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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
AOP — antioksidativni potencial
CA - kontrolirana atmosfera
CaCO; — apnenec
CaCO3 x MgCO3 — dolomit
CMC - aditiv karboksimetilceluloza
DPPH’ - stabilni prosti radikal 2,2 - difenil — pikrilhidrazil
F.C. - Folin - Ciocalteujev reagent
NA - normalna atmosfera
Na,COs - natrijev karbonat
NH,— amoniak
RF - referencni vzorec

ULO - atmosfera z nizko koncentracijo kisika
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1 UVvOD

V Sloveniji med sadnimi vrstami v najve¢jem obsegu gojimo jabolka (Stampar in sod.,
2009). Najpogosteje uporabljeno latinsko ime za zlahtno jablano je M. domestica Borkh
0z. Malus x domestica Borkh.

Na svetu poznamo vec¢ kot 7000 vrst jabolk (Skog in Chu, 2003). Jabolko je peckato sadje
in jo uvrs¢amo na peto mesto po koli¢ini pridelanega sadja na svetu (Sinha, 2007).

Zlahtna jablana je medvrstni krizanec. Pri njenem nastanku je v preteklosti sodelovalo veé
razli¢nih vrst jablan, v novejSem ¢asu pa v zlahtno jablano vnasajo gene iz drugih vrst v
postopku Zlahtnjenja novih sort (Vir§¢ek Marn in Stopar, 1998).

Jabolko ima pomembno vlogo v na$i prehrani. Vsebuje veliko vitaminov, vlaknin,
ogljikovih hidratov, organskih kislin in ima nizko energijsko vrednost (Souci in sod.,
1994). Posebna pozornost je danes posvecena pigmentom ter antioksidantom jabolk, ki
imajo tudi zelo velik preventivni ucinek pri ohranjanju zdravja in preprecevanju Stevilnih
bolezni (Curry, 1997).

Z agrotehni¢nimi ukrepi lahko vplivamo na metabolizem plodov in vsebnost prehransko
pomembnih sestavin v plodovih jabolk. Gnojenje z duSikom je agrotehni¢ni ukrep,
namenjen za uravnavanje koli¢ine pridelka. Dodajanje kalcija pa je namenjeno
preprecevanju pojava fizioloskih bolezni.

Najbolj pomemben makroelement v jabolku, ki vpliva na samo kakovost sadja je kalcij. Ta
sodeluje pri presnovi celi€ne stene. Pri tem okrepi celicno steno in zmanj$a njeno
poroznost (Domagala-Swiatkiewicz in sod., 2009).

Kalcij je klju€nega pomena za zaviranje mehcanja in s tem podaljSanja roka uporabnosti
(Ortiz in sod., 2011a).

Jabolka tretirana s kalcijem imajo lepo barvo lupine v primerjavi s tistimi, ki niso tretirana
s kalcijem. Glede na to lastnost se potem potrosnik odloc¢i za nakup (Ortiz in sod., 2010).

Sadje, ki vsebuje manj kalcija je na sploSno bolj grenkega okusa, pojavi pa se tudi
fizioloSka motnja, imenovana grenka pegavost (Blanco in sod., 2010).

Antioksidativni ucinek dajejo sadju in zelenjavi polifenolne snovi, v manjsi meri tudi
vitamini A, C in E (Vidrih in Ka¢, 2000). Vsebnost klorofilov, karotenoidov in antocianov
ter njihovo razmerje dolo¢a sadju barvo in videz. Z njimi se izraza tudi sama kakovost
sadja (Awad in sod., 2001).
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Fenolne spojine se v naravi pojavljajo v obliki sekundarnih metabolitov in sodelujejo pri
odpornosti rastlin. Fenoli delujejo kot antioksidanti, saj $¢itijo celice pred okvarami in
zmanjSujejo nevarnost rakavih obolenj (Veberi¢ in sod., 2005).

Fenolne spojine in askorbinska kislina sta glavni sadni sestavini z visokim
antioksidativnim potencialom. Razlicne vrste sadja vsebujejo razlicne koncentracije
antioksidantov (Sim¢i€ in sod., 2001). Kalcij sodeluje pri oblikovanju lepSe barve jabolka,
kar pomeni, da imajo s kalcijem gnojena jabolka ve¢ fenolnih snovi (Li in sod., 2002).

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bil dolociti vsebnost skupnih fenolov in antioksidativnega
potenciala v plodovih jabolk gnojenih s kalcijem (Ca), dusikom (N) in s kombinacijo
kalcija in dusika (Ca + N). Med seboj smo primerjali nekatere kemijske parametre, kot so
vrednost antioksidativnega potenciala in vsebnost skupnih fenolov v treh sortah jabolk in
sicer "Aroma’, ’Discovery’ in ’Elstar’.

1.2 DELOVNAHIPOTEZA

Predvidevamo, da gnojenje z dusikom (N), kalcijem (Ca) in kombinacijo kalcija in dusika
(Ca+N) vpliva na AOP in vsebnost skupnih fenolov.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 JABLANA

Po podatkih FAO (Food and Agriculture Organization) iz leta 2011 v svetu pridelajo 59
milijonov ton jabolk (FAISTAT, 2013).

Pri nas pridelamo od sadnih vrst najveé jabolk in sicer 70 tiso¢ ton na leto (Stampar in
sod., 2009).

Za izboljSanje skladis¢ne sposobnosti ter kakovosti sadja se uporabljajo razli¢ni
agrotehni¢ni ukrepi. Gnojenje s kalcijem v sadovnjaku preprecuje fizioloske bolezni
jabolk.

Uporaba kalcija v sadovnjaku pred ali po obiranju ima pomemben vpliv na trdoto plodov.
Njegove lastnosti so predvsem zaviranje neugodnih teksturnih sprememb, izboljSanje
strukturnega tkiva, zmanjSanja dovzetnost za bolezni med skladis¢enjem, podaljSanje roka
in ohranjanje senzoricne kakovost sadja. Glede na raziskave potrosnikov so
najpomembnejSi parametri kvalitete plodov jabolk aroma, trdota plodov in socnost.
Dodajanje kalcija sadju pred ali po obiranju izboljsa strukturo tkiva, zmanjSuje dovzetnost
za bolezni med skladis¢enjem, podaljSuje rok svezosti, ohranja ¢vrstost in kakovost sadja
(Cybulska in sod., 2011).

2.2 JABOLKO

Jabolko je peckato sadje. Skozi zorenje se ovalne stene plodu zacnejo $iriti in s tem prihaja
do nastanka mesnatosti in procesa samega zorenja. Jabolka se med seboj zelo razlikujejo
po zunanjih lastnostih. Med zorenjem prehaja barva od zelene, rumene do rdec¢e odvisno
od same sorte.

FizioloSke lastnosti jabolk, kot so voskasti poprh na lupini in nizka stopnja dihanja,
omogocajo daljSe shranjevanje in transport na dalj$e razdalje. Veliko jabolk shranjujemo
pri 0 °C. Nekatere sorte jabolk tudi pri nekoliko vi§ji temperaturi zaradi pojava bolezni, ki
nastanejo pri samem hlajenju (Skog in Chu, 2003).

Topne trdne snovi in kislost sta pomembna parametra, ki sta povezane s samo kvaliteto
sadja. Ta sprememba razmerja parametrov predvsem sladkorjev in kislin ima pomemben
vpliv na okus jabolk (Hagen in sod., 2007).
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2.3 ZNACILNOSTI KULTIVARJEV JABOLK

2.3.1  Znacilnosti kultivarja *Elstar’

POREKLO :

Kultivar (sorto) so vzgojili na Institutu CPRO-DLO v Wageningnu na Nizozemskem.
Krizali so sorti 'Zlati deliSes’ x 'Ingrid Marie’. V predelavo so jo uvedli leta 1975.
Uvrs¢amo jo med glavne sorte slovenskega sadnega izbora. Je diploidna sorta.

MUTANTI :

Pojavljajo se Stevilni mutanti z ve¢jim delezem pokrovne barve. Sem uvr§¢amo :

'Rwd Elstar’, 'Elstar Elshof’,'Elstar Van Vliet’,'Daliest’,’Elista’,’'Daliter’,’Elton’,’Elstar de
Belders','Elstar van der Grift','Elstar Proefstation Wilhelminadorp’ in 'Elanared’.

CAS OBIRANJA, UZITNA ZRELOST:

Jabolka zorijo od konca avgusta do 10. septembra. Pri skladis¢enju v hladilnici ostanejo
najboljSa za uZivanje do decembra, v hladilnici pri 2 °C do februarja naslednje leto in v
kontrolirani atmosferi (-3 °C, 1 % CO; in 3 % O,) pa do sredine marca naslednje leto. Po
tem Ze prihaja do nekaterih fizioloskih sprememb, najpogosteje izguba vode.

VELIKOST IN OBLIKA:
Jabolka so srednje debela in s splos¢eno lupino. Med seboj so precej izenacCena po

velikosti.
Slika 1: Prec¢ni prerez jabolka sorte *Elstar’ (VirSéek Marn in Stopar, 1998:67)
LUPINA:

Lupina jabolk je gladka, ponekod tudi hrapava. Del lupine je lahko prekrit z mrezasto 1jo.
Z dozorevanjem dobijo jabolka rahlo vos¢eno prevleko. Osnovna barva prehaja iz
zelenkastorumene v slamnato barvo. Pokrovna barva je oranznordeca do zivordeéa. Delez
pokrovne barve lahko znaSa nekje do 80 %. Lenticele so drobne, manj izrazite in manj
Stevilcne.
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MESO IN OKUS:

Meso jabolka je zelenkastorumeno do belkastorumene barve, ¢vrsto, drobnozrnato in
so¢no. Okus je odli¢en, odlikuje ga harmoni¢no razmerje med kislinami in sladkorji ter
zlahtna aroma (Vir§¢ek Marn in Stopar, 1998: 67)

2.3.2 Znadilnosti kultivarja *Discovery’

POREKLO:

Sorta je iz semena prosto oprasene sorte "Worcester Pearmain’. Vzgojil jo je K. Dummer
okrog leta 1949 v angleski grofiji Essex. Spada v skupino relativno odpornih sort
slovenskega sadnega izbora. Je diploidna sorta.

MUTANTI:
'Discovery Spur Type'

CAS OBIRANJA, UZITNA ZRELOST:
Jabolka zorijo v zaéetku avgusta. Obiramo jih lahko priblizno en mesec. V hladilnici jih
lahko skladis¢omo pri 4 °C do konca decembra.

VELIKOST IN OBLIKA:
Jabolka so srednje drobna. So splos¢eno do splos¢eno okroglaste oblike.
Jabolka so skoraj brez reber ali pa so ta zelo blaga in Siroka.

Slika 2: Precni prerez jabolka sorte *Discovery’ (Virs¢ek Marn in Stopar, 1998: 61)

LUPINA :
Z zorenjem jabolka dobi lupina rahlo vosceno prevleko. Pri tem prehaja iz belkastozelene v
belkastorumeno barvo. Ta je zvezdasto oblikovana. Okrog lenticel je nekoliko hrapava.

MESO IN OKUS:
Meso jabolk je rumeno do kremaste barve, pod lupino je lahko rdeckasto, drobnozrnato,
¢vrsto in so¢no.
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Okus je harmonicen, sladko kisel in prijetno aromati¢en. Ob neugodnih vremenskih
razmerah jabolka pokajo in gnijejo na drevesu (Vir§éek Marn in Stopar, 1998: 67).

2.3.3  Znadilnosti kultivarja *’Aroma’

POREKLO:
Kultivar (sorto) so vzgojili na Svedskem leta 1947. Krizali so sorti 'Ingrid Marie'
x'Philippa’. V predelavo so jo uvedli leta 1973.

MUTANTI:

Pojavljajo se Stevilni mutanti. Sem uvr§¢amo tudi rdeCe mutante tako im. 'Amarosa’, katero
so odkrili na Svedskem leta 1988.

Drugi mutanti so Se 'Ingrid Marie', 'Lobo’, 'Discovery Katya',' James Grieve', 'Cortland',
'Filippa’, 'Signe Tillisch gatan', 'Summerred’," Alice Julyred', ‘Mio'.

