ZAKLJUCNO POROCILO
O REZULTATIH OPRAVLJENEGA RAZISKOVALNEGA DELA
NA PROJEKTU V OKVIRU CILJINEGA RAZISKOVALNEGA
PROGRAMA (CRP)
»ZAGOTOVIMO.SI HRANO ZA JUTRI« 2011 — 2020«

I. Predstavitev osnovnih podatkov raziskovalnega projekta

1. Sifra projekta:
| V4-2001 |

2. 1. Naslov projekta v slovenskem jeziku:

Moznost izboljSanja produktivnosti in zmanjSanja odvisnosti od uporabe kemicnih
fungicidov v kmetijstvu z uporabo plinske plazme

2.2. Naslov projekta v angleskem jeziku:

Use of gaseous plasma for higher yields and lower use of antifungal agents in agriculture

3. Kljucne besede projekta
3.1. Klju¢ne besede projekta v slovenskem jeziku:

Plazma v kmetijstvu, dekontaminacija, glive, mikotoksini, plinska plazma, obdelava povrsin

3.2. Klju¢ne besede projekta v angleSkem jeziku:

Plasma agriculture, decontamination, fungi, mycotoxins, gaseous plasma, surface treatment

4. Sifra ter ime in priimek vodje projekta:

28480 Ita Junkar

5. Naziv nosilne raziskovalne organizacije:

InStitut »Jozef Stefan«

5.1. Seznam sodelujoc¢ih raziskovalnih organizacij (RO):

Kmetijski Institut Slovenije

Interkorn d.o.o




6. Raziskovalno podro¢je po $ifrantu ARRS':

4- Biotehnika
4.03 Rastlinska produkcija in predelava

4.03.06 Kmetijska tehnika

7. Raziskovalno podro¢je po $ifrantu FOS?:

4- Kmetijske vede

4.01 Kmetijstvo, gozdrastvo in ribis§tvo

8. Sofinancer/sofinancerji:

Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano ter ARIS

I1. Vsebinska struktura zaklju¢nega porocila o rezultatih raziskovalnega projekta v
okviru CRP

1. Cilji projekta:

1.1. Ali so bili cilji projekta dosezeni? (v izbran kvadratek vtipkas ¢rko x)

X a) v celoti

[J b) delno

[J ¢c)ne

Ce b) in ¢), je potrebna utemeljitev.

1.2. Ali so se cilji projekta med raziskavo spremenili?
[Ja)da

X b) ne

Ce so se, je potrebna utemeljitev:

! Spletni naslov Sifranta ARRS: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/sif-vpp.asp

2 Spletni naslov Sifranta FOS: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/klasif-znan-FOS.asp




2. Izvle¢ek vsebinskega porocila o realizaciji predloZzenega programa dela °:

Fungicidi se v konvencionalnem kmetijstvu vecinoma uporabljajo za zasScito rastlin med
rastno dobo, manjsa koli¢ina pa se jih tudi uporablja za razkuZevanje in za$cito semen. V
ekoloskem kmetijstvu je nabor dovoljenih snovi z razkuzilnim in/ali fungicidnim u¢inkom
bistveno bolj omejen. Raziskave in tudi prakticne izkusnje kazejo, da je zaradi tega ekoloski
semenski material pogosto bolj onesnaZzen. Ker se s semeni prenasajo skoraj vse pomembnejse
glivi¢ne bolezni, nekatere bakterije in virusi ter tudi nekatere nematode, je razkuzevanje med
najpomembnejSimi ukrepi pri pridelavi poljs¢in in zelenjadnic.

Uporaba fungicidov in drugih razkuzil predstavlja doloCeno tveganje za okolje, uporabnika
sredstev in tudi potrosnika. Uporabo in s tem povezano tveganje je mogoce zmanjsati z
alternativnimi tehnikami zascite rastlin v vseh fazah razvoja od semen do pakiranega pridelka
v zivilskih trgovinah. Znane so razli¢ne resitve od uporabe bioloskih reagentov do fizikalnega
obsevanja. Vecina teh resitev ni sploSno uporabna zaradi stranskih u¢inkov, visoke cene ali
pa preprosto zaradi negativnega odnosa javnosti do inovacij v kmetijstvu. Prav slednje ni
zanemarljivo, saj imamo bogate (veCinoma negativne) izkusnje pri uvajanju inovacij, na
primer v energetiki (negativen prizvok vsega, kar je povezano z jedrskimi tehnologijami,
odklonilen odnos do vetrnih elektrarn, zanemarljiva uporaba son¢nih virov itd).

Med najnovejSe metode z nizkim tveganjem, ki nakazujejo dejanski potencial zmanjSanja
uporabe FFS v kmetijstvu, spada obdelava z nizkotemperaturno plinsko plazmo.

Koncni cilj predlaganega projekta je bila kritiCna presoja o moznostih za izboljSanje
produktivnosti in zmanj$anje odvisnosti od uporabe fungicidov v slovenskem kmetijstvu in
prehrambni industriji z uporabo plinske plazme. Specificni cilji projekta so bili:

1.) Izvesti kriti¢ni pregled obstojece literature glede uporabe plinske plazme v kmetijstvu

2.) Preuciti potencial razkuzevanja ekoloskega in konvencionalnega semenskega
materiala izbranih poljs¢in in zelenjadnic z uporabo plinske plazme

3.) Preuciti potencial zmanjSanja vsebnosti mikotoksinov v Zitih z uporabo plinske
plazme

4.) Preuciti vpliv na skladiS¢ne sposobnosti ter ohranjanje kakovosti izbranih zelenjadnic
in jagodicja z uporabo plinske plazme

5.) Preuciti morebiten vpliv uporabe plinske plazme na razvoj rastlin

% Na tem mestu je potrebno napisati izvledek vsebinskega raziskovalnega poro¢ila -$tudije, ki je obvezen element
tega obrazca (Priloga 1). V izvlecku mora biti na kratko predstavljen program dela z raziskovalno hipotezo in
metodolosko-teoretiCen opis raziskovanja pri njenem preverjanju ali zavrac¢anju vklju¢no s pridobljenimi
rezultati projekta.



6.) Pripraviti smernice za optimizacijo parametrov plazemske obdelave semena in
izbranih pridelkov

Uspesna izvedba projekta je omogocila pregled uc¢inkovitosti uporabe plazemskih tehnologij
v dolocene segmente slovenskega kmetijstva. Raziskali smo mozZnost uporabe na segmentih,
kjer se trenutno kaZe najvecja potreba po izboljSani produktivnosti in zmanjSani uporabi
aktivnih snovi pri pridelavi hrane. Izvedli smo kriti¢en pregled obstojece literature in na tej
tematiki objavili en pregledni ¢lanek na temo vplivov hladne plinske plazme na morfologijo,
genetiko in fiziologijo semen (Stari¢ et al., 2020), drugi na temo dekontaminacije pa je Se v
postopku objave. Iz literature je moc ugotoviti, da raziskovalci uporabljajo razli¢ne vrste
plazemskih reaktorjev, pogojev obdelave ter razli¢ne vrste in sorte semen in polj$¢in. Prav
zaradi tega je jasen pregled o ucinkovitosti uporabe plazemskih tehnologij zelo razlicen, saj
smo tudi tekom nasih $tudij ugotovili, da je tako sorta, kot tudi vrsta semen drugace odzivna
na enake pogoje plazemske obdelave. Zato smo tekom projekta skuSali opraviti sistemati¢ni
pregled vplivov pogojev plazme na razli¢ne vrste in sorte semen.

Preucili smo potencial uporabe plazemskih tehnologij za razkuzevanja ekoloskega in
konvencionalnega semenskega materiala izbranih poljs¢in in zelenjadnic z uporabo plinske
plazme. Tu smo ugotovili, da lahko pri primernih pogojih plazme bistveno zmanjSamo okuzbe
z glivami, vendar pa se je izkazalo, da je za odstranjevanje potreben daljsi ¢as plazemske
obdelave pri vecjih moceh plazme, kar vpliva tudi na kaljivost semen. V primeru, da je
uporaba plazme za razkuzevanje uporabna za krmo zivali ali prehrano ljudi je tovrsten nacin
Se vedno lahko sprejemljiv. Vsekakor pa je potrebno nadalje preuditi tudi prehransko vrednost
tako obdelanih zivil. Prav tako hrapavost/nagubanost povrSine lahko bistveno vpliva na
odstranjevanje, saj se lahko nekatere glive ali njihove spore Se vedno skrivajo v razpokah in
gubah, kar omejuje uéinkovitost dezinfekcije s plazmo. Studije na jagodi¢evju so pokazale,
da s plazemsko obdelavo lahko odstranimo plesni na jagodah, zal pa je nacin rokovanja z
jagodami pred in po obdelavi v plazemskem reaktorju tudi vplival na njihov ¢as skladiS¢enja,
ki je bil zaradi premikanja bistveno krajSi kot na kontrolnih vzorcih. Podobno je bilo z
zelenjadnicami, ki jih zaradi neustreznega atmosferskega plazemskega reaktorja nismo mogli
enakomerno obdelati. Smo pa uspeli bistveno zmanjsSati okuzbe ameriskih borovnic s plodovo
vinsko musico, ki povzroca vse vec¢jo Skodo tudi v slovenskem kmetijstvu. V tem primeru je
potrebna Se dodatna optimizacija metode, vsekakor pa se je za zmanjSanje okuzb najbolj
izkazala nizkotlac¢na kisikova plazma.

Tretji cilj projekta je bil preuciti potencial zmanjSanja vsebnosti mikotoksinov v zitih z
uporabo plinske plazme. Rezultati nasih Studij so pokazali, da s povrsine lahko odstranimo
tudi mikotoksine, kar je pomemben doprinos k razvoju plazemskih tehnologij za zmanjsanje
vsebnosti mikotoksinov v zitih. Rezultati kazejo potencial uporabe plazemske obdelave zrnja
za zmanjSanje vsebnosti analiziranih mikotoksinov na koruzi. Daljsi ¢as obdelave z manjSo
mocjo se je v naSem poskusu izkazal kot ucinkovitejSi za razgradnjo mikotoksinov kot
obdelava z vecjo mocjo za krajsi ¢as. Pri obdelavi z manjSo moc¢jo smo opazili tudi manj
ucinkov na zrnje, predvsem manjsi toplotni vpliv na zrnje koruze. Rezultati kazejo, da je z
raziskavami smiselno nadaljevati in optimizirati parametre za skrajSanje obdelovalnih casov
in za izboljSanje uCinkovitosti razgradnje. Prav tako je smiselno preuciti razpadne produkte
mikotoksinov po obdelavi s plazmo in njihove toksi¢nosti.




Cetrti cilj projekta je bil preuéiti vpliv na skladiséne sposobnosti ter ohranjanje kakovosti
izbranih zelenjadnic in jagodi¢ja z uporabo plinske plazme. Ta del se delno navezuje tudi na
dekontaminacijo povrsin, saj so skladiS¢ne sposobnosti tesno povezane z njim. Tekom
projekta smo ugotovili, da podaljSane skladiS¢ne sposobnosti na jagodah nismo dosegli, v ta
namen bi morali uporabiti drugacen plazemski sistem s tekoc¢im trakom, ki bi prepreceval
ro¢no premikanje jagod. Na borovnicah, ki so manj obcutljive na premikanje smo sicer
dosegli nekoliko podalj$ano svezino, ki je lahko v povezavi z uc¢inkovitostjo dekontaminacije
zanimiva za nadaljnjo optimizacijo in razvoj metode.

Peti cilj projekta je preuciti morebiten vpliv uporabe plinske plazme na razvoj rastlin. Glede
na trenutno zbrane in obdelane podatke ne moremo trditi, da je plazemska obdelava kakorkoli
vplivala na razvoj in agronomsko u¢inkovitost ekoloske pridelave dveh sort pSenice. Kljub
temu, da so laboratorijski preizkusi 1JS nakazovali bistveno hitrejSo kaljivost in rast pri
plazemsko obdelani pSenici pri krajsih Casih obdelave. V poskusih v semenskem laboratoriju
KIS-a teh razlik nismo ugotovili. Tudi rezultati poljskega preizkusanja so skladni z
ugotovitvami semenskega laboratorija. Od kod te razlike med rezultati laboratorijskih
poskusov ni popolnoma jasno, a je za optimizacijo pogojev potrebno bolj natanc¢no preuciti
razlike v rasti v laboratorijskem merilu in na prostem, ker je vecja razlika v pogojih (vlaznost,
sestava prsti, svetloba itd.). Manjse razlike, a ne statisticno znacilne, se kazejo pri uporabi
vecjega reaktorja, a zaradi druga¢nega odziva med preucevanima sortama ne moremo sklepati
o kakr$nih zakljuckih. Nakazuje se, da bi Cas obdelave lahko imel potencialni vpliv na
pSenico, a ker opazamo med sortama razlike v odzivu, bi bilo smiselno identificirati razloge
za te razlike, kar bi pripomoglo k morebitnemu standandiziranju uporabe plazemskega
tretiranja.

Sesti cilj projekta je bil pripraviti smernice za optimizacijo parametrov plazemske obdelave
semena in izbranih pridelkov. Tekom projekta smo po posameznih sklopih raziskav ugotovili
vplive razli¢nih plazemskih in razelektritvenih pogojev na obdelavo semen in izbranih
pridelkov. V vsakem sklopu smo podali optimalne pogoje obdelave, Zal pa so ti pogoji lahko
mocno odvisni tako od vrste, kot tudi sorte semen ali izbranih pridelkov. Najbolj smiselna se
je pri nasih raziskavah izkazala uporaba plazme za odstranjevanje mikotoksinov in gliv. Pri
obeh metodah je je bila najbolj u¢inkovita uporaba nizkotlaéne plazme kisika. Casi obdelave
in moc¢ plazme pa so odvisni od vrste okuzb, kot tudi od hrapavosti in barve povrSine. Tako
so rezultati na ravnih modelnih povrSinah pokazali popolno dekontaminacijo povrsine
okuzene z mikotoksini Ze pri 3 s obdelave in nizki uporabljeni moci plazme. Prav tako se je
pri semenih ajde, ki so temnejse barve, termicni vpliv plazme moc¢neje poznal, kot na svetlih
semenih pSenice, kar posledi¢no lahko vpliva na razgradnjo kontaminantov, kot tudi na
poskodbe semen in zmanjSanje kaljivosti. V primeru, da se dekontaminacija semen uporablja
za prehrano ljudi in krmo zivali, vidik kaljivosti ni pomemben, vsekakor pa je v tem primeru
potrebno preveriti prehransko vrednost zivil. Prav tako je potrebno dodatno preuciti razpadne
produkte kontaminantov po obdelavi s plazmo in njihov mozen toksic¢en vpliv. Tekom
projekta smo za vsak cilj optimizirali pogoje plazme, kar je bil v nekaterih primerih velik
izziv, saj je sama optimizacija moc¢no odvisna od vrste, sorte, kot tudi morfologije, oblike in
obcutljivosti semen in izbranih poljs¢in ter vrste okuzb na povrSini. Po nasih ocenah je
dekontaminacije in odstranjevanja mikotoksinov s povrsine izbranih semen in poljs¢in z
uporabo plinske plazme perspektivno podrocje, ki lahko bistveno zmanjsa uporabo kemikalij
v kmetijstvu. Poleg tega je kljucen cilj projekta med drugim tudi postopno ukinjanje uporabe
fungicidov v zadnjih stopnjah prehrambne verige, predvsem pri pripravi zivil za pakiranje.
Dolgoro¢ni cilj zdrave prehrane je namre¢ nicta stopnja kontaminiranosti zivil na prodajnih




policah za kar pa so potrebne tudi nadaljnje $tudije moznih toksi¢nih vplivov razgradnje
kontaminantov na povrsini po plazemski obdelavi, kot tudi Studije prehranske vrednosti Zivil.

