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1. UVOD

Jabuka sa svojim bogatim hranjivim sastojcima i niskom energetskom vrijednoséu
spada u najrasprostranjenije vrste voc¢a. Zbog znacajne koli¢ine vitamina, minerala, dijetalnih
vlakana povoljno djeluju na ljudsko zdravlje, te smanjuju rizik od mnogih bolesti. Svrstava se
u skupinu jezgricavog voca. Sjemenke su gorkog okusa, te su stoga nejestive. Plod jabuke je
¢vrstog i okruglog oblika, a pokozica dolazi u razli¢itim nijansama i bojama, §to prvenstveno
ovisi 0 sorti jabuka. Boja moze biti crvena, zelena, zuta ili kombinacija ovih boja. Sorte se
osim boje, razlikuju i po okusu, slatko¢i ili kiselosti i konzistenciji. Za pravilan razvoj ploda i
svih njegovih pozeljnih karakteristika, biljei su potrebni odredeni nutrijenti u odredeno
vrijeme u dovoljnoj koli¢ini. Obzirom da ponekad u tlu nema dovoljno mineralnih tvari
neophodnih za pravilan razvoj ploda, oni se mogu dodati. Kalcij i dusik su vazni radi
poboljsanja kvalitete voca i sprije¢avanju fizioloskih poremecaja, a mogu se dodati folijarnom

primjenom. Sve to moZe imati utjecaj izmedu ostalog i na aromu ploda.

Aroma je jedna od najvaznijih karakteristika jabuka, te obi¢no ima odluc¢ujucu ulogu
kod potrosaca u odredivanju kvalitete i poZeljnosti ploda stoga je potrebno tijekom rasta ploda
poduzeti odgovaraju¢e mjere kako bi doSlo do razvoja karakteristicne arome. Nadalje,
identifikacija pojedinih aromatskih spojeva je vrlo vazna, kako bi se odredili spojevi
karakteristi¢éni za okus pojedine sorte jabuke. Identifikacija spojeva se najceSce provodi

upotrebom plinske kromatografije i masene spektrometrije.

Cilj rada je bio istraziti kako folijarna primjena kalcija i dusika, te skladistenje utjece

na aromatski sastav jabuke sorte 'Discovery'.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JABUKA

Rod jabuke, Malus, pripada potporodici Pomoideae porodice Rosaceae. Postoji vise
od 30 osnovnih vrsta jabuke i ve¢ina se moze lako hibridizirati (Korban 1986, Way i
sur.,1991). Njezin primarni divlji predak je Malus Sieversii (slika 1) koji je smjeSten na
granici zapadne Kine i bivSeg Sovjetskog Saveza. Kultivaciju jabuka su prakticirali stari Grci

i Rimljani, te kao rezultat njihovih putovanja i osvajanja, prosirile su se Europom i Azijom.

|

Slika 1. Malus Sieversii (Anonymous 1.)

Danas se jabuke uzgajaju diljem svijeta. lzuzetno su prilagodljivo voc¢e. Dobro se
prilagodavaju razli¢itim temperaturnim podru¢jima, od ekstremno hladnih kao $to su Sibir 1
Juzna Kina do puno toplijih podrucja poput Kolumbije i Indonezije. Mogu se konzumirati
svjeze odmah nakon berbe ili nakon skladistenja ¢ak i do godine dana, ako se skladiste u
kontroliranoj atmosferi. Mogu se preraditi u sok, pire, kompot, Zelirane proizvode, moze se
susiti te koristiti u pitama, tortama 1 kola¢ima. Sok se moze konzumirati svjez, a moze se dalje

preradivati alkoholnom fermentacijom u vino i dalje octenom fermentacijom u ocat.



Prema zadnjim podacima iz 2012. godine najveci proizvodac jabuka na svijetu je Kina
sa 37 000 000 tona godisnje, zatim slijede Sjedinjene Americke Drzave sa 4 000 000 tona.
Najvec¢i proizvodaci u Europi su Turska i1 Poljska sa pribliznom proizvodnjom od 3 000 000
tona godiSnje. U 2013. godini u Europi najviSe su se proizvodile jabuke sorte '‘Golden
Delicious', zatim 'Gala’, 'ldared’, 'Red Delicious', 'Jonagold'. (WAPA, 2015).

Hrvatska je u 2014. godini imala proizvodnju jabuka od 96 703 tone (DZS, 2015).
Prema statistiCkim podacima iz 2012. godine u Hrvatskoj najzastupljenije sorte jabuka su
'Idared’, 'Golden Delicious', 'Golden Spur’, ‘Jonagold’, '‘Granny Smith', 'Gala’, 'Florina
‘Braeburn’. (DZS, 2015)

2.1.1. KEMIJSKI SASTAV JABUKE

Jabuke su prirodan izvor Secera i prehrambenih vlakana (od kojih su 80% topljivi),
razli¢itih minerala 1 vitamina. SvjeZe konzumirane jabuke sadrZze malo masti 1 kolesterola 1

sadrze manje od 100 kalorija .

Postoje razlike unutar kemijskog sastava pojedinih jabuka s obzirom na sortu, zrelost,
podrucje rasta, agronomske i okoliSne uvjete. Jabuke sadrze otprilike: 85% vode, 14%
ugljikohidrata, 2.4% dijetetska vlakna, 0.3% proteina, 0.20% lipida (tablica 1). Otprilike 75%
ugljikohidrata u jabukama su Seceri, fruktoza (otprilike 6%), glukoza (2.4%) i saharoza
(2.0%). Secerni alkohol, sorbitol (0.2%) je takoder prisutan. Prevladava jabuéna kiselina (0.3-

1-0%). Sorte, zrelost 1 okoli$ni uvjeti tijekom rasta 1 skladiStenja utjecu na kiselost jabuka.