CAS OBIRANIJA, UZITNA ZRELOST:
Jabolka obiramo konec septembra. Idealna za uzivanje ostanejo do novembra ali decembra.
V sodobnih hladilnicah ostanejo obstojna do februarja.

VELIKOST IN OBLIKA:
Jabolka so srednje velika, okrogla in z gladko povrsino.

LUPINA:
Lupina jabolk je gladka. Osnovna barva se preliva od rumene do rumenozelene. Na sonéni
strani prihaja do nastanka bles¢eco rdece barve. Sorta 'Amarosa’ je bolj temno rdece barve.

MESO IN OKUS:
Meso jabolk je rumenkasto bele barve, srednje ¢vrsto, s socnim mesom. So dobrega okusa
(NordGen/Pometet, 2013).

2.4 SESTAVINE JABOLKA

Sestava jabolk je odvisna od sorte jabolka. Najvecji delez predstavlja voda (85 %). V
jabolku je 14 % ogljikovih hidratov od tega je 75 % sladkorjev, 6 % fruktoze, 2,4 %
glukoze in 2 % saharoze. Proteinov je 0,3 %, mascob je 0,2 % .V jabolku prevladuje
jabol¢na kislina (0,3 do 1 %) (Sinha, 2007).

2.5 MINERALNA PREHRANA RASTLIN

Za rast jablane so potrebni makro — (dusik, fosfor, kalij, magnezij, kalcij) in mikroelementi
(zelezo, mangan, cink, Zveplo, baker, bor, molibden).
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251 Dusik (N)

Dusik je pomemben element v tleh. Kakovosten vir dusika predstavlja humus. Gnojenje z
duSikom vpliva na koli¢ino pridelka in na njegovo kakovost. Rastline za svojo prehrano
uporabljajo le mineralno obliko dusika, in sicer v amonijski NH4" in nitratni NO3™ obliki
(Leskosek, 1993). Po cvetenju se potreba po dusikovih hranilih poveca. Gnojenje
pospesuje nastajanje listnega barvila (klorofila), pri ¢emer se listie mocno razvije in
postane temno zeleno barve.

Z razgradnjo organskih snovi oz. mineralizacije postane duSik dostopen rastlinam. Za
sprejem dusika v rastlino je potrebno, da imajo korenine na razpolago velike koli¢ine
ogljikovih hidratov.

Dusik je shranjen v rastlini v obliki asparaginske in glutaminske kisline. Razvoj in rast sta
v pomladnih mesecih odvisna ravno od teh zalog. Zaradi prenizkih zalog dusika prihaja do
slabse kakovosti jabolk. Poganjki so kratki, drobni, svetlo zelene barve, plodovi pa
ostanejo drobni. Z jesenskim Skropljenjem se poveca kakovost cvetov v naslednjem letu in
Stevilo celic v nastajajo¢em, diferencialnem brstu (Stampar in sod., 2009).

Preve¢ dusika v tleh pa nam porusi ravnoteZje med rodnostjo in rastjo. Posledica tega so
manjsa trdota plodov, slabsa skladi§¢na sposobnost plodov, nizja vsebnost kalcija v
plodovih itd (Brence, 2011).

2.5.2  Fosfor (P)

Rastlina fosfor sprejema preko korenin, optimalna vrednost pH zemlje znasa od 6 do 7. V
rastlini ostane v obliki anorganskega fosfata ali pa se preko hidroksilne skupine veze na
ogljikovo verigo kot preprosti fosfatni ester. Fosfati se lahko med seboj poveZejo v
energijsko bogato verigo. Ti sodelujejo pri oblikovanju fosfolipidov membran. Fosfat
celica kopi¢i v celicni vakuoli. Tu je shranjeno od 85 do 95 % celotnega fosforja. Pri
pomanjkanju fosforja se procesi v celici upocasnijo, zmanjsa se aktivnost klorofila medtem
ko koli¢ina klorofilov in proteinov ostane enaka. PodaljSajo se korenine in prihaja do
spros¢anja organskih kislin. Koli¢ina fosforja prav tako vpliva na fotosintezo. Prosti fosfat
mora biti prisoten v stromi kloroplasta in pri izmenjavi kloroplasta in citoplazme. Listi so
pri tem temno zeleni, celo nekoliko vijoli¢ni zaradi sinteze antocianov. Prihaja lahko tudi
do manjsih nekroz in zgodnjega odpadanja listov (senescence) (Stampar in sod., 2009).

253  Kalij (K)

Kalij je hitro gibljiv makroelement in se v rastlini premeSca na vecje razdalje prek floema
in ksilema. Uvr§¢amo ga med vodilne katione. Skupaj z anioni sodeluje pri osmotskem
pritisku. V presnovne procese ne vstopa.
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Kalij je pomemben za tvorbo proteinov in sicer za premescanje asimilatov. Visok osmotski
tlak v koreninah je predpogoj za sprejem vode in za premescanje raztopljenih snovi po
ksilemu. Pri tem se poveCuje celica zaradi zadrzevanja kalijevih ionov v celici, ki so
potrebni za stabilizacijo pH v citoplazmi ter za povecanje osmotske zmoznosti v vakuoli.
Zaradi pomanjkanja kalija se zmanjSa rast, pojavi se venenje in izguba turgorja. Rastline so
tudi obcutljivejSe na pozebo in na napad gliv. Pri preveliki koli¢ini kalija se pojavijo
motnje v sprejemanju kalcija in magnezija (Stampar in sod., 2009).

2.5.4  Magnezij (Mg)

Vedji del magnezija je vezan v obliki dolomita. Njegov sprejem v rastlino lahko ovira kalij,
kalcij, mangan in nizka vrednost pH.

V rastlini se nahaja v listih in sodeluje pri tvorbi beljakovin in fotosintezi. Pomanjkanje
zmanj$a potek fotosinteze, premescanje ogljikovih hidratov iz listov v plodove in korenine.

Prihaja tudi do zmanjs$anja rasti korenin, ker je ve¢ sladkorja in $kroba v listih. Tkiva med
listnimi rezami se razbarvajo in to razbarvanje se $iri od baze poganjka proti vrhu. Zaradi
pomanjkanja so plodovi manjsi, slabse obarvani in z manjsa vsebnostjo ogljikovih hidratov
(Stampar in sod., 2009).

255  Zelezo (Fe)

V tleh se sprosca iz Zelezovih mineralov. Ve¢ kot 80 % celotnega zeleza v rastlini je v
kloroplastih listov. Pomanjkanje Zeleza se kaze v slabSi tvorbi klorofila, slab$i rasti
poganjkov in listov, slabsi rodnosti ter intenzivno rdee obarvanih plodovih. Pojavi se na
mladih listih, kasneje na starejsih, kot kloroza (Stampar in sod., 2009).

2.5.6 Mangan (Mn)

Veliko mangana se nahaja v tleh, kjer zastaja voda in ima nizek pH. Znaki pomanjkanja so
podobni kot pri pomanjkanju zeleza. Pojavlja se na starejsih listih. Ti odpadejo poleti ob
velikem pomanjkanju mangana ampak to ne vpliva na rast in rodnost drevesa

(Stampar in sod., 2009).

2.5.7 Cink (Zn)

Mikroelementa cinka primanjkuje, ¢e je v tleh prevec¢ kalcija in fosforja. Njegovo
pomanjkanje se kaze v zmanjSani rasti nekaterih delov vej ali cele rastline. Pri tem je
motena tvorba cvetov, oploditev je slaba, plodovi so nepravilnih oblik in listi so majhni.
Pomanjkanje povzro¢i majhno vsebnost avksinov rastnih vrSi¢kov. Najbolj so ogroZene
jablane in &e$nje (Stampar in sod., 2009).
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25.8 Bor (B)

Mikroelement bor je v tleh vezan v mineralih, malo pa ga je v talni raztopini. Visok pH tal
onemogoca boru, da bi prehajal do rastline. Pomanjkanje povzroc¢i motnje v delitvi celic,
vpliva na njegovo trdnost celi¢ne stene, korenine pri tem slabse rastejo, vpliva na tvorbo
lignina in ovira prerazporejanje avksinov. Zelo pomemben je pri oploditvi. Spomladansko
in jesensko foliarno gnojenje izboljsa oploditev in poveca ovesek. Pri pomanjkanju
odmirajo vrSicki, listne Zile listov se obarvajo rdece in listi so majhni. Njegova prisotnost
je pomembna za zgradbo in delovanje celi¢nih sten ter membrane (Stampar in sod., 2009).

26 VNOS KALCIJAV RASTLINO

Kalcij ima v tleh pomembno vlogo, saj izboljSuje fizikalne lastnosti tal, kot so vpliv na
boljSo prepustnost in zra¢nost ter izboljSanje strukture tal.

V tleh je kalcij prisoten v obliki apnenca CaCOj3; in dolomita CaCO3;xMgCOs. Rastline
sprejemajo kalcij iz tal v ionski obliki. Njegova absorpcija je odvisna od okoljskih
dejavnikov in od lastnosti koreninskega sistema. Kadar kalcij doseze povrsino korenin, se
giblje skozi koreninsko skorjo z difuzijo ali se izmenjuje na prosta mesta v ksilemske zile
ali s kombinacijo obeh. Gibanje kalcija iz koreninske skorje v centralni cilinder in
ksilemske Zile je omejeno z oplutenelimi kasparijevimi trakovi endodermisa. Zaradi te
ovire se morajo kalcijevi ioni transportirati skozi membrano v simplast vzdolz nepretrgane
zveze citoplazme. Tako je sprejem in transport kalcija do ksilema v glavnem omejen na
mlade dele korenin, kot so koreninski vrsicki.

Transport kalcija v vi§je dele rastlin pa poteka po ksilemu, izkljuéno pasivno v smeri
mlajSih meristemskih tkiv. Po rastlini se kalcij prenasa po ksilemu s transpiracijskim
tokom, zato je v veliki meri gibanje kalcijevih ionov odvisno od intenzitete transpiracije.
Gibanje kalcija v rastlini je teZzko pojasniti, saj se lahko kalcijevi ioni v celi¢nih stenah
ksilema tudi absorbirajo.

Tukaj se lahko tudi izmenjuje z nekaterimi ostalimi kationi, ki dalje potujejo v smeri
transpiracije. Transport kalcija se bistveno razlikuje od prenosa magnezija, kalija, dusika in
fosforja, ki se prenaSajo preko floema. Kalcij se slabo prenasa po floemu. Prenos kalcija v
starejSe dele rastline je tudi zelo slab (MurSec in sod., 2004).

Floemski tok vsebuje malo kalcija, zato se v plodovih pogosto pojavi pomanjkanje

(fizioloske motnje). Potrebni kalcij dodajamo z foliarnim $kropljenjem (Stampar in sod.,
2009).
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Slika 3: Shemati¢ni prikaz floemskega in ksilemskega toka po rastlini v zgodnjih
stopnjah razvoja ploda. Plod se v tem Casu prehranjuje v najvecji meri preko
ksilema, pozneje pa preko floema (Stampar in sod., 2009).

2.6.1 Vloga kalcija v plodovih jabolk

Kalcij je eden izmed najbolj pomembnih hranil v plodovih jabolk, saj vpliva na samo
kakovost (Domagala-Swigtkiewicz in Blaszczyk, 2009). V celiéni steni je 60 % kalcija.
Tam se veZe na pektinske kisline, proteine in hemicelulozo (Stampar in sod., 2009).

Ima pomembno vlogo pri regulaciji metabolizma jabolk in zmanjSevanju fizioloskih
motenj. Kalcij stabilizira celicne membrane in zmanjSuje proizvodnjo etilena (Sams in
Conway, 1984).

Sprejem kalcija omogoc¢a hormon avksin. Avksin je rastni hormon, ki uravnava proces rasti
in rodnosti. Hormon avksin sodeluje tudi pri sintezi etilena in pospesuje odpadanje listov
(Stampar in sod., 2009).

