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1. Uvod

DjeviCansko maslinovo ulje dobiva se izravno iz ploda stabla masline (Olea europaea L.)
isklju¢ivo mehani¢kim postupcima. Maslinarstvo s proizvodnjom ekstra djeviCanskog
maslinovog ulja vazna je gospodarska grana za zemlje proizvodace pa tako i za Republiku
Hrvatsku (RH). U vrileme rasta maslinarske proizvodnje u RH i izgradnje nacionalnog i
regionalnog identiteta na osnovi prirodnih potencijala, postoji potreba za karakterizacijom
autohtonih sorti i proizvedenih ekstra djevi€anskih ulja po uzoru na ostale tradicionalno
maslinarske zemlje. Uz geneti¢ku i morfoloSku karakterizaciju sorti maslina, stvaranje baze
podataka o kemijskom sastavu i ostalim karakteristikama sortnih maslinovih ulja predstavljalo
bi osnovu za oCuvanje i valorizaciju bioraznolikosti, bolje upravljanje proizvodnjom (sortnih)
maslinovih ulja ciljanih karakteristika te izradu robusnijih modela zastite i promocije putem
zasti¢enih oznaka podrijetla i kvalitete.

Maslinovo ulje sastoji se od vecinske trigliceridne frakcije koja predstavlja viSe od 98 % ukupne
mase ulja. Preostali, iznimno vazan dio (otpriike 2 %) ¢ini tzv. neosapunjiva frakcija,
sastavljena od oko 230 kemijskih spojeva iz razli€itih skupina, kojima pripadaju i steroli
(fitosteroli ili 4a-desmetil-steroli), alifatski alkoholi i triterpenski alkoholi (4-monometil i 4,4'-
dimetil-steroli) ukljuCujuci i triterpenske diole eritrodiol i uvaol (Servili i sur., 2013.). Poznavanje
sastava i koncentracije spomenutih spojeva u maslinovom ulju od viSestruke je vaznosti.
Koncentracija ukupnih sterola i alifatskih alkohola te relativni udjeli pojedinih sterola i
triterpenskih diola medu parametrima su koji se koriste za provjeru i dokazivanje autentiCnosti
maslinovog ulja ve¢ 30 godina, sukladno propisima EU (EK, 2019.). Znacajan potencijal kao
kemijski pokazatelji autenti¢nosti maslinovog ulja pokazali su i triterpenski alkoholi (Damirchi i
sur., 2005.). Posljednjih godina sve se viSe biljeze slu€ajevi odstupanja sastava autenti¢nih
djevic¢anskih maslinovih ulja od propisanih zahtjeva. Kao moguci uzroci identificirani su berba
maslina u sve ranijim stupnjevima zrelosti, prilagodba sorti na nova podruéja uzgoja te
klimatske promjene (Stefanoudaki i sur., 2000.; Rivera del Alamo i sur., 2004.; Ceci i Carelli,
2007.; llyasoglu i sur., 2010.; Mailer i sur., 2010.; Lerma-Garcia i sur., 2011.; Pardo i sur.,
2013.; Sena-Moreno i sur., 2015.; Kygyk i sur., 2016.; Deiana i sur., 2019; Salazar-Garcia i
sur., 2019.; Skiada i sur., 2019., 2020.a, 2020.b). Takvi slu€ajevi nanose $tetu proizvodacima
i prepreka su nesmetanom odvijanju trgovine. Zbog kasnijeg uvodenja i provodenja propisa u
RH, ali i zbog zahtjevnosti metode analize, sastav sterola u uljima autohtonih sorti maslina u
Hrvatskoj relativno je neistrazen. Utvrdivanje sastava i koncentracija spomenutih skupina
spojeva u hrvatskim ekstra djevi¢anskim maslinovim uljima moglo bi biti vazno za predvidanje
i upravljanje eventualnim odstupanjima u sastavu od propisanih zahtjeva.

Uz fenole, tokoferole i nezasi¢ene masne kiseline, steroli, triterpenski dioli te alifatski i
triterpenski alkoholi vazni su nositelji bioaktivnih svojstava maslinovog ulja i doprinose
ukupnom blagotvornom uéinku na ljudsko zdravlje. Dokazano je da steroli iz maslinovog ulja

mogu sniziti razinu LDL-kolesterola u serumu i znac€ajno sniziti rizik od kardiovaskularnih