Tablica 1. Kemijski sastav svjeze jabuke (USDA National Nutrient Database)

Sastojak Udiou 100 g
voda 85.56 ¢
proteini 0.26 ¢

lipidi 0.17 ¢

pepeo 0.19¢
ukupni ugljikohidrati 1381¢g
saharoza 2.07¢g
glukoza 243¢g




fruktoza 59049
Skrob 0.05¢
dijetetska vlakna 2.40 g
kalcij 6.00 mg
zeljezo 0.12 mg
magnezij 5.0 mg
fosfor 11.0 mg
kalij 107 mg
natrij 1.0 mg
vitamin C 4.60 mg
vitamin A 54.0 IU
kalorije 52.0 Kcal

2.1.2. SORTA 'DISCOVERY"

Discovery (slika 2) je najpoznatija rana sorta jabuka iz Engleske. Za Discovery se
Cesto smatra da je vrlo stara sorta, ali nastala je u kasnim 1940-ima u Langhamu, Essex od
sjemena Worcester Pearmain. Discovery je dakle sjemenjaca Worcester Pearmaina, sorti ranih
jabuka iz 19. stolje¢a odakle potjeCe crvena boja jabuka. Dostupna je krajem kolovoza i

pocetkom rujna.

Slika 2. Sorta 'Discovery' (Anonymous 2)



Po okusu se ne istie previse od kasnih sorti. Okus je vise kiselkast nego sladak.
Poneke jabuke mogu imati okus po jagodama, iako je ta karakteristika varijabilna. Worcester
Pearmain je vjerovatno izvor okusa po jagodama, koji je pronaden jo$ u nekim sortama poput
Katy, koja je po izgledu takoder slicna Discovery sorti, ali ima jac¢i okus i dolazi kasnije u
sezoni. Jabuke su zuto — zelene boje, obi¢no sa tamno crvenim slojevima koji nastaju od
suncevih zraka. Zanimljiva karakteristika Discovery jabuka je da ponekad crvena boja moze

procuriti u mezokarp ploda (slika 3).

Slika 3. Crvena boja mezokarpa jabuke (Anonymous 3)



2.2. MINERALNA PRIHRANA

Biljke se uzgajaju na podlogama koje sadrze optimalne koli¢ine svih elemenata za rast
i razvoj biljke, poput esencijalnih minerala, duSika, fosfora, ugljikohidrata i vitamina

(Ramawat i Mathur, 2007).

Mineralna ishrana biljaka je veoma vazna zbog odlucujuéeg utjecaja kojeg ima na
kvalitetu plodova i prinos. Mineralne nutrijente, potrebne za rast i razvoj biljke, dijele se na
makronutrijente (dusik, fosfor, kalcij, kalij, sumpor, magnezij) i mikronutrijente (zeljezo,

mangan, cink, bakar, bor, molibden, klor, nikal).

Parameteri unutarnje kvalitete (sadrzaj Secera i kiseline ) i parametri vanjske kvalitete
(boja,oblik, ¢vrstoca, stadij razvoja ploda) su usko povezani sa makronutrijentima (Marcelle,
1995; Tagliavini i sur., 2000; Neilsen i sur., 2000).

Voce prima nutrijente pomocu ksilema u korijenju i remobilizacijom iz liS¢a i drvenih
dijelova (Tagliavini i sur.,2000). U odredenom periodu stablo vocke zahtjeva znacajno veéu
koli¢inu nutrijenata od one dostupne u tlu. Ta opskrba moze biti otezana deficitom vode ili
viskom vode. Nedostatak specifiénih nutrijenata, zbog slabe apsorpcije iz tla, moze se
nadomjestiti folijarnom fertilizacijom. Ona podrazumijeva prskanje lis¢a i stabla hranjivim

tvarima, koji se onda apsorbiraju u stanice.

U vocénjacima folijarna primjena kalcija je poprilicno vazna kada je rezim vode
nepovoljan, jer utjeCe na polozaj vode u stanici 1 regulira ravnotezu stani¢ne tekucine,
doprinosi izjednacavanju elektrostatskog potencijala vode i omogucuje rast i diobu stanica.
Razvoj fizioloskih promjena i bolesti tokom skladistenja jabuka, povezano je manjim
sadrzajem Ca i ve¢im sadrzajem N, P, K i Mg u vo¢u (Glenn i Poovaiah, 1985; Raese i Staiff,
1990).



2.2.1. DUSIK

Dusik je makroelement koji je biljci potreban u najvecoj koli¢ini. Ima glavnu ulogu u
biljnom metabolizmu kao sastavni dio proteina, nukleinskih kiselina, klorofila, koenzima,

fitohormona i sekundarnih metabolita.

Dusik u tlu postoji u obliku amonijeva iona NHy4" i nitratnog iona NOs". Nakon
uzimanja amonijaka ili nitrata iz tla, dusik se asimilira u aminokiseline u korijenu ili izdanku
biljke (Marschner, 2012). Najvise nitrita se reducira u aminokiseline u listu biljke. Nastale
aminokiseline zatim se mogu vratiti u korijen ili druge organe biljke preko floema (slika 4).
Dostupnost dusikovih izvora u tlu ovise o svojstvima tla kao $to su tekstura, pH, vlaga i

mikrobioloska aktivnost (Robinson, 1994 ).

LEAVES
COs + HO > Sugars

— -+
NO5 —» NH4 —® Amino acids —» Proteins

T 1 i 1

NO3 NHI Amino Sugars
acids Amino acids
XYLEM PHLOEM
ROOTS
NO5Z — NH7 — Amino acids -——+ Proteins
Free space
&
— -+ Scoil sclution
NO NH 4

Slika 4. Prikaz unosa dusika i redukcije, te nastajanja proteina u biljkama

Kako bi djelovanje duSika bilo Sto djelotvornije, tlo treba sadrzavati i druge elemente u
odredenoj koncentraciji, kao $to su fosfor, kalij, kalcij, magnezij. Ukoliko ovi elemnti nisu u
skladnom omjeru dolazi do raznih poremecaja u ishrani. Smatra se da tla koja sadrze 0.05-
0.08% dusika nisu zadovoljavajuca, dok tla koja sadrze 0.2 % duSika su zadovoljavajuca

(Soski¢, 2008).



