), ekstrakcija slednjih v drozgo je torej na ta nacin
olajSana.

Med drozganjem se topne hidroksibenzojske kisline iz slada ekstrahirajo s pomocjo
vode, medtem ko je za prenos neekstraktibilne frakcije nujno predhodno delovanje
feruloil esteraze. Vendar se je izkazalo, da na nivo hlapnih fenolov v pivu (ki so
posledica encimske dekarboksilacije ferulne kisline) ne vpliva zgolj aktivnost
sladnih esteraz, temve¢ tudi koli¢ina estrsko vezane ferulne kisline, ki je na zacetku
prisotna v sladici (Vanbeneden in sod., 2007). Avtorji omenjene raziskave so
pokazali, da se med drozganjem prenese v pripadajoCo sladico le manjsi del
hidroksicimetnih kislin oz. da jih vecinski delez ostane v trdnem preostanku zrn.
Do podobnih zakljuc¢kov je priSel tudi Szwajgier (2009), ki je spremljal
koncentracijo ferulne, vanilinske, p-kumarne kisline in p-hidroksibenzojske kisline.
Pri pripravi dveh razlicnih sladic so resda zabelezili relativno visok delez ferulne
kisline, ki je v zacetni fazi drozganja (52 °C) uspesno presla v tekoco fazo, medtem
ko je bil nivo ostalih treh kislin v sladici prakti¢no zanemarljiv. Omenjene spojine
so dolocali $e v kasnejsih fazah drozganja. Po zakljuceni pavzi pri 63 in 72 °C, so
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med sladicama zabelezili razlien trend za posamezno fenolno kislino kot tudi
znotraj enake sladice za razlicne fenolne kisline, koncentracija nekaterih je ob
koncu drozganja celo znatno presegla vrednost doloceno v izhodnem sladu.
Vanbeneden in sod. (2008b) poroc¢ajo, da lahko na koli¢ino fenolnih spojin, ki se
izluzijo v drozgo pozitivno vplivamo z ustreznim temperaturnim reZimom in
povisanim pH drozge. Kot optimalno T predlagajo 40 °C in pH 5,8. V svoji
raziskavi so ugotovili, da ima na aktivnost doticnih encimov in posledi¢no na
vsebnost proste ferulne in p-kumarne kisline v sladici poleg temperature in pH
drozge, velik vpliv tudi dodatek surogatov, velikost delcev zmletega slada, gostota
drozge in rezim meSanja. Navajajo, da lahko z izboljSano encimsko hidrolizo
ferulne kisline iz vezane oblike znatno poveCamo aromati¢ni potencial drozge.
Poudarjajo, da lahko z zadostnim spro$¢anjem fenolnih aromati¢nih prekurzorjev v
sladico precej vplivamo na kon¢ni nivo hlapnih fenolnih spojin v pivu in izbor
ustreznega seva kvasovk ni nujno najpomembnejsi dejavnik pri tem procesu. Po
drugi strani pa je toplotna dekarboksilacija ferulne kisline v 4-vinilgvajakol, ki je
znacilna predvsem za temnejSe, karamelne in praZzene slade, odgovorna, da v
pripadajo¢ih sladicah dolo¢imo nizjo vsebnost prekurzorja, tj. ferulne kisline
(Lentz, 2018). V skladu z manj ucinkovito ekstrakcijo fenolnih spojin med
drozganjem lkram in sod. (2017) piSejo o filtrni pogaci kot o neizkoris¢enem viru
bioaktivnih  spojin, tudi fenolnih spojin, izpostavljajo antioksidativno,
antikancerogeno, antiaterogeno in protivnetno funkcijo, ki jo imajo slednje v
Cloveskem telesu in razpredajo o moznih aplikacijah tega stranskega produkta
drugod v zivilski industriji. V svojem delu predstavijo nove pristope, kako povecati
izplen fenolnih spojin iz filtrne pogace, kar bi lahko izkoristili tudi pri proizvodnji
piva.

Pascoe in sod. (2003) so spremljali vsebnost nekaterih pomembnejsih fenolnih
spojin v posameznih fazah varjenja piva, za katerega so uporabili 72 % svetlega
slada, 11 % karamelnega slada in ekstrakt hmelja (pridobljen s superkriticnim
CO,). Vzorcenje je potekalo ob zakljuCku posamezne faze: drozganje, precejanje,
hmeljenje, kuhanje sladice, sedimentacija, fermentacija (18 °C, 6 dni), topla pavza
(3 dni pri 13 °C in 1 dan pri 3 °C), zorenje (23 dni pri 0 °C), filtracija,
karbonizacija, stekleniCenje, pasterizacija in staranje (skladisenje 6 in 10 tednov
pri 19 °C). Prisotnost kavne in sinapinske kisline je bila pod mejo detekcije,
medtem ko so katehin, ferulno, vanilinsko, klorogensko in p-kumarno kislino
identificirali v vseh vzorcih. Ob zakljucku drozganja se je med slednjimi najbolj
povecal nivo klorogenske kisline (2000 %), najmanj pa katehina (625 %).
Precejanje drozge je v primerjavi z drozganjem vodilo v znaten porast vsebnosti
vseh nastetih spojin (katehin 54 %, ferulna 42 %, vanilinska 52 %, klorogenska 100
% in p-kumarna kislina 90 %), medtem ko dodatek hmelja ni doprinesel k
nadaljnjim spremembam. Avtorji doti¢ne raziskave (Pascoe in sod., 2003) so
predpostavili, da pride med precejenjem pri temperaturi 75 - 80 °C do ekstrakcije
fenolnih spojin iz filtrne pogace, ki jo tvori pleva in preostanek zrna. Svojevrstno
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vlogo so pripisali tudi katehinom, ki naj bi med precejanjem razpadli v pripadajoce
monomerne oblike in tako postali bolj topni. Da je zadostno izpiranje filtrne
pogace z nalivnimi vodami klju¢no za ekstrakcijo bioaktivnih komponent, so v
svoji raziskavi poudarili tudi Koren in sod. (2019). Pascoe in sod. (2003) so v
nadaljevanju svoje Studije pojasnili, da proces hmeljenja po pricakovanjih ni
vplival na vsebnost fenolnih spojin v sladici, saj ekstrakt ni bil bogat s fenolnimi
spojinami. Tudi Leitao in sod. (2011) navajajo, da je uporaba hmeljnega ekstrakta
precej razSirjena med pivovarji. Nizko vsebnost fenolnih spojin v tovrstnih
pripravkih pripisujejo dejstvu, da so fenolne spojine polarne in se kot take slabo
ekstrahirajo z nepolarnim CO,. Medtem pa dodatek hmelja v neekstraktni obliki
lahko pozitivno zaznamuje vsebnost skupnih fenolnih spojin v sladici (Koren in
sod., 2019), vendar Kiihbeck in sod. (2006) opozarjajo, da se jih del tudi obori in
izgubi z vroco usedlino. Pascoe in sod. (2003) v nadaljevanju svoje Studije
porocajo, da je kuhanje sladice vodilo v 86 % porast p-kumarne kisline, medtem ko
ni vplivalo na vsebnost nobenega od ostalih obravnavanih spojin. Sedimentacija je
povzrocila upad katehina (36 %), nivo ostalih fenolnih spojin je ostal
nespremenjen. Slednje so skusali razloziti z obarjanjem kompleksov, nastalih med
fenolnimi spojinami in proteini ter obarjanjem polimerov fenolnih spojin. Tudi
procesi, ki so sledili (razredCitev, fermentacija, topla pavza, zorenje pri nizkih
temperaturah) niso znacilno vplivali na vsebnost nastetih spojin, z izjemo ferulne
kisline, za katero so po zakljuceni topli pavzi zabelezili 35 % upad. Nasprotno pa je
filtracija negativno zaznamovala vsebnost katehina (77 %), ferulne (53 %) in p-
kumarne kisline (41 %). S filtracijo so odstranili kvasovke, posredno pa tudi vse
spojine, ki so jih bile kvasne celice sposobne adsorbirati na povrSini celice ali
vkljuciti v svoj metabolizem. Karbonizacija in stekleni¢enje sta zopet pripomogla k
povisani vsebnosti katehina in ferulne kisline (oba 116 %), manj izrazito, a Se
vedno pozitivno pa tudi na nivo klorogenske (52 %) in p-kumarne kisline (60 %).
Kot mozni vzrok so navedli koloidno motnost, nastalo med zorenjem piva, ki pa
naj bi se, z uvajanjem CO; pod visokim tlakom in temperaturo podobno sobni,
ponovno razprSila, kar naj bi vodilo v vnovi¢no sprostitev fenolnih spojin (Pascoe
in sod., 2003).

Vsebnost posameznih fenolnih spojin v razlicnih stopnjah varjenja piva je
spremljal tudi Szwajgier (2009). Izpostavimo najpomembnejSe izsledke njegove
raziskave, v kateri je primerjal vzorce dveh svetlih piv. Tako Goolman (11,5 ut. %
ekstrakta v osnovni sladici 5,5 vol. % alkohola , grencica 13—17 BU, barva 8 + 2
EBC) kot Perla (12,2 ut. % ekstrakta v osnovni sladici 6,2 vol. % alkohola,
grenc¢ica 15-19 BU, barva 9 + 2 EBC) sta bila pripravljena z metodo infuzije, le da
je bilo razmerje med sladom in vodo v prvem primeru 150 g:155 g/L, v drugem pa
170 g:180 g/L.. Vzorcenje je vkljucevalo drozgo segreto na 52 °C, 63 °C in 72 °C,
sladico po precejanju, kuhano hmeljeno sladico, mlado pivo po glavni fermentaciji
ter pivo po zorenju, stabilizaciji, pasterizaciji in embaliranju. Vsebnost skupne
ekstraktibilne ferulne kisline je bila najvi§ja po precejanju (Goolman) oz. pred
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precejanjem po zakljuCeni fazi drozganja pri 72 °C (Perla), Cemur je sledil znaten
padec po zakljuCeni glavni fermentaciji, vrednost pa se je do konca procesa
(zorenje, filtracija, stabilizacija, pasterizacija in embaliranje) v obeh pivih, ki sta
izhajala iz istega slada, Se dodatno znizala. Tudi v tej raziskavi dodatek hmelja v
vrelo sladico ni bistveno vplival na vsebnost ferulne kisline po hidrolizi, je pa v
obeh primerih pozitivno zaznamoval vsebnost kavne in klorogenske kisline ter
negativno vsebnost vanilinske in p-hidroksibenzojske kisline. Avtor raziskave o
morebitnih vzrokih za omenjene spremembe ni razpredal. V podobni raziskavi dve
leti kasneje (Szwajgier in Bancarzewska, 2011) so preucevali vpliv kuhanja sladice
in sedimentacije na vsebnost fenolnih kislin. Potrdili so, da prosta ferulna kislina v
sladici predstavlja zgolj manjSinski delez v primerjavi z vezano, ki je postala
dostopna po alkalni hidrolizi. Tako kuhanje sladice (80 min, cca. 100 °C) kot
lo¢evanje usedline od bistre sladice v sedimentacijski posodi ni spremenilo
vsebnosti dveh najbolj zastopanih fenolnih spojin, ferulne in p-kumarne kisline
(niti proste frakcije niti skupno ekstraktibilne frakcije). Z vidika nastanka hlapnih
fenolov, ki lahko vodijo v pojav nezazelenih arom, so prednost dali prostim
fenolnim kislinam, saj je dekarboksilacija vezanih (v glavnem zaestrenih) spojin
manj verjetna. Zakljucili so, da kuhanje sladice in sedimentacija praviloma nista
vplivala niti na vsebnost proste kavne, protokatehujske, p-hidroksibenzojske,
sinapinske in siringi¢ne kisline. Nasprotno so Vanbeneden in sod. (2008a) pri
temperaturah sladice med 90 in 100 °C uspeli doloditi linearno povezavo med
tvorbo 4-vinilgvajakola in trajanjem toplotne obdelave. Nadalje so fenolne spojine
med drozganjem pri vi§jih temperaturah poleg toplotne dekarboksilacije podvrzene
tudi oksidaciji, razgradnji, in obarjanju preko tvorbe polimerov ali kompleksov s
proteini (Aron in Shellhammer, 2010; Zhao in Zhao, 2012), s ¢imer lahko prav tako
razlozimo njihov upad. Med pomembnejSimi encimi izpostavimo polifenol
oksidazo, peroksidazo in morda katalazo. Boulton (2013) poroca, da lahko fenolne
spojine zaradi interakcij s proteini izgubimo tudi v kasnejs$ih fazah proizvodnje
piva v obliki vroce ali hladne usedline in hladne trajne koloidne motnosti.

Razli¢en trend posameznih fenolnih spojin med pretvorbo sladice v pivo je
proucevala Se ena skupina znanstvenikov (Leitao in sod., 2011). Spremljali so 26
spojin, od tega uspesno identificirali sledeCe (po padajoem vrstnem redu v
sladici): ferulno kislino, p-kumarno kislino, katehin, epikatehin, protokatehujsko
kislino, sinapinsko kislino, vanilinsko kislino, kavno kislino, p-hidroksibenzojsko
kislino, m-kumarno kislino. Vzor¢enje je vkljucevalo sladico (rezim drozganja: 0-
20 min pri 37°C, 20-34 min pri 37-50°C, 34-55 min pri 50°C, 55-59 min pri 50-65
°C, 59-69 min pri 65 °C, 69-82 min pri 65-76°C in 82-92 min pri 76 °C), vrelo
sladico brez dodatka hmelja (1h, 100°C), ki je po fermentaciji predstavljala
fermentirano sladico ter vrelo hmeljeno sladico z dodanim hmeljnim CO;
ekstraktom (1h, 100°C), ki je po fermentaciji dala pivo. Koncentracija najbolj
zastopane fenolne kisline, tj. ferulne kisline, je bila relativno konstantna, skozi vse
faze vzorCenja ni utrpela vecjih izgub. Izkazalo se je, da je dodatek hmelja izjemno
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vplival na vsebnost p- kumarne kisline, manj, a Se vedno pozitivno pa na vsebnost
protokatehujske kisline in epikatehina. Podobno kot v prej$nji raziskavi, je kuhanje
sladice z dodatkom hmelja nekatere spojine zaznamovalo tudi negativno,
izpostavimo samo tiste, kjer so bile relativne spremembe ocitnejSe: p-
hidroksibenzojsko kislino in m-kumarno kislino. Fermentacija je vodila v precejSen
prirast p-hidroksibenzojske, vanilinske in klorogenske kisline ter bistven padec p-
kumarne in sinapinske kisline, ne glede na to ali so kvasovke inokulirali v sladico
brez dodanega hmelja ali v hmeljeno sladico. Med nastajanjem piva se je
spreminjala tudi vsebnost neidentificiranih antioksidativnih spojin, vendar so
Leitao in sod. (2011) prirast v vsebnosti fenolnih spojin po fermentaciji bolj kot
njihovemu absolutnemu povecanju pripisali boljsi topnosti teh spojin v etanolu.
Medtem pa Zhao (2015) v svojem pregledu literature poroca o Stevilnih dokazih,
da se med zasladitvijo in drozganjem koli¢ina fenolnih spojin praviloma znatno
poveca, nato pa med fermentacijo in skladi§¢enjem prav tako opazno upade. Na
sam izplen fenolnih spojin med varjenjem piva lahko nenazadnje vplivamo tudi z
opremo, ki jo v ta namen uporabimo. V raziskavi, kjer so pivo varili v laboratoriju
in v pilotni pivovarni so se razlike pokazale zlasti v fazi precejanja in kuhanja
hmeljene sladice (Koren in sod., 2019). Zato ne preseneca, da obstajajo velike
razlike v vsebnosti tako skupnih kot posameznih fenolnih spojin Ze znotraj iste
vrste piva, kaj Sele med posameznimi stili piva (Piazzon in sod., 2010; Vanbeneden
in sod., 2008a).

4 VLOGA FENOLNIH SPOJIN V PIVU

Med kakovostnimi atributi piva, ki jih potroS$nik najprej zazna, so bistra lesketajoca
barva in stabilna bogata pena. Takoj za tem, vendar S¢ pomembnejsi parameter, je
okus piva. Vloga, ki jo imajo fenolne spojine pri naStetih parametrih je dobro
poznana (Aron in Shellhammer, 2010; Lentz, 2018; Mikyska in sod., 2002).
Fenolne spojine dajejo pivu grencico, polnost, trpkost (Humia in sod., 2019;
Wannenmacher in sod., 2018), za pivovarje pa so Se posebej zanimive kot osrednji
endogeni antioksidanti, saj imajo klju¢no vlogo pri upocasnjevanju, omejevanju ali
celo prepreevanju oksidacijskih procesov v pivu (Zhao, 2015). Obstajajo Studije,
ki trdijo, da imajo piva, ki vsebujejo ve¢ fenolnih spojin, daljSo Zivljenjsko dobo,
stabilnej$i okus in aromo ter obstojnej$o peno (Humia in sod., 2019; Juri¢ in sod.,
2015; Mikyska in sod., 2002). O pomenu fenolnih spojin s prehranskega vidika,
njihovi sintezi, razlicnih pojavnih oblikah, ekstrakciji in analizi, metabolizmu in
ucinku na zdravje je na voljo domaca (Terpinc, 2019a, 2019b) in tuja literatura
(Gerhauser in sod., 2002; Pérez-Jiménez in Torres, 2011; Santos-Zea in sod., 2018;
Wannenmacher in sod., 2018). Namen aktualnega clanka je bil predstaviti pivo, ki
je poznano povsod po svetu, kot vir fenolnih spojin. Vrsta in koncentracija fenolnih
spojin v pivu je pogojena s stilom piva in povezana s sestavo izhodnih surovin ter
samim nac¢inom proizvodnje piva. Humia in sod. (2019) navajajo, da so vedji
pivovarji nagnjeni k stroSkovno ucinkovitejsi proizvodnji, kar nemalokrat pomeni
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tudi cenejSo surovino in uporabo alternativnih virov, surogatov. Na drugi strani
kraft pivovarji posegajo predvsem po je¢menu (v manjsi meri tudi po pSenici), vec
poudarka pa namenjajo tudi hmelju, s ¢imer lahko morda deloma pojasnimo tako
vecjo raznolikost kot tudi vecjo vsebnost posameznih fenolnih spojin. Spet drugi
razloge iS¢ejo v filtraciji, veCina kraft piv je za razliko od komercialnih,
nefiltriranih, zaradi Cesar ohranijo ve¢ ekstrahiranih polifenolov (Marques in sod.,
2017). Zanimive izsledke je dala tudi raziskava desetih sadnih piv, kjer so sladici
med fermentacijo dodali sadje. V vecCini sadnih piv je bila antioksidativna
aktivnost, vsebnost fenolnih kislin in flavonoidov znatno vecja kot pri obicajnih
pivih brez sadja. ViSnjevo pivo je imelo najvisje vrednosti, sledilo je grozdno,
slivovo in pomaran¢no pivo. V vseh pregledanih sadnih pivih so zaznali povecanje
vsebnosti katehina in kvercetina, klorogenske, neoklorogenske, p-kumarne in
kavne kisline glede na obicajna piva. Nardini in Garaguso (2020) sta na podlagi
dobljenih rezultatov zakljucila, da je dodajanje sadja med fermentacijo znatno
povecalo antioksidativno aktivnost piva in kakovostno ter koli¢insko izboljsalo
njegov fenolni profil. Pred leti so se tudi Piazzon in sod. (2010) ukvarjali z analizo
razli¢nih zvrsti piv. Poro¢ajo, da ferulna kislina nekajkrat preseze koncentracije
vseh ostalih fenolnih kislin prav v vseh pivih, sledijo ji sinapinska, vanilinska,
kavna, p-kumarna in 4-hidroksifenil ocetna kislina. Avtorji omenjene raziskave
ugotavljajo, da so ferulna, kavna, siringinska, sinapinska in, v manjs$i meri,
vanilinska kislina prisotne v glavnem v vezani obliki, medtem ko so vanilinsko in
4-hidroksifenil ocetno kislino dolo¢ili v priblizno enakovrednih delezih v prosti in
vezani obliki. Sestevek celokupnih posameznih fenolnih spojin je razkril, da so bila
med analiziranimi pivi s fenolnimi kislinami najbolj osiromaSena brezalkoholna
piva, med pSeni¢nimi pivi, pilsnerji in lagerji, ki so sledili v nadaljevanju, ni bilo
bistvenih razlik, piva ale, abbey in bock pa so spet vsebovala ve¢ fenolnih spojin.
Za vecjo verodostojnost rezultatov omenimo, da so za vsak tip piva analizirali 5
razli¢nih znamk in da so bila piva proizvedena v razli¢nih evropskih drzavah. Na
koncu pa omenimo $e nedavne ugotovitve Cheiran in sod. (2019). V studijo so
vkljucili piva treh razli¢nih stilov (india pale ale, lager, pSenicno) iz treh razli¢nih
pivovarn in v skupno 81 analiziranih vzorcih dolocili 57 fenolnih spojin. Med njimi
so v pivu sploh prvi¢ dolocili nekatere benzojske kisline (2,4-dihidroksibenzojsko
kislino, 2,3-dihidroksibenzojsko kislino, dimetoksibenzojsko kislino), konjugate
fenolnih kislin (3-p-kumaroilkino kislino in 4-p-kumaroilkino kislino, 3-
feruloilkino kislino, 4-feruloilkino kislino, 5-feruloilkino kislino) in flavonoide
(taksifolin heksozid, kvercetin diheksozid, apigenin-6,8-dipentozid in izofraksidin
heksozid). V isti raziskavi so predstavili tudi spojine, ki bi lahko omogocale
razlikovanje med posameznimi stili. S fenolnimi spojinami, ki najbolj pripomorejo
k oksidativni stabilnosti piva so se ukvarjali Se v eni pomembni raziskavi (Spreng
in Hofmann, 2018); tudi v okviru te so v pivu identificirali Stevilne spojine,
nekatere prav tako prvi¢. Zakljucili so, da med vsemi spojinami v pivu izraZajo
najve¢jo antioksidativno aktivnost relativno nepoznani hortadini A, B in C,
saponarin ter kvercetin 3-O-malonil glukozid. Nenazadnje izpostavimo Se izsledke
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raziskave (Raquel in sod., 2013), ki poroCa, da je antioksidativen potencial
nekaterih piv ne samo primerljiv, temve¢ celo boljsi od prenekaterih vin in
gaziranih pijac. Vsekakor, toksicne vloge alkohola ob tem ne smemo podcenjevati.