3. Izkori$¢anje dobljenih rezultatov:

3.1. Kaksen je potencialni pomen rezultatov in uc¢inkov vaSega raziskovalnega projekta4:

Tekom projekta smo objavili ve¢ clankov (A.01), predstavili rezultate dela na znanstvenih
srecanjih (B.03), ter imeli vabljena predavanja (B.04), kot je zajeto v spodnji preglednici
objav.

Tekom projekta se je mentorirala mlada raziskovalka (D.09),; Pija Stari¢ s Cemer smo razvili
podiplomsklo izobrazevanje. Pridobili smo tudi nova znanstvena spoznanja, dvig tehnoloske
ravni in razvoj prototipa, saj smo tekom projekta uporabnost plazme za odstranjevanje
toksinov razvili do te mere, da smo vzpostavili pilotni- pol industrijski plazemski reaktor, ki
je omogocal obdelavo vecje kolic¢ine semen. Glede na to, da smo ¢lani mednarodne COST
akcije na temo plazme v agrikulturi smo rezultate projektov predstavili tudi Sir§i mednarodni
javnosti, katere ¢lani niso zgolj raziskovalci, temvec¢ tudi proizvajalci hrane ter druga
podjetja s tega podrocja. V to podrocje smo uvedli nove tehnologije, ki so za nekatere
aplikacije v agrikulturi zelo zanimive, saj omogocajo tudi izboljSanje kvalitete hrane,
varovanje okolja in trajnostni razvoj. Predvsem z vidika dekontaminacije povrsin ter
povecanje hranljive vrednosti hrane, ki pa jo je v nadaljevanju potrebno $e bolje raziskati.

3.2. Oznacite s katerimi druzbeno-ekonomskimi cilji sovpadajo rezultati vasega
raziskovalnega projektas:

Rezultati projekta sovpadajo z ravnanjem z vodami (zmanj$anje uporabe kemicnih
sredstev za dekontaminacijo povrsin, odpornost rastlin), kar posledi¢no vpliva tudi na
varovanje zivalskih vrst in njihovega naravnega okolja. Sledi tudi ciljem po izboljSanju
industrijske proizvodnje in tehnologije, saj so plazemske tehnologije okolju prijazne ter
nudijo povecanje ekonomske uéinkovitosti in konkuren¢nosti. Rezultati projekta so
usmerjeni k spodbujanju kmetijstva, gozdarstva, ribistva in proizvodnje zivil ter k razvoju
prehrambne tehnologije in produktivnosti. Ob drugem pa cilji projekta vkljucujejo tudi
izobrazevanje, predvsem visokoSolsko izobrazevanje, kjer se omogoc¢a mladim
raziskovalcem, da se aktivno vkljucijo v raziskave o uporabi plazemskih tehnologij v
agrikulturi, ki je relativno nova veja raziskav.

3.3. Kateri so neposredni rezultati vaSega raziskovalnega projekta glede na zgoraj oznacen
potencialni pomen in razvojne cilje?

Neposredni cilji so izobrazevanje mladih raziskovalcev ter Sirjenje znanja o interakcijah
plinske plazme z bioloSkimi materiali na poletnih/zimskih Solah ter razli¢nih znanstvenih
srecanjih. Razvoj prehrambne industrije je tudi eden od neposrednih ciljev, saj smo v okviru

4 Vpisete lahko ve¢ odgovorov. Uporabite Sifrant rezultatov pod tocko F, uginkov pod togko G), ki je dostopen
na spletnem naslovu: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/inc/sif-razisk-rezult.pdf

5 Sifrant je dostopen na spletnem naslovu: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/inc/klasif-druzb-ekon-
09.pdf




tega projekta razvili prototipni plazemski reaktor za obdelavo vecjih koli¢in semen, ki ga je
mogoce prenesti v industrijsko merilo. V sodelovanju s podjetjem Interkorn d.o.0. smo z
uporabo njihovega mobilnega sistema, ki vsebuje plinsko plazmo, opravili preliminarne teste
na koruzi. Podjetje je v ta namen dodelalo mobilni plazemski reaktor, da je omogocal izvedbo
obdelav semen v manjsih koli¢inah, ki so primerna za laboratorijsko analizo.

3.4. Kaksni so lahko dolgorocni rezultati vasega raziskovalnega projekta glede na zgoraj
oznacen potencialni pomen in razvojne cilje?

3.5. Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja deleZ na zaznavnega odziva?
[Ja) v domacih znanstvenih krogih;

X b) v mednarodnih znanstvenih krogih;

[Jc) pri domacih uporabnikih;

[Jd) pri mednarodnih uporabnikih.

3.6. Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?

Poleg sofinancerja je zanimanje tudi drugih proizvajalcev hrane za uporabo plazme za
dekontaminacijo in za odstranjevanje toksinov, kot tudi za hitrejSo rast. V ojviru COST
projekta smo prejeli tudi veliko zanimanja na podrocju obdelave borovnic s plinsko plazmo
za preprecevanje okuzb pri zmrzovanju borovnic, predvsem proizvajalcev in distributerjev
iz Italije.

Zanimanje prihaja v zadnjem casu tudi z vidika biofortifikacije hrane- semen, predvsem za
uporabo na kalckih. Zanimiva je tudi tehnologija dodajanja dusika kot na¢in gnojenja na
samih semenih (nitrogen fixation), kar sicer ni bil plan projekta, se pa je pa v zadnjem Casu
izkazalo za velik potencial.

3.7. Stevilo diplomantov, magistrov in doktorjev, ki so zakljuéili $tudij z vkljuéenostjo v
raziskovalni projekt?

Doktorska Studentka Pia Staric- doktorirala bo v tem letu ali zacetku naslednjega leta.




4. Sodelovanje s tujimi partnerji:

4.1. Navedite Stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujimi raziskovalnimi
inStitucijami.

Clani COST akcije Plagri, katere tema je uporaba plazme v agrikulturi.
Clani COST akcije PlasTher, katere namen je uporaba plazme v medicini.

Sodelovanje z Univerzo v Bukaresti, Romunija.

Datum: 14.11.2023
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Priloga 1: Vsebinsko porocilo — Studija

Priloga 1 je obvezen element zakljucnega porocila. Studija je raziskovalno porocilo za
narocnika (MKGP), ki mora vkljucevati vse elemente raziskovalnega dela :

- povzetek (v slovenskem in angleSkem jeziku)

- opis problema in ciljev;

- kratek povzetek kljucnih ugotovitev iz literature;

- uporabljena metodo dela;

- rezultati raziskave

- razprava, zakljucki in priporocila narocniku.

- morebitne priloge k porocilu.

Jasno je potrebna izpostaviti raziskovalni kontekst naloge, doseganje zastavljenih ciljev
iz razpisa in tudi moznosti aplikacije in potrebe po dodatnih raziskavah.

Pricakujemo minimalni obseg porocila 20.000 znakov brez presledkov (brez prilog).
Oblika porocila je prepuscena avtorjem. Priporocena je uporaba oblike in stila pisanja
znanstvenih objav. Presoja Studije bo potekala iz vsebinskega pa tudi oblikovnega
vidika, saj bo objavijena na spletnih straneh digitalne knjiznice.




Priloga 1: Vsebinsko porocilo — Studija
Povzetek

V zadnjih nekaj letih smo prica vse ve¢jemu porastu bolezni povezanih z glivami (fungi) tako
pri rastlinah, kot tudi pri zivalih in ljudeh. Glivicne okuzbe na pridelkih predstavljajo resno
groznjo varni in zdravi hrani, kot tudi ekonomskemu vidiku pridelave hrane. Okuzbe se namrec
lahko pojavljajo prakti¢no na vseh vrstah hrane; sadju, zelenjevi, kosimicih, mleku, oresckih
ter povzrocajo gnitje, sproscanje toksinov, formiranje patogenih in alergenih produktov in s tem
predstavljajo resno groznjo pri varni in zdravi prehrani. Zato je zatiranje tovrstnih bolezni in
preprecevanje okuzb ena od pomembnih vidikov pri proizvodnji, predelavi in prodaji hrane. V
vecini primerov se v ta namen prakti¢no v vseh fazah od priprave semen do setve, razvoja
rastlin, shranjevanja pridelkov, skladiS¢enja, transporta in trzenja uporabljajo fungicidna
sredstva. Po podatki Statisticnega urada RS se je prodaja fitofarmacevtskih sredstev (FFS), med
katere sodijo tudi fungicidi, v Sloveniji za leto 2018 celo povecala. Med aktivnimi snovmi je
po koli¢ini najbolj izstopala prodaja fungicidov
(https://www.stat.si/StatWeb/News/Index/8334).

Glede na to, da v vecini primerov fungicidi predstavljajo veliko obremenitev za okolje, saj
rusijo ravnovesje v naravnih ekosistemih, ter poleg vsega neposredeno vplivajo na zdravje
¢loveka, je Zeljeno, da se njihova uporaba omeji, oziroma da se za prepreCevanje in Sirjenje
bolezni uporabijo okolju in ¢loveku bolj sprejemljivi nacini zascite. Uporabi fungicidov v
kmetijstvu se verjetno ne bo mogoce nikoli povsem izogniti, mozno pa jo je bistveno omejiti z
uporabo alternativnih sodobnih postopkov pri pridelavi, skladis¢enju in predelavi hrane. Med
najbolj obetavne alternativne tehnike sodi uporaba termi¢no neravnovesne plinske plazme.
Tovrstna plazma je vir okolju nenevarnih radikalov, ki so se Ze izkazali za uspeSne pri
unic¢evanju nekaterih vrst spor in mikotoksinov ter nudijo vsaj delno dekontaminacijo povrsin
razlicnih vrst semen. Poleg tega pa je bilo tudi ugotovljeno, da uporaba plinske plazme za
obdelavo semen lahko pripomore k boljsi odpornosti rastlin in ve¢jemu pridelku. Vidik uporabe
plinske plazme se je izkazal za perspektivnega tudi na podrocju skladis¢enja oziroma pakiranja
hitro pokvarljivih izdelkov, kot je solata in jagodicevje. Z uporabo atmosferske plazme je bilo
mogoce povecati dekontaminacijo povrsin in s tem bistveno podalj$ati svezino oziroma roka
uporabe (shelf life) pridelkov. Bistvena razlika med uporabo plazemskih tehnologij, ki
predvsem temeljijo na obdelavi povrSine s plazemskimi radikali, glede na uporabo kemicnih
aktivnih snovi (npr. fungicidov), je v njihovi programirani razgradnji. Kemicne snovi namrec
v vecini primerov ostajajo v okolju Se dolgo po tem, ko jih je bilo koristno uporabiti, saj je
njihov razpad pogojen z zakonitostmi termodinamike. Plazemski radikali pa se samodejno
zdruzijo v stabilne okolju nenevarne molekule v Casu, ki ga je mogoce vsaj priblizno nacrtovati
glede na izbrano konfiguracijo neravnovesne plinske plazme.

V okviru projekta smo preucili moznosti za doseganje izboljSanje produktivnosti ter zmanjSanje
uporabe okolju skodljivih aktivnih snovi v kmetijstvu z uporabo plinske plazme, ki jo vzbujamo
z razli¢nimi plinskimi razelektritvami in pri razli¢nih tlakih ter moceh plazme. Pripravili smo
kriti¢ni pregled obstojece literature glede uporabe plinske plazme v kmetijstvu, preucili
potencial razkuzevanja ekoloSkega in konvencionalnega semenskega materiala izbranih
poljs¢in in zelenjadnic z uporabo plinske plazme ter preucili potencial zmanj$anja vsebnosti
mikotoksinov v zitih z uporabo plinske plazme in vpliv na skladis¢ne sposobnosti ter ohranjanje
kakovosti izbranih vrst zelenjadnic. V okviru projekta smo prav tako preucevali morebiten vpliv
uporabe plinske plazme na razvoj in odpornost rastlin tako v laboratorijskem kot tudi poljskem
poskusu. Rezultate raziskav smo predstavili §ir§i javnosti v obliki predstavitev na razli¢nih



znanstvenih srecanjih, okrogli mizi, na spletnih straneh partnerjev s katerim smo priblizali
potencial uporabe plazemskih tehnologij v kmetijstvu. Glede na izrazito novo vejo raziskav
plazme za uporabo v agrikulturi smo rezultate nasih raziskav objavili v znanstvenih ¢lankih s
podrocja molekularne biologije, rastlin in prehrane.

Opis problema in ciljev

Zdrava in varna hrana sodi med prioritete evropske in s tem tudi slovenske politike. Trenutno
po svetu uporabimo okrog 2 milijona ton kemicnih pesticidov na leto (Sharma et al., 2019), kar
je okrog 0,3 kg na prebivalca in poraba Se vedno narasca (https://ourworldindata.org/pesticides)
navkljub znanstvenim izsledkom, ki nedvoumno kazejo na Skodljive posledice prekomerne
uporabe. V Sloveniji smo v letu 2018 prodali 1.172 ton aktivnih snovi, kar je 8 % (85 ton) vec¢
kot v letu 2017. Povecanje skupne prodaje fitofarmacevtskih sredstev v letu 2018 je bilo
posledica povecanja prodaje vsake posamezne glavne skupine teh sredstev: fungicidov,
herbicidov, insekticidov in drugih fitofarmacevtskih sredstev.