2.2.1.1. UTJECAJ DUSIKA NA RAST I RAZVITAK PLODA

Nedostatak dusika u tlu odrazava se nepovoljno na cjelokupno stanje vocke, na njen
vegetativni 1 reprodukcijski razvitak. Najuocljiviji simptomi nedostatka dusika su usporeni
rast mladice, koja je tanka i slabo razvijena, zatim sitno i blijedo zeleni listovi, nedovoljno
zametanje plodova, tvrdi plodovi, slatki i jace obojeni. U pocetnoj fazi razvoja ploda otpadaju
kad dostignu veli¢inu ljeSnjaka (kod jabuke i kruSke). Zbog nedostatka duSika moze se
pojaviti prijevremeno otpadanje lis¢a i smanjenje povrsine lista. Kada kod vocke prevladavju
kratke grane sa mnostvo rodnih pupoljaka, znaci da tlo oskudjeva u dusiku i kaliju. Ako u tlu
ima puno dusSika,njegov utjecaj na vocku je visestruko nepovoljan. Vocke su previse
bujne,lis¢e je modrozeleno, plodovi oskudjevaju u Seéeru,povecava se osjetljivost prema
raznim bolestima i StetoCinama itd. Produzuje se sazrijevanje plodova i smanjuje im Se

trajnost ( Soskovi¢, 2008).

Dusik u vocu negativno utjeCe na CEvrstocu, postotak suhe tvari, refraktometrijski
indeks, sadrzaj topljivih Secera i kiseline (Marcelle, 1995). Suvisak dusika uzrokuje lo$ razvoj

boje pokozice (Tagliavini i sur., 2000).

Iako prekomjerena gnojidba vodi do povecanje mase ploda (Hansen, 1980; El-Gazzar,
2000; Gosh et al., 2004), optimalna opskrba dusikom je od velike vaznosti kako bi se izbjegli
negativni efekti poput loSe kvalitete voca (Marsh i sur.,1996) i sposobnost skladistenja ( Tahir
i sur.,2007) i sprijecili utjecaj na okoli$ kao $to je zagadenje podzenih voda (Sanchez i sur.,
2003).

Jabuka pruza izvrstan primjer kako boja reagira na razli¢itu razinu duSikove ishrane.
Velik broj eksperimentalnih dokaza ukazuje da razvoj crvene i zute boje pokozice ukazuje
koliko je jak odnos razine dusika u drvetu u vrijeme zrenja. Razina dusSika u stablu jabuke

najvise utjeCe na razvoj boje ploda u periodu dva ili tri mjeseca prije branja.



2.2.2. KALCIJ

Kalcij ima mnogobrojne uloge u tlu, biljkama i mikroflori. Kalcij utje¢e na kemijska i
fizioloska svojstva tla, odrzava strukturu i funkciju stanicne membrane, i direktno je

ukljucena kao sekundarni glasnik u stanici (Lal, 2006).

Kalcij se u tlu pojavljuje u obliku kalcita ( CaCOs3 ) ili dolomita [ CaMg(COs);]
(Mengel, 2001). Smatra se da tlo koje sadrzi 9 mg kalcija na 100 g zemlje nije dovoljno
opskrbljeno; ako ga ima od 9-18 mg onda je srednje opsrkbljeno,a preko 15 mg je potpuno

osigurano (Soski¢, 2008).

Nedostatak kalcija u tlu je rijedak u prirodi, ali se moze pojaviti na tlima s visokom
kiselos¢u i niskom zasi¢enosti. Manjak kalcija u biljkama je posljedica i loSeg kretanja kalcija
u dijelove biljke iznad tla, poput ploda ili sjemenki i zahvaljuju¢i magneziju i aluminiju,koji

mogu potiskivati unos kalcija u biljku (Lal, 2006).

Tretmani kalcijem predstavljaju sigurnu i uc¢inkovitu metodu za povecanje kvalitete i
trajnosti za mnoge vrste voca, jer smanjuju kvarenje,mekSanje ploda i proizvodnju etilena
nakon branja. Kalcij se moze primjeniti kao tretman prije branja u sustavu za navodnjavanje
ili prskanjem stabla, otopinama kalcija, iako je najudinkovitije kada se kalcij primjenjuje
direktno na povrSinu ploda (Kadir, 2004). Kalcij se moze primjeniti 1 kao tretman poslije

branja, uranjanjem plodova u otopinu kalcijevih soli ili vakuumskom infiltracijom.

Velike koli¢ine dusikovih i kalijevih folijarnih primjena, nepravilno orezivanje,
dugotrajna upotreba herbicida, temperaturni stres takoder mogu smanjiti koncentraciju kalcija

u plodu.

Kalcij je netoksi¢an mineralni element, ¢ak i u visokim koncentracijama, i veoma je

uc¢inkovit u detoksikaciji visokih koncentracija drugih mineralnih elemenata u biljci.



2.2.2.1. UTJECAJ KALCIJA NA RAST I RAZVITAK PLODA

Manja koncentracija kalcija u jabuci uzrokuje fizioloske poremecéaje poput gorkih
pjega, unutarnjih kvarenja, tamne palezi kozice (Centkowski i Tomala,2000; Dris 1 sur.,1998),
truljenja ploda zbog djelovanja patogenih mikoorganizama (Biggs i sur.,1993). Jabuke

deficitarne kalcijem dozrijevaju ranije i gube na masi tijekom skladistenja.

Kako bi skladiStenje jabuka bilo §to ucinkovitije, vazno je proizvoditi jabuke s
visokom koncentracijom kalcija. Optimalna koli¢ina kalcija je razliita za pojedine sorte.
Zadovoljavajuci omjer je 45-60 mg kalcija/kg svjezeg voca (Dris i sur., 1998; Johnson,1980).
Kalcij poveéava &vrstoéu ploda, te utje¢e na zelenu boju jabuka. Sto je jabuka bogatija

kalcijem, to ¢e jabuka biti zelenija.

Kalcij moZze djelovati negativno u ve¢im koli¢inama. MozZe do¢i do pojavljivanja
Zutice, onemogucavanja uzimanja elemenata poput magnezija, kalija, Zeljeza, mangana, bora

&iji nedostatak gore utjee na vocke, nego nedostatak kalcija (Soskié, 2008).