5 ZAKLJUCEK

Stevilne $tudije zadnjih let se osredotodajo na spremljanje fenolnih spojin od
izhodnih surovin do piva, vendar Stevilne neznanke dajejo temu podrocju Se veliko
prostora za nadaljnje raziskave. Varjenje kvalitetnega piva je izjemno zahteven
proces. Vsebnost fenolnih spojin v konénem izdelku je odvisna tako od genetskih
dejavnikov kot od samih pogojev rasti je¢mena in hmelja. Pri pripravi slada kot
tudi kasneje v vsaki posamezni stopnji varjenja piva lahko s Stevilnimi parametri,
ki jih doloca recept ali tehnologija, optimiziramo pogoje, ki vodijo v sprostitev
fenolnih spojin iz vezanih oblik in na ¢im vecjo koncentracijo celokupnih fenolnih
antioksidantov v konénem proizvodu. Studije, vkljudene v tokratni pregled
literature nedvomno kazejo na raznolik in izjemno kompleksen vpliv razli¢nih
dejavnikov na vsebnost fenolnih spojin med proizvodnjo piva. Slednje velja tako za
razli¢ne stile piva kot tudi za isti stil razli¢nih proizvajalcev. Cilj v prihodnosti naj
bo tako poiskati kompromis med tehnoloSko in prehransko kakovostjo piva, saj
slednja tudi na racun prisotnih fenolnih spojin vsekakor ni zanemarljiva.
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Abstract

Traditionally, beer is a beverage that is made only from barley malt, hops and
water. Nevertheless, apart from this, substitutes for barley malt in the form of
various unmalted cereals are used. The chemical composition of wort is altered
when prepared from alternative raw materials which further results in imbalance
between different fermentable compounds. The yeast strain Saccharomyces
pastorianus TUM 34/70 is one of the natural hybrids which was domesticated by
man for traditional brewing based on barley malt. By changing the raw material the
balance between aromatic compounds achieved by brewers over centuries could be
ruined.

The results of our work showed that increasing the content of unmalted barley
significantly affects all nitrogen fractions in wort and beer. The saccharides content
remains comparable, except in the variant where only unmalted barley was used as
a surrogate and this led to an increase in glucose and maltotriose. The increase in
the content of unmalted barley also results in an extended fermentation time from
six to nine days. Differences in the composition of surrogates did not affect the
sensory evaluation of fresh beer and of beer after aging of three months, while the
best scored beers after six months where those where we used a combination of
unmalted barley and maize grist.

Key words: beer, malt surrogates, chemical composition, sensorial properties

VPLIV NADOMESTKOV JECMENOVEGA SLADA NA KEMIJSKO-
FIZIKALNE IN SENZORICNE LASTNOSTI PIVA

Izvlecek

Tradicionalno je pivo pijaca, ki je izdelana samo iz jeCmenovega sladu, hmelja in
vode. Kljub temu se poleg osnovnih surovin pri varjenju piva uporabljajo
nadomestki za je¢menov slad, v obliki razli¢nih neslajenih Zit. Izbor alternativne
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surovine pomeni spremenjeno kemijsko sestavo sladice in posledi¢no poruseno
ravnovesje med razlicnimi fermentativnimi spojinami. Kvasovka Saccharomyces
pastorianus TUM 34/70 je ena izmed naravnih sevov, ki jo je ¢lovek udomacil za
tradicionalno proizvodnjo piva, kjer se uporablja izklju¢no jecmenova sladica. Ob
zamenjavi osnovnega substrata, se ravnovesje aromati¢nih spojin, ki so ga
pivovarji dosegli skozi stoletja, porusi.

Rezultati nasega dela so pokazali, da viSanje vsebnosti neslajenega jeCmena
bistveno vpliva na duSi¢ne komponente v pivini in v pivu. Vsebnost sladkorjev
ostaja primerljiva, razen v varianti, kjer je bil kot nadomestek uporabljen samo
neslajeni jeCmen in je to vodilo v poviSanje glukoze in maltotrioze. Posledica
viSanja vsebnosti neslajenega je¢mena je tudi podaljSan Cas fermentacije iz Sest na
9 dni. Razlike v sestavi nadomestkov niso vplivale na senzori¢no oceno svezega
piva in po staranju treh mesecev, medtem ko so bila najbolje ocenjena piva po
Sestih mesecih tista, kjer smo uporabili meSanico neslajenega jeémena in
koruznega zdroba.

Kljuéne besede: pivo, nadomestki slada, kemijska sestava, senzori¢ne lastnosti

1 INTRODUCTION

Beer is one of the world’s oldest prepared beverages. It is estimated that it is more
than 5000 years old and is one of the world's most popular drinks. In fact, it is the
third most consumed drink overall, after water and tea (Arnold, 2005).

To all known beer flavour and aroma, are the results of a fine and subtle balance
between numerous flavour active compounds, which are originating from raw
materials used in brewing process, together with those originating from yeasts
during fermentation. A combination of taste and odour is of crucial importance for
consumers’ acceptance of beer (Kunze, 2010).

Standard composition of the brewing raw materials for the production of wort
includes pure barley malt. However, in the breweries in addition to the malt,
various surrogates in the form of unmalted cereals are used too (unmalted barley
and maize grits). The problem of the use of surrogates is that they may
significantly alter the chemical composition and physical properties of wort, and
thus the expected metabolism of yeast during the fermentation. Consequently, the
sensorial description of the final product beer may be significantly affected.

Research work was primarily focused on comparison of different technological
processes, where unmalted barley, maize grits and two mixtures of both in different
ratios were used. Comparison of their influences on chemical composition and
physical and sensorial properties of wort and beer was made. Main goals were
detailed chemical characterization of wort, green beer and beer, where surrogates
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for barley malt were used on industrial scale. After the production, selected
parameters were monitored during the storage after 3 and 6 months to get the
information on possible effects of different raw materials on beer stability and
sensory.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Research design

Industrial scale production was conducted in conical fermentation tanks (total
volume 4400 hl, working volume 3250 hl). Strict traceability of the ingredients for
wort production (malt, maize grits and unmalted barley) was assured. A
conventional brewing protocol and fermentation diagram for primary and
secondary fermentation was applied. Four different worts were prepared using raw
materials as presented in Table 1 in proportions of particular raw material expected
to be used in conventional beer production.

Table 1: Presentation of raw materials used in particular brew in % (m/m)

Barley malt | Unmalted barley | Maize grist
Variant 1 70 0 30
Variant 2 70 10 20
Variant 3 70 20 10
Variant 4 75 25 0
2.2 Yeasts

The yeasts used in the brewing process for all variants was a lager yeast strain,
Saccharomyces pastorianus (TUM 34/70), supplied by the Yeast Centre at
Weihenstephan, Germany. In all cases yeast generation C was used.

2.3 Chemical analyses

All chemical analyses used for wort, green beer and beer were done according to
the Analytica-EBC and MEBAK collections of analytical methods as follows:

Total nitrogen in in wort: Kjeldahl method (Analytica-EBC, 2000a), Total nitrogen
in beer: Kjeldahl method (Analytica-EBC, 2000b), Free amino nitrogen in wort by
spectrophotometry (Analytica-EBC, 2002), Free amino nitrogen in beer by
spectrophotometry (Analytica-EBC, 2000c¢), Total polyphenols in wort by
spectrophotometry (Analytica-EBC, 1997), Total polyphenolos in beer by
spectrophotometry (Analytica-EBC, 2002), Coagulable nitrogen (MEBAK, 2013a),
Nitrogen fractionations (MEBAK, 2013d), Total sulphur dioxide in beer:
Distillation method (Analytica-EBC, 1997), Fermentable carbohydrates in beer by
HPLC (Analytica-EBC, 1997), Free dimethyl sulphide (DMS) in wort and beer
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(MEBAK, 2013b), Vicinal diketones in beer: spectrophotometric method
(Analytica-EBC, 2000), Higher alcohols and esters in beer (MEBAK, 2013c),
Original gravity in wort and beer (MEBAK, 2013¢) and Alcohol in beer by near
infrared spectroscopy (Analytica-EBC, 2008).

During fermentation, glucose, fructose, maltose (DP2) and maltotriose (DP3)
contents were monitored every day of fermentation. To assess maturation effects
green beers were analysed on the first day of maturation and after two weeks when
the maturation was ended. Immediately after bottling a complete analysis was done
on fresh bottled beer to determine possible effects of filtration on the chemical
composition. After bottling beers were stored for three and six months and
analysed completely to see the effects of storage on chemical composition. At the
same time samples were sensory analysed by a panel consisted from six trained
members to see possible effects on sensory.

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Wort

In the experiment, four different worts were prepared, which differed in the content
of each surrogate (unmalted barley, or maize), as described in the previous chapter.
Table 2 presents the measured values of individual parameters.

Table 2: Results of chemical analysis of worts of all four variants

Parameter VAR 1 VAR 2 VAR 3 VAR 4
Original gravity (%) 11.42 11.41 11.41 11.48
Total nitrogen (mg/100mL) 72.5 74.1 81.7 98.7
High molecular weight nitrogen (mg/100mL) 21.2 224 254 28.7
Medium molecular weight nitrogen (mg/100mL) 2.8 34 5.9 7.3
Low molecular weight nitrogen (mg/100mL) 48.5 48.3 50.4 62.7
Coagulable nitrogen (mg/100mL) 2.5 2.6 32 3.5
Free alpha amino nitrogen (mg/L) 137.1 134.6 142.4 191.4
Polyphenols (mg/L) 172.4 185.6 198.1 233.9
DMS (mg/L) 0.048 0.044 0.052 0.053
Glucose [g/100mL] 0.78 0.75 0.73 1.05
Fructose [g/100mL] 0.15 0.16 0.13 0.18
Maltose (DP2) [g/100mL] 5.64 5.81 5.87 5.46
Maltotriose (DP3) [g/100mL] 1.32 1.30 1.46 1.78
sum fermentable saccharrides [g/100mL] 7.89 8.02 8.19 8.47
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In Figure 1 is the graphical presentation of nitrogen fractions of the same results as
presented in Table 1 for clearer outlook of the results.
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Figure 1: Graphical presentation of nitrogen fractions in worts.

The results show that increasing the proportion of unmalted barley significantly
increases all forms of nitrogen that were included in the analyses. The same trend
can be observed in the contents of the polyphenols as in the case of nitrogen
fractions, as the increase in polyphenols is as much as 14.9 %.In the case of
fermentable saccharides, it could be seen that there are no significant differences
between the first three variants, either in the individual type of saccharide or in the
total sum of them. A larger deviation is observed in the fourth variant, where the
content of glucose and maltotriose (DP3) is increased, and the content of maltose
(DP2) is reduced. Fructose remains comparable in all variants. The content of DMS
did not differ significantly in all three variants.

3.2 Fermentation

Fermentation took place in all four variants with the same yeast generation (C
generation) and under the same conditions. In Variant 1, the fermentation was
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completed within five days and in Variant 2 within six days. In Variant 3, the
fermentation took 10 days, and in Variant 4, 9 days. Table 3 collects data on the
concentrations of individual fermentable sugars during the course of fermentation.

The dynamics of consumption of individual saccharides during fermentation shows
that the change of surrogate does not affect significantly the consumption of mono
saccharides glucose and fructose, as their concentration falls below 0.1 g/100mL
after two or three days of fermentation. However, increasing the unmalted barley
surrogate begins to significantly increase the consumption time of DP2 and DP3. In
variants 3 and 4, the fermentation took place for 10 or 9 days.

Table 3: Concentrations of fermentable saccharides during fermentation

Saccharide DP3 DP2 Glucose Fructose
Variant and [g/100mL] [g/100mL] [g/100mL] [g/100mL]
fermentation day
VAR 1/1 1.21 4.92 0.04 0.16
VAR 1/2 0.91 341 0.00 0.03
VAR 1/3 0.41 1.14 0.01 0.04
VAR 1/4 0.32 0.67 0.04 0.05
| VARLS 024 | 027 _|._..000 1 ___ 001
VAR 2/1 1.00 4.05 0.10 0.08
VAR 2/2 0.87 3.12 0.02 0.02
VAR 2/3 0.69 2.65 0.04 0.04
VAR 2/4 0.50 1.66 0.00 0.01
VAR 2/5 0.38 0.77 0.07 0.01
_vAR26 | 036 | 061 | 008 | 002
VAR 3/1 1.39 5.57 0.72 0.09
VAR 3/3 0.99 3.70 0.09 0.02
VAR 3/5 0.82 2.55 0.01 0.03
VAR 3/7 0.50 1.40 0.03 0.01
VAR 3/9 0.46 0.74 0.00 0.01
VAR 3/10 0.32 0.49 0.01 0.02
 VAR41 | 184 | 555 | 049 | 033 |
VAR 4/3 1.41 3.26 0.25 0.02
VAR 4/5 0.69 1.93 0.04 0.01
VAR 4/7 0.53 0.98 0.02 0.02
VAR 4/9 0.48 0.80 0.03 0.03
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33 Maturation
For the purpose of maturation monitoring of the green beer, we performed a
chemical analysis on the first day of maturation and the last day of maturation

before beer filtration and bottling. We determined the parameters listed in Table 4.

Table 4: Results of chemical analysis at the beginning and end of maturation

Start of maturation End of maturation

VAR VAR VAR VAR VAR VAR VAR VAR

1/6 2/7 3/11 4/10 1/7 2/8 3/12 4/11
Total nitrogen (mg/100mL) 53.8 58.5 67.9 85.4 53.2 57.5 68.3 85.0
&ilg;lrggrljglar weight nitrogen 1.0 | 141 | 171 | 182 | 113 | 129 | 157 | 206
I(\ﬁleg‘jil‘ggr;nf)l““lar weightnitrogen |y 61 1y | o2 | 179 | 109 | 118 | 129 | 144
(erlgﬁ‘)‘éﬁu)lar weight nitrogen 318 | 332 | 396 | 493 | 310 | 328 | 397 | 500

Coagulable nitrogen (mg/100mL) 1.4 1.3 1.5 1.9 1.6 1.8 2.0 2.5
Free alpha amino nitrogen (mg/L) 63.3 72.5 103.8 | 155.1 65.5 75.9 1114 | 1674

SO, (mg/L) 0.6 2.7 4.1 6.1 0.8 1.9 1.6 33
polifenoli (mg/L) 152.7 164.5 184.1 202.0 148.4 161.2 177.3 189.4
Acetaldehyde (mg/L) 8.63 6.13 8.08 13.01 2.81 348 4.65 8.74
Ethylacetate (mg/L) 14.49 17.99 17.28 18.64 16.30 17.55 16.63 17.68
Methanol (mg/L) 2.08 1.90 2.81 2.68 227 2.82 2.13 2.37
1-propanol (mg/L) 13.64 14.69 14.29 15.13 14.20 15.23 14.25 15.16
Iso-buthanol (mg/L) 10.26 2.30 7.43 8.74 10.20 9.50 7.15 8.63
Iso-amyl acetate (mg/L) 1.32 1.03 0.74 1.08 1.29 1.10 0.80 0.97
2-methylbutanol-1 (mg/L) 12.04 9.65 11.74 13.40 12.09 12.53 10.62 13.02
3-methylbutanol-1 (mg/L) 37.43 30.17 31.09 33.98 36.12 38.04 31.32 34.21
2-phenylethyl acetate (mg/L) 0.44 0.16 0.17 0.20 0.45 0.46 0.20 0.29
2-phenylethanol (mg/L) 28.66 12.77 14.10 13.13 29.93 25.82 12.93 12.69
DMS (mg/L) 0.05 0.07 0.07 0.06 0.10 0.10 0.04 0.04
diacetyl (mg/L) 0.09 0.09 0.04 0.04 0.05 0.05 0.05 0.06
DP3 [g/100mL] 0.18 0.25 0.18 0.15 0.33 0.46 0.54 0.40
DP2 [g/100mL] 0.13 0.21 0.11 0.17 0.23 0.26 0.31 0.19
Gle [g/100mL] 0.00 0.04 0.02 0.05 0.03 0.03 0.04 0.06
Fru [g/100mL] 0.02 0.01 0.02 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
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In the case of nitrogen fractions, elevated concentrations of practically all forms are
maintained even after fermentation and the end of maturation, depending on the
increase in the surrogate of unmalted barley. The difference after the end of
maturation in most cases are no longer as obvious as in the case of worts, but are
fairly even. High-molecular and alpha amino nitrogen forms stand out, which are
significantly higher in variants 3 and 4. They are also significantly higher
compared to variant 2 (malt/maize/unmalted barley). Polyphenols levels are no
longer as high after maturation as in worts, but the difference between variants 1, 3
and 4 remains high. The contents of SO, DMS and diacetyl do not differ
significantly between the individual variants. The concentration of diacetyl drops
as expected towards the end of maturation. In the field of higher esters and
alcohols, the largest differences are observed in lower concentrations of iso-
butanol, iso-amyl acetate, 2- and 3-methylbutanol-1, 2-phenyl acetate and 2-
phenylethanol, which are consistent with the increase in the proportion of unmalted
barley surrogate.

34 Beer storage

Table 5 presents the results of measurements in beer at bottling and after three or
six months of aging. After filtration, the same set of parameters was analysed in the
beer as after the end of maturation, since we wanted to see also the influence of
filtration on individual parameters. The same set of parameters was then
determined also after storage for three and six months. The results of the
measurements show that the filtration process does not have a significant effect on
individual nitrogen forms. The greatest impact in terms of concentration reduction
is detectable in the case of coagulable nitrogen. Also during aging, the ratios
between the individual forms depending on the surrogate used remain constant.
Filtration significantly reduces the concentration of polyphenols. Reduction is more
than 50 % for all variants. As beer is aged, their concentrations no longer change
significantly. The concentration of DMS, SO, and diacetyl is not expected to be
affected by filtration and their concentrations do not change significantly during
aging. In all variants, the concentrations of those parameters are low. The
concentrations of higher esters and alcohols are not significantly affected by
filtration. The data for iso-butanol differ, but we don’t have the explanation. The
ratios between the individual alcohols and esters also remain comparable during
aging and their concentration depends on the surrogate used, however, there are no
major differences between the individual variants. Among some, a trend of
increasing concentration of 2-phanylethanol and 2-phenyl acetate and decreasing
concentration of iso-amyl acetate is observed during aging. Concentrations of other
alcohols and esters do not change significantly. Table 5 presents the results of
measurements in beer at bottling and after three or six months of aging.
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Results of measurements in bottled beer at bottling and after three and six

Table 5.
months of aging
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3.5 Sensorial assesment during beer aging

All beer samples were sensorial assessed at bottling time and after 3 and 6 months
of aging. In sensorial assessment performed with the panel consisted of 6 trained
members three parameters were assessed, namely odour, taste and bitterness, each
scored from 1 to 5, where 1 mean the lowest and 5 the highest score. Final average
scores are presented in Table 6.

Table 6: Average scores for sensory assessment

Sample Odour (months) Taste (months) Bitterness(months) Overall(months)

0 3 6 0 3 6 0 3 6 0 3 6

Variant1 | 3.50 | 3.33 | 2.75 | 3.33 | 3.58 | 2.58 | 3.50 | 3.50 | 2.67 | 3.44 | 3.47 | 2.67

Variant2 | 3.42 | 3.67 | 3.08 | 3.33 | 3.58 | 3.17 | 333 | 342 | 3.17 | 336 | 3.56 | 3.14

Variant3 | 3.75 | 3.00 | 3.00 | 3.33 | 3.17 | 3.00 | 3.33 | 3.00 | 3.00 | 3.47 | 3.00 | 3.00

Variant4 | 3.58 | 3.58 | 2.50 | 3.42 | 3.58 | 2.58 | 3.39 | 342 | 2.58 | 3.39 | 3.42 | 2.58

At the bottling time six panellist did not rate negatively none of the variants and
they did not notice significant differences. No major changes were observed
between the different ratios of unmalted barley as a surrogate after 3 months of
aging. They did not recognise oxidation of beer and all samples are sensory stable.
Among variants, the best scored sample was Variant 2 (10% of unmalted barley,
20% maize), followed by Variant 4 (25 % of unmalted barley). Still the panel
concluded that there were no major differences between samples. After 6 months in
all beers panel recognised storage impact on quality. However the best rated
samples were those produced from the combination of unmalted barley and maize
(Variants 2 and 3).

4 CONCLUSION

Examining the results of beer testing, monitoring fermentation and maturation and
aging of bottled beer produced from different combinations of surrogates, we can
see that at all technological stages there are significantly increased contents of
nitrogen forms depending on the increase in the proportion of unmalted barley
used. This could cause problems with the turbidity of the beer or the formation of
unwanted aroma components. Increasing the proportion of unmalted barley
significantly increases the content of polyphenols, which could also easily cause
problems with the turbidity of beer. As can be seen from the results before and
after filtration, their content is reduced by about 50 % by filtration. Although their
content is still comparatively higher in the case of the use of unmalted barley, the
absolute values are probably no longer so high as to cause problems during aging.
It is interesting to note that the prolongation of the fermentation time by increasing
the proportion of unmalted barley is mainly due to the slower consumption of DP2
and DP3. If the actual cause of the prolonged fermentation was a higher proportion
of unmaletd barley as it could be concluded from our results, this can be
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problematic from the point of view of increased production costs. However,
research shows that yeasts can adapt to a new environment and, in subsequent
successive uses, the negative impact of the environment on their viability declines.
The measured parameters do not show significant deviations between individual
variants in the case of volatile components of aroma. This may indicate that there
are no increased precursors for the formation of negative components such as
DMS, SO in any surrogate, or that different surrogates do not significantly affect
the ability to excrete secondary yeast metabolites.
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Abstract

Phenolic compounds obtained from Camelina sativa oil were analysed according to
their antioxidative properties in bulk lipid system. The extract of phenolic
compounds was prepared by use of solvent extraction. The results indicate that
camelina oil extract added to model lipid system retarded the process of lipid
peroxidation. The extract was able to decrease the formation of primary oxidation
products determined as conjugated dienes and peroxide value in lipid system
incubated at temperature 65 °C. Additionally, the induction time (/7) of bulk lipid
system enriched with extract as determined by Rancimat test was extended by
10 %.