Kalcij vpliva na trdoto plodov (Jazbec in sod., 1995) in z njo povezano socnostjo ter
hrustljavostjo (Domagala-Swiatkiewicz in Blaszczyk, 2009). V plodovih se shranjuje
predvsem v prvih tednih razvoja, ko prihaja do nastajanja strukture celi¢nih sten v tkivih
plodov. Z rastjo celic plodov se koli¢ina kalcija zmanjSuje. V manjsih plodovih je kalcija
dovolj, v velikih pa ga obi¢ajno primanjkuje (Jazbec in sod., 1995).

Vedji plodovi so bolj obcutljivi na fizioloske motnje ki so povezane s pomanjkanjem
kalcija. Uporaba kalcija je tako klju¢nega pomena za zaviranje mehc¢anja plodov in s tem
podaljsanja roka uporabnosti (Ortiz in sod., 2011b). Zaradi pomanjkanja kalcija se lahko
pojavi grenka pegavost, lenticelna pegavost, porjavenje mesa, jonatanova pegavost,
steklavost plodov in ve¢ja obcutljivost na Gleosporium. Vzrok so lahko neugodne talne ali
vremenske razmere (MurSec in sod., 2004).
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Aktivni sprejem kalcija iz tal v plodove poteka v ¢asu intenzivne delitve celic (Brence,
2011).

2.7 CELICNA STENA JABOLK

Celi¢na stena rastlin predstavljajo glavno strukturno komponento, ki vpliva na mehanske
lastnosti rastlin (Cybulska in sod., 2011). Sestavljena je iz polisaharidov (hemiceluloza in
pektinske snovi), beljakovin (glikoproteinov), ionov in fenolnih spojin (Chardonnet in sod.,
2003). V celi¢ni steni se nahaja veliko beljakovin, ki se kasneje v ¢asu zorenja ali staranja
raztopijo in preuredijo. Prihaja do njihovih zdruzenj in posledicno do mehc¢anja sadja
(Ortiz in sod., 2011a). Spremembe se nanasajo na razgradnjo pektina, hemiceluloze,
medtem ko je koli€ina celuloze v celi¢ni steni konstantna (Cybulska in sod., 2011).

Slika 4 : Zgradba lupine jabolk pod svetlobnim mikroskopom (A) in voskasta povrhnjica

lupine jabolk, sestavljena iz ve¢ kompaktnih plasti trdnih celi¢nih sten (B) (Glenn in
Poovaiah, 1987).
Legenda: C = povrhnjica, IS = intercelularni prostor, P = parenhimske celice

Celi¢na stena deluje kot zas€itna pregrada za protoplast, vendar mora pustiti mimo snovi,
ki prehajajo skozi plazemsko membrano (Bourvellec in Renard, 2005).

2.7.1  Vpliv kalcija na celi¢no steno

Kalcij vpliva na presnovo celi¢ne stene. V samo strukturo celicne stene lahko uvedemo
kalcij, s ¢imer okrepimo celi¢no steno in s tem zmanjSamo njeno poroznost (Ortiz in sod.,
2011a). Pri tem nastanejo kalcijevi mosticki med prostimi karboksilnimi skupinami
pektinskih verig (Cybulska in sod., 2011), pri ¢emer je pomemben encim polimetilesteraza.
Ta encim je najbolj izrazen v atmosferi z ultra nizko vsebnostjo kisika, kjer prihaja do zelo
majhne proizvodnje etilena. Vecja koli¢ina polimetilesteraz je bila ugotovljena pri sadju z
vecjo trdoto (Ortiz in sod., 2011b).
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A) B)

Slika 5: Celi¢na stena netretiranih (A) in s kalcijem tretiranih jabolk (B) (Ortiz in sod.,
2011a).

Vplivi kalcija na celi¢no steno (Ortiz in sod., 2011b):

- neposredno krepi strukturo celi¢ne stene in tako ohranja boljSo kelatno topno frakcijo in
nastanek mostickov med polimeri

- povezovanje z delno inhibicijo nekaterih celi¢nih sten, ki spreminjajo encimsko
aktivnost, kar vodi v po€asnejSe raztapljanje polimerov celi¢nih sten

- odstrani pektin in s tem nadzor do poroznosti celi¢ne stene. Raztopljeni pektin lahko
povzroci cepitev povezav na druge sestavine celine stene.

Prepustnost celi¢ne stene za vnos kalcija se poveca med razvojem plodov (Harker in
Ferguson, 1988).

2.8 POVECANJE KONCENTRACIJE KALCIJA V JABOLKIH

Vsebnost kalcija v celiéni steni lahko poveéamo z ve¢ tehnikami. Sem pristevamo
(Chardonnet, 2003):

e toplotno obdelavo,

e potapljanje v raztopino CaCl,,

e vakuumsko infiltracijo,

e povrsinska prevleka z agensi,

¢ infiltracija s tlakom,

o foliarno gnojenje ali gnojenje preko listov,

e kombinacija teh tehnik.

V nadaljevanju navajamo najpogostejSe tehnike za povecCevanje vsebnosti kalcija Vv
plodovih jabolk.
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2.8.1 Potapljanje v raztopino CacCl,

Jabolka prepojena z raztopino CaCl, kazejo poveCano vsebnosti skupnega in v celi¢no
steno vezanega kalcija. Prav tako imajo jabolka vi§jo vsebnost saharoze.

Celi¢na stena s CaCl, tretiranih jabolk ima za 10 % pove€an volumen, medtem ko se pri
netretiranih plodovih volumen med skladi§¢enjem zmanjsa. Tretirana jabolka imajo po 6
mesecih 3-krat vecjo vrednost vezanega kalcija, v primerjavi s tistimi, ki so shranjeni
samo dva tedna. Netretirana jabolka s CaCl,, kaZejo hitrejSo razgradnjo saharoze in s tem
povecano koli¢ine fruktoze in glukoze med skladis¢enjem (Chardonnet, 2003).

2.8.2  Foliarno gnojenje ali gnojenje preko listov

Foliarno gnojenje oz. gnojenje preko listov predstavlja zgolj dopolnilo v razmerah, ki ne
omogocajo optimalnega pretoka hranil iz tal. To mora temeljiti na letni dinamiki potreb
jablane po posameznih hranilih in v odvisnosti od moznosti dostopa do teh hranil iz tal.
Mladi listi so najprimernej$i za sprejemanje hranil. Sposobni so sprejemati dolocene
koli¢ine rudninskih snovi, kot so dusik (N), fosfor (P,0s), kalij (K,O), magnezij (Mg O),
bor (B) in druge.

Koliko hranilnih snovi lahko rastlina sprejme skozi liste je mo¢ ugotoviti z izotopi (Jazbec
in sod., 1995). Od kalcijevih pripravkov se najbolj uporablja kalcijev klorid. Uporaba
bakrovega in kalcijevega hidroksida v preparatu znatno izboljSa trdnost sadja, ¢vrstost
mesa, debelino celi¢ne stene in samo kislost, kar pa ne vpliva na koli€¢ino topnih snovi v
sadju (Brown in sod., 1996).

Z razprSevanjem kalcijevih pripravkov na jabolka pred obiranjem vzdrZujemo trdnost in
zmanj$ujemo fizioloske bolezni (Sinha, 2007). Med drugim je bilo ugotovljeno, da uporaba
kalcija pri Skropljenju zmanjSa pogostost pokanja lupine sadja ob dezju, ne more pa je
popolnoma prepreciti. Kolikokrat Skropimo s kalcijevimi listnimi gnojili je odvisno od
obcutljivosti sort, starosti nasada in pridelka. Pricnemo z najobcutljivejSimi sortami
(Brown in sod., 1996).

Foliarno gnojenje uporabljamo (Jazbec in sod., 1995):

e Pri pomanjkanju mikroelementov

e Po ujmah (vihar, toca), ko je drevje mehanicno poskodovano. Takrat je zelo
pomembno hitro dodajanje hranil neposredno na poskodovane rastlinske dele.

e V susnem obdobju, ko je sprejemanje hranil preko korenin omejeno zaradi
pmanjkanja vode v tleh
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e Ce raste sadno drevo na tezkih tleh, ki jih nismo zaloZno pognojili s fosforjevimi in
kalijevimi gnojili. Sadno drevje ima korenine v globljih plasteh, zato pridejo
korenine le tezko do zadostnih kolic¢in fosforjevih gnojil. V tem primeru lahko
dodatno gnojimo z 0,3 % raztopino superfosfata.

e Ce pride do pomanjkanja K uporabimo 0,7 % raztopino kalijevega klorida ali
kalijevega sulfata. Pri pomanjkanju dusika uporabljamo 0,6-1 % koncentracijo
secnine, ki je lahko topna ter s tem primerna za gnojenje skozi liste.

Dovzetnost za kalcij se spreminja glede na letni Cas. Najvecja dovzetnost za sprejem
kalcija preko listov je poleti (Jazbec in sod., 1995).

2.8.3  Premaz z aditivom karboksimetilcelulaze (CMC)

V sadjarstvu  veliko uporabljamo premaze. Pri tem uporabljamo aditiv
karboksimetilcelulazo (CMC). Ta aditiv je eter celuloze natrijeve soli karboksilmetil.
Aditiv (CMC) nam omogoca zadrzevanje vlage (Blanco in sod., 2010). S pomocjo aditiva
(CMC) podaljsamo trajnost, saj le-ta poveca vsebnost CO, in zmanj$a vsebnost O, v lupini
jabolka. Podobno kot pri shranjevanju v kontrolirani atmosferi.

Z uporabo premazov vplivamo na okus jabolk, reguliramo metabolizem in zmanj$ujemo
izhlapevanje vode na povrsini jabolk (Sinha, 2007). Poleg tega uporabljamo Se druge
organske molekule. Sem uvrS§¢amo soli kalcijevih propanoatov, ki predstavljajo dober vir
kalcija in imajo protiglivicne lastnosti. Ta sol je preizkusen fungicid in se uporablja pri
breskvah za zatiranje raka in rjave gnilobe.

Raziskave so pokazale, da dodatek CMC znatno podaljsa zivljenjsko dobo plodov. CMC
omogoca boljSe oprijemanje in vezavo vode in s tem povefa samo homeostazo in
zadrzevanje vode tudi v listih (Blanco in sod., 2010).

2.9 SKLADISCENIJE JABOLK

Ze na zadetku tega stoletja so ljudje ugotovili, da lahko s spremenjeno atmosfero dalj ¢asa
ohranijo svezost sadja in zelenjave.

Pri tem zmanjSamo intenzivnost dihanja, oksidativne poSkodbe tkiva, stopnjo razbarvanja
klorofila, zmanjSanje obcutljivosti sinteze etilena in obcutljivost na etilen.

Pri skladiS¢enju se pojavljajo negativne lastnosti kot so: pojav neprijetnega okusa,
zmanjsanje biosinteze aromatskih spojin, pojav poskodb tkiva in spremembe v razvoju
mikrobov. Da bi se izognili nezaZelenim posledicam, ki se lahko pojavijo
med skladiS¢enjem, danes pri skladiS¢enju uporabljamo spremenjeno atmosfero. V
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atmosferi uvedemo povisano koncentracijo CO; in znizano koncentracijo O, (Beaudry,
1999).

2.9.1 SkladiS¢enje v normalni atmosferi (NA)

V hladilnicah z normalno atmosfero (NA) uravnavamo temperaturo, relativno vlaznost in
krozenje zraka. Za vsako sorto je potrebno dolociti optimalno temperaturo skladiscenja
(Grozdenovi¢, 1989).

Z znizanjem temperature so upocasnjeni metabolni procesi v plodu. Zaradi tega plod
dozori kasneje (Hulme, 1970). Poleg temperature je zelo pomembna tudi vlaznost zraka.
Optimalna vlaznost se giblje med 75 in 95 % in je odvisna od sorte jabolk (Fidler in sod.,
1973).

S krozenjem zraka okoli plodov dosezemo zniZanje tlaka vodne pare, pri tem pa pride do
povecane transpiracije, oziroma izgube vode. Transpiracija je tem vecja, ¢im hitreje krozi
zrak v celici. Krozenje zraka mora potekati pri nizji temperaturi pocasneje, ali pa trajati
kraj$i Cas. Za dolgotrajno shranjevanje jabolk je zelo pomembno, da se temperatura ob
vnosu jabolk oz. sadja ¢im hitreje zniza. Jabolka shranjena pri 20 °C izgubljajo zacetno
kakovost 7 do 10-krat hitreje od tistih, ki so shranjena pri 0 °C.