2.3. AROMA

Aroma voca je kompleksna smjesa velikog broja spojeva koji doprinose ukupnoj
senzorskoj kakvoci ploda specifi¢ne vrte i sorte (Sanz i sur., 1997). Kemijski gledano, aromu
voca ¢ine hlapljivi spojevi odgovorni za miris, i nehlapljivi spojevi odgovorni za okusni

dozivljaj voca (Pozderovi¢, 1984).

Hlapljivi spojevi mogu se Klasificirati kao primarni ili sekundarni spojevi. Primarni
spojevi su prisutni u netaknutom tkivu voca, dok sekundarni nastaju kao posljedica oStecenja
tkiva. Hlapljivi profili vo¢a su kompleksni 1 ovisni SU o sorti, zrelosti, okoliSnim uvjetima
prije i poslije branja, uzorku vocéa (u slucaju ako je osteCeno voce, u komadi¢ima ili

homogenizirano) i metodama analize.
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Koli¢ina hlapljivih tvari u hrani je izuzetno niska (otprilike 10-15 mg/kg) (Belitz,
Grosch, Schieberle, 2009). Porast hlapljivih spojeva u veéini voca je dobar pokazatel]

dozrijevanja ploda, a karakteristi¢na aroma se razvije tek po zavrSetku faze zrenja.

U vocu, spojevi arome se nalaze u vakuolama smjeStenim na odredenim mjestima
unutar ploda. Tako se kod jabuka i krusaka aromati¢ni sastojci nalaze u pokozici, dok kod
citrusa u kori. Nosa¢i aromatskih sastojaka su razni lipidi, voskovi i pektinske tvari, a
metabolizmom stvoren etanol i voda su dobri otapaju¢i spojevi za aromaticne sastojke.

Spojevi arome se najcesce oslobadaju tijekom naruSavanja stanice.

2.3.1. KARAKTERISTICNI AROMATSKI SPOJEVI
JABUKE

Aromatski profil jabuke ¢ini preko 350 hlapljivih spojeva, iako se samo njih par istice
u tipi¢noj aromi jabuke (Dixon i Hewett, 2000; Fuhrmann i Grosch,2002). Ti spojevi
ukljuCuju estere, alkohole, aldehide, ketone i seskviterpene (Song i Fourney, 2008).
Kwvalitativno i kvantitativno najvazniji hlapljivi spojevi u jabuci su esteri. Doprinose vise od

80 % vaznim aromatskim spojevima jabuke (Altisent i sur.,2009).
Sinteza hlapljivih spojeva u jabuci dijeli se prema:

1. wrsti i koli¢ini estera i alkohola (Dirinick i Schamp,1989; Paillard, 1990)
2. uzorku proizvodnje arome (Dirinick i Schamp,1989)

3. boji koze (Paillard,1979)

4. C6 aldehidima (Paillard, 1990).

Ester tipovi sorti kategoriziraju se prema tipu estera na: acetat ester tip (‘Golden
Delicious', 'Calville Blanc"), butanoat ester tip ('‘Belle de Boskoop', 'Canada Blanc', 'Richard"),
propanoat ester tip (‘Reinette du Mans', 'Richared’, 'Starking’) (Paillard,1990). Za zuto
obojene sorte utvrdeno je da uglavnom proizvode estere octene kiseline,a crveno obojene
sorte uglavnom estere maslaéne kiseline (Paillard,1979). Visoke koncentracije heksil acetata
I butil acetata karakteriziraju 'Cox's Orange Pippin', 'Elstar', '‘Golden Delicious' i 'Jonagold’

jabuke.
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Alkoholne sorte jabuka 'Granny Smith', 'Nico’, 'Paulared’ i 'Summerred' karakteriziraju visoke
koncentracije etil butanoata i heksan-1-ola. Koncentracije C6 aldehida u 'Cox's Orange
Pippin' i 'Jonathan’ jabukama je 4-5 puta veéa nego od koncetracije heksanala u 'Golden
Delicious' jabukama i 100 puta veca od trans-2-heksanala (Paillard,1990). Na trziStu su
pozeljnije sorte sa naglaSenom aromom estera, za razliku od alkoholnih sorti (Ulrich i
sur.,2009).

Dunemann i sur. su proveli istrazivanje na vise od 100 razli¢itih sorti jabuka, kojima
su odredili hlapljive profile s plinskom kromatografijom-masenom spektrometrijom. Esteri
butil acetat, heksil acetat i 2-metil-butil acetat, najvazniji hlapljivi spojevi zbog velikog
aromatskog ucinka, su ekstrahirani u velikim koli¢inama u vecini sorti jabuka. Pentil acetat je
bio manje izraZzen. Rezultati se slazu s ostalim istrazivanjima, u kojima je takoder istaknuta
vaznost ova tri estera. Schaffer i sur. (2007) su izmjerili visoke koncetracije istih estera poslije
izlaganja 'Royal Gala' jabuka etilenu, pri ¢emu su butil acetat i heksil acetat bili glavni

spojevi.

Hlapljivi spojevi imaju razli¢it doprinos organoleptickim karakteristikama jabuka. U
'‘Golden Delicious' jabukama prisutnost butanola i heksanola je povezana s okusom slatkoce,
acetaldehid i trans-2-heksanal sa bockavom kiselo$¢u, etil butirat i etil 2-metilbutirat s vo¢nim
okusom i heksil acetat sa slatkim-vo¢nim mirisom. Ostali spojevi poput propila, butila, pentil
acetata ili butil butirata ne pridonose nijednom specificnom karakteru, ali njihovo odsustvo

negativno utjece na aromu (Visai, 1993).

Hlapljive komponente koje bi mogle uzrokovat neugodnu aromu u jabukama su:
acetaldehid (pikantnost ), trans-2-heksanal i butil propionat (gorak okus) , 3-metilbutil butirat

i butil 3-metilbutirat (pokvareni okus).