Keywords: Camelina sativa, false flax, phenolic compounds, oil, antioxidant
activity, lipid peroxidation, peroxide value, conjugated dienes, Rancimat

UCINEK FENOLNIH SPOJIN EKSTRAHIRANIH IZ OLJA Camelina sativa
NA OKSIDATIVNO STABILNOST LIPIDNEGA SISTEMA

Izvlecek

Antioksidativne lastnosti fenolnih spojin, ki smo jih pridobili iz olja Camelina
sativa, smo analizirali v lipidnem sistemu. Izvlecek fenolnih spojin smo pripravili s
solventno ekstrakcijo. Rezultati kazejo, da izvlecek, ki ga dodamo modelnemu
lipidnemu sistemu, zavira proces peroksidacije. Izvlecek je v lipidnem sistemu, ki
smo ga inkubirali pri temperaturi 65 °C, zmanjSal tvorbo primarnih oksidacijskih
produktov. Primarne oksidacijske produkte smo dolocili kot vsebnost konjugiranih
dienov in kot peroksidno Stevilo. Poleg tega smo z metodo Rancimat dolocili
indukcijski ¢as (/T) in ugotovili 10 % podaljSanje /T za lipidni sistem z dodanim
izvleckom.

Klju¢ne besede: Camelina sativa, navadni ri¢ek, fenolne spojine, olje,
antioksidativna ucinkovitost, lipidna peroksidacija, peroksidno Stevilo, konjugirani
dieni, Rancimat
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1 INTRODUCTION

Camelina sativa, with the common names false flax or gold of pleasure, is an
oilseed plant and belongs to the Brassicaceae family. Slovenia is one of the few
countries where the tradition of producing it has been preserved until today
(Abramovi¢ and Abram, 2005; Hrastar et al., 2012). C. sativa seed consists of
about 43 % oil in dry matter. The oil produced from the seeds is partly used as
edible oil but most of it is used as a traditional home remedy. From the nutritional
point of view, camelina oil is a rich source of essential fatty acids (linoleic and a-
linolenic) as well as w-3 fatty acid (a-linolenic). The content of unsaturated fatty
acids in the oil is about 90 % (Jankowski et al., 2019). About 50 % of the total fatty
acids are polyunsaturated-linoleic acid (18:2#n—6) and a-linolenic acid (18:3n—3).
The content of erucic acid (22:1#—9) in the oil is about 3.0 % (Hrastar et al., 2009).
According to Hrastar et al. (2012) and Abramovi¢ et al. (2007) the content of
tocopherols in camelina oil is about 700 mg/kg oil with predominating vy-
tocopherol. In one of our papers (Terpinc et al., 2012) we published results
concerning the occurrence and characterisation of phenolic compounds in camelina
oil obtained from the seeds grown in the Koroska region (Slovenia). It has been
found that during the pressing of the seeds most of the phenolics remain in the seed
residues (cake), only a small portion is transferred into the oil reaching the value
expressed in chlorogenic acid equvalents (CAE) around 100 mg CAE/kg. In the
same study the phenolic compounds catehin, p-hidroxybenzoic acid, ellagic acid,
sinapic acid, salicylic acid and quercetin were identified.

Initial studies assumed that lipid oxidation in bulk oil takes place in a
homogeneous medium. Today is known that systems like vegetable oils are
complex multiphase systems which contain small amounts of monoacylglycerols,
diacylglycerols, free fatty acids, phospholipids, sterols, cholesterols, phenolic
compounds and oxidation products. These amphiphilic molecules can self-
assemble due to hydrophobic interaction to form a variety of different types of
association colloids, including lamellar structures and reverse micelles. However,
safflower oil used in this investigation was refined. Thus above mentioned
amphiphilic compounds are removed, but this bulk oil system can still contain
small amounts of water what alter the structure and characteristics of oil, and
behaviour of antioxidants added (Chaiyasit et al., 2007).

Antioxidant activity of camelina oil phenolics extract determined as free radical
scavenging activity, metal ion reducing capacity, chelating ability and inhibitory
action against [B-carotene discolouration in an emulsified system has been
investigated extensively (Terpinc et al., 2012). In comparison to the extract of
phenolics obtained from camelina seeds and camelina cake the extract from
camelina oil exhibited the highest iron-chelating capacity and was the most
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effective in inhibiting B-carotene discolouration in an emulsified system. However,
its antioxidant activity in bulk oil system was far less investigated.

Our model lipid system consisted of safflower oil, commercial standard without
added antioxidants. Due to the high content of polyunsaturated fatty acids, it was
expected that safflower oil would be exposed to the formation of undesirable off-
flavors and potentially toxic oxidation products. Since one of the most effective
means to delay lipid oxidation in oils is the incorporation of antioxidants, the aim
of this study was to evaluate the protective effect of phenolic compounds extracted
from camelina oil on the oxidative stability of the model lipid system (safflower
oil). For that purpose, the Rancimat test was performed, and the formation of
primary oxidation products in safflower oil incubated at elevated temperature was
the followed method.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Materials

The camelina oil used in this study was produced from seeds of Camelina sativa
plants grown in the Koroska region, Slovenia. After pressing the heat-treated seeds,
the obtained camelina oil was filtered and stored in the refrigerator until analysis.
The commercially available refined, bleached, deodorised safflower (Carthamus
tinctorius) oil from Sigma (S5007; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Germany)
was employed as model lipid system. According to the product specification
provided by the producer of this safflower oil, the fatty acid content (in weight
percent; %) was: palmitic acid (16:0), 7 %; stearic acid (18:0), 2 %; oleic acid
(18:1n-9), 16 %; linoleic acid (18:2n-6), 71 %. The peroxide value (PV) of
safflower oil prior to the experiments was 3.8 mmol Ox/kg. All other chemicals and
solvents were of analytical grade.

2.2 Preparation of phenolic extract from camelina oil

Extract of phenolic compounds from camelina oil was prepared according to the
method described by Terpinc et al. (2012) by use of methanol-water mixture
(80:10, v/v) as extraction solvent. The oil-to-solvent ratio was 1:4 (w/v). The
residue after condensation in a rotary evaporator was redissolved in ethanol. The
extraction was performed in triplicate. The repeatability of the extraction process
amounted to 94 %.

23 Determination of total phenolic content in extract from camelina oil

The content of total phenolic compounds in extract from camelina oil was
determined according to the Folin-Ciocalteu method described by Gutfinger
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(1981). The amount of total phenolic compounds was expressed in CAE. The
determination was conducted in triplicate and results were averaged. The standard
deviation of determination was less than 5 %.

24 The protective effect of phenolic extract obtained from camelina oil on
the oxidative stability of model lipid system

Appropriately diluted extract was added to bulk safflower oil, producing the
desired concentration of 200 mg CAE/kg. Ethanol was then evaporated using N».
The samples (70 mL) were transferred to transparent glass beakers (4 cm in
diameter) covered with a watch glass and exposed to storage for 13 days at (65
0.5) °C in the dark. Stored samples were subjected to determination of PV and
conjugated dienes over a period of 13 days (after 2, 5, 11 and 13 days of
experiment).

2.5 Peroxide value determination of model lipid system

The AOAC Official Method 965.33 (AOAC, 1999) was used for peroxide value
(PV) determination. The value was expressed as mmol Ox/kg of safflower oil. The
determination was carried out in triplicate. The standard deviation of determination
was less than 2 %.

2.6 Conjugated dienes determination of model lipid system

Conjugated dienes in the safflower oil were determined according to method
described by (IUPAC, 1987). Weighed safflower oil samples were dissolved in 5
mL cyclohexane, diluted, and the absorbance was measured at 234 nm (A434)
against cyclohexane as the blank. Results were expressed as specific extinction £
(1 %, 1 cm) calculated by Equation 1:

E(1 %, 1 cm) = Axa/ poi (1)

where i is the concentration of safflower oil in cyclohexane (g/100 mL). The
determination was carried out in duplicate. The standard deviation of determination
was less than 5%.

2.7 Rancimat test of model lipid system

The test was performed on a 679 Rancimat apparatus (Metrohm model 743,
Herisau, Switzerland). Safflower oil samples (3 mL) were subjected to a
temperature of 110 °C at an air flow rate of 20 L/h. The oxidative stability was
expressed as induction time (/7), which represents the time needed for
decomposition of hydroperoxides produced by oil oxidation (L&ubli et al., 1988).
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The antioxidant activity of added antioxidants was expressed as protection factor
(PF) that was calculated by Equation 2:

PF = 100% - (ITcxtr - ITcontrol) / ITeontrol .. (2)

where Tt and T control mean the value for induction time for safflower oil with and
without antioxidants, respectively. The determination was carried out in triplicate.
The standard deviation was less than 3 %.

3 RESULTS AND DISCUSSION

From nutritional point of view, oils containing high proportion of polyunsaturated
fatty acids are highly desirable. On the other hand, these oils are susceptible to
oxidation. Oxidative stability of lipid system is one of the most important oil
quality parameters that determine its usefulness as well as shelf life.

Lipid oxidation is a free radical chain reaction that includes common phases of
initiation, propagation and termination. The generation of primary free radical
causes the formation of another radical, resulting in the formation of the primary
oxidation product, i.e. hydroperoxide. In addition, many free radical formed by
decomposition of hydroperoxides are highly reactive. That leads to formation of
the secondary and tertiary products which influence sensorial and nutritional
properties of food. Besides, they react with the surrounding food components,
thereby extending the undesirable effects of lipid oxidation (Zamora and Hidalgo,
2016).

Beside on fatty acid composition the oxidative stability of lipid system depends on
its physical state and the presence of antioxidants (Martinovi¢ et al., 2019). The
phenolic compounds act as antioxidants due to their capability to scavenge free
radicals, chelate transitional metals and quench singlet and triplet oxygen
molecules. However, chemical structure of phenolic compounds and reaction
environment are of high importance.

In our investigation the ethanolic solution of extracted phenolic compounds from
camelina oil was added to bulk lipid system (commercially available safflower oil)
and the influence of these phenolic compounds on hydroperoxide formation during
safflower oil storage at 65 °C was elucidated. As can be observed on Figure 1 the
PV of the control (oil without added antioxidants) increased from 3.8 to 14.9 mmol
Oy/kg in the first six days, meanwhile PV of the safflower with added extract
reached 11.3 mmol O./kg in the same period. However, after 13 days i.e. at high
PVs, the difference between the control and oil with added extract was reduced,
what shows that extract obtained from camelina oil inhibited peroxidation more
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effectively at the early stages of lipid peroxidation process. The same observation
has been published previously (Deiana et al., 2002).
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Figure 1: Dependence of PV of safflower oil on time of storage at 65 °C in the
dark; (A -control lipid system, m- lipid system with camelina oil extract). Values
are means of three determinations + standard deviation.

Phenolic compounds suppress lipid peroxidation mostly by scavenging radicals.
The inactivation of free radicals is achieved through donation of hydrogen to a free
radical and hence its transformation to unreactive species (Zamora and Hidalgo,
2016). In one of our previous studies (Abramovi¢ et al., 2007) we have clearly
shown how the content of natively present (not added) phenolic compounds in
vegetable oil linearly decreased with increased PV during incubation at elevated
temperatures (50 °C and 65 °C). In the same investigation it was observed that the
rate of degradation with increased PV was much more profound at 65 °C than at
50 °C. When phenolic compound donates phenolic hydrogen to radical it oxidizes
to quinone, which is not effective as radical scavengers. Further, there is also
possibility for the formation of dimers of phenolic compounds among which some
are antioxidatively active, but others are not. As a consequence, the antioxidant
capacity of phenolic compounds in oil decreases as lipid peroxidation increases.

The formation of primary oxidation products formed during storage of safflower
oil at 65°C was assessed also through determination of conjugated dienes. Lipids
containing methylene-interrupted dienes or polyenes show a shift in their double
bond position during oxidation. The resulting conjugated dienes, which relate to
the production of hydroperoxides, exhibit intense absorption at 234 nm. The
formation of conjugated dienes in control and in safflower oil containing
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antioxidants as a function of storage time is presented on Figure 2. In the first 5
days, no significant difference in the formation of conjugated dienes between the
control sample and the samples treated with extract was observed. At day 0 slightly
higher £ (1 %, 1 cm) value for control than for safflower with added extract was
determined. According to Koski et al. (2002) who investigated antioxidant activity
of another oil extract from Brassica family (i.e. rapeseed) in methyl linoleate at
100 ppm level, higher value was not due to initial higher content of
hydroperoxides. It was attributed to the presence of other compounds, such as
sinapic acid and its derivatives (Figure 3) with conjugated double bonds absorbing
at 234 nm. Differences between the control and oil with added extract became
more evident as storage time progressed. After 11 days incubation significantly
higher contents of conjugated dienes were observed for control than for safflower
oil with added extract which succeeded to inhibit lipid peroxidation for almost

20 %.

E (1%, lom)

time / days

Figure 2: Dependence of E (1 %, 1 cm) at 234 nm of safflower oil on time of
storage at 65 °C in the dark; (A- control lipid system; wm- lipid system with
camelina oil extract). Values are means of three determinations =+ standard

deviation.

As we can see on Figure 2, at the end of the storage the concentration of
conjugated dienes in control sample tend to decline. At later phases of lipid
oxidation conjugated diene hydroperoxides are expected to decompose to
secondary products. The results are in agreement with those reported by Pefia-

Ramos and Xiong (2003).
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Considerable body of research has been dedicated to oxidative stability of
vegetable oils and the efficiency of various extracts in prevention of lipid
peroxidation has been extensively analyzed. However, this is the first report on
antioxidant activity of camelina oil phenolic extract studied through Rancimat test.
The Rancimat test determines the induction time of samples by measuring the
increase in the volatile acids released from the oxidizing oil exposed to elevated
temperatures and air flow. The concentration of these degradation products, which
are transferred into distilled water, is assessed by measuring the conductivity.
Longer /T indicates higher oxidative stability of lipid system and suggests stronger
antioxidant activity of the added antioxidants. The Rancimat test is a commonly
used procedure in the food industry to examine the oxidative stability of edible oils
and for prediction of their shelf life. Gordon and Mursi (1994) reported for
rapeseed oil that /7 of 1 h determined at 100 °C was equivalent to 2 days storage at
20 °C. Maszewska (2018) found that the time of incubation at 63 °C at which
selected PV was achieved was highly correlated to /T determined in Rancimat at
120 °C.

In our study the protective factor of camelina oil extract on the susceptibility to
oxidation in Rancimat of safflower oil expressed as percentage extension of the /T
amounted to 10 %. For safflower oil without added extract the /7 was 12.3 h.
During incubation at temperature used in Rancimat (110 °C) the transformation of
phenolic compounds occurs more rapidly than at 65 °C which was the temperature
of storage conducted in the previous part of this study. At 110 °C some of phenolic
acids most probably underwent to so-called thermal decarboxylation and are
transformed into their more volatile counterparts (Castada et al., 2020). The main
phenolic compound in camelina oil is sinapic acid (Terpinc et al. 2012). As already
published (Terpinc et al., 2011), during heat treatment, its decarboxylation product,
4-vinylsyringol (Figure 3), an important antioxidant, is formed. However, the
content of this volatile compound, named also canolol, was decreased for 80 %
when the oil was exposed to high temperatures (Koski et al., 2003; Mikotajczak et
al., 2019). In this respect, next to evaporation of 4-vinylsyringol, its transformation
to dimer, phenylindane (Figure 3), was proposed (Harbaum-Piayda et al., 2010).

MeO

MeO MeO CH,
OH
Ho N o " O .
SN N
MeOQ 0o MeQ MeO
MeO OMe
HO
sinapic acid (A) 4-vinylsyringol (B) phenylindane (C)

Figure 3: Structures of sinapic acid (A), 4-vinylsyringol (B) and phenylindane (C).
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In bulk lipid system, beside free radicals scavenging capability of phenolic
compounds the polar paradox should be considered. The polar paradox states that
lipophilic antioxidants (e.g. 4-vinylsyringol) are more effective in oil-in-water
emulsions, while polar antioxidants (e.g. sinapic acid) are more effective in bulk
lipid systems as confirmed in our previous study (Martinovi¢ et al., 2019). In this
study after 20 days of incubation at 25 °C sinapic acid and 4-vinylsyringol added to
lipid system at concentration 2 mmol/kg succeeded to supress UV induced
conjugated diene formation for 33 % and 9 %, respectively.

4 CONCLUSION

Data presented in this study showed that phenolics obtained from camelina oil were
able to decrease the formation of primary oxidation products in bulk lipid system
stored at accelerated conditions (65 °C). Furthermore, the oxidative resistance of
model lipid system (measured by Rancimat at 110 °C) was improved in the
presence of extract of camelina oil. These findings suggest that the phenolic
compounds extract from camelina oil has protective effect on the oxidative stability
of lipid system.
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Izvlecek

V raziskavi smo analizirali deleZ semen in primesi industrijske konoplje (Cannabis
sativa L.), ki predhodno ni bila pre¢i§¢ena. Za izvedbo analize smo razvili napravo,
ki deluje na podlagi strojnega vida. Naredili smo program, ki iz zajetih slik s
segmentacijo dolo¢i razmerje semen in primesi. Delujo¢i program smo optimizirali
in izvedli testiranje delovanja. Pri analizi semen je bila uspesnost 88,9-odstotna, pri
primeseh pa 92,7-odstotna. Predstavljeni so tudi predlogi za izboljSave delovanja
sistema.

Klju¢ne besede: industrijska konoplja, opti¢na analiza, strojni vid

OPTICAL ANALYSES OF INDUSTRIAL HEMP SEEDS

Abstract

This paper presents a novel approach for determining the proportion of seeds and
impurities of industrial Hemp, which has not been previously purified. To perform
the analysis, a device based on Machine Vision was developed. The proposed
program can determine the ratio of seeds and impurities from the captured images
by Image Segmentation. The program performance was tested on various cases and
was tuned to suit the determination specific needs. The Segmentation performance
was 889 % for the seeds determination, and 92.7 % for the impurities
determination. Suggestions for the proposed system improvements are also
presented and discussed.

Key words: industrial hemp, optical analyses, machine vision

1 UvOD

Pri pridelavi razli¢nih kmetijskih pridelkov nas zanima predvsem, koliko smo
pridelali in kaks$na je kakovost. Pri tem nam lahko pomagajo napredne tehnologije,
kot je uporaba strojnega vida in umetne inteligence (Bargoti in Underwood, 2016;

1 Mag. inz. meh., UM, FS, Smetanova ulica 17, 2000 Maribor, e-posta: tadej.persak@um.si
2 Izr. prof. dr., UM, FS, Smetanova ulica 17, 2000 Maribor, e-posta: ivan.pahole@um.si
3 Doc. dr., UM, FS, Smetanova ulica 17, 2000 Maribor, e-posta: simon.klancnik@um.si



150 Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 27(2020)

Koirala, Walsh, Wang in McCarthy, 2019). Te metode so sposobne oceniti koli¢ino
in maso pridelka in se uporabljajo na razli¢nih kmetijskih kulturah, kot so razni
citrusi (Shin, Lee in Ehsani, 2012), mango (Payne, Walsh, Subedi in Jarvis, 2013),
grozdje (Ivorra, Sanchez, Camarasa, Diago in Tardaguila, 2015), riz (Reza, Na,
Baek in Lee, 2019), olive (Aquino, Ponce in Andujar, 2020), kivi (Mekhalfi et al.,
2020) itd. Vsem nastetim reSitvam je skupno, da za svoje delovanje potrebujejo
zajeto sliko. Sledi obdelava slike, s katero se poskusa dolo¢iti, koliko pridelka je na
njej. Pridelki se poiscejo na podlagi barve ali oblike. Z uporabo umetne inteligence
pa lahko stroj nau¢imo, da samostojno prepoznava pridelke na podlagi u¢ne baze, v
kateri so primerki pridelkov.

Z naprednejSimi senzorji, ki ne zajamejo samo slike, ta je sestavljena iz
posameznih tock z doloCeno barvo, lahko ugotovimo Se veliko vec. Z uporabo
termokamere, ki zajame Se podatke o toploti, ki je prisotna na sliki, je mogoce
semenom konoplje (Cannabis sativa L.) dolocati stopnjo zrelosti (Ola, Budde in
Gusovius, 2015). Senzor, kot je NIR (Near Infrared Spectroscopy), ki zajame sliko
zunaj Clovekovega vidnega obmocja, lahko dolo¢i vsebnost kanabinoidov v
semenih (Sanchez-Carnerero Callado, Nufiez-Sanchez, Casano in Ferreiro-Vera,
2018).

V raziskavi smo dolocali razmerje semen in primesi. Uporabili smo meSanico
industrijske konoplje, ki je pridobljena neposredno iz kombajna (Pahole, Pal, Belca
in Belsak, 2017), (Slika 1). To pomeni, da zmes ni bila predhodno preciscena.
Ocenjevanja smo se lotili s strojnim vidom. Zaceli smo pri postavitvi laboratorijske
naprave, ki je zajela kakovostne slike. Kakovost slike je mo¢no pogojena z
osvetlitvijo, podlago in nastavitvami kamere. S takSnimi slikami smo zaceli iskati
primeren algoritem detekcije semen in primesi, ki je potreben pogoj za ocenjevanje
kakovosti meSanice industrijske konoplje.

Slika 1: Mesanica semen in primesi industrijske konoplje
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2 OPREMA

Za pregledovanje meSanice semen s strojnim vidom najprej potrebujemo njene
kakovostne slike. V ta namen smo uporabili transportni trak, nad katerim je bila
name$¢ena industrijska kamera s prilagojeno osvetlitvijo in za$¢ito pred zunanjo
svetlobo. Razviti nasipni lijak z zalogovnikom za meSanico semen je skrbel za
enakomerno nasipovanje mesanice na trak za pregledovanje. Na Sliki 2 vidimo
laboratorijski prototip sistema za pregledovanje semen.

Slika 2: Na levem delu slike je nasipni lijak, v sredini je transportni trak za
pregledovanje semen, na desnem delu je komora za zajem slik skupaj z osvetlitvijo
in industrijsko kamero.

Kot vidimo na Sliki 2, je sistem za pregledovanje sestavljen iz treh glavnih delov.
To so nasipni lijak, transportni trak za pregledovanje in komora za zajem slik.