1. Uvod

oboljenja (Piironen i sur., 2000.; NCEP, 2001.; Katan i sur., 2003.). Sterolima se pripisuju i
antioksidativna, protubakterijska, protuupalna i protukancerogena svojstva (Piironen i sur.,
2000.; Bergeri sur., 2004.; Nashed i sur., 2005.; Othman i sur., 2011.; Manai-Djebali i Oueslati,
2017.). Za alifatske alkohole je pokazano da mogu djelovati hipokolesterolemijski, protuupalno
i protuagregacijski, sli¢no aspirinu (Fernandez-Arche i sur., 2009.; Weerawatanakorn i sur.,
2019.), dok je za triterpenske alkohole takoder dokazan €itav niz blagotvornih ucinaka (Stiti i
Hartmann, 2012.). Sortna karakterizacija maslinovih ulja na osnovi sastava spomenutih
spojeva omogucila bi profiliranje domacih, hrvatskih sorti pogodnih za proizvodnju i zastitu ulja
s karakteristi¢nim udjelom ovih bioaktivnih sastojaka kao dodatne nutritivne vrijednosti.
Dosadas$nja istrazivanja pokazala su da na sastav i koncentraciju sterola te alifatskih i
triterpenskih alkohola u maslinovom ulju utje€e vedi broj Cimbenika (agronomski, zemljopisni,
tehnoloski), a utjecaji sorte i stupnja zrelosti (termina berbe) identificirani su kao najznacajniji
(Matos i sur., 2007.; Stiti i sur., 2007.; Lazzez i sur., 2008.; Sakouhi i sur., 2009.a, 2009.b;
Fernandez-Cuesta i sur., 2013.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i Konuskan,
2017.). Pokazano je da varijabilnost koncentracija odredenih vaznih sastojaka maslinovog ulja
zbog utjecaja sorte i stupnja zrelosti moZe doseci iste razmjere te je od presudne vaznosti
uzeti oboje u obzir pri sortnoj karakterizaciji maslinovih ulja (Issaoui i sur., 2008.). Dosad je
provedeno nekoliko viSe ili manje uspjesnih pokuSaja karakterizacije i razlikovanja maslinovih
ulja prema sortnom podrijetlu na osnovi udjela sterola i triterpenskih diola (Bianchi i sur., 2001.;
Ranalli i sur., 2002.; Lépez-Cortés i sur., 2013.; Noorali i sur., 2014.; Bozdogan Konuskan i
Mungan, 2016.; Skiada i sur., 2020.a, 2020.b), ali je samo mali broj istrazivanja uzeo u obzir
utjecaj zrelosti plodova maslina (Sanchez Casas i sur., 2004.; Matos i sur., 2007.; Yorulmaz i
Konuskan, 2017.). U pojedinim sluCajevima, pokazalo se da sastav sterola nije bio dovoljan za
potpuno razlikovanje ulja razli¢itih sorti dobivenih od maslina razli¢itog stupnja zrelosti (Matos
i sur., 2007.).

Moguénost razlikovanja djevi¢anskih maslinovih ulja na osnovi stupnja zrelosti maslina
neovisno o sorti takoder bi mogla biti znaCajna jer zahtjevi potroSata osvijestenih o
povezanosti izmedu uvjeta proizvodnje, kao npr. datuma berbe maslina i kvalitete ulja, danas
postaju sve specifiCniji. lako su poku$aji istrazivanja takvog tipa provedeni, nisu bili u
potpunosti uspjesni zbog vecih kvantitativnih razlika medu sortama (Sanchez Casas i sur.,
2004.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.) ili su bili ograni¢eni na ulja samo jedne sorte (Koutsaftakis
i sur., 1999.).

Cimbenici koji znagajno utjeéu na kvalitetu maslinovog ulja jesu i trajanje te uvjeti njegovog
Cuvanja/skladistenja. Utvrdeno je da se koncentracije vecine vaznih skupina bioaktivnih
spojeva iz djevicanskog maslinovog ulja znaajno mijenjaju i uglavnom opadaju tijekom
starenja ulja. Postoje naznake da steroli ne podlijeZu tako drasti¢nim negativnim promjenama

tijekom starenja ulja (Rastrelli i sur., 2002.; Thanh i sur., 2006.; Krichene i sur., 2015.; Piscopo
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i sur., 2018.; Ghanbari Shendi i sur., 2018.) pa se istrazivanje moguc¢nosti uporabe sterola te
alifatskih i triterpenskih alkohola kao stabilnih pokazatelja sortnog podrijetla i stupnja zrelosti
maslina €ini opravdanim i za slu€aj starijih maslinovih ulja.

Osim Sto je objavljenih rezultata istrazivanja interaktivnog utjecaja sorte i stupnja zrelosti
maslina na sastav i koncentraciju sterola i triterpenskih diola, a posebno alifatskih i
triterpenskih alkohola u postojecoj literaturi izrazito malo, istovjetnih podataka koji se odnose
na djeviCanska maslinova ulja od gospodarski vaznih hrvatskih sorti gotovo da i nema. Sli¢no,
utjecaj Cuvanja djeviCanskog maslinovog ulja u razli¢itim uvjetima na koncentracije spomenutih
spojeva opcenito je vrlo slabo istrazen.