2.3.2. BIOSINTEZA AROMATSKIH SPOJEVA

Tvari arome vocéa i povra sintetiziraju se iz osnovnih nutrijenata kao S§to su
ugljikohidrati, posebice monosaharidi i disaharidi; proteina, osobito slobodnih aminokiselina;
i lipida, triglicerida ili njihovih derivata; kao i vitamina i minerala (slika 5). Ovi nutrijenti su
proizvedeni fotosintetskim i1 drugim povezanim metabolickim procesima u biljci. Pocetak

12



formiranja arome voca i povréa pocinje kada nekoliko ¢imbenika okolisa, poput klime, tla,
makro- i mikronutrijenata utje¢u na njihovu fotosintezu i pravilan razvoj karakteristicne

arome (Salunkhe, 2009).

Hidrokarboni ¢— Izoprenske jedinice =~ $————— _ Acelat  ——  Kratki i srednji lanci Odgovarajuéi aldchidi
(terpeni) I masnih kiselina esteti i ketoni

Piruvat s s
oksidacija

I glikoliza

C, alkohol
fenoli
pektini

Ce—Cs Aromatiéne
spojevi amino kiseline Zasi¢ene masne
kiseline
Amino kiseline Nezasiéene masne kiseline

transaminaze / \
isell Amino kiseline koje sadrze S lipoksidaze
Keto kiseline
dekarboksilacij N
silacija redukeija \ Aldehidi

Aldehidi i ketoni i ;
Spojevi sa 8 (sulfidi, merkaptani, tiofeni,
tiazoli, pirazini, izotiocijanati)

Slika 5.Sinteza hlapljivih aromati¢nih spojeva u vocu i povréu

Masne kiseline

Glavni prekursori hlapljivih spojeva arome u vecini vo¢a su masne kiseline (Sanz 1
sur.,1997). Biosintetski put ukljucuje B-oksidaciju, hidroksikiselinsko cijepanje koje vodi do
laktona, i lipoksigenazu koja tvori aldehide, ketone, kiseline, alkohole, laktone i estere iz
lipida ( Heath i Reineccius, 1986). U neoSteCenom vocu hlapljivi spojevi arome tvore se
biosintetskim putem B-oksidacije, a u oSte¢enom tkivu voca hlapljivi spojevi tvore se putem
lipoksigenaze (Schreier, 1984). Karakteristicni okus i aroma jabuke se razvijaju tijekom
zrenja, nakon berbe. Sto su jabuke zrelije, to je sinteza lipida i propusnost membrana veca,

isto kao 1 aktivnost lipoksigenaze u oSte¢enom tkivu zrelog voca.

B-oksidacija masnih kiselina je primarni biosintetski put koji osigurava alkohole i acil
koenzim A (CoA) za sintezu estera (Sanz i sur.,1997). Masne kiseline acil-CoA derivata se
prevode u krace lance acil-CoA gubeéi po dva ugljika u svakom krugu B-oksidacije, uz

prisustvo flavin adenin dinukleotida (FAD), nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) i slobodni
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CoA. Acil CoA reduktaza reducira acil CoA u aldehide, koji se zatim reduciraju u alkohol
pomocu alkohol dehidrogenaze (ADH). Alkohol acil CoA transferaza (AAT) koristi alkohol

za proizvodnju estera.

Kada je vo¢e homogenizirano, linolna i linolenska kiselina su oksidirane u razlicite C6
i C9 aldehide. Ovi hlapljivi spojevi dosezu maksimalnu koncentraciju u prvih 10-30 min
poslije homogenizacije. Takvi C6 aldehidi su odgovorni za ‘zelene’ mirisne note
(Hatanaka,1993). U neoSte¢enom vocu, enzimi biosintetskog puta lipoksigenaze i njihov
supstrat imaju razli¢ite subcelularne lokacije, sprijeCavaju¢i formiranje hlapljvih spojeva
(Sanz 1 sur.,1997). Biosintetski put lipoksigenaze moze osigurati supstrate za proizvodnju
estera, npr. tretiranjem 'Golden Delicious' jabuka s heksanalom i parom heksanske kiseline,
poveca se koncentracija heksila, butila 1 etil estera (De Pooter i sur.,1983). Da je put

lipoksigenaze aktivan tijekom zrenja, predstavljao bi alternativu B-oksidaciji masnih kiselina.
Aminokiseline

Metabolizmom aminokiselina valina, leucina, izoleucina, alanina i asparaginske
kiseline mogu se proizvesti alkoholi sa razgranatim lancem, esteri i karbonili (Heath i
Reineccius, 1986; Sanz i sur.,1997). Razli¢ite koncentracije slobodnih aminokiselina uzrokuju

razlic¢ite koncentracije razgranatih lanaca hlapljvih spojeva u vocu.

Za izoleucin se smatra da je biosintetski prekursor 2-metil butanske kiseline i njezinih
estera u jabukama (Paillard, 1990). Deuterirani izoleucin se metabolizira u 2-metil butan-1-ol
I u 2-metil butil 1 2-metil-2-butenil ester u 'Red Delicious' jabukama, dok se etil-2-metil
butanoat proizvodi gotovo isklju¢ivo u 'Granny Smith' jabukama (Rowan i sur.,1996). U 'Red
Delicious', 'Fuji', 'Granny Smith' jabukama su razli¢iti omjeri pretvorbe aminokiselina u
hlapljive spojeve, posebice u metabolizmu leucina 1 izoleucina. To sugerira da razlicita
enzimska aktivnost 1 selektivnost, viSe nego dostupnost supstrata za put degradacije
aminokiselina, odreduju koncentraciju razgranatih lanaca estera za svaku sortu (Rowan i
sur.,1997).

Aldehidi

Pretvorba aldehida do alkohola uklju¢uje ADH koja katalizira oksidaciju alkohola i
redukciju aldehida sa NAD i NADH kao kofaktore. Alkohol dehidorgenaza iz 'Cox's Orange
Pippin' jabuka ima optimalnu aktivnost pri pH 5.5-6.0 kod redukcije acetaldehida i pH 7.0-

10.0 kada okisidira etanol. Ima 13-puta ve¢i afinitet za acetaldehid nego za etanol u jabukama
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(Bartley i Hindley,1980). lako je ADH u jabukama aktivniji na Sirokom rasponu aldehida,
afinitet supstrata za spojeve duze od C2 ugljikove lance aldehida i alkohola je veci nego za

ravne lance, nego za razgranate lance spojeva.