2.1 Nasipni lijak

Naloga nasipnega lijaka je nadzorovano doziranje meSanice na transportni trak za
pregledovanje. Sestavljen je iz tekocega traku, ki je gnan z motorjem 5 V DC. Nad
transportnim trakom je zalogovnik, v katerem je meSanica. Zalogovnik ima na
sprednji strani nastavljivo loputo. Z nastavljanjem velikosti odprtine in hitrosti
pomika tekocega traku nastavljamo masni pretok sistema.

2.2 Transportni trak za pregledovanje

1z nasipnega lijaka pada meSanica na prozoren transportni trak za pregledovanje, ki
je izdelan iz poliuretana in pobruSen z granulacijo 220. Pod trakom je bela podlaga,
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ki je primerno ozadje za u¢inkovito delovanje sistema strojnega vida. Naloga tega
traku je transport enakomerno nasipane meSanice od nasipnega lijaka do komore za
zajem slik in na koncu do zalogovnika za Ze pregledano meSanico. Transportni trak
se zaradi zajema slik ne ustavlja. Slike meSanice zajamemo med gibanjem tekocega
traku.

2.3 Komora za zajem slik

Za zajem slik semen industrijske konoplje smo uporabili industrijsko kamero
Basler acA2500 —14uc z le¢o Computar 12 mm. Brez homogene osvetlitve ne
moremo zajeti kakovostnih slik, zato smo uporabili dve delovni Iu¢i LED (Light-
emitting diode) z moc¢jo 27 W nevtralno bele barve (5000 K) (Slika 3). Enoto za
osvetljevanje sestavlja leseni okvir, na katerega so namesceni dve luci in razprsilec
svetlobe (Slika 3). Za prepreCevanje vstopa zunanje svetlobe skrbi za$itna
komora.

Slika 3: Osvetlitev sistema strojnega vida
24 Krmiljenje

Za krmiljenja sistema oziroma povezavo med osebnim ra¢unalnikom in napravo za
pregledovanje mesanice je poskrbela razvojna plos¢ica Arduino UNO. Programska
logika tece v programskem okolju LabView 2018, razvojna plos€ica Arduino UNO
pa vklaplja osvetlitev z relejem in prek tranzistorja s pulzno Sirinsko modulacijo
(PSM) krmili motor za pogon nasipnega lijaka. PSM omogoca izbiro hitrosti
vrtenja motorja na nasipnem lijaku.

Pogon glavnega tekoCega traku je izveden s trifaznim asinhronskim motorjem s
frekvencnim regulatorjem Mitsubishi S500. Vklop in nastavljanje hitrosti glavnega
tekoCega traku se izvajata ro¢no na kontrolni plosci frekvencnega regulatorja.
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3 STROJNI VID

Pregledovanje mesanice semen in primesi je bilo izvedeno s strojnim vidom. Za to
smo uporabili osebni racunalnik s procesorjem Intel Core i5-2400 3,10 GHz in
8 GB RAM. Sistem strojnega vida smo razvili z uporabo razvojnega okolja
LabView 2018 z moduloma Vision development 18.0.0 in Vision acquisition
18.0.0. Kot je Ze bilo omenjeno, je programsko okolje LabView skrbelo za
upravljanje celotnega sistema, le hitrost glavnega tekoCega traku smo nastavljali
ro¢no.

Strojni vid se za¢ne z zajemom slike, ki jo pozneje obdela. Cilj delovanja strojnega
vida je dolo¢iti deleZ semen in primesi. Testirali smo razlicne algoritme, a najboljse
rezultate smo dosegli z uporabo barvne segmentacije.

Segmentacija je algoritem, ki na osnovi algoritma najblizjih sosedov (ang. -
Nearest Neighbors) (National Instruments, 2020, September 23) barvne
klasifikacije segmentira sliko (National Instruments, 2020, September 23).
Klasifikator smo naucili na dva razreda z imenom semena in primesi. Pri razvoju in
testiranju programa razred semena predstavlja kratica OK, razred primesi pa
kratica NOK.

Segmentacija pregleda vso sliko in njen posamezni delcek razvrsti v ustrezen
razred (semena ali primesi). Obmoc¢ja na sliki, ki ostanejo neprepoznana, pa
pomenijo ozadje. Na Sliki 4 je vidna segmentacija na podlagi slabo naucenega
klasifikatorja &-NN. V tem primeru vidimo, da pravilno doloca regije na semenih in
primeseh, ne prepozna pa Se celotnega objekta. Prav to je posledica neucinkovitega
ucenja k-NN klasifikatorja.

Slika 4: Barvna segmentacija slike, na kateri so semena in primesi.
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PROGRAM ZA DOLOCANJE RAZMERJA

Razviti sistem smo Zeleli avtomatizirati tako, da sam zajame sliko, jo analizira in
kot rezultat doloci, kakSen je delez semen in primesi.

V programskem okolju LabView smo program razdelili na dve glavni zanki, ki se
izvajata vzporedno. Ena zanka je namenjena strojnemu vidu, druga je za krmiljenje
naprave za zajem slik z razvojno ploscico Arduino.

V zanki za krmiljenje opravimo vklapljanje in izklapljanje osvetlitve in krmiljenje
motorja nasipnega lijaka s pulzno Sirinsko modulacijo.

V zanki za strojni vid imamo sekvencno izvajanje naslednjih algoritmov:

1.

2.

Zabelezimo trenutni Cas. (Potrebujemo ga za racunanje Casovne potratnosti
celotnega algoritma.)

Zajamemo sliko glede na izbrani vir. Sliko lahko beremo iz mape na
racunalniku, v kateri so Ze zajete slike, ali pa jo zajamemo neposredno iz
kamere.

Izvedemo segmentacijo, ki je ze predhodno naucena. Hkrati na
uporabniSkem vmesniku prikazemo sliko, ki jo obdelujemo, in
segmentirano sliko. Segmentirana slika je 8-bitna in je predstavljena s
tremi vrednostmi pik. Prva je 0, to je ozadje (¢rna barva). Druga je 100, to
so primesi (siva barva). Tretja je 255, to so semena (bela barva) (Slika 5).
Iz segmentirane slike, ki ima tri barve, moramo ugotoviti, koliko je katere
barve. Na podlagi tega izratunamo razmerje. Na segmentirani sliki
izvedemo pragovno metodo (ang. threshold), s pomocjo katere na obdelani
sliki izlo¢imo barvo semen in primesi. Pragovna vrednost za semena je
nastavljena na obmocju med 200 in 255, pragovna vrednost za primesi pa
med 50 in 150. Koliko je ozadja, nas ne zanima. Izhod iz obdelave s
pragovno metodo je matrika povrSin, podanih v pikah za posamezen
delcek. Na uporabniskem vmesniku prikazemo sliko samo s semeni in
samo s primesmi (Slika 5).

Naslednji korak je obdelava matrike s podatki o povrSinah semen in
povrsinah primesi. Iz posamezne matrike beremo povrSine del¢kov in jih
seStevamo. To naredimo za semena in primesi z dvema loCenima zankama,
ki se izvajata vzporedno. Rezultat je seSteta povrS§ina semen in primesi.
Sledi racunanje razmerja. Iz podatka o povrSini semen in primesi na sliki
izrac¢unamo, koliko odstotkov je semen in koliko primesi.

Znova zabelezimo trenutni Cas in od njega odstejemo Cas, zabelezen na
zacetku algoritma.

IzraGunamo Cas izvajanja celotnega algoritma.
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Slika 5: Uporabniski vmesnik programa v programskem okolju LabView

Na Sliki 5 vidimo uporabniski vmesnik.
— Na levem delu so tipka za izhod, stikalo za izbiro vira slik za obdelavo in
stikalo za zakasnitev za lazje spremljanje delovanja.

— 'V sredini so prikazi slike:
e levo zgoraj je originalna slika, zajeta iz kamere ali mape,
e levo spodaj je slika z opravljeno segmentacijo,
e desno zgoraj je binarna slika, na kateri so semena,
e desno spodaj je binarna slika, na kateri so primesi.
— Na desnem delu na sredini uporabniskega vmesnika nas najbolj zanimajo
analogni prikazovalnik odstotkov deleza primesi in semen in
numeri¢ne vrednosti pod njim.



156 Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 27(2020)

Osvetlitev LED On/Off  Motor On/Off Nasipovalnik
w» W

Siice Nasipovalnik PWM Nasipovainik
6

PWM Nasipovalnik_s

S
s 2 My
13

Slika 6: Uporabniski vmesnik za nastavijanje hitrosti nasipnega lijaka in
viklapljanje luci

Na sliki 6 je prikazan uporabniski vmesnik za krmiljenje. Na njem imamo:
— tipko za vklop in izklop osvetlitve,
— tipko za vklop in izklop motorja nasipnega lijaka,
— drsnik za nastavljanje hitrosti motorja nasipnega lijaka s prikazovalnikom
izbrane vrednosti in §e numeri¢ni prikaz izbrane vrednosti.

5 HITROST OBDELAVE SLIKE

Kapaciteta pregleda meSanice je odvisna od hitrosti strojnega vida. Za to smo
segmentacijo, ta je radunsko precej zahtevna, izvajali vzporedno. Ce Zelimo sliko
segmentirati vzporedno, jo moramo najprej razrezati. V ta namen smo razvili
algoritem, ki sliko razdeli na dva dela. Vsak del slike se vzporedno segmentira in
po segmentaciji spet sestavi. Naredili smo testiranje hitrosti obi¢ajne segmentacije
in vzporedne segmentacije. Za primerjanje hitrosti obdelave smo uporabili vedno
enako sliko. Rezultati so v Preglednici 1.

Preglednica 1: Primerjava casov izvajanja segmentacije

Algoritem Cas [ms]
Cas rezanja in sestavljanja slike 150
Strojni vid z obi¢ajno segmentacijo 2550
Strojni vid z vzporedno segmentacijo 1450

V preglednici 1 vidimo, da obitajna segmentacija traja 2550 ms. Ce ta Cas
razpolovimo zaradi vzporednega izvajanja, dobimo 1275 ms. Temu ¢asu moramo
pristeti Cas rezanja in sestavljanja slike, ki znaSa 150 ms. SeStevek je torej 1425 ms
in je podoben ¢asu vzporedne segmentacije. Tako ugotovimo, da smo Cas izvajanja
strojnega vida skrajsali za 1100 ms ali 43 %.
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6. TESTIRANJE DELOVANJA SISTEMA IN UGOTOVITVE

Opravili smo testiranje, s katerim smo preverili toc¢nost algoritma. Vzorec
industrijske konoplje smo ro¢no sortirali na semena in druge primesi. Sledila sta
slikanje semen in primesi posebej ter preverjanje z algoritmom. Naceloma bi
algoritem pri semenih moral pokazati, da je vzorec 100 % OK, pri primeseh pa, da
je 100 % NOK.
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Slika 7: Opticni pregled vzorca semen

Na Sliki 7 je prikazano testiranje opti¢nega pregleda vzorcev semen. Rezultat je
97 % za semena. Po pregledu semen smo ugotovili, da je v vzoru nekaj semen, ki
so zelo temna in podobna primesem. Te delcke je sistem prepoznal kot primesi.

Na Sliki 8 vidimo testiranje opticne analize primesi. Rezultat je 90 % za primesi.
Tudi pri primeseh je nekaj delckov, ki so podobni semenom in jih je sistem
napacno razvrstil.
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Slika 8: Opticni pregled vzorca primesi

Za ocenjevanje uc¢inkovitosti delovanja sistema smo opravili ve¢ testiranj, rezultati
so predstavljeni v Preglednici 2.

Preglednica 2: Testiranje algoritma

Roc¢no sortirano iz meSanice semen in primesi | Rezultati testiranja z algoritmom

Vzorec Masa semen [g] Masa primesi [g] Semena [%] Primesi [%]

1 0,5 0 93,3 6,7

2 0,7 0 87,7 12,3

3 0,5 0 79 21

4 1,05 0 87,1 12,9

5 1,7 0 97,4 2,6

6 0 0,3 7,3 92,7

7 0 0,6 7 93

8 0 0,4 6,1 93,9

9 0 0,5 5,3 94,7

10 0 0,8 10,8 89,2
V Preglednici 2 vidimo:

da smo opravili pet testiranj za vzorce samo s semeni in pet testiranj za
vzorce samo S primesmi;
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— Dbolj, kot se rumeno obarvane vrednosti Semena [%] in Primesi [%] v
Preglednici 2 priblizujejo vrednosti 100 %, bolj natancno je
ocenjevanje razmerja semen in primesi;

— razvidno je tudi, da algoritem pri doloCanju deleza semen deluje manj
natancno, in sicer s povpre¢no natancnostjo 88,9 %, kot pri dolo¢anju
deleza primesi, kjer prepoznava primesi s povprecno natancnostjo 92,7
%.

Za testiranje sistema smo uporabili klasifikator £&-NN s tremi najbliZjimi sosedi in
552 vzorci. Ucinkovitost delovanja sistema bi lahko izbolj$ali z dodatnim ucenjem
klasifikatorja. V celoti bi napake tezko odpravili, ker so si nekatera semena in
primesi zelo podobni.

7 SKLEPI

Z raziskavo smo resili problem doloCanja deleza semen in primesi v pridelku
industrijske konoplje. Z razvitim sistemom lahko dolo¢imo delez semen z 88,9-
odstotno natan¢nostjo, delez primesi pa z 92,7-odstotno natan¢nostjo. Rezultati so
slabsi pri doloCanju deleza semen. Podana natancnost je povprecje petih testiranj za
posamezni razred.

Nase delo bi se lahko nadaljevalo v smeri dodelave algoritma in uporabniskega
vmesnika.

Algoritem bi lahko S$e dodatno pohitrili z vzporednim izvajanjem. Zdaj
segmentacija poteka vzporedno z razrezom slike na dva dela, lahko pa bi jo lahko
nadgradili tako, da bi zajeto sliko razrezali na ve¢ delov in s tem delovanje sistema
Se dodatno pospesili. Narediti bi morali teste, da bi ugotovili, kaksno je optimalno
Stevilo vzporednih segmentacij. Upostevati moramo Se, da nekaj Casa porabimo
tudi za razrez in sestavljanje slik.
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Abstract

The rapid population growth, urbanisation and industrialisation as well as modern
agricultural practices, have resulted in production of large volumes of various kinds
of wastes that pollute the environment. Management of waste is a serious challenge
in both developed and developing countries. Hemp / marijuana, scientifically
referred to as Cannabis sativa L., is a controversial herb in all spheres of society.
While the plant is praised for its therapeutic and perhaps prophylactic properties
against a number of ailments, hemp has also found a place in bioremediation, with
applications that include ridding environments of biological and chemical
contaminants, particularly in wastewater and solid waste. The following account
appraises the known and potential applications of hemp in environmental
remediation. Studies have shown that Cannabis sativa L. can take up and
accumulate heavy metals in its tissues. The specific mechanisms that hemp
employs in the bioremediation processes include: (i) phytoexraction, (ii)
rhizofiltration, (iii) phytodegradation and (iv) phytovolatisation. Based on the
novelty of applications of hemp in bioremediation, further research is urged to
unravel the full potential of the plant in all spheres of environmental management.
Key words: Solid waste, phytoremediation, Cannabis sativa L., hemp, heavy
metals, leachate
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Cannabis sativa L. IN NJENA POTENCIALNA UPORABA ZA
BIOREMEDIACIJO OKOLJA. PREGLEDNI CLANEK

Izvlecek

Zaradi hitre rasti Stevila prebivalcev, urbanizacije in industrializacije ter sodobnih
kmetijskih praks nastajajo velike koli¢ine razli¢nih vrst odpadkov, ki onesnazujejo
okolje. Ravnanje z odpadki je resen izziv tako v razvitih drzavah kot v drzavah v
razvoju. Konoplja, znanstveno imenovana Cannabis sativa L., je kontroverzna
rastlina na vseh podroc¢jih druzbenega delovanja. Poleg svojih terapevtskih in
morda tudi profilakti¢nih lastnosti pri $tevilnih boleznih, je konoplja nasla svoje
mesto tudi v ekologiji. Konoplja kaze dober potencial za aplikacije v
bioremediaciji, ki vkljuCuje odstranjevanje bioloskih in kemi¢nih onesnazeval,
zlasti iz odpadnih voda ter trdnih odpadkov iz tal. Ta clanek opisuje znane in
potencialne nadine uporabe konoplje pri sanaciji okolja. Studije so pokazale, da
Cannabis sativa L. lahko vsrka in kopici teZke kovine v svojih tkivih. Specifi¢ni
mehanizmi, ki jih konoplja uporablja v procesih bioremediacije, vkljucujejo: (i)
fitoekstrakcijo, (ii) rizofiltracijo, (iii) fitorazgradnjo in (iv) fitovolatizacijo. Na
podlagi obstojecih Studij in potenciala, ki ga tovrstno ¢iS¢enje nosi, se poziva k
nadaljnjim raziskavam o uporabi konoplje za ¢iscenje okolja, da se razkrije celoten
potencial te rastline na vseh podro¢jih ravnanja z okoljem.

Kljucne besede: trdni odpadki, fitoremediacija, Cannabis sativa L., konoplja,
tezke kovine, izcedna voda

1 INTRODUCTION

Soil pollution is a serious environmental problem, especially in highly
industrialised western countries (Di et al., 2020). The rapid population growth,
urbanisation and industrialisation as well as modern agricultural practices, have
resulted in production of large volumes of various kinds of wastes containing both
organic and inorganic compounds (Bakhshoodeh et al., 2020; Kumar et al., 2017;
Singh et al.,, 2016). Human activities such as release of industrial effluents,
municipal wastes and waste sludge is highly implicated in contamination of soil
(Asad et al., 2015). In addition, mining and smelting of metalliferous ores as well
as the use of pesticides and fertilizers, have reportedly resulted in contamination of
large areas of land with heavy metals (Singh et al., 2016). Although some heavy
metals including Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Moand Ni are necessary for plant growth,
they are detrimental to the environment at high concentrations (Husain et al.,
2019). The persistent nature of the heavy metals and their leaching into the
environment is a serious health threat to living organisms and the environment
(Citterio et al., 2003b; Asad et al., 2015; Singh et al., 2016; Kumar at al., 2017,
Hussain et al., 2019). Studies have shown that heavy metals negatively affect the
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nervous, renal, gastrointestinal, reproductive, cardiovascular, skeletal and muscular
systems of organisms (Di et al., 2020).

The rapid growth in human population and associated consumptive lifestyle have
caused a significant growth in the volume of municipal solid waste (MSW)
generated by communities (Bakhshoodeh et al., 2020). Globally, there is an
unprecedented increase in the volume MSW and its generation is estimated to
increase to 3.4 billion tons per annum in 2050 (Kaza et al., 2018). In most
developing countries, landfilling is the common method for disposal of almost all
the generated solid waste (Aljaradin, 2012). Percolation of precipitation through
the landfills and internal biological processes generates leachate which contains a
mixture of dissolved organic and inorganic compounds including heavy metals
(cadmium-Cd, chromium-Cr, copper-Cu, lead-Pb, nickel-Ni and zinc-Zn) and
xenobiotic compounds (Jones et al., 2006; Rosenkranz, 2013). The leachate
migrate through the soil spreading the contaminants to the surrounding ecosystems
(Tangahu et al., 2011). The dissolved organic and inorganic compounds are usually
in high concentrations and are a threat to the environment and human health
(Husain et al., 2019; Saxena et al., 2019). There is therefore a need for appropriate
treatment of the leachate before releasing it into the environment.

In vast majority of countries, both developing and developed, prioritise
management of contaminated soils, the sustainability of the remediation methods in
place is a challenge. There are several remediation technologies that were
developed and applied in the remediation of ecosystems contaminated with toxic
wastes. Common technologies for toxic pollutant removal include
stabilization/solidification, incineration, solvent extraction, soil washing, thermal
treatment, chemical treatment, air sparging and verification (Kumar et al., 2017).
However most of these technologies are costly, technically difficult,
environmentally unsustainable and perform below expectation (Tangahu et al.,
2011). For example remediation of heavy metal contaminated ecosystems using
excavation and disposal to a landfill method is a matter of shifting the
contamination problem to another site (Tangahu et al., 2011). There is need to
develop robust technologies that are efficient, cost effective, technically easy and
environmentally sustainable for the remediation of contaminated environments
such as phytoremediation.

Phytoremediation, a technology which uses plants and their associated rhizospheric
microorganisms to remove, degrade, or immobilize various contaminants from
polluted soils (Marques et al., 2009), has emerged as promising alternative measure
for remediation of contaminated soils. The technology uses naturally occurring
processes involving plants and their microbial rhizosphere organisms to sequester,
degrade or immobilize or detoxify pollutants in the remediation of contaminated
soils (Marques et al., 2009; Rosenkranz, 2013; Gomes, 2012; Kumar et al., 2017).
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The technology is cost effective and environmentally friendly and has gained
environmentalists interest as a sustainable approach for eradicating toxic soil
contaminants (Tangahu et al., 2011; Kumar et al., 2017; Husain et al., 2019).
Several studies investigated the potential of various plants to remove toxic
substances from contaminated soils. A number of the studied plants have displayed
potential for application in phytoremediation (Husain et al., 2019) with more than
400 species being able to absorb and accumulate metals (Asad et al., 2015). In
addition a wide range of pollutants like inorganic chemicals including heavy metals
and metalloids, many organic substances including persistent organic pollutants
and radioactive materials have reportedly been removed by plants from
contaminated environments (Pandey et al., 2016, Yao, 2017, Vaverkova et al.,
2017). However there are disadvantages in the use of plants in remediation as the
process quite slow and usually takes several years (Shi & Cai, 2009) due to low
biomass and root penetration depth of selected plants, in some cases (Citterio et al.,
2003b). Nevertheless, studies reported in recent years have focused on studying the
phytoextraction capabilities of species with a high production capacity which could
compensate for the lower accumulation levels through higher biomass production
(Di et al., 2020). Researchers have shown great interest on Cannabis sativa L. and
several studies have investigated its ecoremediation potential (Citterio et al.,
2003Db; Citterio et al. 2005; Hussain et al., 2019; Gali¢ et al., 2019; Di et al., 2020).