V hladilnicah z normalno atmosfero (NA) se regulira odvajanje etilena samo s stalnim
dovajanjem svezega zraka v ustreznih koli¢inah (Gvozdenovi¢, 1989).

Shranjevanje pri nizkih temperaturah je pogosto uporabljen nacin, ki se pogosto uporablja
za upocasnitev zorenja, ki nam omogoca prevoz sadja na daljSe razdalje (Ortiz in sod.,
2011a).

2.9.2  SkladiS¢enje v kontrolirani atmosferi (CA)

Kontrolirana atmosfera (CA) zahteva neprodusno zaprt prostor, v katerem so shranjena
jabolka.

V primeru, ko so temperatura, relativna vlaznost, kisik in ogljikov dioksid v atmosferi
optimalno regulirani, so bioloski procesi najbolj upocasnjeni. Pri tem ne prihaja do
nezelenih sprememb. Tak$ni plodovi se pocasneje starajo v primerjavi s tistimi v
hladilnicah, pri kateri samo uravnavamo temperaturo in relativno vlaznost (Suwa
Stanojevi¢, 1999).

V kontrolirani atmosferi je vsebnost kisika zmanjSana z 21 na 1-3 % in pove€ana vsebnost
ogljikovega dioksida z 0,25 na 1-3 %. Relativno vlaznost v CA pred shranjevanjem
vzdrzujemo na 92 do 95 % (Sinha, 2007).
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Kisik in ogljikov dioksid sta biolosko aktivni molekuli. Aktivnost dihanja se zmanjsa, ¢e
zmanjSamo koncentracijo kisika in poviSamo koncentracijo ogljikovega dioksida (Beaudry,
1999).

Pri jabolkih skladis¢enih v kontrolirani atmosferi je izguba teze manjSa, ker sta
transpiracija in dihanje upocasnjena (Suwa Stanojevic, 1999).

Skladis¢enje v kontrolirani atmosferi lahko moc¢no zavira sintezo hlapnih aromatskih
komponent kar vodi v premalo izrazen okus. To je najvecja pomanjkljivost skladis¢enja v
kontrolirani atmosferi (Ortiz in sod., 2011a). Ortiz s sod. (2010) ni opazil bistvenih razlik v
sintezi skupnih estrov pri plodovih jabolk tretiranih in netretiranih s kalcijem.

Pri dolgotrajnem skladis¢enju sadja v kontrolirani atmosferi se zelo dobro ohranijo
trdota, kislost in barva v primerjavi s skladiS¢enjem v normalni atmosferi (Echeverria in
sod., 2008). Zeleno vsebnost ogljikovega dioksida v kontrolirani atmosferi lahko dosezemo
z naravnim dihanjem jabolk.

Sadje je za poskodbe z ogljikovim dioksidom dovzetnejSe v zacetku skladis¢enja v
kontrolirani atmosferi in ¢e je sadje pozneje obrano. Tej pomanjkljivosti se izognemo tako,
da vzdrzujemo nizek parcialni tlak ogljikovega dioksida v kontrolirani atmosferi (Fawbush
in sod., 2008).

Jabolka, ki so pred skladiSc¢enjem v kontrolirani atmosferi izpostavljena za nekaj ¢asa (2-3
tedne) atmosferi z 10-15 % ogljikovega dioksida imajo po skladis¢enju boljsi okus in
teksturo v primerjavo s tistimi jabolki, ki niso izpostavljena ogljikovemu dioksidu pred
skladiS¢enjem (Ortiz in sod., 2011a).

2.9.3 Shranjevanje jabolk v atmosferi z ultra nizko vsebnostjo kisika (ULO)

Vsebnost kisika v atmosferi se vzdrzuje na meji bioloskih moznosti dihanja plodov, torej
nad vrednostjo, pod katero bi se zacelo anaerobno dihanje. Pri tem nastanejo anaerobni
metaboliti kot je npr. acetaldehid. Vsebnost kisika se giblje od 1 do 1,5 % in je odvisno od
sorte in vrste sadja (Gvozdenovi¢, 1986).

Jabolka shranjena v ULO, ohranijo najveé¢jo trdnost po koncu shranjevanja (Ortiz in sod.,
2010). Nizka koncentracija kisika v kontrolirani atmosferi povzroca poSkodbe na povrsini
in notranjosti sadja. Prihaja do porjavenja v notranjosti in ali na povrSini. Kopicenje a-
farnezena povzroca oksidacijo pri sadju in nastanek porjavenja (Sabban-Amin in sod.,
2011).



Flegar M. Vpliv gnojenja s kalcijem in duSikom na antioksidativni potencial in skupne fenole v jabolkih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta. Odd. za zivilstvo, 2014 17

2.10 VPLIV KALCUA NA SKLADISCENJE
2.10.1 Skladis¢enje v normalni atmosferi
Jabolka tretirana s kalcijem imajo po skladis¢enju boljSo aromo kot netretirana jabolka. S

tem se tudi poveca vsebnost skupnih kislin po dolgotrajnem skladis¢enju, bolje pa se
ohrani tudi barva (Ortiz in sod., 2011a).

Slika 6: Celice jabolk tretiranih s kalcijem po sedmih mesecih shranjevanja (Glenn in
Poovaiah, 1987).

Jabolka tretirana s kalcijem imajo visjo vsebnost nekaterih komponent arome kot so:
etanol, 1-propanol, 1-butanol, 2-metil-1-butanol in 1-heksanol v primerjavi s tistimi, Ki so
skladis¢eni v kontrolirani atmosferi (Ortiz in sod., 2010).

Slika 7: Mikrostruktura tkiva jabolk, tretiranega (A) in netretiranega s kalcijem (B) po
sedmih mesecih shranjevanja (Glenn in Poovaiah, 1987). B - tkivo je togo in moc¢no
povezano med sabo.

Etilen stimulira aktivnost encima fenilalanin liaze, ki je kljuéni za biosintezo fenolnih
spojin in vpliva na kopicenje fenolnih sestavin (Leja in sod., 2003).
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2.10.2 Skladisc¢enje v kontrolirani atmosferi (CA)

V kontrolirani atmosferi je proizvodnja estrov na splosno zavirana. To je odlocCilni
dejavnik, ki vpliva na kakovosten okus jabolk. Lahko prihaja tudi do pretiranega zaviranja
sinteze hlapnih spojin, predvsem estrov, kar je glavna pomanjkljivost te metode.

Kalcij naj bi dokazano spremenil notranjo atmosfero sadja zaradi zmanjSanja difuzije
kisika ter pocCasnejSega izhajanja CO,. Pri tem zavira delovanje encimov, Ki razgrajejo
celi¢no steno. Upocasnijo se procesi zorenja (Ortiz in sod., 2010).

2.10.3 SkladiS¢enje v atmosferi z zelo nizko vsebnostjo kisika (ULO)

Skladis¢enje pri nizki koncentraciji kisika je najboljsi nacin shranjevanja jabolk, saj pri
tem prihaja do zmanjSane topnosti snovi v celi¢ni steni (Ortiz in sod., 2011a).

2.11 VPLIV KALCIA NA SINTEZO HLAPNIH SPOJIN

Estri so najvecja skupina hlapnih spojin, ki jih proizvaja sadje. Esterifikacija alkoholov in
karboksilnih kislin je najbolj aktivna v povrhnjici.

Pri tretiranju jabolk s kalcijem se poveca proizvodnja nekaterih hlapnih spojin. Aromo
sadja sestavlja veliko Stevilo hlapnih spojin, katere prispevajo k celotni senzori¢ni
kakovosti sadja glede na sorto (Ortiz in sod., 2011b).

Jabolka vsebujejo preko 300 hlapnih spojin vendar je za aromo jabolk le pomembnih od 20
do 40 hlapnih spojin. Te spojine vkljucujejo alkohole, aldehide, karboksilne estre, ketone
in etre (Dixon in Hewett, 2000). Profil arome se spreminja med zorenjem od aldehidov
(zelene note) do estrov (sadne note).

Trije glavni estri v jabolkih so butil acetat, 2-metilbutil acetat in heksil acetat. Ti prispevajo
k znacilni jabol¢ni aromi in okusa pri ve€ini sort. Sinteza hlapnih spojin je vecja v tkivu
lupine, kot v mesu plodov (Guadagani in sod., 1971; Fellman in sod., 1995).

Dodatek kalcija ima neposreden uc¢inek na celovito srednjo lamelo.

Znacilnosti arome in okusa jabolk se razvijejo v Casu zorenja. FizioloSko nezrela in
prezrela jabolka proizvajajo zelo malo aromatskih spojin.

Proizvodnja hlapnih komponent je odvisna predvsem od prisotne koli¢ine etilena, ki je v
Casu zorenja prisoten. Povecana proizvodnja etilena in intenzivnost dihanja sta nujno
potrebna za vecjo sintezo hlapnih komponent (Ortiz in sod., 2011b).
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2.11.1 Vpliv kalcija na zorenje

Zorenje je zapleten proces fizikalnih in biokemi¢nih sprememb, kjer ima zelo pomembno
vlogo etilen. Pri zorenju pride do izgube zelene barve, tkivo se zacne mehcati in pricne se
razvoj znacilne arome in okusa (Dixon in Hewett, 2000). Zorenje je povezano z razgradnjo
osnovne in srednje celi¢ne stene, ki je sestavljena iz togih mikrofibrilov celuloze, ki je
ujeta v mrezo hemiceluloze in pektinov z razli€nimi strukturnimi proteini in fenoli.

Pomemben dejavnik zorenja je metilacija pektina. Z demetilacijo pektina lahko
upocasnimo izgubo Cvrstosti. V samo mrezo celi¢ne stene lahko uvedemo sam kalcij s
¢imer okrepimo celi¢no steno in s tem zmanjSano njeno poroznost. Uporaba kalcija je
klju¢nega pomena za zaviranje meh¢anja in s tem podalj$anja roka uporabnosti sadja (Ortiz
in sod., 2011b).

2.11.2 Vpliv kalcija na mehc¢anje

Sadje se med zorenjem mehca. Kako hitro pride do meh¢anja je odvisno od vrste, sorte in
nacina skladis§¢enja (Murayama in sod., 2002).

Glavni razlog za mehc¢anje jabolk je sprememba v strukturi in sestavi celi€ne stene.
NajpomembnejSo vlogo imata encima poligalaktoronaza (PG) in pektin metil estereza
(PME), ki delujeta na pektin celi¢ne stene. Encimi poligalaktoronaze razgradijo pektin, pri
tem pride do izgube nevtralnih sladkorjev, Se posebej galaktoze in arabinoze (Wel in sod.,
2010).

2.12 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so spojine, ki preprecujejo oksidacijo snovi s tem, da reagirajo s prostimi
radikali. Pri tem prihaja do odstranitve oksidativno poskodovanih molekul (Boyer, 2005).

Veliko antioksidantov vsebujejo polifenolne spojine, v manjsi meri tudi vitamini A,C in E.
Antioksidanti ponujajo zascito pred Skodljivim vplivom prostih radikalov, ki povzrocajo
oksidativne spremembe na lipidih, proteinih in nukleinskih kislinah (Vidrih in Ka¢, 2000).

Razli¢ne oblike antioksidantov imajo lahko zelo razli¢no antioksidativno aktivnost. V
vecini primerov industrijsko predelanih Zivil in tudi med domaco pripravo obrokov prihaja
do bistvenega zmanjSanja vsebnosti in aktivnosti naravnih antioksidantov. Pri toplotni
obdelavi sadja in zelenjave prihaja do dodatnih izgub antioksidantov (Hribar in Simcic,
2000).
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2.12.1 Antioksidativni potencial (AOP)

Antioksidativni potencial je posledica vsebnosti polifenolov, flavonoidov (antocianov,
flavononov, flavonov, izoflavonov, izokatehina in katehina) in v manj$i meri vitaminov
(Vidrih in Ka¢, 2000). Med vitamini je najmanj stabilen vitamin C, ki se zelo hitro
pretvarja v oksidirano obliko dehidroaskorbinska kislina (Wechtersbach, 2005).