Esteri

Proizvodnja estera u voénom tkivu je rezultat esterifikacije alkohola, karboksilne
kiseline i acil-CoA u oksidativnim reakcijama (Drawert i Berger, 1983). Optimalna
temperatura za maksimalnu aktivnost je 30 °C, pH raspon je 7-7.8, sulfidril grupe su
neophodne za aktivnost. Aktivnost je povezana sa metabolizmom lipida. Jabuke izlozene
atmosferi koja sadrzi alkohole niske molekulske mase, imaju poveé¢anu koncentraciju estera s

odgovarajuc¢im alkoholnim dijelom (Berger 1995).

2.3.3. UTJECAJ MINERALNE PRIHRANE NA TVARI
AROME

Iako su prijasnja istrazivanja povezivala smanjenu primjenu dusikove fertilizacije sa
slabom kvalitetom okusa jabuke (Fellman, Miller, Mattinson i Mattheis, 1964), novija
istrazivanja ukazuju da duSikova fertilizacija jabuka ima mali ili skoro nikakav utjecaj na
sintezu aromatskih spojeva (Fellman, Miller, Mattinson i Mattheis, 2000). Razgranate
aminokiseline su prekursori za sintezu razgranatih estera, koji su vazni aromatski spojevi u
jabuci. Folijjarna primjena vece koncentracije duSika nije utjecala na prekursore

aminokiselina, niti na samu sintezu aromatskih spojeva (Fellman i sur,2000).

Provedeno istrazivanje na rizling vinima je pokazalo da koncentracija vecina estera
proporcionalno raste s koli¢inom dusika, unesenog putem fertilzacije. Koncentracije etil
heksanoata, etil oktanoata i etil dekanoata su se dvostruko povecale s povecanom koli¢inom
dusikove fertilizacije, dok se koncentracija dietil sukcinata smanjila se s pove¢anom
koncentracijom duSika. Jedini ester na kojeg nije djelovao dusik je dodecil acetat (Edwards,

1993).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U eksperimentalnom dijelu rada koristena je sorta jabuke 'Disocovery' uzgojena u
Norveskoj. Jabuke su uz normalnu gnojidbu bile dodatno folijarno prihranjivane
kombinacijom dusika i kalcija. Doza kombinacije duSika i kalcija za jednu aplikaciju je
iznosila 3 kg, odnosno 2,5 kg/Ha tla. Po jedinici povrsine (Ha=10 000 m?) je ukupno
primijenjeno 18 kg dusika u obliku uree i 15 kg kalcija u obliku CaCl,. Jabuke su ubrane 13.
rujna 2012. godine te ¢uvane u normalnoj atmosferi pri 1°C na tri mjeseca. Prvi dio analize

proveden je prije, dok drugi po zavrsetku skladistenja.

3.2 METODE RADA

3.2.1. PRIPREMA UZORAKA

Pokozica i mesnati dio ploda su usitnjeni i pohranjeni u metafosfornu kiselinu (MPA)
u epruvetama za centrifugu volumena 50 ml. U epruvetama je bilo 10 g usitnjenog uzorka
jabuke i 10 g metafosforne kiseline (MPA). Tijekom transporta uzorci su bili pohranjeni u
suhom ledu, zatim skladiStenu u hladnjaci na -20°C. Uzorci su prije analize jo§ dodatno bili
usitnjeni ultratureksom (Ultra-Turrax T25, Njemacka).

Na uzorcima jabuke je odredivan sastav aromatskih spojeva.

3.2.2. ODREDIVANJE HLAPLJIVIH SPOJEVA HS-
SPME/GC-MS METODOM

Princip odredivanja

HS-SPME (Headspace solid-phase microextraction), tj. mikroekstrakcija vr$nih para na
¢vrstoj fazi je jednostavna 1 brza metoda za izolaciju hlapljivih 1 nehlapljivih spojeva, koja ne

koristi otapalo. Metoda kombinira ekstrakciju, koncentriranje i direktan prijenos apsorbiranih
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spojeva do injektora plinskog kromatografa (Bart, 2006). Uzorak s hlapljivim spojevima stavi
se u staklenu bocicu, te se zatvori s odgovaraju¢im ¢epom sa septumom. SPME igla se uvodi
kroz septum,a vlakno prolazi kroz iglu. Vlakno je izloZeno fazi pare koja se nalazi iznad
tekuceg uzorka. Preko vlakna se vrsi ekstrakcija. Nakon odredenog vremena ekstrakcije,
vlakno se povuce u iglu, te se igla ukloni iz bocice i direktno uklju¢i u injektor plinskog
kromatografa. Desorpcija spojeva iz ovojnice vlakna se provodi zagrijavanjem vlakna u

injektoru plinskog kromatografa.

HS-SPME tehnika u kombinaciji sa plinskom kromatografijom uz masenu detekciju (GC-MS)
ili plinskom kromatografijom s plameno-ionizacijskim detektorom (GC-FID) su prikladni za
ekstrakciju hlapljivih spojeva u teku¢im uzorcima. Plinski kromatograf (GC) se Koristi za
separaciju komponenti, a maseni spektrometar (MS) za detekciju i identifikaciju spojeva.
Maseni spektrometar injektirani materijal ionizira u visokom vakuumu, pokreée i usmjerava
ione prema detektoru, koji skuplja i mjeri koli¢ine svakog prikupljenog iona (McMaster,
2008).

Aparatura i pribor

1. Filter papir

2. Lijevak za filtriranje

3. Epruvete za centrifugu — volumena 25 ml

4. Pipete — volumena 1-100 pL, 1-5 mL

5. Staklene bocice

6. Odmijerne tikvice — volumena 50 mL

7. Analiticka vaga — Mettler Toledo, Svicarska
8. Vorteks — Mini Vortex (SAD)

9. HS-SPME/ GC-MS

Reagensi

1. Etil heptanoat (interni standard)

2. Destilirana voda
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Priprema uzorka

Za pripremu internog standarda koristi se 4.9 mg etil heptanoata i 50 mL destilirane vode u
odmjernoj tikvici. Uzorci jabuke se filtriraju preko filter papira u epruvete za centrifugiranje.