Hemp / marijuana, scientifically referred to as Cannabis sativa L., is a
controversial plant in all spheres of society that has been cultivated for over 6000
years (Vaverkova et al., 2017). While the plant is praised for its known and novel
therapeutic and perhaps prophylactic properties against a number of ailments,
including cancer, lupus, asthma, rheumatoid arthritis, depression and hypertension
(Piluzza et al., 2013; Caffarel et al., 2012), the herb has gained interest for its
psychoactive properties, hence a major drug of (ab)use. Cannabis sativa L. has
proved to be a major source of materials of industrial importance, as a source of
seed oil, industrial fibre (Musio, Miissig, & Amaducci, 2018), livestock feed, food
as well as for recreation, religious and spiritual practices (Kumar et al., 2017),
paper-making, cosmetics, personal care and pharmaceutical product manufacturing
(Vaverkova et al., 2017) and lately the plant has found a place in the field of
environmental protection. Of interest in the field of environmental protection, is the
use of hemp in bioremediation, with applications that include ridding environments
of organic and inorganic contaminants. The plant also has a rapid growth, high
biomass production, extensive and deep root system, short growing cycle,
decreased need for pesticides, high tolerance to drought and heavy metal, stress as
well as high metals accumulating capability which makes it an ideal candidate for
phytoremediation studies (Ahmad et al., 2015; Husain et al., 2019; Pietrini et al.,
2019; Di et al., 2020). Against this background, we evaluate organic and inorganic
contaminant removal of Cannabis sativa L. and its potential application in
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bioremediation of sites contaminated with toxic or hazardous anthropogenic
wastes.

2 THE POTENTIAL USE OF Cannabis sativa L. BIOREMEDIATION
2.1 Using Cannabis sativa L. for soils contaminated with heavy metals

Pollution of the environment with heavy metals has dramatically accelerated during
the last century (Barazani et al., 2004; Di et al., 2020) as humans began to engage
in mining, smelting, manufacturing and disposal of municipal waste (Ayers, 1992).
Soil contamination by heavy metals is a major problem to the world today (Ahmad
et al., 2015). Heavy metals are known to persist in the environment since they are
not chemically or biologically degradable (Barazani et al., 2004; Marques et al.,
2009). Several studies have explored the use of Cannabis sativa L. in the
remediation of heavy metal contaminated soils. Uptake and accumulation of a
variety of heavy metals including Ni, Pb, Cd, Zn, Cu and Cr in hemp tissues have
been reported (Linger et al., 2002; Kos et al., 2003; Piotrowsk-Cyplik and
Czarnecki, 2003; Tlustos et al., 2006; Ahmad et al., 2015; Linger et al., 2005). A
study by Linger et al. (2002), in Germany, examined the capability of Cannabis
sativa L. to decontaminate heavy metal polluted soils. Field based experiments
using soil polluted with sewage sludge containing Cd, Ni and Pb revealed that
hemp can indeed take up the heavy metals and distribute them throughout the
tissues (seeds, leaves, fibres and hurds).

With regards to Cd, Linger et al. (2002) reported that Cannabis sativa L. extracted
approximately 120 g/ha over a period of 3—4 months. The concentration of these
metals differed between tissues and the highest concentration was recovered in
leaves. However in another study, Linger et al. (2005), using pot experiments in a
greenhouse, to investigate phytoextraction of Cd by Cannabis sativa L., revealed
that the roots accumulated the highest Cd concentrations, reaching a maximum of
830 mg kg! dry mass after 24 days with stems and leaves accumulating up to 87
and 68 mg kg!, respectively. A similar study was conducted in Pakistan. Ahmad et
al. (2015), focused on phytoextraction of Cu, Cd and Ni by hemp growing on
heavy metal contaminated soil. Heavy metals accumulation rates of 1530 mg kg
Cu, 151 mg kg Cd and 123 mg kg'! Ni were recorded, making the plant a suitable
candidate for remediation of soils contaminated with these metals. For each heavy
metal, the concentration recovered from tissues differed. Clitterio et al. (2003b)
reveals that the order of accumulation by Cannabis sativa L. is Cd>Ni>Cr.
Contrary to the findings by Clittero et al. (2003b), a recent field study, at Mazovian
Agricultural Advisory Centre in Poland, found the concentration of heavy metal
accumulation by hemp to be the highest for Fe followed by Mn, Zn, Cr, Cu, Ni,
and then Cd ( Zielonka et. al, 2020). Over all, some concentrations of heavy metals
recovered from the tissues of hemp reported, qualify the plant for
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hyperaccumulation (Under & Conditions, 2020). More investigations are required
as there are reports to the contrary. However studies have demonstrated that hemp
meets the criterion of a phytoextractor related to the heavy metal transfer from root
to shoot.

The distribution of heavy metals within Cannabis sativa L. tissues are
contradictory. A field study by Angelova et al. (2004) showed that heavy metals
distribution along the plant axis is selective and the contents in hemp decreased in
the following order: roots > stems > leaves > seeds. These findings are consistent
with results by Ahmad et al. (2015). Shi et al. (2012) used pot tests to investigate
Cd accumulation potential of eighteen hemp cultivars under greenhouse conditions
at Huaibei Normal University in China. Cd accumulation rates and distribution in
root and shoot tissues of the plant were shown to be significantly different (p <
0.001). Hemp roots were shown to accumulate high Cd concentrations (217481
mg kg!) compared to the shoots (11.4-24.9 mg kg!). This trend was also
observed for the removal of radioactive materials from the environment by
Cannabis sativa L. A study by Hoseini et al. (2012) in Tehran, Iran, confirms that
roots absorb the highest concentrations of strontium (Sr) with 45% absorbed by the
roots, 40% by the stem, and 15% by the leaves. This is in contrast to earlier reports
by Linger et al, (2002) that high concentrations of Cd accumulate in leaves. It is
however advantageous for heavy metals to be highly concentrated in the above
ground tissues as harvesting of these parts ensure removal of the contaminants
from the environment.

Regardless of the discrepancies in the distribution of heavy metal within the
Cannabis sativa L. tissues, the plant have generally shown tolerance to heavily
polluted soils (Shi & Cai, 2009; Shi et al., 2012). Tolerance of the plant to heavy
metals depends on the species ability to activate molecular mechanisms, for
example heavy metal sequestration in the cell wall and/or in vacuoles (Citterio et
al., 2003b). This is based on genetic, morphological, physiological and anatomical
characteristics of the plant (Gali¢ et al., 2019). Although Linger et al. (2002)
reported that increasing concentrations of metals in soils leads to increased
translocation from roots to leaves and shoots of hemp plants, Tlustos et al. (2006)
observed that increasing concentration of heavy metals increases plant growth
inhibition due to element toxicity in soil. However Cannabis sativa L. roots
demonstrated a strong resistance to heavy metals as well as hyperaccumulator like
potential (more than 100 mg kg™ Cd in dry tissue) (Girdhar & Raj, 2014). In 2005
Linger et al. (2005) investigated the effects of different Cd concentrations on
Cannabis sativa L. growth (i.e. on roots, stem and leaves) and on photosynthesis.
Study reports high tolerance to Cd (>800 mg of Cd kg'!(d.m)) of roots and no
major effect on Cannabis sativa L. growth. However Cd concentrations of 50—100
mg kg'! (d.m) adversely effected the viability and vitality of leaves and stems. The
high Cd concentration affected chlorophyll synthesis as well the photosynthesis
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machinery lowering overall plant productivity (Linger et al., 2005). Plants grown in
soil with high Cd concentration (71.7 + 8.2 mg (Cd) kg'(soil), showed very strong
growth inhibition, necrosis and most plants survived for 4 to 5 weeks post sowing.
However pot experiments conducted by Shi et al. (2012) observed that some hemp
cultivars such as Longxi, Lu'an, Xingtai, Yunma 2, Yunma 3, Yunma 4, and
Qujing could tolerate 25 mg Cd kg ! soil stress and therefore can be cultivated in
Cd contaminated soils. Generally results reported by Di et al. (2020) confirm that
soil heavy metal concentrations do not significantly interfere with hemp growth.
This further confirms the suitability of the wvarious cultivars suitable for
phytoremediation of heavy metal contaminated soils.

The high tolerance of hemp to heavy metals reported could be attributable to
presence of heavy metal genes (GSR and PLDa) (Citterio et al., 2003b; Ahmad et
al., 2015). A study by Linger et al. (2005) showed that hemp is a Cd-tolerant plant,
with strong resistant roots and is capable of long-term acclimation. Hemp plants
activate mechanisms that prevent damage such as production of glutathione and
phytochelatins which inactivate excess of absorbed metals (Citterio et al., 2003b).
Phytochelatins synthesised in the cytosol, are involved in the formation of ligand
complexes with metals which are then sequestered into vacuoles (Girdhar & Raj,
2014). With regards to Cd, Angelova et al. (2004) found that some genotypes
respond sensitively to Cd changes in the soil, with increased Cd concentration in
soil causing its increased transport from roots to above-grounds plant parts. This
mechanism ensures that more Cd can be taken up from the soil.

2.2 Using Cannabis sativa L. for remediation of landfill leachate

Landfills are considered a convenient and cost-effective method for solid waste
management in many countries across the globe. Of note is the fact that solid waste
materials in a landfill undergo physical, chemical and biological transformation
which produces leachates (Zloch et al., 2017). The leachate, which is a major
source of pollution, commonly contains large amounts of organic matter,
ammonium, heavy metals, and chlorinated organic and inorganic salts, which in
turn are a major threat to soils and water sources in the vicinity of the landfill
(Vaverkova et al., 2017).

Hemp has reportedly been used in the treatment of landfill leachate. Studies
indicates that leachate can induce both positive and negative responses in the plants
(Mor et al., 2013). In 2017, Vaverkova et al. (2017), evaluated the potential of
Cannabis sativa L. for toxicity removal from landfill leachate. Laboratory based
hydroponic experiments were carried out using raw leachate collected from the
pond of untreated leachate at a sanitary landfill in Czech Republic to investigate
effects of different concentrations of leachate on seed germination and seedling
growth of three hemp cultivars. Study results indicate that leachate can severely
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inhibit plant growth particularly concentrations greater than 90%. However
leachate concentrations lower than 25% stimulated growth. Furthermore the
response to leachate toxicity differed. The toxic effect of leachate on plants
depends on several factors including the plant species and the composition of the
leachate. Leachate contains a wide range of inorganic and xenobiotic organic
(XOCs) compounds like hydrophobic, volatile, aromatic and aliphatic organic
substances (Vaverkova et al., 2017). No studies to show the toxicity of the
individual components on hemp plants were found.

A recent field based study by Zloch et al. 2017 investigated reaction of two
Cannabis sativa L. varieties (Bialobrzeskie and Monoicaon) to leachate irrigations.
Comparisons were made in terms of growth between plants that were irrigated with
leachate and those with rainwater, the controls. Study results indicate that
Bialobrzeskie and Monoicaon varieties watered with rainwater grew 26% and 34%
taller on average respectively, than plants watered with leachate. This result
supports earlier results by Vaverkova et al. (2017) indicating that leachate inhibit
growth of Cannabis sativa L. However growth inhibition and or toxicity may not
be the same in seeds, seedling and older plants. Further investigations are therefore
necessary on the toxicity of leachate on hemp plants, that is, in terms which
cultivar can tolerate leachate toxicity and toxic substance removal from leachate.
Although results indicate high levels of inhibition to growth of hemp, other studies
conducted revealed that it can accumulate a considerable amount of heavy metals
making it a good candidate for remediation.

Several studies explored the potential use of various plants in environmental
protection through phytoremediation. Indications are that plants can be used
sustainably to decontaminate polluted environments.

3 MECHANISMS FOR HEAVY METAL REMOVAL

Heavy metal uptake and accumulation capabilities of plants cannot be explained by
passive ion uptake and the metal tolerance genes only. There are many more
mechanisms involved in phytoremediation including, phytoextraction,
phytovolatization, rhizofiltration, and phytodegradation (Jones et al., 2006;
Rosenkranz, 2013; Girdhar & Raj, 2014). Plants uses phytoextraction, a process of
extraction of pollutants from the soil and accumulation in the plant tissue, to
remove metals from the environment (Rosenkranz, 2013). The metals enter the
roots either by following the apoplastic pathway or symplastic pathway. However
the uptake and accumulation of metals is influenced by several factors.

Soil factors, including pH, soil organic matter content, redox potential, clay
content, cation exchange capacity, nutrient balance, concentrations of other trace
elements in soil, soil moisture and soil temperature influence phytoextraction in
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plants (Gali¢ et al., 2019; Di et al., 2020 ). Soil pH affect mobility and
bioavailabilty of metals in the soil solution (Husain et al., 2019). Study by Pietrini
et al. (2019) on metal absorption by hemp showed that alkaline conditions
negatively affected the mobility and bioavailability of metals thereby reducing their
uptake. Suitable pH is therefore critical, for example most heavy metals, including
Cd, Cr, Cu, Ni, Pb and Zn, reportedly become more bioavailable under acidic soil
conditions (Gali¢ et al., 2019).

Besides pH, heavy metal removal from the soil is reportedly enhanced by
biodegradable chelating agents that increase bioavailability of metal elements
(Malhotra et al., 2014). A study conducted by Kos et al. (2003) in Slovenia
investigated the effects of chelates ethylenediamine-tetracetic acid (EDTA) and
ethylenediamine-disuccinic acid (EDDS) on phytoextraction of Pb, Zn and Cd by
fourteen plant species. EDDS significantly improved phytoextration in Cannabis
sativa L. but was generally less effective in other tested plants. In the case of Pb,
phytoextraction potential 26.3 kg/ha were recorded for Cannabis sativa L., which
was much higher than 126 g/ha as reported by Linger et al. (2002). This improves
the prospects of hemp as a remediation agent. Further investigations are needed on
this aspect to improve phytoextraction of heavy metals even in the management of
solid waste and wastewater.

4 CONCLUSION

Phytoremediation is fast developing field and metals uptake by plants seems to be
an economic and sustainable way to remediate contaminated environment.
Evidence from the studies above indicates that Cannabis sativa L. (hemp) can
tolerate heavy metals thus can grow in heavy metal contaminated soils removing
metal contaminants from soils and landfill leachate. The improved uptake of metals
due to application of chelating agents and the presence of metal tolerance genes
affirms the suitability of this plant species for phytoremediation. Furthermore,
hemp can accumulate significant amounts of heavy metals in its tissues due to its
high biomass productivity and deep roots. This makes it a good candidate for
phytoremediation. Although little research has been done in the application of
phytoremediation of landfill leachate, the potential of hemp in cleaning up
contaminants from leachate is promising. Based on the novelty of applications of
hemp in bioremediation, further research is urged to unravel the full potential of the
plant in all spheres of environmental management.
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Izvlecek

Konoplja je rastlina z ve¢ kot 500 razli¢nimi fitokemikalijami. Med najbolj
preucevane spadajo kanabinoidi in sicer THC in CBD, vse bolj pogoste pa so tudi
raziskave na kanabinoidih CBC in CBG. Kanabinoidi nastajajo po dveh razli¢nih
biosinteznih poteh; po poliketidni poti in po plastidni 2-C-metil-D-eritritol-4-
fosfatni poti, ki vodita do nastanka kanabinoida CBG-A. CBG-A je prekurzor za
nastanek glavnih kanabinoidov. Leta 1987 so prvi¢ omenili kemotip IV, ki ima
vi§jo vsebnost kanabinoida CBG in nizko vsebnost ostalih kanabinoidov. CBG
rastline imajo BoBy genotip. V kombinaciji z alelom Bp je Bo popolnoma recesiven
in ga je zato s trenutnimi molekularnimi tehnikami tezko zaznati ter tezko locCiti
kemotip IV od kemotipa III (BpBp genotip). CBG se lahko veze na razlicne
receptorje v telesu in s tem deluje pozitivno na zdravje ljudi in zivali. Ima blago
proti glivicno delovanje, antidepresivne ucinke, antioksidativne ucinke, na
osnovnih raziskovalnih modelih deluje proti rakavim celicam, ima pozitivne ucinke
pri zdravljenju kolitisa pri miSih, deluje pri zdravljenju kroni¢nega vnetja Crevesja
in ima antibakterijsko delovanje proti dolocenim sevom meticilin odpornih bakterij
Staphylococcus aureus MRSA. Je stimulator apetita in inhibira aldoza reduktazo,
ki vodi v diabetes. Glede na do sedaj znana dejstva o CBG je v znanosti Se veliko
prostora za nadaljnje raziskave na tem podrocju.

Kljuéne besede: kanabigerol, CBG, kemotip, u¢inki na zdravje, konoplja

CANNABIGEROL (CBG) IN HEMP (Cannabis sativa 1..) AND ITS
POSITIVE EFFECTS ON HEALTH

Abstract
Cannabis is a plant with more than 500 different phytochemicals. The most studied
components are cannabinoids especially CBD and THC, but also researches on the
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cannabinoids CBC and CBG are becoming more common. Cannabinoids have two
different biosynthetic pathways; polyketide pathway and plastidal 2-C-methyl-D-
erythritol-4-phospate pathway which both lead to CBG-A formation, a precursor
for the main cannabinoids. In 1987, chemotype IV with high content of CBG and
low content of other cannabinoids was first time mentioned. CBG plants have BoBo
genotype. Allele By is in combination with Bp allele completely recessive and
therefore hard to detect with current molecular technics and also hard to
differentiate chemotype IV from chemotype III (BpBp genotip). CBG can bind with
different receptors in body and therefore have positive effects on human and
animal health. CBG can have mild antifungal properties, antidepresive and
antioxidant effects. It has anticancer properties on basic animal models, beneficial
effects on murine colitis in mice, positive effects on inflammatory bowel disease
and has antibacterial properties against MRSA. CBG is appetite stimulator and has
inhibitory effects on aldose reductase activity which can cause diabetes. According
to the known facts about CBG there is still a lot of potential for further research in
this field.

Keywords: cannabigerol, CBG, chemotype, health effects, hemp

1 UvOD

Konoplja (Cannabis sativa L.), ki izvira iz Centralne Azije, vsebuje Stevilne
spojine, ki imajo terapevtski ucinek in pozitivno delujejo na zdravje ljudi in zivali
(Andre in sod., 2016). Ve¢ kot 500 razlicnih fitokemikalij je bilo do sedaj
dolocCenih v konoplji (Namdar in sod., 2018). Poleg kanabinoidov se v konoplji
nahajajo Se terpenoidi, steroidi, alkaloidi, lignani, flavonoidi. Danes je poznanih
veC kot 100 razli¢cnih kanabinoidov (Namdar in sod., 2018), med katerimi ima
samo A-9-tetrahidrokanabinol (THC) psihoaktivne uc¢inke (DeLong in sod., 2010)
in ravno zaradi tega kanabinoida je konoplja dobila status najbolj preganjane
rastline. Poleg THC so pomembni Se kanabinoidi kanabidiol (CBD), kanabikromen
(CBCO) in kanabigerol (CBG) (Hillig in Mahlberg, 2004). Kanabinoidi so znani
predvsem po svojih pozitivnih u€inkih na zdravje kot so zdravljenje epilepsije,
Alzheimerjeve bolezni, Parkinsonove bolezni, multiple skleroze, zmanjSujejo
bolecino in slabost pri rakavih bolnikih, imajo pozitivne ucinke na zdravljenje
diabetesa in prehranskih motenj. Poleg nastetega imajo protivnetne, antioksidativne
ucinke, delujejo protibole¢insko (Namdar in sod., 2018). Kanabinoidi imajo lahko s
terpeni oz. spojinami eteri¢nega olja sinergisti¢ne u¢inke na zdravije (Russo, 2011).
Najvecja vsebnost kanabinoidov je v trihomih, in sicer do 60 %, v neopraSenih
zenskih socvetjih do 30 %, v opraSenih socvetjih do 13 %, v listih do 0,05 % in v
steblih do 0,02 %. V semenih in koreninah se kanabinoidi ne nahajajo (Russo in
Marcu, 2017).
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Glede na kemijsko sestavo lahko konopljo razdelimo na pet glavnih kemotipov:
kemotip I, kjer je vsebnost THC visja od 0,3 %, vsebnost CBD pa nizja od 0,5 %,
kemotip II oz. mesani tip, kjer je vsebnost THC in CBD priblizno enaka, kemotip
III; kje je vsebnost CBD visja od 0,3 %, vsebnost THC pa nizja, kemotip IV, pri
katerem prevladuje vsebnost CBG in kemotip V, pri katerem vsebnosti
kanabinoidov ni mogoce zaznati (Small in Beckstead, 1973; Fournier in sod.,
1987).

V preteklosti je bilo najve¢ raziskav namenjenih kanabinoidoma THC in CBD,
danes pa se v raziskovanje vedno bolj vkljucuje tudi kanabinoid CBG, ki je znan
po svojih Stevilnih pozitivnih uinkih na zdravje ljudi. Na§ namen preglednega
clanka je povzeti dosedanje raziskave namenjene kanabinoidu CBG, predstaviti
biosintezne pot in dedovanje kemotipov.

2 BIOSINTEZNA POT IN DEDOVANJE KEMOTIPA PRI CBG

Kanabinoidni prekurzorji nastajajo s kombinacijo dveh biosinteznih poti in sicer
preko a) poliketidne poti kjer nastaja olivetolna kislina (OLA) in b) plastidna 2-C-
metil-D-eritritol 4 fosfatna (MEP) pot kjer se sintetizira geranil difosfat (GPP).
Geranilpirofosfat:olivetolat geraniltransferaza katalizira alkilacijo OLA in GPP, kar
vodi do nastanka kanabinoida CBG-A, ki pa je glavni prekurzor za nastanek
razlicnih kanabinoidov. A-9-tetrahidrokanabinolno kislinska (THC-A) sintaza
pretvarja kanabigerolno kislino (CBG-A) v THC-A, kanabidiolno kislinska (CBD-
A) sintaza pretvarja CBG-A v CBD-A in kanabikromensko kislinska (CBC-A)
sintaza pretvarja CBG-A v CBC-A (Andre in sod., 2016). Kanabinoidi, ki imajo C5
stransko verigo oz. propilno stransko verigo nastanejo kadar GPP kondenzira z
divarinsko kislino v kanabigerovarin (CBG-V), ki se s pomocjo treh razlicnih
sintaz pretvarja v kanabidivarin (CBD-V), kanabikormevarin (CBC-V) in v A-9-
tetrahidrokanabivarin (THC-V) (De Meijer in sod., 2009).

Leta 1987 so Fournier in sod. (1987) prvi¢ opisali kemotip IV, pri katerem
prevladuje vsebnost CBG (do 94 %), vsebnost THC in CBD pa je nizja od 0,3 %.
CBD in THC imata priblizno enako afiniteto do CBG, medtem ko ima kanabinoid
CBC vi§jo afiniteto (De Meijer in Hammond, 2005).