Koli¢ina aktivnih snovi v celotni koli¢ini fungicidov, prodanih v 2018, je bila za 54 ton (ali 7
%) vecja kot v 2017. Vecja je bila predvsem zaradi povecane prodaje drugih anorganskih
fungicidov (za 23 ton), fungicidov na osnovi ftalimidov (za 14 ton) in fungicidov na osnovi
kinonov (za 11 ton) (https://www.stat.si/StatWeb/News/Index/8334).

Fungicidi se v konvencionalnem kmetijstvu ve¢inoma uporabljajo za zas¢ito rastlin med rastno
dobo, manjsa koli¢ina pa se jih tudi uporablja za razkuzevanje in za$cito semen. V ekoloskem
kmetijstvu je nabor dovoljenih snovi z razkuZzilnim in/ali fungicidnim uc¢inkom bistveno bolj
omejen. Raziskave in tudi prakticne izkusnje kazejo, da je zaradi tega ekoloski semenski
material pogosto bolj onesnazen. Ker se s semeni prenasajo skoraj vse pomembnejse gliviéne
bolezni, nekatere bakterije in virusi ter tudi nekatere nematode, je razkuzevanje med
najpomembnejsimi ukrepi pri pridelavi polj$¢in in zelenjadnic.

Uporaba fungicidov in drugih razkuzil predstavlja doloceno tveganje za okolje, uporabnika
sredstev in tudi potroSnika. Uporabo in s tem povezano tveganje je mogoce zmanjsati z
alternativnimi tehnikami zaScite rastlin v vseh fazah razvoja od semen do pakiranega pridelka
v zivilskih trgovinah. Znane so razlicne resitve od uporabe bioloskih reagentov do fizikalnega
obsevanja. Vecina teh resitev ni splosno uporabna zaradi stranskih u¢inkov, visoke cene ali pa
preprosto zaradi negativnega odnosa javnosti do inovacij v kmetijstvu. Prav slednje ni
zanemarljivo, saj imamo bogate (ve¢inoma negativne) izkusnje pri uvajanju inovacij, na primer
v energetiki (negativen prizvok vsega, kar je povezano z jedrskimi tehnologijami, odklonilen
odnos do vetrnih elektrarn, zanemarljiva uporaba son¢nih virov itd).

Med najnovejSe metode z nizkim tveganjem, ki nakazujejo dejanski potencial zmanjSanja
uporabe FFS v kmetijstvu, spada obdelava z nizkotemperaturno plinsko plazmo.

Kon¢ni cilj predlaganega projekta je bila kriticna presoja o moZnostih za izboljSanje

produktivnosti in zmanjSanje odvisnosti od uporabe fungicidov v slovenskem kmetijstvu in
prehrambni industriji z uporabo plinske plazme.
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Specificni cilji projekta so:
. izvesti kriti¢ni pregled obstojece literature glede uporabe plinske plazme v kmetijstvu,

. preuciti potencial razkuZevanja ekoloskega in konvencionalnega semenskega materiala
izbranih poljs¢in in zelenjadnic z uporabo plinske plazme,

. preuciti potencial zmanjSanja vsebnosti mikotoksinov v Zitih z uporabo plinske plazme,

. preuciti vpliv na skladi$¢ne sposobnosti ter ohranjanje kakovosti izbranih zelenjadnic in
jagodicja z uporabo plinske plazme,

. preuciti morebiten vpliv uporabe plinske plazme na razvoj rastlin,
. pripraviti smernice za optimizacijo parametrov plazemske obdelave semena in izbranih
pridelkov.

Kratek povzetek klju¢nih ugotovitev iz literature

Plazemske tehnologije so nepogresljive v sodobnem svetu. Pred stoletjem so se uveljavile
predvsem v proizvodnji svetil (na primer fluorescenéne cevi, reklamni napisi), razmah pa
dosegle z razvojem mikroelektronike. Brez plazemskih tehnologije ne bi bilo racunalnikov,
mobilnih telefonov itd. Postopno prodirajo tudi v bolj tradicionalne veje industrije, v zadnjem
¢asu pa tudi v medicino in kmetijstvo. Iz podatkov Web of Science na dan 5. novembra 2023je
pod iskalnim geslom »cold plasma treatment« in »agriculture« zaslediti 1.066 objav, strmo
povecanje objav pa je opaziti od leta 2020. Na spodnji sliki je prikazan diagram s tega podrocja
od leta 2010 do novembra 2023 (Slika 1).
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Slika 1. Prikaz objav iz iskalne baze Web of Science dne 5.11.2023 za iskalno geslo »cold plasma
treatment« in »agriculture«.

Razli¢ni avtorji so obravnavali razlicne vidike plazemskega kmetijstva. Najve¢ znanstvenih
¢lankov poroc¢a o obdelavi semen s ciljem izboljSane kaljivosti ter uporabi plazme za
dezinfekcija semen, rastlin in zivil tudi mesa, med prispevki pa je opaziti tudi porocila o
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obdelavi prsti (za izboljSan privzem vode ob kratkotrajnih a intenzivnih padavinah, za »zeleno
gnojenje« - fiksacijo dusika in celo za stimuliranje rasti gob), rezanega sadja in zelenjave (za
lepsi videz) in dekontaminacijo (plazemsko razgradnjo toksinov). Razporeditev objav z
iskalnim geslom »cold plasma treatment« in »agriculture« je glede na podrocja objav
razporejeno predvsem na podro¢je znanosti o tehnologijah za prehrano (Food science
Technology). Vsaj Stirikrat manj objav pa je zaslediti s podrocja znanosti o rastlinah (Plant
Science) in uporabni kemiji (Chemistry Applied). Ter drugih podrocjih, ki so prikazana na Sliki
2.

487 [ 66
Food Science Technology scular Physics Applied

65 53

e Nutrition Dietetics Biotechnology Applied
gy

Chemistry Applied Microbiolo

Slika 2. Prikaz pogostosti objav po podrocjih z iskalnim geslom »cold plasma treatment« in
ragriculture« iz Web of Science, dne 5.11.2023.

Razli¢ni avtorji so uporabili razli¢ne plazme, kot tudi razli¢ne vrste in sorte semen ali drugih
poljs¢in zato rezultati niso povsem primerljivi. Vecina avtorjev poroca o pozitivnih uinkih
plazemske obdelave, obstajajo pa tudi zapisi o marginalnih ali celo negativnih uéinkih. Ze iz
plazemske medicine je znan pojav prekomerne obdelave: majhna doza omogoca pozitiven
ucinek, ki se povecuje s povecevanjem doze, potem pa nastopijo negativni ucinki, ki se odrazajo
v poskodovanju sicer zdravih celic ali tkiv. Na podroc¢ju plazemskega kmetijstva je znan pojav
prekomerne obdelave, ki je predvsem posledica poviSane temperature povrSine obdelovancev
in tvorbi prostih radikalov v globljih plasteh semen, ki poskodujejo zarodek in tako negativno
vplivajo na razvoj rastline.

Trenutno obstaja veliko in vedno ve¢ raziskav o dekontaminaciji s plazmo za namene
kmetijstva ali proizvodnje hrane. Semena so obi¢ajno obdelan proizvod, bodisi za sajenje ali
predelavo kot hrana; dekontaminacija semena pred shranjevanjem omogoca obvladovanje
Skodljivecev, kot so insekti ali glive. Od svezega sadja in zelenjave, ki so zelo pokvarljivi
proizvodi, kot so jagode ali vnaprej narezani proizvodi, so Se posebej obcutljivi na napade
patogenov in v teh primerih se plazemska dekontaminacija zdi Se posebej koristna. Uporabo
plazme so preucevali tudi za dekontaminacijo suhe hrane, kot so orescki, jedrca, zelisca ali
za¢imbe [Charoux, 2021], v nekaterih primerih pa celo meso [Abdel-Naeem et al., 2022].
Najpogostejsi organizmi, ki pokvarijo zivila v kmetijstvu ali Zivilstvu, so bakterije, glive
(plesen, plesen) in razlicni insekti ali Skodljivei. V zadnjem casu so se raziskave osredotocile
tudi na odstranjevanje drugih kontaminantov, kot so virusi ali toksini, ki jih proizvajajo nekatere
vrste gliv [Filipi¢ et al., 2020]. Kot pri drugih pristopih dekontaminacije so cilji
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dekontaminacije s plazmo v kmetijstvu usklajeni z zahtevami proizvajalcev hrane, potrosnikov
in ustreznih organov. Cilj je doseci podalj$an rok uporabnosti, ¢as skladiS¢enja ali v primeru
pridelka sveZino ter prepreCiti kvarjenje ali toksi¢nost kmetijskih ali Zivilskih surovin. To je
pomembno za preprecevanje Sirjenja bolezni, ki se prenasajo s hrano, bolezni pridelkov in
gospodarske izgube. Glavni mehanizmi plazemske dekontaminacije so Se vedno slabo poznani
lahko pa jih v grobem razdelimo na in so shemati¢no prikazane na sliki 3:

e kemijsko (oksidacija)

o jedkanje (neposredno poveCanje permeabilnosti membrane, odstranjevanje

ostankov)
e hitro segrevanje zgornje povrsine in/ali patogenov
e izpostava UV/VUYV sevanju

KEMIJSKO
TEMPERATURNO
5. s
HO,= /N0 ‘
Ho, e M)
PLAZMA - 1
N

Puscanje celic in
akumulacija ROS

uv/vuv
SEVANIJE

MEHANSKO

Jedkanje celi¢ne membrane/celi¢ne stene

DNA

Slika 3. Glavni mehanizmi delovanja plazemske dekontaminacije semen in svezega sadja in zelenjave
(vir iz preglednega clanka; Priloga 1).

Do sedaj uveljavljeni pristopi dekontaminacije semen ali pridelkov po Zetvi so lahko fizikalni,
kemicni ali bioloski. Fizi¢na dekontaminacija vkljucuje toplotne principe, pa tudi netermicne
principe, kot so UV svetloba, gama Zarki, rentgenski zarki, ultrazvok, visokotlacna obdelava,
kot tudi plazemske tehnike. Kemi¢na dekontaminacija uporablja kemicna sredstva v tekocem
ali plinastem mediju za boj proti patogenom; to vkljucuje organske kisline, fosfate in oksidante,
kot so kemikalije, ki vsebujejo klor, ali peroksidi [Lianou et al., 2012]. Uporaba plazme za
dezinfekcijo po zetvi ima Stevilne prednosti. Plazemske reaktorje za obdelavo semen je mogoce
razSiriti na reaktorje industrijske velikosti, ki omogoc¢ajo enotno obdelavo in kontinuirano
obdelavo. Najpomembneje pa je, da je plazma zaradi moZnosti uporabe obicajnih plinov, kot
sta zrak ali kisik, pri tem pa ne proizvaja nobenih kemicnih odpadkov, tudi ekolosko
neoporecna, zlasti v primerjavi s kemi¢nimi metodami dezinfekcije. Kljub temu, da se
plazemska tehnologija redno uporablja v Stevilnih panogah, njena uporaba v kmetijstvu in
predelavi hrane Se ni uveljavljena. Medtem ko nekateri izracuni kazejo, da je izvajanje
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dezinfekcije s plazmo lahko cenejSe od uporabe kemi¢nih postopkov dekontaminacije, je
zaenkrat malo obseznih §tudij inaktivacije, ki so potrebne za oceno stroskov uvedbe obdelav s
plazmo v industrijsko prakso.

Uporabljene metode dela

Tekom projekta smo uporabili razlicne metode dela, ki so vkljucevale napredne tehnike za
kemijsko analizo biomaterialov, doloanje omocljivosti ter razlicne bioloske analizne tehnike,
kot tudi poljske poskuse. V vseh sklopih projekta smo pred in po plazemski obdelavi opravili
meritve kontaktnega kota vodne kapljice s ¢emer smo pridobili prve informacije o vplivu
plazemske obdelave na razlicne biomateriale (semena, jagodicevje, zelenjadnice itd.). Kjer je
bilo relevantno smo dolocali tudi privzem vode, ki smo ga merili s tehtanjem semen v dolocenih
¢asovnih tockah — najprej suho maso, nato pa po 0.5, 1, 3, 6 in 24 ur po imbibiciji semen z
destilirano vodo. Opravili smo tudi analize vlage semen pred in po plazemski obdelavi ter
Studirali pomen vsebnosti vlage v semenih na plazemsko obdelavo.

Za obdelavo razli¢nih vrst biomaterialov smo uporabili razli¢ne plazemske reaktorje ter razlicne
pogoje plazme. Uporabljali smo radiofrekvencno (RF) nizkotlacno plinsko plazmo pri moceh
od 200 do 600 W, spreminjali pa smo tudi pline za generiranje plazme (kisik, zrak, dusik) ter
cas obdelave. Za zelo drobna semena motovilca in korencka smo uporabili prilagojen plazemski
rekator, ki je omogocal premikanje cevi in s tem bolj enakomerno obdelavo semen. V primeru
jagodicevja smo prve preizkuse opravili tudi z uporabo atmosferske plinske plazme, kjer je bil
za generiranje plazme uporabljen argon.

Na relevantnih materialih smo opravili tudi kemijsko analizo povrsine biomaterialov pred in po
plazemski obdelavi z rentgensko fotoelektronsko spektroskopijo (XPS), da smo spremljali tako
imenovano funkcionalizacijo povrsine z reaktivnimi skupinami iz plazme (najpogosteje smo
spremljali povecanje kisika na povrsini) ter odkrivanje spodnjih plasti materiala zaradi jedkanja
povrsine z reaktivnimi delci v plazmi. Za dolo¢anje kemijske sestave smo uporabili infrardeco
spektroskopijo s Fourierjevo transformacijo (FTIR) s ¢emer smo dolocali Se poglobili
informacije o sestavi povrsine predvsem z vidika oksidacije lipidov na povrsini semen. Theniki
FTIR in XPS sta nam dali vpogled v biokemijski profil povrSine semen iz katerega smo oceniti
in kvantificirati (bio)kemijske spremembe na povrSini semen po razli¢nih plazemskih
obdelavah. S pomocjo protonsko inducirane emisije rentgenski zarkov s fokusiranim zarkom
(p-PIXE) smo na prerezu semen dolocali tudi razporeditev posameznih elementov na tkivnem
nivoju semena. Hkrati smo s pomocjo rentgenske fluorescencne spektroskopije (XRF) in p-
PIXE preverili privzem cinka v semena in kalice, ki so bila po plazemski obdelavi namocena v
5 mM raztopino ZnCl2 (za namen mozne biofortfikacije kalckov). Z masno spektrometrijo z
induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) smo izmerili koncentracije K, Ca in Mn v vodi v kateri
so se namakala semena, da bi preverili ali plazemska obdelava povzroci iztekanje elementov iz
semen. Analizirali smo tudi rast in kalitev semen ter dolocali energijo kalitve in konéni delez
vzkaljenih semen obdelanih in neobdelanih s plinsko plazmo. Merili smo tudi dolzino
koreninskega sistema ter njegovo razvejanost oziroma Stevilo korenin ter dolzino poganjka.
Uporabili smo tudi spektrofotometricna analiza aktivnosti encima a-amilaza z UV/VIS ter
meritve koncentracije fenolov s Citalcem mikrotiternih plos¢. Na pSenici smo opravili tudi
dvoletni poljski preizkus in na polje sejali tudi drugo generacijo plazemsko obdelane psenice.
Pri preucevanju vpliva plazme na razgradnjo mikotoksinov smo uporabili umeten nacin
okuzevanja semen in modelnih povrsin s toksini in glivami, vzorec mokre koruze pa smo tudi
pustili naravno plesneti z namenom naravnega razvoja gliv in tvorbe mikotoksinov. Vsebnosti
mikotoksinov smo analizirali na Veterinarski fakulteti, z uporabo njihovih akreditiranih metod.
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Rezultati raziskave

Tekom projekta smo opravili vse predvidene naloge na projektu ter dosegli vse zadane cilje, ki
so spodaj po tockah predstavljeni in tudi opisani glede na rezultate naSega projekta.