Otpipetira se 5 mL filtrata i 5 pL internog standarda etil heptanoata u staklenu bocicu.

Postupak odredivanja plinskom kromatografijom

Ekstrakcija hlapljivih spojeva se izvodi pomoc¢u mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi
(SPME, Stable Flex, Supelco), vlakna su oblozena sa Carboxen/polidimetilsiloksan
sorbensom (1 cm, 85 um debljine, Supelco, Bellefonte, PA). Analiza je provedena na GC
7890A plinskom kromatografu (Agilent Technologies, CA, SAD) opremljenim sa MPS2
visenamjenskim autosamplerom (Gerstel GmbH, Miilheim an der Ruhr, Njemacka) i 5975C
masenim spektrometrom (Agilent Technologies). Uzorci bocice su postavljeni u toplinskom
modulu kontrolirane temperature pri 40°C na 30 minuta. Hlapljivi spojevi se desorbiraju u GC
injektor na 250°C na nerascijepan nacin na 2 minute. Plinski kromatograf je opremljen sa ZB-
WAX kapilarnom kolonom, 60 m x 0.32 mm ID sa 1 pm debljinom filma. Helij je plin nosa¢
pri brzini protoka od 1.2 mL/min na 40°C. Temperatura pe¢i je bila programirana na slijedeci
nacin: pocetna temperatura od 40°C zadrzana je na 5 min, a zatim 4°C/min do 230°C.
Hlapljivi spojevi su identificirani sa selektivnim masenim detektorom (5975C, Agilent
Technologies, CA, USA). Detektor je djelovao u m/z rasponu izmedu 30 i 250, izvor iona i
kvadrupolna temperatura su odrzavani pojedina¢no na 250 i 150°C. Identifikacija spojeva
provedena je usporedbom masenih spektara s onim dostupnim komercijalnim standardima,
sve spojeve je potvrdilo podudaranje masenih spektara sa NIST 2.0 masenih spektralnih

podataka ( National Institute of Standards and Technology, USA).

Izracunavanje

Pomoc¢u internog standarda pripremljena je otopina standarda od koje su napravljena
razrjedenja, te su dalje propustana kroz plinski kromatograf. U programu Excell od dobivenih
rezultata nacrtan je bazdarni pravac na kojem se na ordinati nalazi povrSina pika, a na apscisi
koncentracija standarda, te su pomocu njegove jednadzbe izracunate koncentracije pojedinih
aromatskih spojeva u uzorku uzevsi nadalje u obzir masu i razrijedenje. Koncentracije su

izrazene u pg/L.
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4. REZULTATI

U radu je provedena analiza aromatskog sastava jabuka prije i nakon skladiStenja.

Istrazivao se utjecaj kombiniranog djelovanja kalcijeve 1 duSikove folijarne prihrane, te

utjecaj skladiStenja na sintezu aromatskih spojeva. Rezultati i identificirani aromatski spojevi

su prikazani u tablici 2.

Tablica 2. Naziv i koncentracija aromatskih spojeva (ug/L) identificiranih u netretiranim i

tretiranim 'Discovery' jabukama prije i nakon skladiStenja

Prije skladiStenja

Nakon skladiStenja

Br.|  Aromatski spoj Netretirane Tretirane jabuke Netretirane Tretirane jabuke
jabuke (Ca+N) jabuke (Ca+N)

Esteri

1 Metil butanoat - + - - + - 0,210 + 0,026 | 0,340 <+ 0,217

2 Izobutil acetat 4,520 + 0,586 | 3,210 + 0,591 | 3,327 + 0,284 | 1,880 =+ 0,236

3 Etil butanoat 1,383 + 0,248 | 2,243 + 0,231| 1,803 =+ 0,328 | 1,357 + 0,326

4 | Etil 2-metilbutanoat | 0,147 + 0,035| 0,163 =+ 0,025| 0,160 + 0,044 | 0,100 =+ 0,026

5 Butil acetat 319,733 + 48,837(274,577 + 50,283(223,767 + 14,188|149,130 + 23,529

6 2-metil butil acetat | 61,080 + 6,533 | 37,473 + 7,796 | 16,033 + 3,300 | 8,317 + 2,135

7 Pentil acetat 2,277 + 0,318 | 1,797 =+ 0,367 | 1,127 + 0,105| 0,650 =+ 0,210

8 Butil butanoat 0,603 + 0,116 | 0,417 =+ 0,122 | 0,707 + 0,235| 0,310 =+ 0,095

9 Heksil acetat 16,243 + 2,952 | 13,047 + 3,103 | 6,797 + 1,204 | 3,700 + 1,301

10 Heksil heksanoat 0,563 + 0,136 | 0,457 + 0,070 | 2,353 + 0,648 | 1,747 + 0,387
Aldehidi

11 Heksanal 6,890 + 0,131| 7,600 =+ 1,499 | 3,283 + 1,322 | 3,047 =+ 0,365

12 2-heksanal 19,117 + 0,220 | 18,440 + 3,970 | 10,303 + 3,575| 11,570 + 3,808
Alkoholi

13 1-butanol 115,407 + 6,378 |124,780 + 14,040(151,153 + 1,741 |166,543 + 1,085

14 Heksanol 33,093 + 3,883 | 31,240 + 4,034 | 29,953 + 5,061 | 35,563 + 11,012
Ketoni

15 | 6-metil-5-hepten-2-ona| 0,020 + 0,000 | 0,020 + 0,000 | 0,117 + 0,035| 0,087 =+ 0,023

* navedeni rezultati u tablici prikazani su kao srednja vrijednost koncentracija tri uzorka +

standardna devijacija
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Slike 6, 7, 8 1 9 prikazuju udjele pojedinih kemijskih skupina u ukupnoj koli¢ini
identificiranih spojeva ovisno nalaze li se u jabukama tretiranim kalcijem i duSikom ili
netretiranim, odnosno uzorcima analiziranim prije ili poslije skladiStenja.