2.12.2 Antioksidanti v rastlinah

Prosti antioksidanti v rastlini sproti nevtralizirajo proste radikale, ki nastajajo pod vplivom
son¢nih zarkov. Najbolj nevarne ultravijolicne zarke rastlina zZe zaustavi v zunanjih tkivih s
pomocjo sekundarnih metabolitov (zlasti flavonoidi in drugi polifenoli). Ultravijoli¢ni
zarki sami sprozijo sintezo antioksidativnih zascitnih snovi.

Sekundarni metaboliti v ve¢jih koncentracijah lahko §¢€itijo rastline pred napadi virusov,
bakterij, gliv in rastlinojedih zivali. Ob okuzbi ali mehanski poskodbi rastline se izgradnja
metabolitov (fenolov) v rastlini zelo pospesi. V rastlinah se antioksidanti ne kopicijo v
vecjih koli¢inah, saj lahko poSkodujejo lastno tkivo rastlin (Kreft in sod., 2000).

V rastlinah fenolne spojine povzrocajo pigmentacijo cvetov in plodov, prispevajo k okusu,
aromi plodov in predstavljajo obrambo pred Skodljivci in patogenimi mikroorganizmi
(Lister in sod., 1996).

2.13 FENOLNE SPOJINE

Fenolne spojine definiramo kot spojine, ki imajo na aromatski obro¢ vezano hidroksilno
(-OH) funkcijsko spojino in so kemijsko zelo raznolika skupina. Vsebujejo preko 10.000
razli¢nih spojin, ki izvirajo iz razli¢nih presnovnih poti (Taiz in Zeiger, 2006).
Najpogosteje nastanejo iz aromatske aminokisline fenilalanina ali njegovega prekurzorja
Sikimske kisline (Abram in Sim¢i¢, 1997).

Fenolne spojine so neenakomerno porazdeljena v jabolku. (Hagen in sod., 2007). Sorta
jabolk ima pomembno vlogo v sintezi polifenolov in bistveno vpliva na skupno vsebnost
fenolov, flavonolov, antocianinov in antioksidativno aktivnost jabolk (Vieira in sod.,
2011).

Fenolne spojine med drugim prispevajo tudi k antioksidativnemu potencialu sadja, Kki

pomagajo nevtralizirati prekomerno koncentracije prostih radikalov v ¢loveSkem telesu
(Chinnici in sod., 2004).
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Vsebnost fenolnih spojin je odvisna od vrste rastline, kultivarja (pri sadju), deloma od
rasti$§¢a, podnebnih razmer (temperatura, svetloba, koli¢ina padavin), nacina predelave in
agrotehniSkih dejavnikov (Héakkinen in sod., 1999).

2.13.1 Funkcija fenolnih spojin

Fenolne spojine vplivajo na odpornost rastlin proti mehanskemu stresu, ki so posledica

prisotnosti insektov, infekcij z glivami, bakterijami in virusi ter mehanskimi poskodbami
(Abram in Sim¢i¢, 1997).

Fenolne spojine so antioksidanti, inhibitorji encimov, pospeSevalci ali zaviralci rasti, rastni
regulatorji itd. Velik del vseh polifenolnih antioksidantov v jabolku predstavljajo
proantocianidini, od katerih se 600-900 mg/kg nahaja v mesu in 1900-3400 mg/kg se jih
nahaja v lupin (Vrhovsek, 2001).

Antioksidativna ucinkovitost fenolnih kislin je odvisna od Stevila in mesta hidroksilne
skupine glede na karboksilno funkcionalno skupino. Narascajo¢o s stopnjo hidroksilacije.
Tak primer je galna kislina s tremi —OH skupinami, ki je zelo u¢inkovit antioksidant (Rice-
Evams in sod., 1996).

2.13.2 Fenolne spojine v jabolkih

Jabolka so bogata s fenolnimi spojinami. Jabolka se razlikujejo med seboj po koncentraciji
fenolnih komponent.

Fenolne spojine imajo antioksidativne lastnosti. Jabolka se razlikujejo med seboj po
koncentraciji fenolnih komponent. Flavonoli so bolj zastopani v mesu kot pa v lupini
jabolka (Sinha, 2007). Antocianini in kvercetin glukozidi se najbolj povecajo po
obsevanju, ki ga izvajamo po zorenju. Pri tem je zelo pomembna tudi temperatura, saj se
jih pri vi§ji (20 °C) tvori ve¢ kot pri nizji (npr.10 °C) temperaturi.

Koli¢ina kvercetin glukozidov je v lupini jabolk razlicna in je odvisno od same sorte
jabolk (Hagen in sod., 2007).
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Preglednica 1:

lupini in mesu jabolk® (Sinha, 2007:782)

Komponente

Lupina
(ng/g sveze mase)

Meso
(ng/g sveze mase)

Skupni hidroksicimetove®

148, 5

193,0

Skupni procianidini® 958, 2 267,7
Skupni flavonoli* 288, 2 1,3
Skupni dihidrohalkoni® 123,7 19, 3
Skupni polifenoli (HPLC)" | 1604, 4 481, 3
Skupni fenoli (F-C)* 1323, 6 429, 6

Povprecna koncentracija (ng/g sveze mase) fenolnih komponent v

?na osnovi osmih sort jabolk; ® klorogenska in p-kumarna kislina; ¢ katehini, epikatehini in drugi procianidini;
9 kvercetin-3-galaktozid, glukozidi, ksilozidi, arabinozidi, ramnozidi;
¢ floridzin in floretin; "merjeno s HPLC; ¢ merjeno po F-C metodi

Kvercetin, glikozidi, epikatehini in procianidini so glavni polifenoli v lupini jabolk (Simci¢
in sod., 2001).

2.14 BARVILA YV LUPINIJABOLK

Barva lupine jabolk je pomemben pokazatelj prehranske vrednosti jabolk (Hagen in sod.,
2007). Barvila se nahajajo v celicah epidermisa in hipodermisa.

Zaletna barva vsakega jabolka je zelena in ima pomembno vlogo pri dihanju. Zeleno
barvilo v jabolkih se imenuje klorofil. Klorofil je zeleno barvilo, ki se nahaja v
kloroplastih. Ta aktivno sodeluje v fotosintezi kot kontaktni katalizator.

Osnovna zelena barva lupine jabolk izhaja iz pigmentov klorofila, od tega je najve¢
klorofila a (CssH720sN4sMg) in b (CssH700sN4MQ), ki sta v razmerju 3:1 (Hribar, 1989).

Z dozorevanjem jabolka prehaja zelena barva v rumeno in rdeCo. Rumena barva je
posledica razgradnje klorofila a.

Karotenoide priStevamo med najbolj razSirjene rastlinske pigmente. Nahajajo se v
membranah kloroplastov. Prisotni so tudi v vseh zelenih tkivih, v stromi kloroplastov in
potem prehajajo v rumeno, oranzno in rdeée obarvana tkiva.

Karotenoidi sodelujejo pri prepre¢evanju tvorb Skodljivih vrst kisika, ki nastanejo v
kloroplastih zaradi delovanja razliénih stresorjev (Sircelj, 2008), pristevamo jih med
moc¢ne antioksidante (Merzlyak in sod., 2003).

Rdece barvo jabolku dajejo antociani, ki so raztopljeni v celi¢ni steni. Delujejo tudi
za$¢itno proti Skodljivim UV spektru in pretiranemu son¢nemu obsevanju (Merzlyak in
sod., 2003).



Flegar M. Vpliv gnojenja s kalcijem in duSikom na antioksidativni potencial in skupne fenole v jabolkih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta. Odd. za zivilstvo, 2014 23

Odtenek rdece barve je odvisen od koncentracije antocianinov v kozici jabolka, vendar je
barva kozice jabolk odvisna tudi od koncentracije pigmentov kot so flavonoli, klorofil in
karotenoidi (Lancaster, 1992). Na vsebnost antocianov vplivajo med drugim tudi okoljski
dejavniki, kot so temperatura in svetloba oz. sencenje.

Delez karotenoidov in klorofilov odraza fizioloske spremembe, ki se pojavljajo v sadju
med razvojem. Glavni Kklorofili in karotenoidi se nahajajo v lupini jabolk. Ti sodelujejo
tudi pri fotosintezi (Awad in sod., 2001).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI
3.1.1 Jabolka

V okviru eksperimentalnega dela smo uporabili tri sorte jabolk in sicer ’Aroma’, ’Elstar’ in
’Discovery’. Vse tri sorte jabolk so bile konvencionalne pridelane. Poleg obifajnega
gnojenja so bile jablane dodatno foliarno gnojene z dusikom, kalcijem ali kombinacijo
obeh. Odmerek dusika, kalcija oziroma kombinacijo obeh je znaSal 3 kg oziroma 2,5 kg/ha
za enkratno aplikacijo; foliarno gnojenje je bilo izvedeno Sestkrat. Na enoto povrsine (ha)
je bilo skupno apliciranega 18 kg dusika v obliki uree, 15 kg kalcija v obliki CaCl, ter
kombinacijo kalcija in dusika (18 kg N + 15 kg CaCly).

3.1.2 Reagenti

Pri delu smo uporabili analitsko Ciste reagente podjetij Merck, Europa Scientific in Sigma.
Kemikalije, ki smo jih uporabljali pri posameznih eksperimentih, so navedene v opisu pri
posameznih eksperimentalnih metodah.

3.2 METODE DELA

3.2.1 Dolocanje antioksidativnega potenciala z metodo DPPH’

OPIS METODE:

Metodo s prostim radikalom DPPH’ uvr§amo med najstarejSe metode za doloanje
antioksidativnega potenciala (Brand-Williams in sod., 1995).

Temelji na reakciji med radikalom DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) in donorji vodika
(Molyneux, 2004). DPPH" ima velik molarni absorpcijski koeficient v vidnem delu spektra
Z maksimalno vrednostjo pri 517 nm. To nam omogoc¢a, da lahko merimo koncentracijo
radikala DPPH’ spektrofotometri¢no (Roginsky in Lissi, 2005).

Pri spektrofotometri¢ni metodi spremljamo alkoholno raztopino DPPH’, ki reagira z
antioksidantom. Pri tem se tvori reducirana oblika DPPH,. OpaZena je sprememba barve iz
vijoli¢ne v rumeno. Koncentracijo DPPH" izberemo v obmod¢ju med 50 in 100 uM, na
takSen nacin, da so vrednosti absorbance referen¢nih vrednosti manjse od 1.

Absorbanco merimo pri valovni dolZini 517 nm, reakcijski ¢as naj bi bil okoli 30 minut
(Molyneux, 2004).

Rezultate lahko podajamo z izratunom razmerja med $tevilom molov DPPH" , ki zreagira
s Stevilom molov dolo¢enega antioksidanta. Zaradi kompleksnosti v praksi in
nepoznavanja dejanske sestave in molarnosti antioksidantov, se podaja antioksidativna
uéinkovitost vzorca kot razmerje med Stevilom molov DPPH" , ki reagirajo z antioksidanti
v 1g suhe snovi (Molyneux, 2004).
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REAGENTI:

DPPH’ (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)(Sigma, Nemcija)
Metanol (Merck, Nemcija)

APARATURA IN PRIBOR:

Analitska tehtnica
Avtomatska pipeta
Centrifuga

Deionizirana voda
Ependorfke

Plasti¢ne kivete (10 mm)
UV-VIS spektrofotometer

IZVEDBA ANALIZE:

- pripravimo referen¢ni vzorec (RF): v ependorfki zmeSamo 60 pl metanola in 1,5 ml
raztopine DPPH". Posamezni vzorec pripravimo v treh paralelkah in sicer tako, da v
ependorfki zmeSamo 60 pl (ekstrakt jabolk v metafosforni kislini) in 1,5 ml raztopine
DPPH °. Pripraviti moramo tudi slepo probo (SP) za vsak vzorec posebej, tako da v
ependorfki zmeSamo 60 pl vzorca in 1,5 ml metanola.