1.) Izvesti kriti¢ni pregled obstojece literature glede uporabe plinske plazme v
kmetijstvu

V zacetku projekta smo opravili kritien pregled trenutne literature, nekateri rezultati pregleda
literature so zajeti tudi v zaCetnem delu porocilo v poglavju »Kratek povzetek kljucnih
ugotovitev iz literature«. V projektu smo opravili pregled literature, ki je bil predviden v nalogi
2 , objavili smo tudi pregledni ¢lanek v reviji Plants, ki temelji na sistemati¢nem pregledu
literature na temo vplivov hladne plinske plazme na morfologijo, genetiko in fiziologijo semen
(Stari¢ et al., 2020). Glede na potrebe projekta, pregledu literature in Siroko podrocje raziskav
uporabe plazme v kmetijstvu na podroc¢ju dekontaminacije smo pripravili Se en pregledni ¢lanka
na temo dekontaminacije/sterilizacije povrsin zelenjadnic, jagodicevja in semen. Ta ¢lanek je
Se v postopku objave.

2.) Preuditi potencial razkuZevanja ekoloskega in konvencionalnega semenskega
materiala izbranih polj$¢in in zelenjadnic z uporabo plinske plazme ter preuciti
vpliv na skladiS¢ne sposobnosti ter ohranjanje kakovosti izbranih zelenjadnic in
jagodic¢ja z uporabo plinske plazme

Naloga 3 je bila zaradi letnega Casa prestavljena na december 2021, v sklopu te naloge smo
raziskali uporabo plazme za doseganje razkuZevanja semenskega materiala (naloga 3). Pri tej
nalogi smo imeli kar nekaj tezav z razkuZevanjem in tudi z enakomernim kontroliranim
okuzevanjem semen. V zacetni fazi smo okuzevaje izvedli na modelnih povrSinah titanovih
ploscic, vendar se je izkazalo, da je tovrstni model dale¢ od realnega sistema, saj smo s
plazemsko obdelavo dosegli popolno odstranitev gliv. Razlogi za to so v izrazito ravni povrSini
vzorca (kar smo zeleli, da bi lahko tudi vizualno spremljali odstranjevanje s povrS§ine s SEM
analizo), kot tudi hitremu in drugacnemu nacinu segrevanja vzorca, kot je to na semenih. Na
realnih vzorcih smo sistemati¢no delo opravili na koruzi s katero je bilo lazje rokovati in nam
je predstavljala modelni mehanizem dekontaminacije. Razkuzevanje semen z vodikovim
peroksidom se je izkazalo za problemati¢no, saj nam je povecalo vlaznost semen in tako
vplivalo tudi na plazemsko obdelavo. Za potrebe ugotavljanja okuzb se je za bolj primeren
nacin razkuzevanja izkazalo avtoklaviranje semen. Po avtoklaviranju pa je sledila okuzba z
razlicnimi glivami. Ena od moZnosti je bila tudi Studija naravno okuzenih semen, kjer pa je bila
sama analiza veliko bolj zahtevna. Za odstranjevanje okuzb z glivami smo po optimizaciji
pogojev plazme uporabili le kisikovo plazmo pri razli¢nih pogojih obdelave, kot je prikazano v
spodnji Tabeli 1.

Tok (V) Moc(kW) Cas (s) Tlak kisika (Pa)
Plazma 1 1500 0.4 720 30
Plazma 2 1500 0.4 360 30
Plazma 3 2500 1.9-14 45s 30
Plazma 4 2500 19-14 180 30
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Tabela 1. Pogoji plazme za obdelavo semen.

Analiza skupnega Stevila izoliranih gliv na kontrolnem vzorcu in plazemsko obdelanem vzorcu,
ki je bil naravno okuZen je prikazana na Sliki 4. Rahlo zmanjSanje glivicne obremenitve je
indicirano po obdelavi s hladno plazmo P3; vendar je samo obdelava s hladno plazmo P4 znatno
zmanjsala celotno gliviéno obremenitev. Obe bolj uspesni obdelavi zahtevata vecjo mo¢ plazme
(2500 W), najuspesnejSa pa tudi relativno dolg cas obdelave (3 min). Z optimiziranjem
enakomernosti obdelave kot je na primer s tresenjem povrSine pladnja za obdelavo ali pa s
spus¢anjem semen skozi rotirajo¢o plazemsko cev je mozno Se zmanjSati Cas obdelave.
Podoben nacin delovanja s spuSfanjem semen skozi cev reaktorja ali pa tracnim
transportiranjem semen skozi reaktor se uporablja tudi v mobilni plazemski napravi podjetja
Interkorn d.o.o. , ki je izkazal bistveno hitrejSe Case razkuzevanja (1 kg/s).
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Slika 4. Analiza celotne populacije gliv v odvisnosti od razlicnih obdelav (kontrolnem vzorcu,
kontrolnem vzorcu z nizkim tlakom in plazemsko obdelanih vzorcih pri P1, P2, P3 in P4, katere pogoji
so prikazani v tabeli 1).

Ob tem smo pri enakih pogojih obdelave opravili tudi Studije kalitve, ki so del naloge 6. 1z teh
analiz je bilo razvidno, da je imela obdelava s hladno plazmo P3 izrazito negativen vpliv na
kalitev semen koruze, obdelava s hladno plazmo P4 pa je povzrocila celo popolno prekinitev
kalitve (slika 5).
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Slika 5. Delez kalitve semen koruze po I-tedenski kultivaciji na PDA pri 22 °C v temi (N=20 semen na
tretiranje) na kontrolnem vzorcu, kontrolnem vzorcu z nizkim tlakom in plazemsko obdelanih vzorci pri
P1, P2, P3 in P4, katere pogoji so prikazani v tabeli 1.

Analiza vrste glivicnih kolonizatorjev je pokazala (Slika 6), da je skoraj 50 % vseh gliviénih
kolonizatorjev pripadalo rodu Rhizopus, glivam ki so znacilna, da kontaminirajo semena (in
druga zivila) med dolgotrajnim skladi$c¢enjem, ko so razmere ugodne. To je pricakovano, saj
so bila nasa semena 8 mesecev shranjena v hladilniku, preden so bila uporabljena za nase
poskuse. Glive iz rodov Aspergillus in Penicillium, tudi znacilne poZetvene ali »skladiSéne«
glive, ki naseljujejo semena in zrna, so predstavljale 27 % vseh izoliranih gliv. Lahko so
problemati¢ni zaradi svoje sposobnosti sinteze sekundarnih metabolitov (mikotoksinov),
predvsem aflatoksinov in okratoksinov. Rod Fusarium je prevladoval med tako imenovanimi
»poljskimi glivami, ki okuZijo semena v Casu rasti na polju ali med Zetvijo. Glede na njihovo
morfologijo je veéina izolatov verjetno pripadala kompleksu vrst Fusarium fujikuroi (npr. F.
proliferatum in nekdanji F. verticillioides), dobro znanih kolonizatorjev kmetijsko pomembnih
poljs¢in, kot sta koruza in riz, ki so sposobni proizvesti Sirok spekter mikotoksinov, predvsem
fumonizinov in moniliformina.

u Aspergillus flavus

m Aspergillus niger

m Fusarium fujikuroi SC

= Fusarium sporotrichioides SC
Fusarium sp.
Mucor

= Penicillium sp.

® Rhizopus sp.

Trichoderma sp.

O Uncolonised

Slika 6. Raznolikost glivnih kolonizatorjev semen koruze v kontrolni skupini. N=20 semen (100%
stopnja okuzbe). Skupno Stevilo izoliranih sevov gliv = 44.

Iz analize vzorca izpostavljenega nizkemu tlaku smo opazili, da sama obdelava z vakuumom ni
vplivala na strukturo glivne zdruzbe semen koruze, saj je bila opazena podobna raznolikost v
primerjavi s kontrolno skupino (Slika 4); skoraj polovica izolatov gliv je pripadala rodu
Rhizopus, rodu Fusarium pa nekaj manj kot %4 vseh izolatov. Podobno situacijo smo opazili po
obdelavi s plazmo P1 in P2, kar kaze, da je bila obdelava s hladno plazmo presibka, da bi
vplivala na gliviéno zdruzbo semen koruze. Najvecjo raznolikost gliv smo opazili po obdelavi
s plazmo P3; vendar bi to lahko pripisali naklju¢ju in razmeroma majhnemu Stevilu testiranih
semen pri vseh obdelavah (Slika 7 a). Sele po obdelavi v plazmi P4 je bil opazen pomemben
vpliv na zdruzbo gliv, saj je bil od 20 testiranih semen koruze izoliran le 1 sev gliv (Slika 7 b).
Ta obdelava s plazmo je bila verjetno tako mocna, da je odpravila prakti¢no vse glive, ki Zivijo
na povrsini semen koruze. Ker pa je povrSina semen zelo neravna in hrapava, se lahko nekatere
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glive ali njihove spore Se vedno skrivajo v razpokah in gubah, kar omejuje ucinkovitost
dezinfekcije s plazmo.

Aspergillus flavus
Aspergillus flavus

u Aspergillus niger

= Aspergillus niger
= Fusarium fujikuroi SC

21%

® Fusarium fujikuroi SC

. R Fusarium sporotrichioides SC
Fusarium sporotrichioides SC

Fusarium sp.
Fusarium sp.

el
Mucor
Mucor
s = Penicillium sp.
= Penicillium sp.
3% = Rhizopus sp. = Rhizopus sp.
Trichoderma sp. Trichoderma sp.

OUncolonised OUncolonised

a.) b.)

Slika 7. Raznolikost glivnih kolonizatorjev semen koruze na povrsini koruze obdelana s P3 (a.); N=20
semen (100% stopnja okuzbe), skupno Stevilo izoliranih sevov gliv = 37 in na povrsini obdelani s P4
(b.); N=20 semen (5% stopnja okuzbe), skupno Stevilo izoliranih sevov gliv =1

V sezoni jagod in borovnic smo sprva opravili preliminarne teste vplivov plazemske obdelave
na podaljSanje skladisce sposobnosti jagodicevja (naloga 5). V tem primeru smo uporabili tako
atmosfersko plazmo, kot tudi velik plazemski rektor, ki omogoca obdelavo vecjega Stevila
vzorcev. Pri jagodah smo opazili, da plazemska obdelava pri nekaterih pogojih izkazuje delno
izboljSanje skladiscnih sposobnosti, Se posebej za primer jagod, ki so bile predhodno okuzene
s pepelovko. V tem primeru smo bolezen v primeru manj okuZenih jagod celo odstranili ter s
tem podaljsali Cas svezine. Vendar so se izkazali problemi pri sami manipulaciji jagod v in iz
plazemskega reaktorja, saj so jagode izrazito obcutljive na premikanje in prestavljanje, kar
lahko dodatno pospesi zmanjsanje sveZine in s tem vpliva na rezultat skladiscenja plazemsko
obdelanih jagod. Za kon¢no uporabo v ta namen potrebna optimizacija in avtomatizacija
procesa obdelave tako, da je ¢im manj premikanja. Atmosferska plazma, ki jo imamo v obliki
plazemskega curka, je bila prav tako uporabljena, vendar je za jagode prav zaradi manipulacije
in neenakomerne obdelave bila neprimerna. Zaradi lazjega dela smo v nadaljevanju bolj
podrobno Studirali vplive plazemske obdelave na borovnicah, ki so bistveno bolj trpezne in tudi
zanimive iz vidika podaljSanja svezine, kot tudi okuzb. Sprva smo Studirali doseganje
podaljsane svezine borovnic. Pri optimizaciji pogojev smo se odlocili za razlicne pogoje
plazme; obdelava v kisikovi plazmi (O2) 30 s, obdelava v kisikovi plazmi s trikrat po deset
sekund (3 x 10 s), obdelava v dusikovi plazmi s trikrat po deset sekund (3 x 10 s), obdelava v
plazmi zraka s trikrat po deset sekund (3 x 10 s) ter obdelava v kisikovi plazmi Sestkrat po deset
sekund (6 x 10 s). Za najbolj uspesne obdelave sta se izkazali obdelavi v kisikovi in dusikovi
plazmi (3x 10 s). Slika 8 prikazuje borovnice izpostavljene kisikovi plazmi (levo) in borovnice
po 1 mesecu skladis¢enja (desno.) Opravili smo tudi kemijsko analizo sestave povrSine
povrhnje plasti borovnice z XPS tehniko in ugotovili, da ima povrSina vecji delez kisika.
Vizualno smo tudi opazili, da z daljSim ¢asom izpostave plazmi na povrsini borovnice izgubimo
poprh, ki je lahko vizualno pomemben ucinek tudi za kon¢nega uporabnika (kupca), zato smo
¢as plazemske obdelave zmanjSali in delali v pulznem nacinu. Preverjali smo tudi zgolj
izpostavitev borovnic znizanemu tlaku, kot dodatna kontrola in mozna uporaba pri podaljSanju
svezine, saj so borovnice izpostavljene takim pogojem v plazemskem reaktorju tik pred
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generiranjem plazme. Izkazalo se je da tovrsten nacin borovnic ne izsusi in tudi nudi nekoliko
podaljSano svezino (poprh pa ostane, saj se odstranjuje z jedkanjem v plazmi). Namen izpostave
nizkemu tlaku je bil tudi, da bi preprecili okuZzbe borovnic z agresivno vinsko musico
(Drozophyla Suzukii), ki je v zadnjem Casu vse bolj razSirjena tudi v Evropi in povzroca resno
Skodo na pridelkih. To je bil del naloge 5 s ciljem razkuzevanja.