Ketoni
0.004%

Aldehidi
5.052%

Slika 6. Udio pojedinih kemijskih skupina u
tretiranim jabukama prije skladistenja

Ketoni

Aldehidi
3.803%

Slika 8. Udio pojedinih kemijskih skupina u
tretiranim jabukama nakon skladi$tenja

Ketoni
0.003%

Aldehidi
4.476%.

Slika 7. Udio pojedinih kemijskih skupina
u netretiranim jabukama prije skladistenja

Ketoni
0,

Slika 9. Udio pojedinih kemijskih skupina u
netretiranim jabukama nakon skladiStenja
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Koncentracijac (pg/l)

m butil acetat

m 2-metil butil acetat
i heksil acetat

B 1-butanol

tretirane (prije netretirane (prije
skladistenja) skladistenja)
274,58 319,73
37,47 61,08
13,05 16,24
124,78 115,41

tretirane (nakon
skladistenja)

149,13
8,32
3,70

166,54

netretirane (nakon
skladistenja)

223,77
16,03
6,80

151,15

Slika 10. Prikaz koncentracija i standardnih devijacija najvaznijih i najzastupljenijih

aromatskih spojeva u uzorcima jabuka 'Discovery'

LLuh
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5. RASPRAVA

Kod 4 analizirana uzorka jabuke pronadeno je i identificirano 15 hlapljvih spojeva
arome, koji su svrstani u odgovarajuce kemijske grupe (tablica 2). Najbrojniji spojevi su esteri
s 10 spojeva, zatim slijede aldehidi i alkoholi s 2 spoja, te ketoni s jednim spojem. 1z skupine
estera sintetizirani su metil butanoat, izobutil acetat, etil butanoat, etil 2-metilbutanoat, butil
acetat, 2-metil butil acetat, pentil acetat, butil butanoat, heksil acetat, heksil heksanoat, iz
skupine aldehida sintetizirani su heksanal i 2-heksanal, iz skupine alkohola 1-butanol i

heksanol, te od ketona sintetiziran je 6-metil-5-hepten-2-ona.

Prema rezultatima iz tablice 2 moze se zakljuciti da jabuke tretirane kombinacijom
kalcija i dusika, analizirane prije skladistenja sadrze manje koncentracije estera za razliku od
netretiranih jabuka. Etil butanoat je jedini ester na ¢iju sintezu povoljno djeluje kalcij 1 dusik.
Kalcij i dusik nisu imali utjecaja na koncentraciju ketona, dok je koncentracija alkohola 1-

butanola i aldehida heksanala porasla u tretiranim jabukama.

Analiza provedena nakon c¢uvanja jabuka u normalnoj atmosferi je pokazala da
tretirane jabuke i dalje pokazuju nizu koncentraciju estera u odnosu na netretirane. Ester metil
butanoat je jedini spoj koji se sintetizirao tokom Cuvanja jabuke, te je pokazao vecu
koncentraciju u tretiranim jabukama. Koncentracije alkohola su tijekom ¢uvanja poveéale kod

tretiranih jabuka, posebice koncentracije 1-butanola.

Prema rezultatima, na koncentraciju 1-butanola pozitivno utjece tretiranje kalcijem i
dusikom, te skladiStenje. Tretirane jabuke su u oba slu¢aja pokazale vec¢e koncentracije nego
netretirane. Na slikama 6, 7, 8, 9 vidi se je koncentracija estera najveéa u svim uzorcima
jabuka, s obzirom na to moze se re¢i da 'Discovery' jabuke pripadaju ester tipu jabuka.
Koncentracije estera butil acetata, 2-metil butil acetata i heksil acetata, vaznih hlapljivih
spojeva koji najvise doprinose aromatskom ucinku, su takoder manje u tretiranim jabukama

prije i nakon ¢uvanja u normalnoj atmosferi.

Hlapljivi spojevi koji uzrokuju neugodnu aromu, poput acetaldehida, trans-2-heksanala, butil
propionata, 3-metilbutil butirat i butil 3-metilbutirat nisu se sintetizirali u 'Discovery'

jabukama.

Prema autoru Visaiu prisutnost butanola i heksanola je povezana sa slatkocom, a s obzriom da

se koncentracija 1-butanola povecava sa skladiStenjem i tretiranjem, moze se reci da je sorta
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'Discovery' spada u slatke jabuke. Etil 2-metilbutirat doprinosi vo¢nom okusu, a heksil acetat

sa slatkim-voénim mirisom.

6. ZAKLJUCAK

SPME-GC-MS analizom 'Discovery' jabuka odredeni su aromatski spojevi iz kojih se moze

zakljuciti sljedece:

1.

Ukupno je identificirano 15 hlapljivih spojeva. Od kojih je deset estera, dva aldehida,
dva alkohola i jedan keton. Identificirani esteri su metil butanoat, izobutil acetat, etil
butanoat, etil 2-metilbutanoat, butil acetat, 2-metil butil acetat, pentil acetat, butil
butanoat, heksil acetat, heksil heksanoat, aldehidi heksanal i 2-heksanal, alkoholi 1-
butanol i heksanol, te keton 6-metil-5-hepten-2-ona.

Koncentracije svih estera su bile veée u netretiranim nego u tretiranim jabukama, osim
etil butanoata i etil 2-metilbutanoata, dok su nakon skladistenja i njihove koncentracije
bile manje kod tretiranih.

Kalcijeva i duSikova primjena je pozitivno djelovala na sintezu 1-butanola, ¢ija je
koncentracija prije i nakon skladistenja 1 dalje bila veca kod tretiranih nego kod
netretiranih jabuka.

Koncentracija heksanola se povecala jedino u uzorcima nakon skladistenja tretiranih
jabuka.

Opcenito primjena kalcijeve 1 duSikove prihrane negativno utjeCe na sintezu estera, a
pozitivno na sintezu alkohola.

SkladiStenjem uzoraka koncentracije estera i aldehida su se smanjile, dok su se
koncentracije alkohola i ketona povecale. Tijekom skladiStenja sintetizirao se novi

spoj, metil butanoat.
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