- vzorce jabol¢ne brozge centrifugiramo (4000 obratov/10 min) in nato supernatant
prelijemo v ependorfke

- DPPH’ pripravimo vsaki¢ svez: v 100 ml bucko zatehtamo 4 mg DPPH’ v 20 ml metanola
ter premeSamo, da se popolnoma raztopi. Metanol dodajamo toliko ¢asa, da je absorbanca
raztopine okrog 1.

- Vse vzorce dobro premeSamo in prelijemo v kivete ter izmerimo absorbanco pri 517 nm.

IZRACUN:

AA=ARr-Avyzt+Asp e ( 1)
N(mol)=AA/e (Vreakcijskezmesi ‘1) ()
c(MmoIDPPH/I):H/VreakC|Jskezmes| ...... (3)
I=0,4cm

€=120001-cm/mol

V reakcijske zmesi = 1,56 ml =0,00156 |

Vrednost DPPH’ v vzorcu lahko enostavno izraunamo iz Beer-Lambertovega zakona:

AA=¢-Ac'l (4)

NoPPH2=C" Vreakcijskezmesi (5)
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AA predstavlja razliko absorbance med referenéno raztopino, kateri je dodan samo DPPH’
in raztopino, kjer je poleg DPPH" prisoten e antioksidant, ¢ je molarni absorpcijski
koeficient DPPH’ pri 517 nm, c je koncentracija nastalega DPPH, in 1 je dolzina poti
svetlobe skozi vzorec.

Vrednost € v metanola ali v etanolu pri 517 nm je v literaturi navedena med 11600 in
12500 I/mol-cm (Molyneux, 2004).
Pri naSem izracunu je bila ta vrednost 12000 1/mol-cm.

3.2.2  Dolocanje fenolnih spojin v vzorcih s spektrofotometri¢éno metodo

OPIS METODE:

Fenolne spojine absorbirajo predvsem svetlobo vidnega spektra in UV spektra. Zato lahko
odc¢itamo vrednost absorbance pri ustrezni valovni dolZini. Pri tem jo uporabimo za oceno
koncentracije skupnih fenolov.

Za dolocanje koncentracije skupnih fenolnih snovi dodajamo vzorcu Folin-Ciocalteujev
reagent, ki v alkalni raztopini (dodatek natrijevega karbonata) oksidira fenolne snovi.
Reagent Folin-Ciocalteu (F.C.) je vodna raztopina natrijevega volframata (V1), natrijevega
molibdata (VI) in litijevega sulfata(VI); slednji prepreci obarvanje F.C. reagenta.

Dodatek natrijevega karbonata je potreben za alkalnost reakcijske zmesi. Redukcija
volframata (VI) in molibdata (VI) potece le v prisotnosti fenolatnega aniona.

Raztopina, ki vsebuje reducirani volframat (V1) in/ali molibdat (VI), je modro obarvana,
medtem ko je raztopina nereducirane oblike rumene barve. Absorbanco reakcijske
meSanice izmerimo pri valovni dolzini 765 nm.

Masno koncentracijo skupnih fenolnih spojin od¢itamo iz umeritvene krivulje in rezultat
izrazimo kot mg galne kisline/l (galno kislino uporabimo kot standardno referenc¢no
spojino za dolocanje skupnih fenolnih spojin)(Kac¢ in Kosmerl, 2004).

REAGENTI:

o Folin-Ciocalteujev reagent (F.C.), komercialni reagent: tik pred uporabo ga
razred¢imo po navodilih proizvajalca (uporabimo smo Merckov reagent, ki smo ga redcili
z deonizirano vodo v razmerju 1 : 2);

. osnovna raztopina galne kisline: v 100 ml merilno bucko natehtamo 500 mg galne
kisline, dodamo 10 ml absolutnega etanola, raztopimo in razred¢imo do oznake z
deionizirano vodo;

o 20 % raztopina natrijevega karbonata (Na,CO3);

. deionizirana voda
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APARATURA IN PRIBOR:
e Kivete (10 nm)
e Merilne bucke (100 ml)
e Polnilne pipete (1 ml, 2 ml, 3 ml, 5 ml, 10 ml)
e Puhalka z deionizirano vodo
e UV-VIS spektrofotometer

IZVEDBA ANALIZE
a) Priprava umeritvene krivulje

Iz osnovne raztopine galne Kisline pripravimo z ustreznim razred¢enjem razli¢ne
koncentracije standardnih raztopin galne kisline; v 100 ml merilno bucko odpipetiramo od
0 do 5 ml osnovne raztopine galne kisline, dopolnimo do oznake z deionizirano vodo ter
premesamo.

Iz vsake merilne bucke odpipetiramo po 1 ml standardne raztopine v 100 ml merilno
bucko, dodamo priblizno 60 ml deionizirane vode, raztopino premesamo in dodamo 5 ml
razredcene F.C. reagenta. Raztopino ponovno dobro premeSamo in po 30 sekundah
(najkasneje po 8 minutah) dodamo 15 ml 20 % raztopine natrijevega karbonata.

PremeSamo in dopolnimo z deionizirano vodo do oznake. Raztopino pustimo stati tocno 2
uri pri temperaturi 20 °C. Po tem Casu vsebino merilne bucke Se enkrat premeSamo,
prenesemo v 10 nm kiveto in izmerimo absorbanco proti slepemu vzorcu pri valovni
dolzini 765 nm.

NariSemo umeritveno krivuljo: odvisnost absorbance od masne koncentracije galne kisline
(mg/l) in izra¢unamo enacbo premice. Beer-Lambertov zakon za to metodo veljaza
koncentracijsko obmocje 3-150 mg galne kisline/l.

b) Dolocanje fenolnih spojin v vzorcu jabol¢nega soka glede na umeritveno krivuljo

V 50 ml bu¢ko odpipetiramo 0,5 ml vzorca. Vzorcu dodamo priblizno 30 ml deionizirane
vode, raztopino premeSamo in dodamo 2,5 ml razred¢enega F. C. reagenta.

Raztopino ponovno dobro premeSamo in po 30 sekundah (najkasneje po 8 minutah)
dodamo 7,5 ml 20 % raztopine natrijevega karbonata. PremeSamo in dopolnimo z
deionizirano vodo do oznake. Raztopino pustimo stati to¢no 2 uri pri temperaturi 20 °C. Po
tem Casu vsebino merilne bucke Se enkrat premesSamo, prenesemo v 10 mm kivete in
izmerimo absprbanco proti slepemu vzorcu pri valovni dolzini 765 nm.
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Kon¢no koncentracijo skupnih fenolnih spojin v vzorcu (mg galne kisline/l) izraCunamo iz
umeritvene krivulje (ob upostevanju razredcitve).

3.3 STATISTICNA OBDELAVA REZULTATOV

3.3.1 Aritmeti¢na sredina

Vrednost numeri¢nih statisticnih spremenljivk variirajo okoli neke srednje vrednosti.
Pomembno je ugotoviti, okoli katerega srediS¢a se nahajajo vrednosti spremenljivk
posameznih enot. S to vrednostjo lahko predstavljajo celotno populacijo ali vzorec. Za
srednjo vrednost sta najpomembnejsi merili aritmeti¢na sredina, mediana in manj uporaben
modus.

Aritmeti¢no sredino ali povprecje dobimo tako, da sestejemo vrednosti spremenljivke vseh
enot in vsoto delimo s Stevilom enot.

Aritmeticna sredina predstavlja neke vrste teziS¢e podatkov, saj je vsota odklonov
posameznih vrednosti spremenljivke od povpre¢ja navzgor enaka vsoti odklonov navzdol.
Vsota vseh odklonov od aritmeti¢ne sredine je vedno enaka nic.

Aritmeti¢na sredina je osnovna mera za srednjo vrednost. Ce zavzame neki statisti¢ni znak
statistiénih enot pojava v vzorcu zaporedoma numeri¢ne vrednosti Xi, Xo, Xs,...X, j€
aritmeti¢na sredina (x, ) teh vrednosti (Adamic,1980):

| 1
T==) x;=—(T14+ -+ 1,)
”z; n ....(6)

3.3.2 Varianca in standardni odklon

Varianca je osnovna mera variacije. Varianca je za statisticno analizo podatkov zelo
pomembna. Predstavlja povprecje kvadratov odklonov posameznih vrednosti aritmeticne
sredine. Variance se graficno ne da predstaviti. Zaradi tega se kot opisni parameter bolj
uporablja kvadratni koren variance. Imenujemo ga standardna deviacija ali standardni
odklon.

Definirana formula variance (6?) :

Ug — E:I:l (It' - T}E
N D)
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Standardni odklon uvr§¢amo k statisticnim kazalcem. NajveCkrat ga uporabljamo za
merjenje statisticne razprSenosti enot. Standardni odklon lahko ra¢unamo kot ¢ (sigma) ali
kot odklon posameznega vzorca statisticne populacije. Zaradi razliénega odklona se
formuli razlikujeta.

Standardni odklon je definiran s formulo

o \XZ‘-’L(I@- —T)?
B N . (8)

X(i) je i-ta enota v statisti¢ni populaciji, povprecje je aritmeti¢na sredina populacije, N pa je
Stevilo vseh enot.

Standardni odklon vzorca statisti¢éne populacije je definiran s formulo (Adamic¢, 1980):

o \/z;-’ilt:sa- —ap
N -1 )

Velika vrednost standardnega odklona o predstavlja veliko razprSenost enot v populaciji.
Majhna vrednost standardnega odklona ¢ pa predstavlja veliko koncentracijo statisticnih
enot okoli aritmetiéne sredine (Bajt in Stiblar, 2002).
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI ANALIZ GLEDE NA SORTO JABOLK

411 Rezultati dolocanja antioksidativnega potenciala v jabolkih s prostim
radikalom DPPH’

Antioksidativni potencial (AOP) vzorcev jabolk smo dolocali z metodo, ki temelji na
reakciji stabilnega radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) v 2 % raztopini MFK z
antioksidanti iz vzorca.

Analizo vzorcev smo izvajali v treh paralelkah in za vsak vzorec smo naredili tudi slepo
probo.

Izmerili smo absorbanco slepih prob in vzorcev (A) in referen¢no vrednost (RF). Iz enacbe
(1) smo izracunali AA, ki smo jo vstavili v enacbo (2 ). Iz enacbe (1) in (2 ) smo izracunali
antioksidativni potencial (AOP) za vsak vzorec. V preglednici 5 je kot rezultat podano
povprecje vseh treh paralelk v mmol DPPH/100 g. Povprecje in standardni odklon AOP
glede na sorto jabolk in gnojenjem z N, Ca in kombinacijo N + Ca sta predstavljeni v
preglednici, graficno pa sta prikazani na sliki 8.

Antioksidativni potencial je posledica vsebnosti polifenolov, flavonoidov in v manj$i meri
vitaminov (Vidrih in Kac, 2000).

Vsebnost polifenolov, flavonoidov in vitaminov je v pozitivni korelaciji z
antioksidativnim potencialom.
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Preglednica 2: Rezultati meritev antioksidativnega potenciala (mmol DPPH/100 g)
jabolk sorte ’Aroma’ med skladiS¢enjem.

oznaka tretiranje | AOP (mmol DPPH/100
vzorca )
+ kontrola | 0,056
AG 2B +N 0,109
+ Ca 0,079

+ Ca+N 0,077
+ kontrola | 0,078
AG 3A +N 0,061
+ Ca 0,108
+ Ca+N 0,168
+ kontrola | 0,078
AG 3B +N 0,153
+Ca 0,073
+ Ca+N 0,131
+ kontrola | 0,105
AG 4A +N 0,081
+ Ca 0,098
+ Ca+N 0,095
+ kontrola | 0,177
AG 4B +N 0,061
+ Ca 0,114
+ Ca+N 0,116
+ kontrola | 0,089
AG 5B +N 0,078
+ Ca 0,021
+ Ca+N 0,097
+ kontrola | 0,06

AG 6A +N 0,095
+ Ca 0,095
+ Ca+N 0,068
+ kontrola | 0,124
AG 6B +N 0,069
+Ca 0,124
+ Ca+N 0,122

V preglednici 2 so predstavljeni vsi izmerjeni rezultati AOP za sorto *Aroma’.