Slika 8. Borovnice izpostavijene kisikovi plazmi (levo), borovnice po I mesecu shranjevanja v
hladilniku pri razlicnih obdelavah (desno).

Dve sezoni zapored smo opravili Studije vplivov plazme na ameriskih borovnicah okuzenih z
Drozophyla Suzukii (naloga 5). Uporabili smo razlicne plazemske pogoje (razlicni pogoji
nizkega tlaka in plina za generiranje plazme). Drozophyla Suzukii, ki je v zadnjem Casu vse
bolj razsirjena tudi v Evropi povzroca resno Skodo na pridelkih tudi v Sloveniji. Plodova vinska
musSica je po velikosti in barvi podobna ostalim musSicam iz rodu Drosophila. Je rumenkaste
barve in ima rdece o€i, samci pa imajo na krilih okroglo ¢rno liso. Ob poskodbi, ki jo povzroci
musSica nastane okroglasta odprtina v katero se naselijo glive, kar povzroca sadno gnilobo. Ta
se lahko razsiri tudi na zdrave plodove. Na Sliki 9. je prikazan razvojni krog plodove vinske
musice, ki zajema Stiri faze; jajCeca, zerka, buba in odrasla musica. Namen nase Studije je bilo
spremljati Stevilo bub in odraslih music po obdelavi borovnic pri razlicnih pogojih plazme.
Borovnice smo izpostavili plodovi vinski musici in jih po uspesni okuzbi tretirali z razlicnimi
pogoji plazemske obdelave (Slika 9, desno).

19



" 3-15dni

Zerka 3 - 13 dui

\

N\
Odrasel osebek
Jajcece 12 ur -3 59 dui \
dni "'ﬁ ur.
) '

Slika 9. Razvojni krog plodove vinske musice povzet iz (levo) ter umetno okuzene borovnice po
plazemski obdelavi (desno).

e

Za dekontaminacijo okuzenih borovnic smo uporabili predhodno sprane borovnice z
dionizirano vodo, kar se je izkazalo za najbolj optimalen nacin, saj smo predvidevali da zaradi
vlage na povrs$ini dosezemo temperaturne Soke. Tretiranje smo opravili trikrat po 10s. Najbolj
uspesni preizkus se je izkazal z uporabo kisikove plazme, sicer pa smo uporabili $e zracno in
dusikovo plazmo pri tlaku 85 Pa in trajanju obdelave v treh pulzih po 10 s. Tretirali smo 400 g
borovnic, ki smo jih razdelili v 4 zabojnike. Rezultati analiz so pokazali, da je kisikova
plazemska obdelava lahko ucinkovita za odstranjevanje plodove vinske musSice, saj na tako
obdelanih borovnicah nismo detektirali bub, Stevilo odraslih music pa je tudi bistveno upadlo.
Na Sliki 10 je prikazan upad Stevila bub in odraslih music v odvisnosti od vrste obdelave.
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Slika 10. Stevilo odraslih music in bub na s plodovno vinsko musico okuzenih vzorcih ameriskih
borovnic pri razlicnih pogojih plazemske obdelave, kontrola, kisikova, zracna in dusikova plazma ter
kontrola pri nizkem tlaku.
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3.) Preuditi potencial zmanjSanja vsebnosti mikotoksinov v Zitih z uporabo plinske
plazme

Mikotoksini so raznolika skupina sekundarnih metabolitov, ki jih tvorijo glive in plesni,
najdemo pa jih lahko v razli¢nih pridelkih in zivilih. Njihovo zauzivanje lahko povzroci
Skodljive akutne ali kroni¢ne zdravstvene ucinke na ljudeh in zivalih, odvisno od vrste, koli¢ine
in trajanja zauzivanja. Med pomembnejSimi mikotoksini so aflatoksini (AF), ohratoksin A
(OTA), zearalenon (ZEA), enniatini, toksin T-2, nivalenol (NIV), deoksinivalenol (DON),
fumonizini (FUM), ergot alkaloidi in alternarijski toksini, ki jih tvorijo glive rodov Claviceps,
Aspergillus, Fusarium, Penicillium in Alternaria (Bennet in Klinch, 2009). Da so koncentracije
mikotokisnov v pridelkih in Zivilih v okviru reguliranih mejnih vrednosti, so potrebni
sistemati¢ni pristopi inukrepi v pridelavi, skladi§¢enju in predelavi, kar povecuje ekonomsko
breme za pridelovalce, zivilsko industrijo, prodajalce hrane in potrosnike (Matumba in sod.,
2021). Kljub izvajanju dobrih praks v pridelavi se pogosto dogaja, da v letih, primernih za
glivicne okuzbe in razvoj gliv, vsebnosti mikotoksinov presegajo regulirane mejne vrednosti za
posamezne mikotoksine, in so v zivilski industriji primorani izvajati ukrepe za njihovo
zmanjsSanje (Matumba in sod., 2021; Dao in sod., 2021). Standardni ukrepi v zivilski industriji
za zmanjSanje mikotoksinov v hrani vecinoma temeljijo na fizicnem locevanju in
odstranjevanju surovine ali dela surovine z visoko vsebnostjo mikotoksinov. Najpogoste;jsi
ukrepi so CiSCenje, pranje, sortiranje, luS¢enje, brusenje, loCevanje in mletje zrn ter uporaba
termi¢ne obdelave (npr., kuhanje in peka). Ceprav te metode uéinkovito zmanjsajo vsebnosti
mikotoksinov v konénem proizvodu, so slabosti dolgi ¢asi obdelave, ve¢ja poraba energije in s
tem povezani stroski ter vecje koli¢ine zavrzene surovine. Njihova uporaba pa je lahko omejena
tudi zaradi vpliva na organolepti¢ne lastnosti ali hranilne vrednosti obdelanih proizvodov. Kot
alternativni nacin odstranjevanja mikotoksinov preucujejo raziskovalci in zivilska industrija
moznosti uporabe nizko temperaturnih nac¢inov obdelave s t.i. hladno plazmo (Misra in sod.,
2019). Plazmo lahko v grobem opredelimo kot ionizirani plin, ki obsega ve¢ reaktivnih vrst
(npr. ioni, elektroni in prosti radikali) in ultravijolitno (UV) sevanje. Studije kaZejo, da
obdelava zrnja s plazmo lahko vpliva na mikotoksine posredno z uni¢enjem gliv, ki jih tvorijo
in neposredno z razgradnjo mikotoksinov. Oboje je mogoce doseci s kratkimi Casi obdelave,
pri nizkih temperaturah in z zanemarljivim vplivom na kakovost obdelanih zivil, a tako metode
kot dosezene ucinkovitosti v raziskavah precej variirajo (Gavahian in Cullen, 2020).

Priprava zrnja

Zrnje za izvedbo poskusov z uporabo plazme smo pridelali leta 2021 na polju Kmetijskega
instituta Slovenije v Jabljah (osrednja Slovenija). Koruzo sorte DKC 4391 smo pridelali v
skladu s smernicami integriranega varstva rastlin. Obdelava tal je bila konvencionalna, z
jesenskim oranjem do globine 25 cm in predsetveno pripravo. Predposevek koruzi je bil jari
oves. Gnojenje je temeljilo na kombinaciji N gnojil v odmerku 200 kg N/ha ter kalijeve soli v
odmerku 140 kg/ha. Od pozete koli¢ine zrnja smo odvzeli vzorec priblizno 700 kg zrnja, ki smo
ga nasuli v t.i. big bag vreco, jo zaprli in za 14 dni postavili v prostor s temperaturo med 16 °C
in 20 °C, da bi sprozili proces plesnenja in posledi¢no razvoja gliv in tvorbe mikotoksinov.
Dodatno smo ob zetvi odvzeli tudi tri vzorce zrnja po 1 kg, na katerih smo z analizatorjem
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Perten Aquamatic izmerili vlago in temperaturo zrnja v ¢asu zetve. Vlage zrnja so se v ¢asu
zetve gibale med 27,6 in 28,2 %. Vzorce zrnja smo nato dali v suSilno komoro in jih 48 ur susili
pri 60 °C do priblizno 9 % vlage in jih nato analizirali na vsebnosti mikotoksinov. Po 14 dneh
skladis¢enja vlaznega vzorca koruze v vreci na temperaturah med 16 °C in 20 °C smo s sondo
odvzeli ve€ vzorcev v skupni koli¢ini pet kilogramov, jih zdruzili in dali za 48 ur susSit na 60
°C. S susenjem smo preprecili nadaljnji razvoj gliv in s tem vzorec stabilizirali. Po suSenju smo
iz posuSenega vzorca odvzeli osem vzorcev teZe 200 gramov. Pet vzorcev smo poslali na Institut JoZe

Stefan na plazemsko obdelavo, tri vzorce pa na analizo vsebnosti mikotoksinov na Veterinarsko
fakulteto.

Obdelava s plazmo

Pred obdelavo s plazmo smo vsak 200 gramski vzorec razdelili na §tiri 30 gramske vzorce (teza, preden
je bila izpostavljena vakuumu in plazmi), ostanek zrnja smo zavrgli. Dodatno smo za analizo vsebnosti

.....

Postopek Napetost (V) Moc (kW) Cas obdelave (s)  Tlak (Pa)
Plazma 1 1500 0.4 720 30
Plazma 2 1500 0.4 360 30
Plazma 3 2500 19-14 45 30
Plazma 4 2500 19-14 180 30

Tabela 2. Parametri obravnavanj s plazemsko obdelave vzorcev zrnja koruze.

Za obdelavo zrnja s plazmo smo uporabili visokofrekvencno (RF) induktivno sklopljeno
plazmo (ICP) s kisikom kot medijem. Obdelavo smo naredili s Stirimi postopki, ki so se med
seboj locili po napetosti in moci elektricnega toka in ¢asu obdelave (Tabela 2). Shematski prikaz
naprave za obdelavo vzorcev s plazmo prikazujemo na Sliki 11. Vzorce koruze smo dali na
majhno drzalo iz perforiranega aluminija. Kisik smo v plazemsko posodo dovajali skozi kanal
s konstantno hitrostjo 150 Nml/min, ter tako v posodi med obdelavo s plazmo dosegli skupni
tlak priblizno 30 Pa. Po koncanih postopkih obdelave s plazmo so bili vsi vzorci poslani na
analize vsebnosti mikotoksinov na Veterinarsko fakulteto.

Analize mikotoksinov

Ekstrakcije mikotoksinov iz vzorcev mletih Zit in dolo¢anje z LC-MS/MS (Waters, Milford,
MA, USA) so temeljile na analiznih metodah, ki jih navajajo Rasmussen in sod. (2010),
Lattanzio in sod. (2011) ter Schenzel in sod. (2012). Z laboratorijskim mlinom Retsch ZM 100
smo vzorce zmleli na velikost delcev 1 mm. 10 g vzorec smo eno uro ekstrahirali s 100 ml
mesSanice acetonitrila in deionizirane vode (84:16, v/v) z uporabo stresalnika IKA HS 501.
Skupno 4 mL filtriranega ekstrakta smo uparili do suhega v vakuumu z uporabo sistema
Syncore Polyvap. Suhi ostanek smo rekonstituirali v 0,5 mL meSanice metanola in vode (20:80,
v/v). Alikvot 10 pL smo nato injicirali v sistem UPLC (Acquity), povezan s trojnim
kvadrupolnim masnim spektrometrom Xevo TQ in opremljenim z vmesnikom za ionizacijo z
elektrosprejem. Podatke smo zajeli in obdelali s programsko oprema MassLynx. Posebni
parametri LC-MS/MS, povezani s posameznimi mikotoksini (retenzijski €asi, nacin ionizacije
in prehodi), so na voljo pri avtorjih prispevka in jih zaradi omejitve dolzine prispevka ne
prikazujemo.
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Slika 11. Shematski prikaz naprave za obdelavo vzorcev koruze z visokofrekvencno induktivno
sklopljeno plazmo.

Statisticne analize

Podatke smo statisti¢no obdelali s programom Statgraphics Centurion XVIII. Analizo variance
(ANOVA) smo naredili z uporabo vecfaktorske analize. V modelu smo postopek obdelave s
plazmo oznacili kot fiksni dejavnik, ponovitev pa kot naklju¢ni dejavnik. Postopek obdelave s
plazmo smo analizirali kot zdruzeno obdelavo s plazmo in kot posamezne postopke obdelave
glede na specificne parametre plazme. Kjer smo ugotovili prisotne ekstremne vrednosti (ang.
outlier), smo te vrednosti pred analizo odstranili. Ce je ANOVA pokazala statisti¢no znacilne
razlike (p < 0,05), smo razlike med obravnavanji preverili s Tukey HSD testom za primerjavo
mnogoterih obravnavanj (a = 0,05). Kjer so bile analizirane vrednosti pod mejo vrednotenja
(LOQ) smo jih za namene statisticne primerjave zabelezili kot najniZjo mozno zaznano
vrednost. Kjer ANOVA ni pokazala znacilnih razlik, a so bile dejanske razlike v vsebnosti
mikotoksinov med postopki in kontrolo po nasi oceni vec¢je, smo naredili primerjave izbranega
postopka s kontrolo s t—testom. Graficno obdelavo smo naredili s programom R in paketom
GGPLOT2.Rezultati analiz vsebnosti mikotoksinov v zrnju takoj po zetvi ter po 14 dnevnem
plesnenju so prikazani v Tabeli 3. Zmje z njive je vsebovalo razmeroma majhne vsebnosti
mikotoksinov, ve¢inoma iz skupine trihotecenov. Od dvanajstih analiziranih mikotoksinov smo
jih zaznali samo pet, pri ¢emer pri nobenem nismo zaznali vsebnosti, ki presegajo mejne
vrednosti za zrnje (Uredba komisije (ES) §t. 1881/2006). Najvisje so bile vsebnosti DON,
sledijo vsebnosti njegove acetilirane oblike 15-AcDON. Nizke zaznane vsebnosti
mikotoksinov, ki so jih vec¢inoma tvorile glive iz rodu Fusarium, pripisujemo vremenskim
razmeram med rastno dobo in v Casu dozorevanja v pridelovalnem letu, ki niso pretirano
spodbujale razvoja omenjenih gliv. Predvidevamo, da je bila odsotnost mikotoksinov, ki jih
tvorijo glive iz rodov Aspergillus ter Penicillium, predvsem posledica razmer, ki sploh niso
omogocale razvoja ali tvorbe toksinov teh gliv. Skladis¢enje vlaznih vzorcev koruze na toplem
za 14 dni je povecalo Stevilo zaznanih mikotoksinov na deset, obenem pa so se povecale tudi
vsebnosti mikotoksinov (preglednica 2). Mikotoksini, ki spadajo v skupino trihotecenov in jih
tvorijo glive iz rodu Fusarium so prevladovali tudi po t.i. plesnenju, z najvecjimi vsebnostmi
toksinov DON in 15-AcDON. Mikotoksinov DAS ter OTA tudi po plesnenju nismo zaznali,
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razmeroma majhno spremembo smo opazili tudi pri toksinu AFB1. Opazeno pripisujemo
razmeram med plesnenjem, kjer so temperature med 17 in 20 °C bolj ugajale razvoju gliv iz
rodu Fusarium.