De Meijer in Hammond (2005) sta preucevala izrazanje alelov v razli¢nih
populacijah, in sicer eno populacijo s prevladujo¢im kanabinoidom CBG, eno
populacijo s prevladujo¢im kanabinoidom THC in tri populacije s prevladujo¢im
kanabinoidom CBD. Ugotovila sta, da se preucevani kemotipi razlikujejo glede na
lokus B, ki ima dva alela in sicer alel Bp in alel Br, ki dolo¢ata CBD- in THC-
sintazo, ter redke;jsi alel B, ki dolo¢a sintazni encim »z napako« in s tem kopi¢enje
CBG-A. Glede na to predpostavko vsebujejo rastline s prevladujo¢im CBD
kanabinoidom BpBp genotip in rastline s prevladujo¢im THC kanabinoidom BrBr
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genotip. Za rastline s prevladujoéim CBG kanabinoidom se predvideva BoBo
genotip. Krizanci med CBG prevladujoco rastlino in CBD prevladujoco rastlino bi
v F generaciji imeli potomce genotipa BpBo, medtem ko bi krizanci med CBG
prevladujoco rastlino in THC prevladujoco rastlino imeli potomce genotipa BrBo.
V F; generaciji pa se lahko pojavijo tudi rastline s prevladujo¢im CBD ali THC
kanabinoidom, kar bi lahko pojasnili z domnevo, da se alel By v kombinaciji z
aleloma Bp in Br izraza recesivno zaradi sintaze z napako, ki jo kodira ta alel.
Ugotovila sta tudi, da se v F, generaciji pri rastlinah s prevladujo¢im By genotipom
lahko pojavi do 15 % kanabinoida CBD, kar kaze na to, da ima sintaza z napako, ki
kodira BoBy alel v majhnih koli¢inah sposobnost pretvarjanja CBG v CBD. Prav
tako so v F, generaciji pri krizancih med CBG in CBD/THC maternimi rastlinami
vse ostale rastline, ki nimajo BoBy genotipa, CBD/THC prevladujoce. S tem se
lahko potrdi, da imajo CBG prevladujoce rastline na lokusu B prisoten
homozigoten alel By, V kombinaciji z alelom Bp je alel By v celoti recesiven. Glede
na to, da se lahko CBG v manjsih koli¢inah pretvarja v CBD predpostavljata, da je
alel Bo mutirana oblika Bp alela.

2.1 Dolocanje kemotipa IV s pomo¢jo markerjev

Molekulske markerje uporabljamo za doloCanje genetskih variabilnosti na nivoju
DNA, in sicer na osnovi polimorfizmov nukleinskih kislin. Z genetskimi markerji
lahko zagotovimo obSirne podatke, ki se lahko uporabijo pri dolo¢anju in izbolj$avi
genetskega materiala ter pri nadaljnjem zlahtnjenju. Pri konoplji se markerji
uporabljajo predvsem zaradi doloCanja genetskih raznolikosti, izvora genetskega
materiala, doloCanja in razvr§Canja razli¢nih sort, sestavljanja genetskih Kkart,
dolocanja spola in dolo¢anja kemotipov (Hesami in sod., 2020).

Pacifico in sod. (2006) so preuCevali 12 razlicnih sort in akcesij konoplje
razlicnega izvora. S pomocjo plinsko kromatografskih (GC) analiz so dolocili
vsebnost kanabinoidov ter s pomocjo SCAR markerjev B190/B200 in
B1080/B1192 dolocili njihovo povezavo s kemotipom. Na podlagi GC analiz so
kemotip IV dolocili pri dveh akcesijah in sicer pri 5 od 9 rastlin sorte Barnabeo in
pri vseh preucevanih rastlinah F; generacije sorte Barnabeo. Ko so dolocili
kemotipe z markerji, se kemotipa IV in V na genetskem nivoju nista razlikovala od
kemotipa IIl. Predpostavljajo, da je pri vseh rastlinah kemotipa IV prislo do
obratnega razmerja med CBG in CBD. Pri krizancih z visoko vsebnostjo CBG so
takSna opazanja podali tudi drugi avtorji (De Meijer in sod., 2009). Zaradi prej
omenjenih ugotovitev, da je alel Bo mutirana oblika Bp alela, na podlagi markerjev,
ki so jih uporabili v raziskavi (Pacifico in sod., 2006) niso bili uspe$ni pri
razlikovanju med obema kemotipoma.

Onofri in sod. (2015) so preucevali heterogenost CBD-A sintaze in THC-A sintaze.
Tudi oni so ugotovili, da se CBG(A) kemotip pojavi zaradi minimalne
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funkcionalnosti CBD-A in THC-A sintaze in tako prihaja do sprememb na
proteinskem nivoju, kar onesposobijo delovanje omenjenih sintaz in akumulacijo
CBD(A), kar so dokazali s SNP analizo.

3 CBG IN UCINKI NA ZDRAVJE

CBG je bil izoliran leta 1964 (Russo, 2011, Gaoni in Mechoulam, 1964). V
konoplji ga ponavadi najdemo pri nizji koncentraciji, z novimi zlahtniteljskimi
tehnikami pa lahko doloceni kemotipi dosezejo tudi do 100 % zastopanost med
kanabinoidi (De Meijer in Hammond, 2005).

Ljudje imamo v telesu endokanabinoidni sistem, kjer so prisotni endokanabinoidi
(tako kot v konoplji kanabinoidi) poleg tega pa so prisotni tudi kanabinoidni
receptorji, na katere se kanabinoidi veZzejo. Najbolj znana receptorja sta CBI1 in
CB2 (Bir6 et al. 2009). CBG ima relativno Sibko afiniteto do glavnih dveh
receptorjev, se pa lazje veze na receptorje kot so TRPV1, TRPV2, TRPAI,
TRPV3, TRPV4 in o2-adrenoceptor. Ti receptorji so pomembni pri uravnavanju
bole¢ine, vnetja, in zaznavanju toplote (De Petrocellis in sod., 2011). CBG je
potencialen antagonist receptorja TRPMS, ki uravnava bole¢ine v mehurju in
deluje pri raku prostate (De Petrocellis in Di Marzo, 2010).

CBG deluje blago proti glivicno in ima antidepresivne ucinke. Ligresti in sod.,
(2006) so dokazali, da CBG deluje proti raku pri osnovnih raziskovalnih modelih,
Se posebej pri raku dojk, kar so dokazali na miSih. Andre in sod. (2016) pa navajajo
pozitivne ucinke na kolitis pri misih. Borrelli in sod. (2013) so ugotovili pozitivne
ucinke zdravljenja s CBG pri kroni¢nem vnetju ¢revesja, CBG namre¢ zmanjsuje
razmerje med dolzino in tezo Crevesja, ki je indikator odziva na vnetje. Dokazali
so, da pri 30 mg/kg CBG zmanjSuje poskodbe na Crevesju. Preucevali so tudi
mozne antioksidativne ucinke CBG na cCrevesno sluznico, kjer zmanjSuje
oksidativni stres. CBG ima pomembno vlogo tudi kot antibakterijsko sredstvo proti
dolo¢enim sevom MRSA kot sta EMRSA-15 in EMRSA-16 (Appendino in sod.,
2008).

Leta 2016 so Brierley in sod. (2016) preiskovali u¢inek CBG na vnos hrane in
hranjenje pri podganah. CBG se je pri testu izkazal kot stimulator apetita pri
odmerku 120-140 mg/kg. Ta odmerek je sicer nepredstavljivo visok, saj bi to
pomenilo vsaj 10 g Cistega CBG za 70 kg tezko osebo. Predhodna raziskava je
pokazala, da pri 4 urnem testu odmerek CBG pri 0,176-17,60 mg/telesno maso ni
imel bistvenega ucinka na prehranjevalni vzorec podgan (Farrimond in sod., 2012).
Hiperfagija (zauzivanje vecje koli¢ine hrane, kot je potrebno) povzrocena z
vnosom CBG je rezultat antagonistiénega ucinka CBG z receptorjem o2-
adrenoceptor (Brierley in sod., 2016). Te ugotovitve so pomembne za nadaljnje
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raziskave v zvezi z zdravljenjem raka in pri kemoterapijah za spodbujanje apetita
pri pacientih.

Aldoza reduktaza povzro¢a medcelino akumulacijo sorbitola in povecuje nivo
glukoze v krvi kar vodi v diabetes. Smeriglio in sod. (2018) so preucevali
inhibicijo aldoza reduktaze s kanabinoidoma CBG in CBD, ki sta pokazala
statisti¢no znacilno inhibicijo. Inhibicijo pa sta prav tako pokazala tudi kanabinoida
CBG-A in CBD-A. S to raziskavo in s pomocjo teh kanabinoidov bi lahko
preprecili oz. zdravili diabetes in z njim povezane bolezni.

V raziskavi leta 2007 sta Wilkinson in Williamson (2007) dokazala anti-
proliferativni ucinek (zaviranje rastli doloCenih celic) kanabinoida CBG, namre¢ v
raziskavi je CBG poleg kanabinoidov A-9-THC, CBD in CBN inhibiral
proliferacijo keratinocitov kar lahko pomembno vpliva na zdravljenje luskavice.

4 ZAKLJUCEK

Poleg raziskovanja in pozitivnih uéinkov kanabinoidov CBD in THC postajajo
Studije na podroc¢ju pozitivnih ucinkov CBG na zdravje vse bolj v porastu. Tako
kot ostali kanabinoidi razen THC, CBG nima psihoaktivnih uc¢inkov in je zato Se
bolj primeren za uporabo v zdravstvene namene in za uporabo v klini¢nih
raziskavah na ljudeh, saj je bilo do sedaj velina raziskav narejenih na zivalih.
Glede na dokaj nizko vsebnost tega kanabinoida v rastlinah, razen pri kemotipu IV,
obstaja velik potencial na podro¢ju zlahtnjenja rastlin konoplje za vi$jo vsebnost
CBG. Prav tako se velik potencial kaze tudi pri raziskavah na genetskem nivoju,
saj sta glede na literaturo na tem podrocju kar se kanabinoidov ti¢e podrobneje
preucevani samo CBD-A in THC-A sintaza.
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Izvlecek

V triletnem poskusu smo proucevali pridelek in vsebnost eteri¢nega olja pri
navadnem ozepku (Hyssopus officinalis L.) na treh lokacijah v Sloveniji. Dve sta
bili nizinski z razli¢énimi karakteristikami, ena visinska. Pridelek je bil v vseh treh
letih najve&ji na nizinski lokaciji Zalec, kjer je tehnologija pridelave vkljutevala
tudi namakanje. V triletnih nasadih smo lahko izvedli dve Zetvi. Najvecji pridelek
je v tretem letu dosegla lokacija Zalec s pridelkom obeh Zetev skupaj
130 kg/100 m?> suhe snovi. Poskus je pokazal, da je nasad oZepka potrebno v
poletni susi, vsaj po prvi zetvi, namakati, ne glede na to, ali gre za pridelavo na
foliji ali ne, sicer rastline zastanejo v rasti. Na nizinski lokaciji Vrhnika je bil
pridelek prve Zetve v tretjem letu namreé bistveno vedji kot na lokaciji Zalec (114
kg/100 m? v primerjavi s 56 kg/100 m?), po prvi Zetvi pa je rast zastala, saj se nasad
ni namakal, poletje 2017 pa je bilo zelo suSno in vroce. Pridelek druge Zetve je bil
posledi¢no zelo majhen (4 kg/100 m?; torej v praksi Zetev ne bi bila smiselna).
Vsebnost etericnega olja se je med lokacijami in leti pridelovanja razlikovala, a je
bila na vseh obravnavanih lokacijah nad mejno vrednostjo.

Kljuc¢ne besede: ozepek, Hyssopus officinalis L., lokacija pridelave, pridelek,
eteri¢no olje

THE IMPACT OF PRODUCTION LOCATION ON HYSSOP (Hyssopus
officinalis L.) YIELD AND ESENTIAL OIL CONTENT

Abstract

In a three-year field experiment, the yield and essential oil content of hyssop
(Hyssopus officinalis L.) at three locations in Slovenia were studied. Two locations
were in lowland with different characteristics, one in highland. The yield was the
highest in all three years at the Zalec lowland location, where the production
technology included irrigation. There were two harvests in three-year plantations.
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The highest yield in the third year was achieved by the Zalec location with the yield
of 130 kg/100 m? of dry matter (both harvests together). The experiment showed
that the plantation of hyssop needs to be irrigated in the summer drought, at least
after the first harvest, regardless of whether it is grown on foil or not, otherwise the
plants stagnate in growing. At the lowland location of Vrhnika, the yield of the first
harvest in the third year was significantly higher than at the location of Zalec
(114 kg/100 m? compared to 56 kg/100 m?), but after the first harvest the plant
growth was stagnated. This plantation was not irrigated, while the summer of 2017
was very dry and hot, namely. The yield of the second harvest was consequently
very low (4 kg/100 m?; therefore in practice the harvest would not make sense).
The content of essential oil varied between locations and years of production, but it
was above the limit value at all locations.

Key words: hyssop, Hyssopus officinalis L., production location, yield, essential
oil

1 UvVOD

Pridelava zeliS¢ je zaradi razlicnih naravnih danosti (raznolike vremenske razmere
in razlicni tipi tal) lahko zelo pestra (razlicne vrste, ki imajo razli¢ne rastne
zahteve) in tudi trZzno zanimiva. Ker so naravni viri omejeni in ker nabiranje zeli$¢
v naravi negativno vpliva na biodiverziteto, je poleg tega tudi nujno potrebno
pridelovanje zelis¢ (MKGP, 2016). Perspektivna je kot osnovna in kot dopolnilna
kmetijska dejavnost. Predvsem zanimiva je trenutno pri nas ro¢na pridelava na
kmetijah, kjer so povrSine manj primerne za pridelovanje osnovne hrane, npr.
kmetije v hribovitih predelih in na vodovarstvenih obmocjih, so pa tudi teznje po
pridelavi na vecjih povrSinah, kot so tudi drugod po svetu (MKGP, 2016). Podatek
povrsin, kjer se v svetu pridelujejo zelis¢a je tezko pridobiti. Evropa je uvozila 533
tiso€ ton zeliS¢ v letu 2014 in jih izvozila 289 tiso¢ ton (MKGP, 2016). V Sloveniji
je v letu 2019 pridelava potekala na 149,9 ha (SURS). Pridelava se v zadnjih
desetih letih zelo povecuje (SURS). V Sloveniji vecji odkup v Sloveniji pridelanih
zeliSC surovine zal Se ni zazivel (MKGP, 2016).

Glede na razli¢ne habitate v Sloveniji je potrebno pridelavo trzno zanimivih zeli$¢
preizkusiti na vec¢ razli¢nih lokacijah, s ¢imer je omogoceno pridobivanje podatkov
za zainteresirane pridelovalce - kje je pridelava mogoc€a in priporocljiva in na
kak$en nacin. V zadnjem obdobju smo pric¢a klimatskim spremembam in s tem tudi
spremenjenim razmeram za pridelavo. Zelis¢a vkljucujejo tudi vrste, ki uspevajo v
bolj susnih razmerah. Smiselno jih je preizkusiti na drugacnih lokacijah, kot so
zanje znacilne.

Ozepek je do 50 cm visok trajen polgrmicek iz druzine ustnatic (Lamiaceae). Ima
dobro razvit in globok koreninski del iz katerega izras¢ajo poganjki, ki v drugem
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letu olesenijo. Porasli so z majhnimi suli¢astimi listi, ki so pri dnu zaokrozeni, pri
vrhu pa nekoliko zavihani. Na obeh straneh listov so Zleze, ki dajo rastlini znacilen,
mocan vonj. V zgornjem delu stebla se v zalistju pojavijo cvetovi, ki so vedno
namesceni na eni strani stebla in so v skupinah po 3-7. Cvetovi so temnomodre do
vijoliaste barve. Cveti od julija do avgusta. Seme dozori septembra, je drobno in
jajcaste oblike. Ozepek je rastlina toplih in son¢nih krajev, zato mu izberemo
son¢no, prisojno lego z dovolj svetlobe in toplote. Lega mora biti zas¢itena proti
vetru. Glede tal nima posebnih zahtev. Dobro uspeva tudi na najbolj siromasnih
tleh, kar mu omogoca dobro razvit koreninski sistem, ki prodira globoko v zemljo.
Ce ga gojimo, lahko ostane na istem mestu 8-10 let. V ljudskem zdravilstvu,
fitoterapiji in za zacinjanje hrane (posuSen uporabni del zdravilne rastline) se
uporablja zel cvetode rastline (Herba Hyssopi). Zetev opravimo, ko za¢nejo rastline
cveteti, ker je takrat v rastlini najvec etericnega olja. Rastline porezemo 5-10 cm
nad zemljo oz. nad olesenelim delom stebla in jih posu$imo v suSilnici (Rode,
2018; Wagner, 1997; Baricevi¢ D., 1996; Martin¢i¢ A., Susnik F., 1984).

OZepek uCinkuje kot sredstvo za izkaSljevanje (ekspektorant) pri prehladnih
obolenjih in kot stimulans krvnega obtoka. V obliki ¢ajev se uporablja sam ali v
kombinaciji z drugimi rastlinami. Uporablja se tudi za pridobivanje eteri¢nih olj in
v kozmetiki za izdelavo raznih parfumov. V kulinariki se uporablja kot zacimba
tako v mesnih, kot zelenjavnih jedeh. OZepek pa je tudi medonosna rastlina in
odli¢na pasa za Cebele (Wagner, 1997). V Sloveniji se prideluje na manjsih
povrsinah, v glavnem v kombinaciji z drugimi zelis¢i (MKGP, 2016).

Namen prispevka je predstaviti vpliv lokacije pridelave ozepka na pridelek,
dovzetnost za bolezni in Skodljivce ter vsebnost eteri¢nega olja.

2 MATERIAL IN METODE

Potreben sadilni material za poskuse (sadike ozepka) smo vzgojili iz semen rastlin
(poreklo iz Ceske), ki jih gojimo v Vrtu zdravilnih in aromati¢nih rastlin na
Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS). Sadike smo vzgojili v
rastlinjaku na IHPS v skladu s smernicami ekoloske pridelave od jeseni 2015 do
spomladi 2016. OZepek smo preizkusali v razli¢nih pridelovalnih razmerah — izbrali
smo razliéne lokacije glede na pridelovalne razmere in nadmorsko visino: Zalec,
Vrhnika in Idrijske Krnice oziroma Logarska dolina (preglednica 1).

Sajenje na prosto je potekalo v zaCetku junija 2015. Na vsako lokacijo smo posadili
50 rastlin. Razdalje sajenja so prikazane v preglednici 1. V letu 2016 smo morali
spremeniti lokacijo viSinske lege zaradi odpovedi v Idrijskih Krnicah. Izbrali smo
lokacijo v Logarski dolini. Poskus smo zasadili konec junija 2016, ker prej ni bilo
mogoce zaradi neugodnih vremenskih razmer (obilne padavine). Lastniki so
poskusne nasade ustrezno oskrbovali (okopavanje, pletje, namakanje, zatiranje
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polzev) in sicer v skladu z navodili IHPS in v skladu s smernicami ekoloSke

pridelave.

Preglednica 1: Opis poskusnih lokacij ozepka v letih 2015-2017

Zalec Vrhnika Idrijske Krnice* Logarska
dolina**
250 m L 320m 921 m 750 m
Nadmorska o (nizinska lokacija, o o
A (nizinska . (visinska (visinska
visina Jokacija) nagnjen teren, tla Jokacija) lokacija)
J prekrita s folijo) J :
Tla Srednje tezka Srednje tezka Srednje tezka Srednje tezka
Sajenje Junij 2015 Junij 2015 Junij 2015 Junij 2016
poskusa
Pridelava na ¢rni Sontna vrtaca
Druge Namakanje po S oo nad Idrijo, Namakanje
. . pleteni foliji, brez . .
posebnosti potrebi . ravninska lega, po potrebi
namakanja .
brez namakanja
Razdalja v 20 15 60 20
vrsti
Medvrstna 30 40 60 30
razdalja
Zetev v
letu 2015 22. september 22. september 9. september -
Zetev v
letn 2016 17. avgust 8. avgust - 23. september
Zetev v 20. julij in 28. julij in ) 28. julij in
letu 2017 19. september 21. september 21. september

*leto 2015, ** leto 2016 in 2017.

Velika temperaturna nihanja spomladi 2015 ter pogosta in dolgotrajna vrocina s
suSo v poletnih mesecih julij — avgust so slabo vplivali na rast in razvoj rastlin v
tem letu. V letu 2016 so bila v aprilu in maju velika temperaturna nihanja. Prvi dve
dekadi aprila sta bili ekstremno topli, padavin je bilo relativno malo; zacetek
vegetacije kmetijskih rastlin je bil zgoden. Potem je sledila mocna ohladitev;
jutranje temperature so se na posameznih lokacijah 26. aprila spustile pod - 3 °C in
povzrocile pozebo. Dobra razporeditev padavin in zmerne temperature v juliju in v
prvi polovici avgusta so ugodno vplivale na rast in razvoj. Prva polovica septembra
je bila nadpovprecno topla in suha. Pomanjkanje padavin smo v letu 2017 zabelezili
ze v zimskih mesecih, ki se je nato tekom vegetacije samo Se stopnjevalo. Posledice
suSe so konec druge dekade junija Ze ogrozale rast in razvoj kmetijskih rastlin.
Vrocinski valovi in pomanjkanje padavin tudi v poletnih mesecih so zelo slabo
vplivali na rast in razvoj rastlin (ARSO, 2020).
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V letu 2015 smo na lokaciji Zalec namakali 2-krat v sezoni, na ostalih dveh
lokacijah namakanje ni bilo vkljuceno. Zaradi dovolj in enakomerno razporejenih
padavin v letu 2016 ni bilo potrebno namakanje na lokacijah Zalec in Vrhnika. Na
lokaciji Logarska dolina smo namakali trikrat od 1. do 7. julija 2016, ker je bilo
obdobje visokih temperatur in bi lahko prvo letne mlade rastline propadle. V letu
2017 smo poskusni nasad na lokaciji Zalec zaradi pomanjkanja padavin namakali
27. 5. Na lokaciji Vrhnika se ni namakalo. V Logarski dolini namakanje ni bilo
potrebno, ker je bilo dovolj vlage v tleh.