AOP povpre¢nega kontrolnega vzorca jabolk sorte ’Aroma’ znaSa 0,096 mmol
DPPH/100g, jabolka gnojena z dusikom imajo vrednost AOP 0,089 mmol DPPH/100 g.
AOP v jabolkih gnojenih s kalcijem znaSa 0,093 mmol DPPH/100 g, gnojenje s
kombinacijo kalcija in dusika ima vrednost AOP 0,108 mmol DPPH/100 g(preglednica 6).
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Preglednica 3: Rezultati meritev antioksidativnega potenciala (mmol DPPH/100 g) jabolk

sorte ’Elstar’

oznaka tretiranje | AOP (mmol DPPH/100 g)
vzorca
+ kontrola | 0,587
AG3A | +N 0,304
+ Ca 0,356
+ Ca+N 0,543
+ kontrola | 0,12
AG3B | +Ca 0,175
+N 0,112
+ Ca+N 0,209
+ kontrola | 0,706
AG4A | +N 0,515
+Ca 0,578
+ Ca+N 0,479
+ kontrola | 0,049
AG4B | +N 0,695
+ Ca 0,598
+ Ca+N 0,589
+ kontrola | 0,117
AG 5A +N 0,154
+ Ca 0,137
+ Ca+N 0,154
+ kontrola | 0,048
AG 5B +N 0,16
+Ca 0,122
+ Ca+N 0,154
+ kontrola | 0,568
AG 6A +N 0,337
+Ca 0,587
+ Ca+N 0,576
+ kontrola | 0,24
AG 6B +N 0,433
+ Ca 0,499
+ Ca+N 0,55

Preglednica 3 predstavlja rezultate vseh izmerjenih meritev sorte ’Elstar’.

Povprecni rezultati sorte ’Elstar’ so predstavljeni v preglednici 5. Sorta ’Elstar’ ima visji
AOP v primerjavi s sorto ’Aroma’. AOP plodov sorte ’Elstar’ znaSa pri povprecnem
kontrolnem vzorcu 0,383 mmol DPPH/100 g. Pri plodovih gnojenih z dusikom (N) je
vrednost AOP 0,387 mmol DPPH/100 g. Gnojenje s kombinacijo kalcija in dusika vpliva
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v

jabolk sorte ’Elstar’ pa imajo plodovi gnojeni s Ca, kateri znasa 0,416 mmol DPPH/100 g.

Preglednica 4: Rezultati meritev antioksidativnega potenciala (mmol DPPH/100 g) jabolk
sorte ’Discovery’

oznaka tretiranje | AOP (mmol DPPH/100 g)
vzorca

+ kontrola | 0,297
AG 1A +N 0,309

+ Ca 0,314

+ Ca+N 0,322
+ kontrola | 0,126

AG 3A + N 0,091
+ Ca 0,096
+ Ca+N 0,15
+ kontrola | 0,28

AG 3B + N 0,529
+Ca 0,432

+ Ca+N 0,606
+ kontrola | 0,748
AG 4A +N 0,435
+ Ca 0,51

+ Ca+N 0,611
+ kontrola | 0,302
AG 4B +N 0,365
+ Ca 0,652
+ Ca+N 0,477
+ kontrola | 0,119
AG 5A + N 0,206
+ Ca 0,109
+ Ca+N 0,177
+ kontrola | 0,225
AG 5B +N 0,236
+ Ca 0,177
+ Ca+N 0,142
+ kontrola | 0,492
AG 6A + N 0,502
+ Ca 0,520
+ Ca+N 0,488
+ kontrola | 0,328
AG 6B + N 0,215
+ Ca 0,696
+ Ca+N 0,512
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Povpreéni rezultati AOP za jabolka sorte ’Discovery’ so predstavljeni v preglednici 5.
ki znasa povprecno 0,316 mmol DPPH/100 g, sledijo plodovi kontrolnega vzorca (0,33
mmol DPPH/100 g). AOP plodov jabolk sorte *Discovery’ gnojenih z kalcijem znasa 0,369

mmol DPPH/100 g, kombinacija gnojenja z dusikom in kalcijem pa daje najve¢ji AOP
(0,374 mmol DPPH/100 g).
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Preglednica 5: Povprecje in standardni odklon antioksidativnega potenciala AOP (mmol
DPPH/100 g) glede na sorto jabolk.

Sorta tretiranje | Stevilo vzorcev | Povpreéje (mmol DPPH/100g)
jabolk
+ kontrola | 8 0,096 + 0,04
’Aroma’ + N 8 0,089 + 0,031
+ Ca 8 0,093 £0,033
+Ca+N |8 0,108 £0,032
+ kontrola | 9 0,324 £ 0,55
"Discovery’ | + N 9 0,321 £ 0,42
+ Ca 9 0,390 + 0,64
+Ca+N |9 0,387 £ 0,54
+ kontrola | 9 0,304 + 0,71
’Elstar’ +N 9 0,339 +£0,77
+ Ca 9 0,381 +£0,56
+Ca+N |9 0,423 +£ 0,54
0,7
0,6
)
80,5
S0 o , | [
& ’ ® 'Aroma’
g 0,3 - H 'Discovery'
;_E— 02 | 'Elstar’
2 ,
0,1 - T |
0 - T T T )
+ kontrola +N +Ca + Ca+N
tretiranje

Slika 8: Povpre¢je in standardni odklon antioksidativnega potenciala (mmol DPPH/100 g) glede na
sorto jabolk in nacin gnojenja.

V preglednici 5 in na sliki 8 so predstavljene povpre¢ne vrednosti antioksidativnega
potenciala vseh treh sort jabolk tretiranih z N, Ca ali kombinacijo Ca N ter kontrole. 1z
rezultatov lahko razberemo, da je antioksidativni potencial v ve¢ji meri odvisen tudi od

ey e

s

kombinacijo kalcija in dusika imajo najvisji AOP, sledijo plodovi gnojeni s kalcijem (Ca).
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Razviden je trend, da daje gnojenje z duSikom najnizje vrednosti AOP v primerjavi z
ostalimi nacini gnojenja oziroma kontrolnih vzorcev brez gnojenja.

4.1.2 Rezultati dolo¢anja fenolnih spojin v plodovih jabolk

Fenolne spojine v vzorcih jabolk smo doloc¢ali s Folin-Ciocalteujevim reagentom.
Absorbanco smo merili pri valovni dolzini 765 nm. Izmerjena absorbanca je
premosorazmerna koli¢ini skupnih fenolov v vzorcu.

4.1.2.1 Umeritvena krivulja za skupne fenolne spojine s F.C.reagentom

Iz podatkov (preglednica 6) smo narisali umeritveno krivuljo (slika 9). S pomoc¢jo enacbe
umeritvene krivulje in ob upostevanju razred¢itve smo izracunali koncentracijo skupnih
fenolnih spojin izrazeno kot mg galne kisline/100 g svezega vzorca.

Preglednica 6: Odvisnost absorbance od koncentracije galne kisline
Koncentracija galne kisline (mg/l) Absorbanca (Azesnm)
3 0,036
15 0,124
30 0,227
75 0,542
150 0,9976
1,2
T 1
&
= 08
sz 0,6
]
c
2 04 /
=]
é 0,2 /
0 /
0 50 100 150 200
koncentracija galne kisline (mg/ml)y = 0,0065x + 0,0282
R?=0,9987

Slika 9: Umeritvena krivulja za dolo¢anje fenolnih spojin — odvisnost absorbance od koncentracije
galne kisline skupaj z enac¢bo premice.
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4.1.2.2 Dolocanje koncentracije skupnih fenolnih spojin v plodovih jabolk

Preglednica 7:

Povprecne vrednosti

in standardni odklon vsebnosti skupnih

fenolnih spojin (mg/100 g) glede na sorto jabolk in razli¢ne nacine gnojenja

Sorta tretiranje | Stevilo vzorcev | Skupni fenoli (mg/100 g)
jabolk
+ kontrola | 8 169,5 + 78
’Aroma’ +N 8 152,1 +£ 36
+ Ca 8 171 £ 72
+Ca+N |8 156 £ 85,2
+ kontrola | 9 258 £ 102
"Discovery’ | + N 9 258+ 111,6
+ Ca 9 280,8 + 86,1
+Ca+N |9 264 £ 81
+ kontrola | 9 258,6 £75
"Elstar’ +N 9 204 +91,2
+ Ca 9 2679 £ 63
+Ca+N |9 252 + 64,8

400

350

300

250

m '‘Aroma’

200

koncentracija skupnih fenolnih spojin
(mg/100 g)

150 -~

100 -

50 -

B 'Discovery'
‘Elstar’

+ Ca +Ca+N

+ kontrola +N

tretiranje

Slika 10: Vsebnost in standardni odklon vsebnosti skupnih fenolnih spojin (mg/100 g) v plodovih
jabolk sort ’Aroma’, *Discovery’ in ’Elstar’.

Iz rezultatov zbranih v preglednici 7 in na sliki 10 je mogocCe razbrati, da je vsebnost skupnih
fenolnih spojin v plodovih jabolk v precej velikem razponu. Koncentracija skupnih fenolnih
spojin (mg/100 g) se giblje v mejah od 152,1 do 280,8 mg/100 g.
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Iz rezultatov vseh treh sort jabolk je razvidno, da imajo plodovi gnojeni s Ca najvisjo
vsebnost SFS, najnizjo vrednost SFS pa imajo vzorci gnojeni z N. Kontrolni vzorci (brez
gnojenja) kazejo relativno visoke vrednosti SFS, visje kot vzorci gnojeni z N.

Najvisjo koncentracijo skupnih fenolnih spojin imajo pri sorti ’Discovery’ plodovi gnojeni s
kalcijem (280,8 mg/100 g) ter pri sorti ’Aroma’ (171 mg/100 g).

Najvi§jo koncentracijo skupnih fenolnih spojin pri plodovih gnojenih z dusikom (N) smo
dolocili pri sorti *Discovery’ (258 mg/100 g), sledi ji sorta "Elstar’ z 204 mg/100 g in sorta
’Aroma’ z 152,1 mg/100 g.

Najvi§jo vsebnost skupnih fenolnih spojin imajo pri gnojenju s kombinacijo kalcija in dusika
(Ca+N) plodovi sorte ’Discovery’ (264 mg/100 g) sledi sorta ’Elstar’ (252 mg/100 g) in
sorta *’Aroma’ (156 mg/100 g). Pri vseh treh sortah je dalo gnojenje s kalcijem, medtem ko
imajo najnizjo vrednost plodovi gnojeni z dusikom.
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5 RAZPRAVA

Namen raziskave je bil ugotoviti, kako gnojenje s kalcijem, dusikom in kombinacijo
kalcija in duSika vpliva na vsebnost skupnih fenolov in antioksidativni potencial. Vsa
jabolka so bila pridelana na konvencionalen nacin ter dodatno foliarno gnojena s kalcijem,
dusikom ali kombinacijo obeh.

Gnojenje drevesa jablane je kljuénega pomena na kakovost plodov jabolk. Gnojenje z
duSikom vpliva na vecji pridelek, vendar prekomerno gnojenje znatno poslabsa vecino
parametrov kakovosti plodov jabolk. Po drugi strani pa gnojenje s kalcijem, obicajno v
obliki CaCl; izboljsa parametre kakovosti plodov jabolk.

Najbolj je raziskan vpliv kalcija na preprecevanje pojava grenke pegavosti. Kalcij se v
plodovih veze na celi¢ne stene in tako vzdrzuje integriteto celi¢nih sten, kar se kaze v vedji
trdoti plodov. S tem se tudi upocasni zorenje na samem drevesu in kasneje tudi med
skladiS¢enjem. Plodovi so manj obcutljivi na mehanske poskodbe in nekatere bolezni
(Chardonnet in sod., 2003). Ortiz in sod. (2011b), poro¢ajo o manjsi sintezi etilena med
skladis¢enjem pri plodovih gnojenih s kalcijem kar vpliva na daljSo zivljenjsko dobo.