Mikotoksin Vsebnosti po Zetvi Vsebnosti po plesnenju
(n=3) (m=7)
Okrajsava Polno ime Povprecje SD Povprecje SD
DON Deoksinivalenol 0,505 0,011 7,324 2,156
15-AcDON 15-acetil deoksinivalenol 0,230 0,006 2,371 0,576
3-AcDON 3-acetil deoksinivalenol 0,078 0,001 0,826 0,205
DON-3G Deoxynivalenol 3-p-d-glukozid 0,101 0,0002 0,860 0,077
DAS Diacetoksiscirpenol <0,04 (LOQ) <0,04 (LOQ)
HT-2 HT-2 toksin <0,04 (LOQ) 0,064 0,025
T-2 T-2 toksin <0,04 (LOQ) 0,052* 0,012
ZEA Zearalenon <0,02 (LOQ) 0,458* 0,043
FBI Fumonizin B1 0,089 0,015 0,146* 0,159
FB2 Fumonizin B2 <0,05 (LOQ) 0,059* 0,018
OTA Ohratoksin <0,005 (LOQ) <0,005 (LOQ)
AFBI1 Aflatoksin B1 <0,002 (LOQ) 0,004* 0,0016

Vrednosti oznacene z znakom * kazejo povpreéne vsebnosti Sestih vzorcev (n=6). Vzorce, kjer smo zaznali
ekstremne vrednosti (ang. outlier) smo odstranili; LOQ, meja vrednotenja.

Tabela 3. Vrste mikotoksinov, njihove povprecne vsebnosti (mg/kg) in standardni odklon (SD) na
koruznem zrnju v ¢asu Zetve in po plesnenju koruze.

U¢inek obdelave vzorcev koruze s plazmo (zdruZeni postopki ter po posameznih postopkih) na
skupno vsebnost analiziranih mikotoksinov prikazujemo na Sliki 12. Obdelava s plazmo je
znacilno zmanjSala skupno vsebnost analiziranih mikotoksinov, v povpre¢ju za 21,0 %. Tudi
pri primerjavi u¢inkov posameznih nac¢inov obdelave s plazmo analiza variance kaze prisotnost
znacCilnih razlik. Nadaljnja analiza je pokazala, da ima zrnje, obdelano s postopkom »Plazma
1« znacilno manjSo skupno vsebnost analiziranih mikotoksinov od kontrole (Slika 11a). S to
obdelavo se je skupna vsebnost mikotoksinov zmanjSala za 30,6 % glede na kontrolo.
Najmanjs$e zniZanje vsebnosti toksinov je bilo s postopkom »Plazma 4« (zmanjSanje za 10,8
%). Primerjava u¢inkov obdelave s plazmo na posamezne prisotne mikotoksine prikazujemo na
sliki 3. Znacilne razlike v vsebnosti mikotoksinov med postopki smo zaznali pri mikotoksinih
ZEA in AFBI. Vsebnost ZEA je bila po obdelavi s postopkom »Plazma 3« znacilno nizja od
kontrole (zmanjSanje za 68,2 %). Vsebnosti ZEA se pri ostalih postopkih obdelave s plazmo
niso znacilno razlikovali od kontrole, prav tako pa ni bilo razlik med postopki obdelave s
plazmo. Kljub temu pa so vsi postopki obdelave s plazmo zmanjsali vsebnosti ZEA (v
povprecju za 48,3 %). Vsebnosti mikotoksina AFB1 so bile s postopki plazme znac¢ilno manjse
od kontrole ter pod mejo detekcije. Vsebnosti toksinov DON, HT-2, FB1, FB2 in DON-3G so
se po obdelavah s plazmo zmanjsale, a razlike niso bile znacilne. Z izjemo DON in DON-3G,
so bile razlike v u¢inkovitosti zmanjSanja vsebnosti mikotoksinov med postopki obdelave s
plazmo majhne. Mikotoksin DON smo s postopkom »Plazma 1« zmanjSali za 55,3 % v
primerjavi s kontrolo. Primerjava s t-testom tukaj kaze na znacilno razliko med obema
skupinama. Postopek »Plazma 2« je vsebnost DON zmanjsal za 44,2 %, »Plazma 3« za 40,6 %
ter »Plazma 4« za 32,7 %«. HT-2 smo z obdelavo s plazmo v povpre€ju vseh postopkov
zmanj$ali za 33,2 %. Mikotoksin FB1 smo z obdelavo s plazmo v povpre¢ju zmanjsali za 59,2
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%, z majhnimi razlikami med postopki obdelave. Vsebnosti FB2 so bile po obdelavi s plazmo
pod mejo detekcije pri vseh postopkih. Vsebnost mikotoksina DON-3G sta zmanjsala samo
postopka »Plazma 1 in Plazma 2« ( v povprecju za 28,9 %).

. (a) Primerjava udinka plazemskih obdelav (b) Primerjava u¢inka plazemske obdelave
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Slika 12. Ucinek obdelave s plazmo na skupne vsebnosti mikotoksinov na koruznem zrnju. Postopki, ki
so oznaceni z razlicno crko, se med seboj znacilno razlikujejo glede na rezultate Tukey HSD testa.

Pri toksinih 15-AcDON, 3-AcDON in T-2 nismo opazili znacilnega ucinka obdelave s plazmo.
Pri teh toksinih je tudi prisotna vecja variabilnost med analiziranimi vzorci kot pri ostalih
toksinih. Nakazuje se, da so bile vsebnosti s postopkoma »Plazma 1« ter »Plazma 3« manjse
kot s postopkoma »Plazma 2« ter »Plazma 4«, a zaradi variabilnosti ni jasnega odziva in moZznih
zakljuckov. OpaZeno pripisujemo omejitvam izbrane metode plesnenja, zaradi Cesar so bile
variabilnosti v vsebnostih teh mikotoksinov vecje in so zakrile morebitne uc¢inke plazme. V
raziskavi smo poskusali variabilnosti med vzorci zmanjSevati s homogeniziranjem vzorcev, a
smo bili pri omenjenih toksinih pri tem manj uspesni. Ceprav mehanizem razgradnje
mikotoksinov z uporabo kisikove plazme ni popolnoma pojasnjen, je verjetno, da je razgradnja
povezana z nastankom reaktivnih kisikovih vrst. Uporaba kisikove plazme na povrSine
materialov uvaja reaktivne kisikove vrste, kot so npr. ozon, hidroksil, kisikovi radikali in
aldehid radikali (Misra in sod., 2019). Studije navajajo, da ozon reagira s funkcionalnimi
skupinami v molekulah mikotoksina in spreminja njihove molekularne strukture (Misra in sod.,
2019; Afsah—Hejri in sod., 2020). Skoraj vse obstojeCe Studije so narejene na kalibriranih
vzorcih, na katere so umetno nanesli dolocen mikotoksin, le redko so jih nanesli ve¢. DoseZene
ucinkovitosti razgradnje mikotoksinov v nasi §tudiji so malce manjse kot jih navajajo drugi
avtorji (predvsem ce primerjamo z delovanjem na Ciste mikotoksine), a menimo, da se zaradi
naSega pristopa bolj priblizajo pricakovanim pri obdelavi s plazmo v praksi. Pri vecini
mikotoksinov je daljsi Cas obdelave z manjSo mocjo razgradil ve¢ mikotoksinov kot obdelava
z ve¢jo mocjo za krajsi cas, ob tem smo zaznali tudi manj uc¢inkov na zrnje. V nasi studiji smo
s postopkoma »Plazma 3 in 4« po dolocenem Casu obdelave opazili padec moci ter povecanje
tlaka do 40 oziroma 60 Pa, kar pripisujemo poku semena zaradi pregretja in spros¢anju vlage
iz notranjosti zrnja. Sklepamo, da je opazeno povezano tudi z manjSo ucinkovitostjo teh
postopkov obdelave.
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Slika 13. Ucinek obdelave s postopki plazme na posamezne analizirane mikotoksine na koruznem zrnju.
Intervali prikazujejo standardno napako. Postopki, ki so oznaceni z razlicno crko, se med seboj znacilno
razlikujejo, uporabili smo Tukeyev HSD test.

Rezultati kazejo potencial uporabe plazemske obdelave zrnja za zmanjSanje vsebnosti
analiziranih mikotoksinov na koruzi (Slika 13). Daljsi cas obdelave z manjSo mocjo se je v
naSem poskusu izkazal kot ucinkovitejSi za razgradnjo mikotoksinov kot obdelava z vecjo
mocjo za krajsi ¢as. Pri obdelavi z manjSo mocjo smo opazili tudi manj ucinkov na zrnje,
predvsem manjsi toplotni vpliv na zrnje koruze. Rezultati kazejo, da je z raziskavami smiselno
nadaljevati in optimizirati parametre za skrajSanje obdelovalnih casov in za izboljSanje
ucinkovitosti razgradnje. Prav tako je smiselno preuciti razpadne produkte mikotoksinov po
obdelavi s plazmo in njihove toksi¢nosti.
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Preuciti morebiten vpliv uporabe plinske plazme na razvoj rastlin

Opravili smo sistemati¢ne analize vplivov plinske plazme na semenih za dolocanje vpliva
plazme na kaljivost in razvoj rastlin (naloga 6). Studirali smo vpliv plazme na energijo kalitve
in kaljivosti semen zobatega motovilca in korencka (analiziran vzorec je vseboval 100 semen).
Za obdelavo semen smo uporabili posebej prilagojen plazemski reaktor, ki smo ga izdelali na
1JS v sodelovanju s tujimi partnerji iz Ceske. Sistem namre& omogo¢a enakomerno obdelavo
semen, saj se plazemski reaktor rotira. Za obdelavo smo uporabili razlicne moci plazme, v tako
imenovanem E nacinu (mo¢ 200 W) in H nacinu (mo¢ 700 W). Vzorce smo obdelovali pri
razlicnih Casih oziroma pri enkratnem in veCkratnem (2, 4, 8 in 15 kratno) rotiranju
plazemskega reaktorja. Tekom raziskav smo ugotovili, da seme korencka izkazuje delno visjo
energijo kalitve in tudi kaljivosti pri zelo kratkih ¢asi obdelave, enkratno rotiranje v E in H
nacinu. Daljsi casi obdelavi pa v obeh nacinih nakazujejo na priblizno enako ali celo zmanjSano
kaljivost. Poskus smo izvedli tudi pri pogojih »staranja« oziroma po ¢asu skladis¢enja semen,
kjer se je izkazalo, da skladis¢enje bistveno vpliva na kaljivost in energijo kalitve. Semena, ki
so pri danih pogojih obdelave s plazmo izkazovala izboljSano kaljivost so s casom shranjevanja
to lastnost izgubila (skladis¢enje 3 tedne). Za skladiscenje je podoben trend opaziti tudi pri
motovilcu, saj se s staranje pozitivni ucinki kaljenja izgubijo. Glede energije kalitve in kaljvosti
zobatega motovlica pa smo opazili, da je za to vrsto semen bolj$a nekoliko daljSa obdelava,
dvakratno rotiranje v E nacinu, med tem ko H nacin ni izkazoval boljSe kaljivosti.

Opravili smo tudi laboratorijske analize vplivov kalitve dveh vrst semen pSenice (naloga 6).
Izkazalo se je da plazemska obdelava razli¢no vpliva na kaljivost in rast dveh razlicnih sort
pSenic. Predvsem smo opazili razlike v koreninskem sistemu in $tevilu ter dolzini korenin, ki
so bile statisticno razli¢ne glede na posamezno sorto pSenice. Na to temo smo tudi napisali
¢lanke, ki smo ga objavili v reviji Plants. Studija je bila sicer opravljena v laboratorijskem
merilu v nadaljevanju pa smo Studirali vplive razli¢nih sort tudi v ve¢jem merilu- industrijski
plazemski reaktor (optimizacija plazme in up-scaling). V ta namen smo uporabili industrijski
plazemski reaktor, ki nam omogoca obdelavo vecje koli¢ine semen.

V jeseni 2021 smo na ekoloskih poskusnih poljih Kmetijskega instituta Slovenije zasnovali
poljski poskus, kjer smo spremljali morebiten vpliv razlicnih obdelav s kisikovo in dusikovo
plazmo na fenoloske, morfoloske in biokemijske znacilnosti dveh sort pSenice (WP 6). Seme
pSenice izvira iz ekoloske pridelave v sezoni 2020/21, katerega smo obdelali s kisikovo in
dusikovo plazmo za 5 in 30 sekund, del vzorcev pa smo uporabili kot neobdelano kontrolo.
Poskuse smo statisti¢no zasnovali kot blo¢ne poskuse z naklju¢no razporeditvijo obravnavanj
znotraj blokov v Stirih ponovitvah. Med vegetacijo smo izvajali vse agrotehni¢ne ukrepe za
oskrbo poskusov, po smernicah in tehnoloskih navodilih za ekolosko pridelavo ozimne pSenice.
Da bi ocenili vpliv obdelave s plazmo na rast in razvoj rastlin pSenice, smo po metodah iz
OECD deskriptorjev med rastno dobo spremljali ve¢ fenoloskih in morfoloskih znacilnosti, kot
so: datum vznika, vigor rastlin, delez poskodovanih rastlin po prezimitvi, pokrovnost rastnega
prostora po razrasc¢anju, dolzina zastavicarja, §irina zastavicarja, datum klasenja, barva glume,
dlakavost glume, resavost klasa, polnost stebla z meristemskim tkivom, polozaj klasa, zbitost
klasa, poleg pSenice, viSina rastlin, pridelek zrnja, vlaga zrnja, hektolitrska masa ter absolutna
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masa semena. Spremljali smo tudi pojav in razvoj glivicnih bolezni kot so septorijske pegavosti,
fuzarioze klasa, rumena rja, stebelna rja in snetljivost klasov. Po Zetvi smo odvzete vzorce dali
na biokemijske analize, kjer bomo dolocili vsebnosti beljakovin, vrednost sedimentacije, padno
Stevilo, vsebnost skroba in delez glutena.