Tekom rastne dobe smo opazovali rast in razvoj, dovzetnost za bolezni in
Skodljivcev ter belezili Stevilo propadlih rastlin. Pridelek smo vrednotili v ¢asu
tehnoloske zrelosti. V letu 2015 smo izvedli eno Zetev, in sicer v septembru, ker so
bili nasadi prvoletni. V letu 2016 smo izvedli Zetev v avgustu, v letu 2017 pa v
juliju in septembru (preglednica 1). V €asu zetve smo pozeli vse rastline na parceli
in stehtali pridelek sveze mase ter presSteli Stevilo rastlin vsakega obravnavanja.
Dolocili smo pridelek sveze mase, vsebnost vlage v pridelku ter na tej podlagi
pridelek suhe snovi na enoto povrSine in na rastlino ter vsebnost eteri¢nega olja.
Kakovost pridelane droge smo primerjali z British Herbal Pharmacopeia 1983
(BHP 83) in Deutsches Arzneikodex (DAC) z dopolnili (EB 6).

3 REZULTATI Z RAZPRAVO

V letu 2015 so se prvoletne rastline na vseh poskusnih lokacijah v vecini dobro
vrastle in so se kljub susnim obdobjem normalno razvijale, vendar jih je na lokaciji
Zalec kljub namakanju propadlo kar 10 in v Idrijskih Krnicah 7 (preglednica 2).
Menimo, da se je to zgodilo zaradi slabSe kakovosti sadik. PovrSine so bile delno
zapleveljene, kar pa po nasi oceni ni imelo negativnega vpliva na rast in razvoj. V
letu 2015 nismo zasledili prisotnosti bolezni in Skodljivcev na nobeni lokaciji. Vse
manjkajoce rastline smo sicer vsako naslednjo pomlad na vseh lokacijah dosadili.

Preglednica 2: Stevilo propadlih rastlin v letih 2015 do 2017 na poskusnih
lokacijah z oZepkom

. Stevilo propadlih rastlin
Zdravilno Lokaciia Skupa v 3
zelisde okacy 2015 2016 2017 upaj v
letih
Ozepek | Zalec 10 5 6 21
Vrhnika 3 10 8 21
Idrijske Kmice 7 - - 15
Logarska dolina - 3 5

V letu 201 § so rastline dobro uspevale, bile so izenaCene in v dobri kondiciji. Na
lokacijah Zalec in Vrhnika, kjer so bili drugoletni poskusni nasadi, namakanje
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zaradi dokaj ugodno razporejenih padavin preko vegetacije, glede na dolgoletne
izkusnje pri pridelavi zelis¢, ni bilo potrebno. Na lokaciji Logarska dolina, kjer smo
poskus zasnovali Sele 30. junija v letu 2016, so se rastline kljub temu dobro vrastle
in jih ni veliko propadlo (preglednica 2). Od 1. do 7. julija 2016 smo ta poskusni
nasad dvakrat namakali, ker je bilo obdobje visokih temperatur ter suse in bi lahko
mlade prvoletne rastline sicer propadle. PovrSina je bila nekoliko zapleveljena.
Prisotnosti bolezni in Skodljivcev v letu 2016 nismo zasledili, razen napada prSic na
lokaciji Vrhnika, a le v manjSem obsegu. V letu 2016 je propadlo najve¢ rastlin na
lokaciji Vrhnika (10 rastlin). Predvidevamo, da se je to zgodilo zaradi
spomladanskih obilnejSih padavin na tej lokaciji, ki je obenem bila $e na nagnjeni
povrsini in je imela tla prekrita s folijo, pod katero je zatekalo obilno dezevje.

Po nasih predvidevanjih bi morala biti v letu 2016 konec septembra Se druga zetev
ozepka, vendar rastline po prvi Zetvi na lokacijah Zalec in Vrhnika niso dovolj
zrastle. Zato smo na lokaciji Vrhnika vzeli vzorec tal, da bi ugotovili, ¢e je morda
tezava v preskrbljenosti tal s hranili in bi to bil lahko eden od vzrokov za ta zastoj.
Ugotovili smo, da so tla ustrezno preskrbljena s fosforjem, borom in organsko
snovjo, prekomerno pa preskrbljena s kalijem in magnezijem (preglednica 3).
Vsebnost organske snovi v tleh je bila dobra, pH pa tudi ustrezen za pridelavo
kmetijskih rastlin. Torej tla glede na dolocene parametre niso bila vzrok za zastoj
rastlin v rasti. Predvidevamo, da je mlade pozete rastline poZgalo sonce, saj so na
spodnjem delu rastlin takoj po zetvi propadli listi, kasnejsi listi v zgornjem delu
rastline pa so se normalno razvijali. Posebej bi bilo v nadalje potrebno upostevati,
da se Zanje takrat, ko je za naslednje dni napovedano oblacno in ne prevro¢e vreme.
Morda bi bilo celo dobro, da se pozeta povrSina po Zetvi za nekaj dni pokrije s
kopreno, ki bi varovala rastline pred son¢nimi ozigi.

V letu 2017 je najvec rastlin propadlo na lokaciji Vrhnika (8 rastlin), predvidoma
zaradi dolgotrajne zimske suSe, ki se je Se bolj izrazila na nagnjenem terenu,
obenem se ta lokacija ni namakala.

Preglednica 3: Rezultati kemijske analize tal na poskusni lokaciji v Vrhnika poleti
2016

Vpisna | Glob. | Oznaka | pH P,Os* K,O* Mg* B* Organska
St. (cm) | vzorca v | (mg/100 | (mg/100 | (mg/100 | (mg/kg) | snov (%)

KCl g tal) g tal) g tal)

375/16 | 0-25 | Vrhnika | 5,9 16,3 C 31,3D 269D | 0,423C 3,7

Legenda: Glob. = globina odvzema vzorca, pH = reakcija tal (kislost tal), KC1 = kalijev klorid,

P20s = fosfat, K20 = kalij, Mg = magnezij, B = bor

*Crke ob Stevilénih vrednostih oznacujejo stopnjo preskrbljenosti tal z dolo¢enim hranilom:

A: siromasna tla, B: srednje preskrbljena tla, C: dobro preskrbljena tla, D: pretirano preskrbljena tla,

E: ekstremno preskrbljena tla
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V letu 2017 smo na vseh lokacijah ze lahko izvedli dve Zetvi: v juliju in septembru.
Posledice zastoja rasti iz leta 2016 niso bile opazne. Na nobeni lokaciji na rastlinah
nismo zasledili prisotnosti bolezni in Skodljivcev. Pri prvi Zetvi je bil oZzepek v fazi
cvetenja in visok od 50-70 cm. Za drugo zetev smo se na vseh treh lokacijah
odlocili za Zetev Se preden je ozepek cvetel, in sicer zaradi slabe dolgoro¢ne
vremenske napovedi (nizke temperature, deZevno vreme). Na lokacij Zalec so bili
grmi oZepka v Casu Zetve ze bujni in so Ze imeli cvetni nastavek. Na ostalih dveh
lokacijah, Vrhnika in Logarska dolina, pa so bili grmi Se v vegetativni fazi in
poslediéno tudi niso tvorili toliko pridelka kot na lokaciji Zalec. Na Vrhniki nasada
poleti niso namakali, v Logarski dolini pa je na pocasno rast predvidoma vplivala
vi§ja nadmorska viSina. Pridelek in rezultati kemic¢nih analiz (odstotek vlage in
koli¢ina eteri¢nega olja) za vse lokacije in vsa tri preucevana leta s primerjavo
zahtev po BHP 83 in DAC 2 z dopolnili (EB 6) so prikazani v preglednici 4.

Preglednica 4: Pridelek ozepka in rezultati kemicnih analiz v letih 2015 do 2017

. Et. olje (ml/100 g Pridelek suhe

Leto Lokacija Viaga % suhe snovi) snovi (kg/100 m?)
2015 | Zalec 10,5 0,61 10,3

Vrhnika 10,3 1,04 7,8

Idrijske Krnice 9,4 0,84 8,7
2016 | Zalec 10,1 1,72 27,5

Vrhnika 8,1 1,77 8,3

Logarska dolina 9.4 1,31 11,6
2017 Zalec:

1. Zetev 11,0 2,98 56,0

2. zetev 10,9 1,75 74,0

Vrhnika:

1. Zetev 9,3 1,64 114,0

2. Zetev 9,9 0,80 4,0

Logarska

dolina:

1. Zetev 11,6 3,52 66,0

2. zetev 10,7 1,79 4,0

BHP* <12%* Min 0,25 % *

* Mejna vrednost po British Herbal Pharmacopeia 1983 (BHP 83) in Deutsches
Arzneikodex (DAC) z dopolnili (EB 6)

oy

visinski lokaciji Idrijske Krnice, kjer je bil med seboj primerljiv. V drugem letu je
bil pridelek spet ve&ji v Zalcu v primerjavi z Vrhniko. Razlika med lokacijama ja
bila 15,9 kg/100 m?, kar ne govori v prid gojenju brez namakanja, ¢etudi je
vklju€ena folija. V letu 2017 je bila prva zetev v Vrhniki obilna, pridelek druge
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zetve pa zelo majhen. Za poskus smo Zetev izvedli in jo ovrednotili, v praksi bi bilo
bolj miselno le-to opustiti zaradi morebitnega negativnega vpliva na rastline.
Ravno tako na lokaciji Logarska dolina. To je bila posledica zastoja rasti rastlin po
1. zetvi zaradi visokih temperatur in manjka padavin preko poletja. Literatura
navaja zelo razli¢no koli¢ino pridelka, in sicer od 5-32 t/ha svezega pridelka in
0,67-3,26 t/ha suhega pridelka oz. suhih listov letno, odvisno od sorte (Jankovsky,
2002). Sicer je bil pridelek v poskusu dober pri prvih Zetvah na vseh lokacijah, v
Zalcu pa tudi pri drugi Zetvi v tretjem letu.

Vsebnost etericnega olja je bila v vseh letih na vseh lokacijah vi§ja od mejne
vrednosti, ki jo za opredelitev kakovostnega rastlinskega materiala dolo¢a BHP 83
(British Herbal Pharmacopeia 1983). V letu 2017 je bila pri prvi Zetvi bistveno
visja kot pri drugi Zetvi, kar pa je posledica tega, da v ¢asu druge Zetve rastline Se
niso bile v fazi polnega cvetenja. Najvisja vsebnost eteri¢nega olja v letu 2017 je
bila v Logarski dolini pri obeh Zetvah, sledi Zalec, najniZja vsebnost eteriénega olja
pa je bila na Vrhniki. Po British Herbal Pharmacopeia 1983 (BHP 83) in Deutsches
Arzneikodex (DAC) z dopolnili (EB 6) je za oZzepek zahtevana minimalna koli¢ina
eteri¢nega olja 0,25 %, kar je bilo dosezeno na vseh lokacijah, pri vseh Zetvah v
vseh treh letih. V letu 2017 je imela prva Zetev na lokacijah Zalec in Logarska
dolina najvisjo vsebnost etericnega olja v primerjavi z vsemi lokacijami v treh
letih.

V literaturi navajajo, da ozepka obicajno ne napadajo bolezni in skodljivci, ¢e pa
ze, so to prsice (Tetranychidae spp.), bolhaci (Chrysomelidae ssp.) in kapusova
sovka (Mamestra brassicae). OZepek se obicajno uporablja v biotskem varstvu kot
dober sosed v nasadu zelja in vinske trte. V nasem poskusu smo zasledili le napad
pric v prvem letu na lokaciji Zalec pa $e to le v zelo majhnem obsegu.

4 SKLEPI

V triletnem poskusu smo proucevali pridelek in vsebnost eteriCnega olja pri oZepku
(Hyssopus officinalis L.) na treh lokacijah v Sloveniji. Dve sta bili nizinski z
razlicnimi karakteristikami (Vrhnika: pridelava na ¢rni pleteni foliji brez
namakanja na rahlo nagnjenem terenu; Zalec: pridelava z namakanjem po potrebi
na ravninskem terenu) ena pa visinska (Idrijske Krnice oziroma Logarska dolina).
Lokacije pridelave, nain pridelave in vremenske razmere so botrovale k
neenakomernemu razvoju rastlin po Sloveniji, kar se kaze v velikih razlikah v
razvojni fazi rastlin v Casu Zetve ter kakovosti rastlinskega materiala.

Na podlagi triletnih rezultatov (2015 do 2017) ugotavljamo, da se je pokazalo
pridelovanje ozepka izmed preucevanih lokacij najbolj optimalno na niZinski
ravninski lokaciji z vklju¢enim namakanjem po potrebi, kjer je bil pridelek najvecji
v vseh treh preucevanih letih. Sklepamo, da je namakanje pomemben dejavnik v
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pridelavi oZzepka. V prvem letu poskusa je bil pridelek na tej lokaciji za 25 % visji
kot na drugi nizinski lokaciji (nagnjen teren, pokrit s folijo, brez namakanja) in za
15 % vecji kot na viSinski lokaciji. V drugem letu poskusa je bil pridelek zopet
najvedji na lokaciji Zalec, in sicer za 30 % v primerjavi z Vrhniko.

V triletnem nasadu smo lahko izvedli dve zetvi. V Vrhniki je bil pridelek prve
Zetve v tretje letnem nasadu (2017) sicer bistveno vedji kot v Zalcu (114 kg/100 m?
v primerjavi 56 kg/100 m?), vendar pa so potem v suSnem in vro¢em poletju
rastline tam zastale v rasti in dale le majhen pridelek druge Zetve (4 kg/100 m?).
Skupen pridelek na lokaciji Vrhnika je bil v primerjavi z Zalcem v tem letu za 9 %
manj$i. OcCitno bi bilo potrebno v tako susnem in vro¢em poletju rastline po prvi
zetvi namakati. Prav tako folija ni opravila svoje naloge oziroma je morda ¢rna
pletena folija v ta namen celo neprimerna. Smiselna je tudi Zetev v dneh, ko je
napovedano oblacno in ne prevroce vreme, morda se pozeta povrsina po prvi zetvi
za nekaj dni tudi pokrije s kopreno, s ¢emer omogocimo ugodnejSe razmere za
razvoj novih poganjkov. V Zalcu sta bili Zetvi po pridelku v tri letnem nasadu, kjer
smo namakali, primerljivi. Pridelek obeh Zetev skupaj je bil 130 kg/100 m? suhe
snovi.

Vsebnost eteri¢nega olja je bila pri vseh Zetvah vi§ja, kot jo minimalno dolo¢a BHP
83. V prvem letu je bila najvi§ja na lokaciji Vrhnika; na lokacijah Zalec in Idrijske
Krnice je bila nizja za 41 % oz. za 20 %. V drugem letu je bila vsebnost eteri¢nega
olja na lokaciji Zalec in Vrhnika primerljiva, na lokaciji Logarska dolina pa je bila
nizja za 26 % (tam je bil nasad leto dni mlajsi). V letu 2017 je bila najvi§ja v
Logarski dolini pri 1. Zetvi, sledi lokacija Zalec 1. Zetev. Vsebnost eteri¢nega olja
pri 2. Zetvi na lokaciji Zalec in Logarska dolina sta bili primerljivi. V letu 2017 je
bila bistveno nizja vsebnost etericnega olja na lokaciji Vrhnika pri obeh Zetvah.
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Izvlecek

Viroidi, najmanjsi rastlinski patogeni, so enoverizne, kovalentno vezane in krozne
molekule RNA, ki okuZujejo Stevilne gospodarsko pomembne kmetijske rastline.
Za razmnozevanje in prenos uporabljajo celicne mehanizme gostitelja. Glede na
strukturo in mesto replikacije, viroide uvrs¢amo v dve druzini: Avsunviroidae in
Pospiviroidae. Avsunviroidi se replicirajo v kloroplastih in so razvejane oblike,
medtem, ko se pospiviroidi replicirajo v jedru in imajo paliasto obliko. Viroidi in
z njimi povezane bolezni so globalno razsirjeni predvsem zaradi mednarodne
trgovine. Poleg neposrednega prenaSanja viroidov z vegetativnimi deli, semeni in
pelodom, viroide posredno prenasajo tudi ZuZelke. ZuZelke ve¢inoma viroide
prenasajo mehansko, z okuzenim rastlinskim sokom, ki po hranjenju ali
oprasevanju ostane na razlicnih delih telesa. Posredno se v prenos viroidov z
zuzelkami vklju€ujejo tudi virusi, v katere se viroidi enkapsidirajo. Po okuzbi se na
gostitelju razvijejo znacilna bolezenska znamenja, kot so venenje, vihanje in
rumenenje listov, kloroze in nekroze.

Kljucne besede: interakcija, viroidi, Zuzelke

VIROID-INSECT INTERACTIONS

Abstract

Viroids, the smallest plant pathogenes, are single-stranded, covalently closed,
circular, highly structured noncoding RNAs that cause disease in several
economically important crop plants. They replicate autonomously and move
systemically in host plants with the aid of the host cell machinery. Based on
structure and location of replication, viroids are taxonomically divided into two
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families: Avsunviroidae and Pospiviroidae. Avsunviroidae replicate in the
chloroplast, while Pospiviroidae reproduce in the nucleus. Rod-like structures are
typical for the Pospiviroidae, whereas more branched structures are typical for
Avsunviroidae. Viroids and viroid diseases are distributed globally. Viroids are
transmitted with vegetative parts of plants, seeds, pollen and indirectly also with
insects. Insects transmit viroids mostly mechanically, with infected plant sap that
remains on different body parts during feeding or pollination. Indirectly viruses are
also involved in viroids transmission with insects, in which viruses are
encapsulated. The host symptoms of all these viroid diseases are similar, and
include stunting, apical proliferation, apical leaf narrowing and yellowing, leaf
crinkling, tissue brittleness and necrosis.

Key words: insects, transmission, viroids

1 UvVOD

Viroidi so najmanj$i znani povzrocitelji bolezenskih stanj na rastlinah. So
kovalentno vezane, krozne molekule RNA z dolzino 246401 baznih parov, ki ne
kodirajo peptidov ali proteinov (Flores in sod., 2005). Prvi identificiran in
klasificiran viroid je bil viroid vretenatosti krompirjevih gomoljev (PSTVd, angl.
potato spindle tuber viroid) (Diener, 2003). Bolezen, ki jo povzroca, so leta 1920
prvi¢ opisali na sorti krompirja Irish Cobbler v Severni Ameriki (Martin, 1922);
rastline so imele zavrto rast in podaljSane gomolje (Diener, 1971). Do leta 1967 so
virusi veljali za najmanjSe povzrocitelje bolezni, leta 1967 pa sta Diener in Raymer
dognala, da je viroid RNA molekula, brez proteinskega plasca in od 50 do 80-krat
manjSa od najmanjSe virusne molekule. Leta 1971 je nato Diener definiral viroid
kot majhno, fitopatogeno RNA molekulo z nizko molekularno maso. Vecina danes
znanih viroidov povzroca bolezenska stanja na gospodarsko pomembnih rastlinskih
vrstah, kot so krompir (Solanum tuberosum L.), paradiznik (Solanum lycopersicum
L.), hmelj (Humulus lupulus L.), kokosova palma (Cocos nucifera L.), vinska trta
(Vitis vinifera L.), jablana (Malus domestica Borkh.), avokado (Persea americana
Mill.) in breskev (Prunus persica [L.] Batsch) (Kovalskaya in Hammond, 2014).
Razsirjeni so po vsem svetu, tveganje za Sirjenje pa povecujemo s transportom
okuzenih sadezev in semenskega materiala. Patogeneza viroidov je kompleksen
fenomen, saj lahko razli¢ni viroidi na istem gostitelju izrazijo ali v latentnem stanju
ali s Stevilnimi bolezenskimi znamenji. OkuZene rastline imajo zavrto rast, pojavlja
se rumenenje in vihanje listov, deformacija in zaostala rast cvetov in sadezev in
trohnenje koreninskega sistema (Kovalskaya in Hammond, 2014). Bolezenska
znamenja so posledica interakcije med viroidom, gostiteljem in okoljem. Pri
rastlini ima glavno vlogo za pojav bolezenskih znamenj njen obrambni sistem in
sistem RNA utisanja genov (Flores in sod., 2015). Viroidi imajo najvecjo stopnjo
mutacij med organizmi, kar jim omogoca Sirok spekter diverzitete in adaptacijo na
odpornostne mehanizme gostiteljev (Ding in Itaya, 2007).
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Viroide taksonomsko delimo glede na biokemijske in strukturne znacilnosti
molekule RNA (Hadidi in sod., 2003). Viroidno RNA gradijo posamezne domene:
terminalna leva (TL), patogena (P), centralna (C), variabilna (V) in terminalna
desna (TD). C domena je spodobna tvoriti dve ali ve¢ sekundarni strukturi, ki
sodelujeta pri regulaciji replikacije. Prisotnost ali odsotnost C domene uvrsca
viroide v dve druzini: Pospiviroidae in Avsunviroidae (Owens in Hammond, 2009).
Druzini se delita v razlicne rodove glede na znacilnosti zgradbe RNA in
filogenetske povezave med posameznimi vrstami viroidov. Viroidi iz druzine
Pospiviroidae so razporejeni v rodove glede na homologne sekvence v CCR
domeni, terminalno ohranjene dele lasni¢ne zanke in terminalno ohranjene regije
ter vkljuCujejo rodove Pospiviroid, Hostuviroid, Cocaviroid, Apscaviroid in
Coleviroid. Pospiviroidi imajo Sirok spekter gostiteljev in okuzujejo vecino
kritosemenk (Adkar-Purushothama in Perreault, 2019). Vrste, ki nimajo ohranjene
CCR domene, pripadajo druzini Avsunviroidae, in so razdeljene v tri rodove,
Avsunviroid, Pelamoviroid in Elaviroid, glede na morfoloske in strukturne
znacilnosti tako imenovane »hammerhead« strukture (Di Serio in sod., 2014).
Avsunviroidi imajo ozek nabor gostiteljev in ve¢inoma okuzujejo vrste z njenimi
bliznjimi filogenetskimi sorodniki (Singh in sod., 2003). Pospiviroidi so paliCaste
oblike, niso ribocimsko aktivni, njihova replikacija poteka v jedru gostitelja na
nacin asimetri¢nega replikacijskega kroga, v katerega je vkljucen encim od DNA
odvisna RNA polimeraza II. Za avsunviroide je znacilna razvejana oblika, so brez
posameznih domen, imajo ribocimsko aktivnost, replikacija poteka v kloroplastu
na nacin simetricnega replikacijskega kroga z jedrno kodirajoco kloroplastno RNA
polimerazo (Tsagris in sod., 2008).