Od ostalih vplivov se veliko omenja tudi vpliv kalcija na sintezo aromatskih spojin;

plodovi z ve¢ kalcija tvorijo ve¢ estrov in imajo bolj izrazeno sadno noto (Ortiz in sod.,
2010)

5.1 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL

Glede na rezultate antioksidativnega potenciala lahko sklepamo, da je antioksidativni
potencial v veliki meri odvisen od sorte jabolk.

Nedavne Studije, ki so jih opravili Vieira in sodelavci (2011), so potrdile naSo domnevo, da
se vsebnost polifenolnih spojin v jabolkih razlikuje med razli¢nimi sortami.

Antioksidativni potencial (AOP) v sadju je tesno povezan z vsebnostjo skupnih fenolnih
potencial. Poleg fenolnih spojin vplivajo na antioksidativni potencial Se vitamini, vendar v
man;jsi meri kot polifenoli.

Stracke in sodelavci (2009) so v raziskavah prisli do zakljucka, da so flavonoli glavne
komponente, ki vplivajo na antioksidativni potencial.

Pri jabolkih z rdeco lupino je antioksidativni potencial pricakovano vi§ji, kot pri tistih, ki
imajo rumeno oziroma zeleno lupino. Med rastjo se v lupini plodov nenehno spreminja
profil fenolnih spojin, odvisno od sorte, klimatskih pogojev in stopnje zrelosti plodov.
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Najvisjo povprecno vrednost antioksidativnega potenciala imajo jabolka sorte Elstar ,
najnizjo povprecno vrednost antioksidativnega potenciala pa imajo jabolka sorte’Aroma.
Znotraj sorte najbolj vpliva na vi§ji antioksidativni potencial gnojenje s kalcijem.

Foliarno gnojenje s kalcijem ali v kombinaciji z duSikom vpliva na povecanje
antioksidativnega potenciala pri vseh treh sortah.

Brown in sodelavci (1996) so ugotovili, da gnojenje s kalcijem ne vpliva na Cvrstost
plodov, ¢e se le-ta dodaja tik pred obiranjem.

Drevesa lahko dognojujemo preko tal in kasneje tudi listov. S tem omogoc¢imo plodovom,
da se primerno razvije in kasneje tudi dobro skladiscenje.

Gnojenje s kalcijem v zgodnejSem obdobju povzroci, da imajo jabolka viSjo trdoto in so

tudi manj dovzetnej$a za pojav grenke pegavosti (Domagala-Swigtkiewicz in Blaszczyk,
2009).

Sam Kkalcij zavira proces staranja oziroma zorenja, saj zavira aktivnost mitohondrijev in

encimov pektinaz in s tem zmanjSuje stopnjo dihanja, ki je klju¢na za samo zorenje (Sams
in Conway, 1984).

Antioksidativni potencial (AOP) v sadju je tesno povezan z vsebnostjo skupnih fenolnih

ey

potencial.

5.2 VSEBNOST SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN (SFS)

Koli¢ina fenolnih snovi je odvisna od vrste rastline, kultivarja, rastiS¢a, podnebnih razmer
(temperatura, svetloba, koli¢ina padavin), nacina pridelave in agrotehniskih dejavnikov
(Hékkinen in sod., 1999). Fenolne spojine dolo¢ajo zunanje in notranje parametre
kakovosti sadja, kot so videz, okus in odpornost sadja na mehanske poskodbe ali odpornost
na napad insektov.

Ugotovljeno je bilo, da vsebuje lupina jabolk tudi do 100 krat ve¢ nekaterih fenolov v
primerjavi s pulpo jabolka, kar kaze na pomen za$¢itnih snovi v lupini (Veberi¢ in sod.,
2005).

Iz na$ih rezultatov je lahko razbrati, da je vsebnost skupnih fenolnih spojin v plodovih
jabolk v precej velikem razponu, in sicer se vrednosti gibljejo od 152,1 do 280,8 mg/100 g.

Najvi§jo povprecno koncentracijo skupnih fenolnih spojin ima v naSem primeru sorta
’Discovery’. Znotraj sorte ’Discovery’ smo dolocili najvi§jo vrednost fenolnih snovi v
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plodovih gnojenih s kalcijem, nekoliko manjse vrednosti je bila pri kombinaciji kalcija in
dusika, najmanj pa pri gnojenje z dusikom.

Avtorji (Mainla in sod., 2012) poroc¢ajo, da gnojenje s kalcijem pred obiranjem pri
nekaterih podlagah poveca sintezo nekaterih polifenolov, predvsem kvarcitrina. Po drugi
strani pa gnojenje z dusSikom zmanjsa sintezo nekaterih polifenolov, predvsem cianidin 3 —
galaktozida, katehinov in flavonoidov (Awad in de Jager, 2002).

Najnizjo povprecno koncentracijo skupnih fenolnih spojin imajo jabolka sorte ’Aroma’.
Znotraj sorte *Aroma’ ima najvecji vpliv na koli¢ino fenolov gnojenje s kalcijem najmanj
pa plodovi gnojeni z dusikom. Ta vrednost je 57 mg/I.

Glede na te parametre je najpomembnejsi mineral kalcij, kar nam je potrdila tudi raziskava.
Ta zavira naravno mehc¢anje jabolk med skladiS¢enjem. Omogoca vzdrZevanje integritete
celicne stene skozi oblikovanje karboksilne skupine v poligalakturonaznih polimerih pri
kalcijevem ionu (Ortiz in sod., 2011)

Zaradi tega je jabolko podvrzeno kasnejSemu razpadu med zorenjem ali staranjem. S
staliS¢a ohranjanja kvalitete gnojenja s kalcijem pomembno prispeva k vecji vsebnosti
polifenolov in ve¢jemu antioksidativnemu potencialu kar je pomembno za ohranjanje
kvalitete sadja med skladiS¢enjem. Poleg daljSe obstojnosti sadja pa je gnojenje s kalcijem
pomembno tudi s prehranskega staliSCa, saj ob uzivanju takega sadja zauzijemo vec
zaSCitnih snovi. Za ¢im vecjo vsebnost zasCitnih snovi (polifenolov, vitaminov) je
pomembno uravnoteZzeno gnojenje predvsem z duSikom (Awad in de Jager, 2002).
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6 SKLEPI

Iz rezultatov analiz za ugotavljanje vpliva gnojenja s kalcijem in duSikom na
antioksidatvni potencial in skupne fenole lahko povzamemo naslednje sklepe:

antioksidativni potencial je odvisen od sorte jabolk.
- koli¢ina fenolnih spojin je odvisna od sorte jabolk

- sorta jabolk ’Aroma’ vsebuje najnizjo povprec¢no vrednost antioksidativnega
potenciala, sorte ’Elstar’ pa najvisjo vrednost

- gnojenje s kalcijem ali kombinacija kalcija in duSika poveéa antioksidativni
potencial

- gnojenje z duSikom zmanjSa antioksidativni potencial

- gnojenje s kalcijem ali kombinacijo kalcija in duSika poveca vsebnost skupnih
fenolov

- velik pomen na vrednost fenolnih spojin imata makroelementa kalcij in dusSik.
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7 POVZETEK

Jabolko je najbolj razSirjena sadna vrsta v svetu in tudi pri nas. Vsebuje zelo veliko
zdravilnih snovi, zato si ze z zauZzitjem enega sadeza pridobimo veliko vitaminov in
mineralov. Pomaga pri izboljSanju odpornosti telesa in pri preprecevanju Stevilnih bolezni.
Konvencionalna pridelava jabolk je v svetu vedno bolj razsirjena. S tem nacinom pridelave
dobimo v dolo¢enem obdobju ¢im vecji in bolj kakovosten pridelek. Uporabljamo gnojila,
s katerimi nadomestimo hranila v drevesu, ki primanjkujejo v dolo¢enem obdobju rasti.

Namen raziskave je bil ugotoviti vsebnost skupnih fenolov in vsebnost antioksidativnega
potenciala v plodovih jabolk gnojenih s kalcijem (Ca), dusikom (N), in kombinacijo kalcija
in duSika (Ca +N). V raziskavo so bile vkljuene 3 sorte jabolk ’Discovery’, ’Elstar’ in
’Aroma’. Imeli smo 9 vzorcev sorte *Discovery’, 9 vzorcev sorte ’Elstar’ in 8 vzorcev sorte
’Aroma’.

Znotraj vsakega vzorca smo imeli tudi podane vzorce, ki so bili tretirane s kalcijem (Ca),
dusikom (N) in kombinacijo kalcija in dusika (Ca + N).

Med kemijskimi lastnostmi smo primerjali antioksidativni potencial in koncentracijo
skupnih fenolnih spojin.

Antioksidativni potencial je posledica vsebnosti polifenolov, flavonoidov in v manj$i meri
tudi vitaminov. Antioksidativni potencial smo dolocili s spektrofotometricno metodo z
DPPH’, ki temelji na reakciji stabilnega radikala DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) v 2 %
raztopini metafosforne kisline (MFK) z antioksidanti iz vzorca (donorji vodika).

Antioksidativni potencial je zelo variiral med sortami ’Discovery’, ’Elstar’ in ’Aroma’
znotraj tretirane s kalcijem (Ca), dusikom (N) in kombinacijo kalcija in dusika (Ca + N).
Te vrednosti so bile v obmoc¢ju od 0,089 do 0,390 (mmol DPPH/100 g). Od teh treh
vzorcev je imela najnizjo vrednost sorta ’Aroma’, ki je na novo vzgojena sorta.

Znotraj sorte Aroma’ je bila najniZja vrednost pri tretiranju z dusikom (0,089 mmol
DPPH/100 g) in najvi§jo pri tretiranju s kombinacijo Ca in N(0,108 mmol DPPH/100 g).
Najvi§jo vrednost AOP so imela jabolka sorte ’Elstar’. Znotraj sorte je ta vrednost najvisja
pri tretiranju s kombinacijo kalcija in dusika (Ca + N) (0,423 mmol DPPH/100 g) in
najnizjo pri tretiranju s dusikom (N) (0,339 mmol DPPH/100 g).

Pri sorti ’Discovery’ je najvisja vrednost pri tretiranju s kalcijem (0,390 mmolDPPH/
100g) in najnizjo pri tretiranju s dusikom (0,321 mmol DPPH/ 100 g).

Fenolne spojine v jabolkih so pomembne, saj med drugim prispevajo k antioksidativnem
potencialu jabolk. Fenolne spojine v vzorcih jabol¢ne brozge smo dolocali s Folin —
Ciocalteujevim reagentom. Absorbanco smo merili pri valovni dolzini 765 nm.
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Vsebnost skupnih fenolnih spojin je odvisna od mnogih dejavnikov, med drugim od sorte
jabolk. Zaradi tega se koncentracije gibljejo v mejah od 152,1 do 280,8 mg/100 Q).
Najvisjo koncentracijo skupnih fenolnih spojin ima ’Discovery’. Znotraj sorte ima najvis§jo
koncentracijo skupnih fenolnih spojin jabolka tretirana s kalcijem (280,8 mg/ 100 Q).
NajniZjo pa tretirana s dusikom (258 mg/ 100 g). Najnizjo koncentracijo skupnih fenolnih
spojin imajo jabolka sorte ’Aroma’. NajniZjo vrednost je pri tretiranju s dusikom (152,1
mg/ 100 g) in najvi§jo pri tretiranju s kalcijem (171 mg/ 100 g).

Na podlagi rezultatov predstavljenih v diplomski nalogi lahko zaklju¢imo, da obstajajo
razlike v vsebnosti fenolov in vrednostjo antioksidativnega potenciala med sortami jabolk.
Pri antioksidativnem potencialu ima najvecji vpliv na vrednost tretiranje s kalcijem. Ta
nam daje mnogo visje rezultate kot pri tistih tretiranih s duSikom.

Vrednost koncentracije skupnih fenolnih spojin je najvisja pri jabolkih tretiranih s kalcijem
in najnizja pri jabolkih tretiranih z dusikom (N).

Na podlagi tega lahko zavrzemo na zacetku postavljeno hipotezo, ki smo jo podali, da
gnojenje z dusikom (N), kalcijem (Ca) in kombinacijo kalcija in dusika (Ca + N) ne vpliva
na antioksidativni potencial in skupne fenole.
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