Rezultati laboratorijskih poskusov na Kmetijskem institutu

V akreditiranem semenskem laboratoriju Kmetijskega inStituta smo dodatno preverjali
morebiten vpliv plazemske obdelave na kaljenje in zgodnji razvoj dveh sort pSenice v
odvisnosti od obdelave s plazmo. Preizkusanje je bilo narejeno v §tirih ponovitvah po 100
semen. Seme smo $e isti dan, ko smo ga dobili iz 1JS dali na analize kalivosti. Semena smo
nalagali v pesek (polaganje semena na 2cm plast in pokrivanje semena z lcm plastjo
kremencevega peska). Seme smo izpostavili temperaturi 20 °C in 9 °C, s tem smo simulirali
optimalno temperaturo za kalitev in predvideno temperaturo tal v ¢asu setve pSenice. Energijo
kalitve smo ocenili po 6 in 22 dneh testa, kalivost pa po 10 in 24 dneh testa. Po 24 dneh smo
rastline odvzeli iz peska ter pomerili dolzino nadzemnega dela in dolzino korenine.

Rezultate Studije o vplivu plazemske obdelave na kalivost zrnja prikazujemo v Tabeli 4. 1z
rezultatov ne opazimo vpliva plazemske obdelave na energijo kalitve in kalivost, ne glede na
sorto, temperaturo ali postopek plazemske obdelave. Plazemsko tretiranje ni izboljsalo
opazovane parametre, a jih po drugi strani tudi ni poslabsalo.

SORTA PLAZEMSKA Temp. ENERGIJA KALIVOST
OBDELAVA (°CO) KALITVE
§t.dni  normalne St.dni normalne nenorm. mrtvo
klice klice klice seme
(%) (%) (%) (%)

GOROLKA N.A. 20 6 93 10 94 2 4
GOROLKA 0O;-5s 20 6 93 10 95 2 3
GOROLKA 0,-30s 20 6 90 10 92 2 6
GOROLKA N;-5s 20 6 94 10 94 1 5
GOROLKA N;-30s 20 6 94 10 94 2 4
GOROLKA N.A. 9 22 92 24 94 1 5
GOROLKA 0O;-5s 9 22 92 24 94 2 4
GOROLKA 0:-30s 9 22 84 24 87 2 11
GOROLKA N;-5s 9 22 95 24 96 1 3
GOROLKA N;-30s 9 22 93 24 96 1 3
PRIMORKA N.A. 20 6 93 10 94 3 3
PRIMORKA O;-5s 20 6 92 10 93 3 4
PRIMORKA 0:-30s 20 6 92 10 92 3 5
PRIMORKA N:;-5s 20 6 91 10 93 2 5
PRIMORKA N>;-30s 20 6 89 10 91 4 5
PRIMORKA N.A. 9 6 93 10 94 3 7
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PRIMORKA O;-55s 9 22 88 24 90 3 8
PRIMORKA 0,-30s 9 22 88 24 90 2 3
PRIMORKA N;-5s 9 22 92 24 95 2 8
PRIMORKA N>-30s 9 22 88 24 89 3 8

Tabela 4. Podatki glede kalivosti semena glede na sorto in plazemsko obdelavo pri dveh temperaturah
kaljenja.

Podatke o dolzini korenin in stebla prikazujemo v Tabeli 5. Tudi iz teh podatkov ne ugotavljamo
pomembnejsega vpliva na dinamiko razvoja rastlin, se pa nakazuje, da so plazemsko obdelana
semena sorte Gorolka tvorila malce daljSe korenine v enakem c¢asu kot plazemsko neobdelana
semena. Ker gre pri teh Stevilkah za povprecje >80 rastlin so vrednosti precej zanesljive. Vseeno
pa nekega jasnega trenda in s tem zakljuckov, da je plazma imela ugoden vpliv na razvoj
korenin ne moremo podati.

SORTA PLAZEMSKA Temp. DOLZINA KORENIN DOLZINA STEBLA
OBDELAVA (°O) (cm) (cm)

GOROLKA N.A. 20 13,4+22 13,9+2,0
GOROLKA 0O;-5s 20 14,6 +1,9 13,6 1,7
GOROLKA 0>-30s 20 143+2,0 13,7+2,1
GOROLKA N:;-5s 20 150+1,7 142+1,6
GOROLKA N;-30s 20 143+24 13,7+2,1
GOROLKA N.A. 9 11,6 +1,5 7,8+ 1,0
GOROLKA 0O;-5s 9 12,4 +2,1 7,0+ 1,0
GOROLKA 0,-30s 9 122+238 7,0+ 1,3
GOROLKA N;-5s 9 13,0+ 2,1 7,1+£0,9
GOROLKA N>-30s 9 12,7+2,0 79+1,1
PRIMORKA N.A. 20 14,7 £ 3,1 152+1,7
PRIMORKA 0O;-55s 20 158 +2,8 155+22
PRIMORKA 0,-30s 20 14,5+2.8 15,1+£22
PRIMORKA N;-5s 20 15,1+3,0 15,6 £2,0
PRIMORKA N;-30s 20 12,7+2,7 14,1+19
PRIMORKA N.A. 9 11,3+2,0 7,9+1,2
PRIMORKA 0O;-55s 9 10,2+ 1,8 7,0+ 1,0
PRIMORKA 02-30s 9 11,6 +1,8 7,7+1,4
PRIMORKA N;-5s 9 11,8+2,0 6,9+ 1,0
PRIMORKA N,-30s 9 11,8+ 19 6,4+09

Tabela 5. Podatki o dolzini korenin in stebla po 24 dneh kalitve glede na sorto in plazemsko obdelavo
pri dveh temperaturah kaljenja.

Rezultati poljskih poskusov v sezoni 2021/2022 na Kmetijskem inStitutu

Poskuse smo zasnovali na ekoloSkem raziskovalnem polju Kmetijskega institut Slovenije. V
sezoni 2021/2021 smo v poskuse vkljucili 10 razli¢nih obravnavanj (preglednica 1). Poskuse
smo zasnovali kot blo¢ne poskuse s §tirimi ponovitvami in z naklju¢no razporeditvijo znotraj
bloka. Vsa oskrba posevkov med letom je potekala v skladu s pravili ekoloSke pridelave.
Rezultati opazovanj in merjenj med rastno dobo (Tabela 6a in 6b) ne kazejo znacilnega vpliva
obdelave s plazmo na fenoloski in morfoloski razvoj rastlin pSenice v primerjavi z netretirano
kontrolo, ne glede na kombinacijo plazemske obdelave in Casa obdelave. Opazne so razlike
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med sortama, ki izhajajo iz genotipa in na katerega izrazanje plazemska tretiranja niso
pomembno vplivala.

SORTA PLAZEMSKA POKR. DOL.ZAST SIR.ZAST DAT.KLAS BAR.GLUM DLAK.GLUM
OBDELAVA (%) (cm) (cm) (1-9) (1-9)

GOROLKA N.A. 88 21,38 1,09 25.5. 3 5
GOROLKA 0O2-5s 88 ns 23,44 ns 1,03 ns 25.5.ns 3ns 5ns
GOROLKA 0,-30s 85 ns 20,02 ns 0,99 ns 25.5.ns 3ns 5ns
GOROLKA N;-5s 84 ns 22,45 ns 1,06 ns 25.5.ns 3ns 5ns
GOROLKA N>-30s 85 ns 18,11 * 0,91 * 25.5.ns 3 ns 5 ns
PRIMORKA N.A. 80 22,79 1,27 31.5.ns 3 5
PRIMORKA 0O;-5s 79 ns 20,95 ns 1,35 ns 31.5.ns 3 ns 5 ns
PRIMORKA 0O;-30s 77 ns 21,93 ns 1,30 ns 31.5.ns 3 ns 5 ns
PRIMORKA N:;-5s 78 ns 23,03 ns 1,32 ns 31.5.ns 3ns 5ns
PRIMORKA N>;-30s 77 ns 22,56 ns 1,27 ns 31.5.ns 3 ns 5ns

POKR., pokrovnost rastlin v fazi BBCH 39; DOLZ.ZAST., dolzina zastavicarja v fazi BBCH 39; SIR.ZAST., §irina
zastavicarja v fazi BBCH 39; DAT.KLAS., datum klasenja; BAR.GLUM., barva glume; DLAK.GLUM., dlakavost glume.
N, ni statisti€no znacilne razlike v primerjavi s kontrolo.

Preglednica 6a. Podatki glede fenologije in morfologije pSenicnih rastlin v odvisnosti sorte in postopka
obdelave s plazmo. Prikazana so povprecja desetih vzorcenj na parcelo, ponovijena v Stirih blokih.
Podatki so statisticno obdelani z uporabo TUKEY HSD testa (o =0.05), pri cemer se primerja s plazmo
obdelane psSenice na kontrolo znotraj posamezne sorte.

Razlike, ki smo jih zaznali so bile v dolzini in Sirini zastavicarja, kjer je obdelava z dusikovo
plazmo za 30 sekund vplivala na krajSe in oZje zastaviCarje pri sorti Gorolka. Zastavicar je
koncen list v razvoju psenice in fiziolosko oznacuje prehod iz vegetativne v generativno fazo
razvoja, obenem pa je fotosintetsko najbolj aktiven list in ima s tem kljucen vpliv na tvorbo
fotosintetskih asimilatov ter s tem na pridelek zrnja.

SORTA PLAZEMSKA RES.KLA POL.STE POL.KL ZBLKLA POLE VISIN
OBDELAVA S B AS S G A

1-9) a1-9) a-9 a1-9) -9 (cm)
GOROLKA N.A. 5 1 5 5 2 104,5
GOROLKA 0,-5s 5ns 1 ns 5ns 5ns 2 ns 105,8 ns
GOROLKA 0,-30s 5ns 1 ns 5ns 5ns 2ns 104,5 ns
GOROLKA N2-5s 5ns 1 ns 5ns 5ns 2ns 103,3 ns
GOROLKA N,-30s 5ns 1 ns 5ns 5 ns 2 ns 106,5 ns
PRIMORKA  N.A. 5 1 3 7 1 111,5
PRIMORKA 0,-5s 5 ns 1 ns 3ns 7 ns 1 ns 109,0 ns
PRIMORKA 0,-30s 5 ns 1 ns 3ns 7 ns 1 ns 109,5 ns
PRIMORKA N>—-5s 5 ns 1 ns 3 ns 7 ns 2 ns 109,7 ns
PRIMORKA N>—-30s 5 ns 1 ns 3 ns 7 ns 2 ns 108.8 ns

RES.KLAS., resavost klasa; POL.STEB., polnost stebla; POL.KLAS., polozaj klasa; ZBL.LKLAS., zbitost klasa; POLEG,
ocena poleglosti rastlin; VISINA, visina rastlin.
N, ni statisti€no znacilne razlike v primerjavi s kontrolo.

Tabela 6b. Podatki glede fenologije in morfologije pSenicnih rastlin v odvisnosti sorte in postopka
obdelave s plazmo. Prikazana so povprecja desetih vzorcenj na parcelo, ponovljena v Stirih blokih.
Podatki so statisticno obdelani z uporabo TUKEY HSD testa (o. =0.05), pri Cemer se primerja s
plazmo obdelane psenice na kontrolo znotraj posamezne sorte.
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Podatki o agronomskih lastnostih plazemsko obdelanih pSenic so prikazani v Tabeli 7. Pri
nobeni od merjenih parametrov nismo ugotovili znacilnih razlik plazemsko obdelanih pSenic v
primerjavi s kontrolo, razlike ki jih opazamo so na ravni naravne variabilnosti.

SORTA PLAZEMSKA OBDELAVA PRID.HA VLAGA PRID.SS HL AM
(kg) (%) (kg) (kg/h)  (g)

GOROLKA N.A. 6580 11,52 5821 84,8 39,42
GOROLKA 02-5s 6539 ns 11,40 5842 ns 84,8ns 39,03 ns
GOROLKA 0,-30s 6060 ns 11,53 5363 ns 84,6 ns 38,25ns
GOROLKA N;-5s 6120 ns 11,49 5418 ns 84,8ns 38,80 ns
GOROLKA N2-30s 6260 ns 11,42 5548 ns 84,7ns 39,02 ns
PRIMORKA  N.A. 6920 11,25 6143 81,5 39,96
PRIMORKA 0O;-5s 6213 ns 11,39 5507 ns 81,1 ns 40,17 ns
PRIMORKA 0:-30s 6567 ns 11,32 5825 ns 81,0ns 39,28 ns
PRIMORKA N:;-5s 6087 ns 11,39 5395 ns 81,1ns 39,51 ns
PRIMORKA N,-30s 6227 ns 11,40 5518 ns 80,9ns 40,03 ns

PRID.HA., svez pridelek zrnja na hektar; VLAGA., vlaga ob zetvi; PRID.SS., pridelek zrnja preracunan na suho snov; HL.,
hektolitrska teza; AM, absolutna masa zrnja.
N, ni statisti€no znacilne razlike v primerjavi s kontrolo.

Tabela 7. Podatki o agronomskih lastnostih psSenice v odvisnosti od sorte in postopka obdelave s
plazmo. Prikazana so povprecja ponovljena v stirih blokih. Podatki so statisticno obdelani z uporabo
TUKEY HSD testa (a =0.05), pri cemer smo primerjali s plazmo obdelane pSenice na kontrolo znotraj
posamezne sorte.

Rezultati analiz osnovnih kakovostnih parametrov pSenice so prikazani v Tabeli 8. Tudi tukaj ne
opazamo pomembnega vpliva obdelave s plazmo, razlike ki se prikazejo so na ravni naravne
variabilnosti. Razlike, ki so opazene ne vplivajo pomembno na doseZeno kakovost in s tem povezano
morebitno odkupno ceno zrnja.

SORTA PLAZEMSKA VSEBNOST VREDNOST VSEBNOST VSEBNOST
OBDELAVA BELJAKOVIN SEDIMENTACIJE SKROBA GLUTENA
kg (%) (kg) (kg/hl)

GOROLKA N.A. 12,10 39 70,05 26,09
GOROLKA 0,-5s 12,59 ns 42 ns 69,53 ns 27,49 ns
GOROLKA 0,-30s 11,77 ns 37 ns 70,38 ns 25,08 ns
GOROLKA N,-5s 12,01 ns 38 ns 70,05 ns 25,74 ns
GOROLKA N2-30s 12,09 ns 39 ns 69,99 ns 25,98 ns
PRIMORKA N.A. 12,24 40 68,86 25,92
PRIMORKA 0,-5s 11,48 ns 36 ns 69,73 ns 23,49 ns
PRIMORKA 0,-30s 12,02 ns 39 ns 69,01 ns 25,16 ns
PRIMORKA N2-5s 11,63 ns 37 ns 69,51 ns 24,22 ns
PRIMORKA N>,—30s 11,28 * 35 * 70,11 ns 23,13 ns

Ns, ni statisticno znacilne razlike v primerjavi s kontrolo.