2 PRENASANJE VIROIDOV - SPLOSNO

Globalni prenos viroidov je tesno povezan z mednarodno trgovino, saj je transport
vegetativnih delov rastlin glavni vzrok za njihovo Sirjenje na nova obmocja.
Prenasanje viroidov pa poleg okuzenih vegetativnih poganjkov poteka Se
mehansko, z okuzenimi semeni in pelodom ter posredno z Zuzelkami (Verhoeven,
2010). Mehansko se viroidi prenaSajo z okuzenim orodjem, nerazkuzenimi rokami
delavcev, s kontaktom med neokuzeno in okuZeno rastlino (Matsushita in Tsuda,
2014). Barbosa in sod. so leta 2005 opravili poskuse v rastlinjakih in na poskusnih
poljih, da bi dokazali mehanski prenos viroidov CEVd (angl. citrus exocortis
viroid), CBLVd (angl. citrus bent leaf viroid), HSVd (angl. hop stunt viroid), CVd-
I (angl. citrus viroid III) ali CVd-IV (angl. citrus viroid IV), ki povzrocajo bolezni
agrumov. V rastlinjaku je potekal preliminarni poskus, kjer so kot donorske rastline
uporabili agrume, okuzene z viroidi CEVd, CBLVd, HSVd, CVd-III ali CVd-1V.
Receptorska rastlina je bila citrona (Citrus medica L., klon 861-SI) cepljena na
hibrid limone (Citrus x jambhiri Lush.). Mehansko okuzevanje je potekalo v
pomladanskih mesecih, ko so s sterilnim skalpelom zarezovali rastline. Posamezno
zarezo so naredili pod kotom 45° v steblo donatorske rastline, okuzene s
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posameznim viroidom in takoj zatem zarezali Se receptorsko zdravo rastlino.
Steblo zdrave rastline so nato na obmocju reza ovili s parafilmom. Po treh mesecih
so rastline porezali, da so spodbudili rast novih poganjkov, ki so jih testirali na
prisotnost viroidov. Dokazali so, da se lahko rastlina mehansko okuzi Ze z enim
samim zarezom z okuzenim rezilom. Prav tako so dokazali, da se mehansko lahko
prenese tudi posamezen viroid, kljub temu, da je rastlina okuzena z ve¢ viroidi
hkrati. V poljskem poskusu so vzpostavili nasade razli¢nih vrst agrumov (limone,
klementine in pomarancevec), v katerih je bila polovica rastlin neokuzenih, drugo
polovico so okuzili z izolati CEVd, CBLVd, HSVd in CVd-III. Neokuzena drevesa
so posadili nasproti okuzenim drevesom. Drevesa so nato redno obrezovali, med
rezjo neokuzenih in okuZenih dreves pa niso razkuzevali orodja. Po 14 letih so z
vseh rastlin cepili cepice na klon 861-SI citrone in po Sestih mesecih s
hibridizacijsko tehniko preverili okuzenost rastlin. 1z preglednice 1 je razvidno, da

.....

okuzenih rastlin sadijo mlajSe, brezviroidne rastline (Barbosa in sod., 2005).

Preglednica 1: Poljski poskus prenosa razlicnih viroidov (Barbosa in sod., 2005)

Stevilo okuZenih rastlin/stevilo rastlin v poskusu
Uspesnost prenosa

Citrus CEVd CBLVd HSVd Cvd-lII .
viroidov
Klementina 1/25 0/25 0/25 0/25 4%
Pomaranca 0/30 1/30 0/30 2/30 10 %
Limona 5/28 0/28 1/28 0/28 21 %

Prenos z okuzenimi semeni in pelodom je potrjen pri Stevilnih pospiviroidih
(PSTVd, TCDVd, TASVd, TPMVd, PCFVd, CLVd, CSVd (angl. chrysanthemum
stunt viroid), CEVd) (Matsushita in sod., 2018a). Pojav bolezenskih znamenj je
odvisen od gostiteljske rastline in vrste viroida (Matsushita in Tsuda, 2014). Prenos
peloda in semen je lahko vertikalen ali horizontalen (slika 1). Vertikalni prenos ima
pomembno vlogo pri Sirjenju in preZivetju viroidov, saj prenos viroidov poteka z
okuZenimi semeni. Vertikalni prenos je odvisen od vrste viroida in vrste gostitelja;
PSTVd ima 0,3 % uspesnost prenosa s semeni pri papriki sorte Capsicum annuum
var. grossum [L.] Sendt., 0,5 % pri sorti Capsicum annuum var. angulosum Mill. in
1,2 % uspesnost prenosa pri kronski marjetici (Glebionis coronaria [L.] Cass. ex
Spach). Pri paradizniku je vertikalni prenos viroida PSTVd 90,2 %. Pri okrasni
rastlini navadna pisana kopriva (Coleus blumei Benth.) je vertikalni prenos 100 %.
Pri vertikalnem prenosu okuzen pelod iz brazde pestica potuje do plodnice, jo
oplodi in razvije se okuzeno seme, iz katerega zraste nova okuzena rastlina.
Horizontalno se z okuZenim pelodom prenasajo viroidi PSTVd, TPMVd in CSVd.
Pri petuniji (Petunia sp.) so dokazali 80 % prenos viroida TPMVd z okuZenim
pelodom. Do okuzbe na petuniji pride, ko okuzen pelod pride v stik s stigmo in se
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po vratu pesti¢a prenese do plodnice. Po kanalu pesti¢a se transportira na spodnji
del vratu in s tem sistemsko okuzi celotno rastlino (Matsushita in sod., 2018a). Pri
horizontalnem prenosu pelod iz okuZene rastline oprasi zdravo rastlino in se po
vratu pestia transportira v rastlino. S tem okuzi zdravo materno rastlino
(Matsushita in Yanagisawa, 2018).

Infected pollen Infected pollen
o pollination [
s‘tlgmal
L 2
- pollentube & .
~ -pollentube
style

pistil Viroid-infected plant id invasion

ovary wall
&

placenta calyx

peduncle Infected
seedling ‘
Viroids infect from pollento mother plants

Vertical transmission - —
{pollen transmission) Horizontal transmission

Slika 1: Prikaz poti vertikalnega in horizontalnega prenosa viroida TPMVd pri
petuniji (Matsushita in sod., 2018b)

Povecana potreba po proizvodnji hrane je hortikulturno dejavnost vodila v
vzpostavitev hidroponske vzgoje rastlin in namakalnih sistemov, ki pa potencialno
predstavljajo vir patogenov. Obicajno je v namakalnih sistemih koncentracija
viroidov tako nizka, da je ni mogoCe zaznati s standardnimi protokolarnimi
diagnosti¢nimi metodami (Mehle in sod., 2017). Monitoring rastlinskih patogenov
v vodi ni pogost, vendar je pomembno poznavanje stabilnosti patogenov v
namakalnih sistemih, hidroponiki in drugih oblikah voda, ki se uporabljajo kot vir
za rast in razvoj agronomsko pomembnih kultur ter s tem predstavljajo posredni vir
okuzbe (Gosalves in sod., 2003). Patogeni, prisotni v vodi, lahko vstopijo v rastlino
skozi njen koreninski sistem ter povzrocijo obolenje rastline (Boben in sod., 2007).
Za viroid HSVd in ASSVd (angl. apple scar skin viroid) so proucevali moznost
prenosa skozi koreninski sistem, ki je bil neuspesen (Hadidi in sod., 2003). Prenos
viroidov lahko poteka direktno od okuZene rastline s koreninskim prepletom z
neokuzeno rastlino skozi koreninske laske, korenine in po prevodnem sistemu v
vegetativne dele rastline ali posredno skozi koreninski sistem iz okuzenih tal
(Vachev in sod., 2010). CSVd je viroid krizantem, ki se prenasa z okuzenimi stroji,
opremo in rastlinskim sokom, lahko pa se prenaSa tudi skozi koreninski sistem
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(Dijkstra in de Jager, 1998). Transport patogenov lahko iz okuZenega okolja do
gostitelja poteka abiotsko ali biotsko. Kjer patogen skozi korenine okuzi mati¢no
podlago in vodo ter se tako transportira do neokuZenih rastlin, poteka abiotski
prenos. Biotski prenos patogenov je do sedaj znan pri Stevilnih virusih, kjer so
vmesni vektorji nematode ali glive (Dijkstra in de Jager, 1998). V zvezi z
ohranjanjem viroidov v tleh pa je pomembna tudi nedavna objava Wei s sod.
(2019), kjer porocajo o moznosti ohranjanja viroidov v nekaterih glivah, kar so
dokazali z umetnim okuzevanjem s pomocjo cDNA klonov. Med glivami omenjajo
Fusarium graminearum Schwabe, ki je zelo razsirjena na Zitih in lahko prezivi v
tleh. To nakazuje na potencialno moznost ohranjanja viroidov v tleh tudi s talnimi
glivami.

Prenos viroidov v gostiteljsko celico poteka z njihovim vstopom v razmnoZzevalni
organel (slika 2). Po replikaciji viroidne RNA se le-ta transportira iz ene v drugo
celico skozi plazmodezme. Sistemsko se viroidi transportirajo po vaskularnem
sistemu do kon¢nih organov. Za razmnozevanje, transport in produkcijo
intermedianih komponent izkoris¢ajo proteine gostitelja (Ding in Itaya, 2007).
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Slika 2: Prenos viroidov med celicami (Ding in Itaya, 2007)
3 PRENASANJE VIROIDOV Z ZUZELKAMI

Posredni prenos viroidov lahko nastane zaradi aktivnosti razli¢nih vrst zuzelk,
poleg tega pa se v prenos viroidov z zuzelkami vkljucujejo tudi virusi. Vecinoma
se viroidi prenasajo mehansko, s kontaminiranimi telesnimi deli Zuzelk (Van
Bogaert in sod., 2014). Prvi laboratorijski poskus prenosa viroida CSVd in CPFVd
(angl. cucumber pale fruits viroid) z listnimi usSmi je bil neuspeSen, saj rastline niso
razvile znacilnih bolezenskih znamenj (Hollings in Stone, 1973). Prav tako so prvi
laboratorijski poskusi z ogor¢icami nakazovali, da le-te niso prenasalci viroidov,
okuzene rastline so bile brez bolezenskih znamenj (van Dorst in Peters, 1974). De
Bokx in Piron sta 1981 preucevala prenos viroida PSTVd na paradizniku s tremi
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vrstami usi: Aulacorthum solani Kaltenbach, Macrosiphum euphorbiae Thomas in
Myzus persicae Sulzer. Po Stiritedenski inokulaciji viroida v receptorske zdrave
rastline sta ugotovila, da vrsti 4. solani in M. persicae nista prenesli viroida PSTVd
iz okuzenih rastlin paradiznika na zdrave neokuzene rastline. Potrdila pa sta
neperzistenten prenos PSTVd s krompirjevo usjo (M. euphorbiae). Galindo in sod.
(1986) so dokazali u¢inkovit prenos viroida TPMVd (angl. tomato planta macho
viroid) s sivo breskovo usjo. V Studiji prenosa viroida TASVd (angl. tomato apical
stunt viroid) z Aphis craccivora Koch niso bili ucinkoviti (Walter 1987). V
kasnejSih poskusih, ki so jih leta 1995 izvedli Salazar in sod., je bilo ugotovljeno,
da se je viroid PSTVd s 100 % uspesnostjo prenesel iz okuzene rastline krompirja
na neokuzen krompir, vendar le ob prisotnosti virusa PLRV (angl. potato leaf roll
virus). Virus PLRYV sodeluje pri prenosu viroida iz okuZene rastline v zuzelko. To
so potrdili s poskusom, kjer so okuzevali zdrave rastline z virusom PLRV, z
viroidom PSTVd in s kombinacijo obeh. V primerih, kjer so rastlino okuzili s
kombinacijo virusa PLRV in viroida PSTVd, je bil prenos z usjo M. persicae
najbolj ucinkovit (14 %). Iz rastline, okuzene le z viroidom PSTVd, siva breskova
u$ ni prenesla okuzbe na novo zdravo rastlino. S tem so dokazali sodelovanje
virusa in viroida pri prenosu iz okuzene rastline na neokuzeno rastlino, saj so na
novo okuzene rastline razvile vsa bolezenska znamenja, ki jih povzroca viroid
PSTVd (Syller in sod., 1997). Proces, pri katerem virus sodeluje pri prenosu
viroida imenujemo transenkapsidacija, fenomen, pri katerem se viroid vstavi v
kapsido virusa. Pla§¢ni proteini virusa omogocijo vezavo transkomplementacijske
strukture na kutikulo vektorja, ki lahko viroid skupaj z virusom prenese v novo
gostiteljsko rastlino (slika 3) (Froissart in sod., 2002; Querci in sod., 1997; Syller
in Marczewski, 2001).

Kutikula fuielke

- Transkomplementacija
s kapsidnim proteinom

Transenkapsidacija
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. Transkomplementacija
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Slika 3: Prikaz transenkapsidacije in transkomplementacije viroida v virus
(Froissart in sod., 2002)
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Pred dokazano transenkapsidacijo viroidov v viruse je bilo tak$Sno »genomsko
maskiranje« dobro opisano predvsem pri skupini luteovirusov ter potyvirusov (Falk
in sod., 1995; Latham in Wilson, 2008). Transenkapsidacija omogoc¢a nastanek
transkomplementacije, ki je opisana kot mehanizem, v katerem doloCen virusni
protein omogoca okuzbo drugega virusa. Ta pojav je pogosto razloZzen na primeru
virusov rodu Umbravirus, ki se sami ne morejo prenasati z uSmi, v primeru
prisotnosti ustreznega luteovirusa, ki tvori pomozne proteine, pa je prenos z
listnimi uSmi mozen (Taliansky in sod., 1996; Robinson in sod., 1999).

Querci in sod. so leta 1997 dokazali povezavo med virusom PLRYV in viroidom
PSTVd, ki se enkapsidira v ovojnico virusa zvijanja listov krompirja (PLRV) in se
nato prenese z uSmi. Enkapsidacijo so potrdili s tretiranjem RNA vzorcev iz
okuZzenih rastlin z mikrokokno nukleazo, ki razgradi neenkapsidirano RNA. Sledila
je RT-PCR analiza, ki je Se vedno pokazala prisotnost PSTVd oziroma potrdila, da
je enkapsidacija preprecila popolno razgradnjo PSTVd. Transenkapsidacija lahko
ima pri prenosu viroidov z zuzelkami, kot so listne usi, pomembno epidemiolosko
vlogo. Latentno prisoten viroid v poljs¢inah, vrtninah ali okrasnih rastlinah se
lahko vnese v kapsido virusa, ki ga nato prenese Zuzelka (slika 4). TakSna pot
prenosa omogoca prenos viroidov s pomocjo vektorjev na nove gostitelje, kar
lahko vodi v pojav novih bolezenskih stanj.

vd

Slika 4: Enkapsidacija viroida (Vd) v virus (V), prenos virusa z zuzelko na novo
gostiteljsko rastlino (Van Bogaert, 2016)

Walia in sod. (2015) opisujejo tudi prenos viroida ASSVd (angl. apple scar skin
viroid) z rastlinjakovim SCitkarjem (7rialeurodes vaporariorum Westwood) iz
okuzenih kumar (Cucumis sativus L.) in fiZzola na neokuZene kumare, fiZol,
paradiznik in grah (Pisum sativum L.). Pri tem so dokazali moznost prenosa gole
RNA viroida na rastline ter vpliv C. sativus floemskega proteina 2 (CsPP2) na
prenos in translokacijo viroida v rastlini.

Matsuura in sod. (2010) kot posredne prenasalce viroidov opisujejo tudi ¢mrlje,
prenos poteka predvsem med okuzenimi in neokuzenimi rastlinami, ki jih gojijo v
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rastlinjakih. V rastlinjakih, kjer so gojili paradiznik, so potrdili prisotnost viroida
TASVd in TCDVd. OkuZene rastline so izolirali in jih oprasevali s ¢mrlji ter
nadaljevali z gojenjem rastlin. V posebnih rastlinjakih so gojili neokuzene,
brezviroidne rastline. Neokuzene rastline in okuZene rastline je opraSeval isti roj
¢mrljev. Do sekundarnega prenosa viroida TASVd med ¢mrljem in paradiznikom
pride mehanic¢no preko rilcka s posrkanim rastlinskim sokom ali z izpostavitvijo
okuzenega peloda na stigmo neokuzene rastline. Med oprasevanjem C¢mrlji
vibrirajo s krili, grizljajo prasnico z mandibulami in frekvencno vibrirajo s telesom,
zato je koncentracija viroida TCDVd visoka tudi na ¢mrljevi glavi in okoncinah.
Prav tako se viroid TASVd prenese z rastlinskim sokom, ki ostane na mandibulah.
Po enem mesecu so rastline kazale simptomati¢ne znake viroidne okuzbe in z
molekularnimi metodami so potrdili viroid TCDVd. Neokuzen paradiznik je po
oprasevanju z okuzenim pelodom, ki so ga zanesli ¢mrlji, razvil znacilna
bolezenska znamenja okuzbe: ovenelost, listne kloroze, vihanje listnih konic.
Zaradi ¢mrljevih migracij je moznost prenosa viroida tudi na daljSe razdalje
(Matsuura in sod., 2010).

Nielsen in sod. (2012) so zaradi zaskrbljujo¢ih okuzb okrasnih rastlin z viroidom
PSTVd in moZnostjo prenosa na gospodarsko pomembni rastlinski vrsti, paradiznik
in krompir, raziskovali razlicne mozne poti prenosa. Viroid PSTVd se mehansko
prenasa z okuZenim rastlinskim sokom, semeni, pelodom in z okuzenimi
vegetativnimi deli rastline. Zaradi poro¢anja o prenosu z enkapsidacijo PSTVd
viroda z virusom PLRYV s sivo breskovo u$jo pri krompirju in paradizniku (Querci
in sod., 1997) ter neraziskanosti prenosa viroida PSTVd z resarji in medonosnimi
Cebelami (Apis mellifera L.), so Nielsen in sod. leta 2012 raziskovali moznost
prenosa viroida PSTVd s tobakovim resatjem (Thrips tabaci Lindeman),
cvetlinim resarjem (Frankliniella occidentalis Pergande), medonosno cebelo in
¢mrlji. Osredotocili so se na moznost prenosa viroida PSTVd z listnim sokom in
pelodom, s katerim se hranita in ga prenaSata polifagna tobakov resar in cvetli¢ni
resar ter prenos med oprasevanjem z medonosno ¢ebelo in ¢mrljem med okuzenimi
in neokuzenimi okrasnimi rastlinami in/ali paradiznikom. Poskus je potekal pod
nadzorovanimi pogoji, kjer so sprva zuzelke tobakovega resarja in cvetliCnega
resarja gojili na rastlinah navadnega fizola in pora. Medonosno ¢ebelo in ¢mrlja so
sprva hranili s sladkorno vodo. Po hranjenju so zuzelke stradali, nato pa jih prenesli
v petrijevke z okuzenim ali neokuZenim pelodom, nato pa Se v petrijevke z
okuzenimi listi rastlin z viroidom PSTVd. Pri medonosni ¢ebeli in ¢mrljih so
proucevali tudi moznost prenosa okuzenega peloda na zdrave rastline petunije. Pri
proucevanju medvrstnega prenosa viroida PSTVd niso potrdili. Med prakti¢nim
poskusom prenosa viroida PSTVd z zuzelkami, so Nielsen in sod. (2012) izvajali
tudi diagnosticno metodo RT-PCR, s katero so preverjali prisotnost viroida v
zuzelkah. Pri vrstah tobakov resar in cvetli¢ni resar so zaznali nizko koncentracijo
viroida PSTVd, kar pripisujejo mozZnosti ostankov rastlinskega soka na obustnih
okoncinah zuzelk.
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Preglednica 2: Vrste zuzelk, pri katerih so potrdili prenos ali transenkapsidacijo
viroidov (Van Bogaert in sod., 2014)

DruZina . Prenos Transenkapsidacija
L. Vrsta Slovensko ime .. ..
zuzelk viroida viroida
Aphididae ~ Macrosiphum Velika PSTVd
euphorbiae krompirjeva us
Myzus Siva breskovaus  TPMVd PSTVd
persicae
Apidae Bombus Temni zemeljski  TASVd,
terrestris ¢mrlj TCDVd

4 ZAKLJUCKI

V prispevku smo se osredotoCili na pregled Studij interakcij in mehanizmov
prenosa viroidov z Zuzelkami. Dosedanje Studije so pokazale moznosti prenosa
razliénih viroidov z u$mi, ¢mrlji in §¢itkarji. Studij, v katerih proucujejo prenos
viroidov z ZuZelkami je malo, predvsem zaradi kompleksnosti nacrtovanih
poskusov in nadaljnjih metod za dokazovanje pristnosti viroidov v zuzelkah. Prav
tako Se ostaja neprouCen proces transenkapsidacije, ki pa ima velik potencial pri
Sirjenju patogenov na nova obmocja in nove gostiteljske rastline. V nadaljnje
raziskave bi tako bilo potrebno vkljuciti Siri spekter zuzelk, ki predstavljajo groznjo
pri prenosu viroidov, vecje Stevilo razli¢nih viroidov in obcutljivejSe diagnosti¢ne
metode za zaznavo viroidov, kot je npr. PCR v realnem casu. Poleg zuzelk so
mozni vektorji prenosa tudi nematode in glive, zato bi bilo v prihodnje smiselno
raziskave usmeriti tudi v moZnost prenosa viroidov s talnimi organizmi.
Poznavanje razli¢nih poti prenosa patogenov in mehanizmov replikacij pomembno
pripomore k poznavanju procesov okuzbe in moznost njene omejitve. Zaradi
neraziskanosti moznosti prenosa viroidov z zuzelkami, nematodami, glivami in
nepoznavanja procesov transkomplementacije in transenkapsidacije, bi bili poskusi
in raziskave prenosa viroidov z Zuzelkami pomemben prispevek znanosti in
reSevanju okuzb z viroidi.
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