Tabela 8. Podatki o kakovostnih parametrih pSenice v odvisnosti od sorte in postopka obdelave s
plazmo. Prikazana so povprecja ponovljena v Stirih blokih. Podatki so statisti¢no obdelani z uporabo
TUKEY HSD testa (o =0.05), pri ¢emer smo primerjali s plazmo obdelane pSenice na kontrolo znotraj
posamezne sorte.
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Rezultati poljskih poskusov v sezoni 2022/2023

V jeseni 2022 smo poljske poskuse nadaljevali z drugo generacijo plazemsko obdelane pSenice,
ki je bila obdelana v reaktorju v lasti podjetja Interkorn. S plazmo smo obdelali seme sort
Primorka in Gorolka, a so bili tretmani s plazmo drugacni od prejsnje sezone. Vsaka sorta je
bila izpostavljena plazmi pri moci 5 kW in 10 kW, spreminjala se je tudi hitrost potovanja
semena skozi reaktor (in s tem Casa obdelave), in sicer 12 %, 25 % in 50 % maksimalne hitrosti
naprave. V tej sezoni smo spremljali samo agronomski odziv ter kakovostne parametre v
odvisnosti od plazemske obdelave. Podatke prikazujemo v Tabeli 9. Vec-faktorska analiza
variance ni pokazala znaCilnega vpliva obdelave plazme na nobenega od opazovanih
parametrov.

Kljub odsotnosti statisticno znacilnih vplivov, pa se iz podatkov nakazuje, da je imela obdelava
sorte Gorolka s hitrostjo 12% ugoden vpliv na pridelek zrnja, ki je bil v povpredju veéji za 12 %. Pri
sorti Primorka tega nismo opazili, ampak je ugoden vpliv plazemske obdelave narascal s Casom
obdelave. Jakost obdelave ne kaze vpliva na nobenega od opazovanih parametrov.

IME PLAZEMSKA  PRID.SS HL AM BELJAK. SED. SKROB GLUTEN
SORTE OBDELAVA kg (kg/h) (2) (%) (ml) (%) (%)
GOROLKA N.A. 4044 794 40,7 11,5 35 68,7 27,2
GOROLKA 10 kW 12% 4519 790 398 11,6 34 68,6 26,7
GOROLKA 10 kW 25 % 4172 784 413 113 34 70,2 22,0
GOROLKA 10 kW 50 % 4198 78,7 412 114 34 69,2 23,7
GOROLKA  5kW 12% 4496 78,6 413 113 34 69,6 22,7
GOROLKA  5kW 25 % 4034 78,5 40,8 113 35 70,0 22,3
GOROLKA  5kW 50 % 4014 78,7 403 114 34 68,7 28.8
PRIMORKA N.A. 4196 703 40,3 10,11 30 683 19,7
PRIMORKA 10 kW 12% 4268 76,6 40,7 10,2 29 68,5 21,0
PRIMORKA 10 kW 25 % 4315 73,1 39,5 99 30 68,7 20,4
PRIMORKA 10 kW 50 % 4355 73 394 9,7 29 68,5 19,2
PRIMORKA  5kW 12% 4361 73,5 39,5 97 30 68,9 20,6
PRIMORKA 5kW 25 % 4285 73,5 41,0 10,0 31 69,3 20,3
PRIMORKA 5 kW 50 % 4566 734 39,1 97 30 69,2 18,5

PRID.SS., pridelek zrnja preracunan na suho snov; HL., hektolitrska teza; AM, absolutna masa zrnja; BELJAK., delez
beljakovin v zrnju; SED, vrednost sedimentacije; SKROB, delez skroba v zrnju; GLUTEN, delez glutena.
Ns, ni statisticno znacilne razlike v primerjavi s kontrolo.

Tabela 9. Podatki o kakovostnih parametrih psenice v odvisnosti od sorte in postopka obdelave s
plazmo. Prikazana so povprecja ponovijena v stirih blokih. Analiza variance ni pokazala prisotnosti
statisticno znacilnih razlik.

Glede na trenutno zbrane in obdelane podatke ne moremo trditi, da je plazemska obdelava
kakorkoli vplivala na razvoj in agronomsko ucinkovitost ekoloske pridelave dveh sort pSenice.
Kljub temu, da so laboratorijski preizkusi IJS nakazovali bistveno hitrejSo kaljivost in rast pri
plazemsko obdelani pSenici pri krajSih Casih obdelave. V poskusih v semenskem laboratoriju
KIS-a teh razlik nismo ugotovili. Tudi rezultati poljskega preizkusanja so skladni z
ugotovitvami semenskega laboratorija. Od kod te razlike med rezultati laboratorijskih poskusov
ni popolnoma jasno, a je za optimizacijo pogojev potrebno bolj natancno preuciti razlike v rasti
v laboratorijskem merilu in na prostem, ker je vecja razlika v pogojih (vlaznost, sestava prsti,
svetloba itd.). ManjSe razlike, a ne statisticno znacilne, se kazejo pri uporabi vecjega reaktorja,
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a zaradi drugaCnega odziva med preucevanima sortama ne moremo sklepati o kakrsnih
zakljuckih. Nakazuje se, da bi cas obdelave lahko imel potencialni vpliv na pSenico, a ker
opazamo med sortama razlike v odzivu, bi bilo smiselno identificirati razloge za te razlike, kar
bi pripomoglo k morebitnemu standandiziranju uporabe plazemskega tretiranja.

4.) Priprava smernic za optimizacijo parametrov plazemske obdelave semen in
izbranih pridelkov

Tekom raziskav narejenih po posameznih sklopih smo podali tudi najbolj optimalne pogoje
plazemske obdelave, ki smo jih opravili na laboratorijskem ali pilotnem plazemskem reaktorju.
Po posameznih sklopih raziskav smo dolocili vplive razli¢nih plazemskih in razelektritvenih
pogojev na obdelavo semen in izbranih pridelkov. V vsakem sklopu smo podali optimalne
pogoje obdelave, Zal pa so ti pogoji lahko mo¢no odvisni tako od vrste, kot tudi sorte semen ali
izbranih pridelkov. Najbolj smiselna se je pri naSih raziskavah izkazala uporaba plazme za
odstranjevanje mikotoksinov in gliv. Pri obeh metodah je je bila najbolj ucinkovita uporaba
nizkotlaéne plazme kisika. Casi obdelave in moé plazme pa so odvisni od vrste okuzb, kot tudi
od hrapavosti in barve povrsine. Tako so rezultati na ravnih modelnih povrSinah pokazali
popolno dekontaminacijo povrSine okuzene s toksini ze pri 3 s obdelave in nizki uporabljeni
moci plazme, kar pa v realnodsti nismo dosegli (na semenih koruze). Prav tako se je pri semenih
ajde, ki so temnejSe barve, termi¢ni vpliv plazme mocneje poznal, kot na svetlih semenih
pSenice, kar posledi¢no lahko vpliva na razgradnjo kontaminantov, kot tudi na poSkodbe semen
in zmanjSanje kaljivosti. V primeru, da se dekontaminacija semen uporablja za prehrano ljudi
in krmo zivali, vidik kaljivosti ni pomemben, vsekakor pa je v tem primeru potrebno preveriti
prehransko vrednost zivil. Prav tako je potrebno dodatno preuciti razpadne produkte
kontaminantov po obdelavi s plazmo in njihov mozen toksic¢en vpliv. Tekom projekta smo za
vsak cilj optimizirali pogoje plazme, kar je bil v nekaterih primerih velik izziv, saj je sama
optimizacija mo¢no odvisna od vrste, sorte, kot tudi morfologije, oblike in obc¢utljivosti semen
in izbranih poljs¢in ter vrste okuzb na povrsini. Po naSih ocenah je dekontaminacije in
odstranjevanja mikotoksinov s povrSine izbranih semen in polj$¢in z uporabo plinske plazme
perspektivno podrocje, ki lahko bistveno zmanjSa uporabo kemikalij v kmetijstvu. Poleg tega
je kljucen cilj projekta med drugim tudi postopno ukinjanje uporabe fungicidov v zadnjih
stopnjah prehrambne verige, predvsem pri pripravi zivil za pakiranje. Dolgoro¢ni cilj zdrave
prehrane je namreC nicta stopnja kontaminiranosti zivil na prodajnih policah za kar pa so
potrebne tudi nadaljnje $tudije moznih toksi¢nih vplivov razgradnje kontaminantov na povrsini
po plazemski obdelavi, kot tudi Studije prehranske vrednosti zivil.

Rezultati, zakljucki in priporocila naro¢niku

Vodilni drzavi na svetu na podrocju plazemskega kmetijstva sta Japonska in Koreja. Hribovitost
in prenaseljenost tudi priblizno ne omogocata zagotavljanja samooskrbe s hrano, zaradi cesar
obe drzavi pospeSeno razvijata alternativne nacine pridelave hrane. Uporaba plazemskih
tehnologij se je posebej uveljavila v hidroponiki in aeroponiki. Plazemska obdelava semen
zagotavlja hitro kaljivost, ¢eprav nasi poljski poskusi tega niso pokazali. Koreja je pred
desetletjem zacela izvajati nacionalni program plazemskih tehnologij v kmetijstvu in
prehrambni industriji, ki vsebuje tudi razvoj zabojnikov za prevoz in skladis¢enje sadja in
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zelenjave. Plazma v teh zabojnikih sluzi za preprecevanje Siritve okuzb (deluje germicidno)
kakor tudi prehitrega zorenja (razgrajuje etilen).

Slovenija nima celovite strategije na podrocju plazemskega kmetijstva, tekom nasih raziskav
pa smo v ospredje postavili kot potencialno zanimiv nacin plazemske dekontaminacije povrsin,
kot tudi uporaba plazme za odstranjevanje mikotoksinov, ki so prav tako zdravju skodljivi.
Plazemske tehnologije so bile prepoznane kot ena od klju¢nih omogocitvenih tehnologij v
programu S4 (Slovenska strategija pametne specializacije) in so pomembna horizontalna veja
StrateSkega razvojnega inovacijskega partnerstva (SRIP) v Tovarnah prihodnosti. V okviru
velikega projekt (Demo-piloti) je bil cilj izdelati demonstracija mobilne naprave za
razkuZzevanje semen. Razvita mobilna naprava, ki vsebuje nizkotlaten plazemski sistem,
omogoca hitro obdelavo semen koruze, pSenice in fizola. Tekom CRP projekta smo s
partnerjem Interkorn d.o.o. dodelali mobilni plazemski reaktor, da je omogocal izvedbo obdelav
semen v manjsih koli¢inah, ki so primerna za laboratorijsko analizo. Prav tako smo prisli do
pomembnih izsledkov, ki bodo pripomogli k optimizaciji pilotnega mobilnega sistema in s tem
vse blizji §irsi uporabi plazme za dekontaminacijo semen. Najvecji izziv smo v tem delu zaznali
pri potrebah po analizi degradacijskih produktov, ki lahko ostanejo na povrsini plazemsko
obdelanih semen, kot tudi pri analizah prehranske vrednosti tako obdelanih semen.

Tekom raziskav smo se dotaknili tudi podrocja biofortifikacije semen, kar je skupaj z u¢inkom
dekontaminacije, kot tudi preuc¢evanjem ucinkov plazme na prehransko vrednost lahko dodaten
doprinos. Sedem elementov (Zelezo (Fe), cink (Zn), magnezij (Mg), baker (Cu), kalcij (Ca),
selen (Se) in jod (I)) pogosto primanjkuje v prehrani ljudi, kar negativno vpliva na zdravje in
dobro pocutje ve¢ kot dveh milijard ljudi po vsem svetu (White et al., 2009). Velik napredek
pri zmanjSevanju podhranjenosti je bil doseZen pri povecanju koncentracij teh elementov v
uzitnih rastlinskih tkivih s postopkom biofortifikacije. Povecanje gostote elementov v pridelku
je mogoce doseci z agronomskimi praksami, namenjenimi povecanju fitorazpolozljivosti
pomanjkljivega elementa z gnojenjem tal ali s foliarno uporabo spojin, ki vsebujejo elemente,
kot tudi z zlahtnjenjem rastlin in/ali transgenskimi tehnikami za razvoj rastlin z boljSo
ucinkovitostjo uporabe elementov. Hitrost privzema ionov iz raztopine, ki se uporablja za
namakanje semen ali zrn, je odvisna od povrsine zrn, povrSinskih lastnosti, koncentracije ionov
v raztopini, temperature raztopine in ¢asa namakanja. Glede na to, da s plazemsko obdelavo
bistveno povecasmo hidrofilnost povrsin, jih najedkamo in pove¢amo vnost tekocin, lahko
plazemska obdelava predstavlja zanimiv potencial za doseganje biofortifikacije semen,
predvsem kalc¢kov. V Clanku Stari¢ et.al, 2023 smo se dotaknili tudi te tematike in raziskali
vpliv plazme na povecanje vsebnosti Zn v semenih ajde. Pokazalo se je, da je mozno povecati
koncentracijo Zn v kalckih navadne ajde z namakanjem zrn v ZnCl2. Vendar, kljub povecani
omocljiovosti zrn s hladno plazmo nismo uspeli povecati koncentracije Zn v tkivih zrn ali v
kalckih, opazili pa smo spremenjene interakcije s P, S, Cl in Mn v perikarpu, ki so bili
najverjetneje posledica kemi¢nih modifikacij povrSin s plazmo. Uporabnost predobdelave s
plazmo, ki ji sledi priprava zrn za biolosko obogatitev kalckov z Zn (ali drugimi bistvenimi
elementi, ki jih v prehrani pogosto primanjkuje), je smiselno nadalje raziskati, saj bi ta nacin
lahko pomembno vpliva na lastnosti zivil. Predvsem zanimiva je uporaba na kalckih, ki se vse
pogosteje uporabljajo v zdravi prehrani. Studije tudi kaZejo, da je ob rednem uZivanju biolosko
obogatenega izdelka mogoce opaziti merljive izboljSave zdravja in prehrane ljudi (Bouis et al.,
2017).
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