Osnovna hipoteza ovog istrazivanja bila je da se maslinova ulja vaznih hrvatskih autohtonih
sorti maslina u Istri razlikuju na osnovi sastava i koncentracija sterola te alifatskih i triterpenskih
alkohola te da na iste spojeve znacajno utjeCe i stupanj zrelosti plodova maslina.
Pretpostavljeno je da unato€ medusobnoj interakciji utjecaja sorte i stupnja zrelosti, odredeni
steroli te alifatski i triterpenski alkoholi mogu posluziti kao analiticki pokazatelji sortnog
podrijetla i/ili stupnja zrelosti maslina te da je njihova stabilnost postojana i nakon odredenog
razdoblja Cuvanja/skladiStenja ulja. Shodno tome, definirani ciljevi istrazivanja u okviru
disertacije bili su sljedeci:

- oOkarakterizirati i usporediti djeviCanska ulja vaznih hrvatskih autohtonih sorti maslina
(Buza, Crna i Rosinjola) u Istri, na osnovi sastava i koncentracija sterola te alifatskih i
triterpenskih alkohola;

- utvrditi utjecaj stupnja zrelosti plodova maslina spomenutih sorti na sastav i
koncentracije sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola u proizvedenim uljima;

- istraZiti utjecaj razli€itih temperatura €uvanja maslinovog ulja na sastav i koncentraciju
spomenutih spojeva te

- utvrditi analitiCke pokazatelje sortnog podrijetla neovisne o utjecaju stupnja zrelosti,
odnosno

- utvrditi analiticke pokazatelje stupnja zrelosti plodova neovisne o utjecaju sorte medu
ispitivanim spojevima iz maslinovog ulja, te ispitati njihovu stabilnost i pouzdanost
nakon odredenog razdoblja Cuvanja/skladiStenja ulja na razli€itim temperaturama.

Ocekivano je da ¢e se u ovom radu doc¢i do novih spoznaja o specificnostima kemijskog
sastava djevi¢anskih maslinovih ulja od istrazivanih sorti. Dobivena saznanja trebala bi
omogucditi usporedbu profila odabranih skupina spojeva izu€avanih ulja s profilima ulja od
globalno znacajnih sorti o kojima postoje objavljeni podaci, $to ¢e predstavljati temelj za
razlikovanje i utvrdivanje povezanosti specificnih svojstava maslinovih ulja s podrucjem
hrvatske regije Istre, a Sto moze biti osnova za izradu robusnijih modela njihove zastite od
postojec¢ih. Takoder, dobivena saznanja predstavljat ¢e osnovu za profiliranje domacih,

hrvatskih sorti pogodnih za proizvodnju i zatitu ulja s vi§im udjelom ovih bioaktivnih spojeva.
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Rezultati ovog rada trebali bi rezultirati novim spoznajama o dinamici akumulacije sterola te
alifatskih i triterpenskih alkohola tijekom dozrijevanja plodova autohtonih sorti maslina u
specificnim agro-klimatskim uvjetima istarskog poluotoka. Dobiveni podaci bit ¢e korisni u
svrhu upravljanja proizvodnjom kako bi se ciljano proizvelo maslinovo ulje s povisenim udjelom
tih bioaktivnih sastojaka. Kako je podataka o utjecaju stupnja zrelosti plodova na koncentracije
alifatskih i triterpenskih alkohola u postojecoj literaturi iznimno malo, dobiveni rezultati produbit
¢e i globalno znanje o tim pojavama u maslinarstvu.

Multivarijatnim kemometrijskim statistickim metodama pokusat ¢e se utvrditi prikladnost
koncentracija i omjera pojedinih spojeva kao analitickih pokazatelja sortnog podrijetla ulja
neovisnih o utjecaju stupnja zrelosti maslina, i obrnuto. Izradit ¢e se statistiCki modeli za
karakterizaciju i razlikovanje ulja razli€itog sortnog podrijetla s obuhvaéenim utjecajem stupnja
zrelosti maslina, kao i statistiCki modeli za utvrdivanje univerzalnih analitickih pokazatelja
stupnja zrelosti maslina razli¢itih sorti, $to ¢e omoguciti potpuniju karakterizaciju sortnih
maslinovih ulja.

U ovom istrazivanju po prvi put e se istraziti utjecaj odredenog razdoblja Cuvanja maslinovog
ulja na temperaturama hladenja i zamrzavanja (uobiCajenima za konzerviranje drugih
prehrambenih proizvoda) na sastav i koncentracije sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola,
u usporedbi s Euvanjem na sobnoj temperaturi Ciji je utjecaj takoder opéenito slabo istrazen.
Isto tako, po prvi put ¢e se provjeriti stabilnost tih spojeva kao pouzdanih analitiCkih pokazatelja
sorte i stupnja zrelosti maslina nakon odredenog razdoblja ¢uvanja/starenja ulja, Sto bi se
moglo pokazati korisnim za provjeru autentiCnosti deklariranog sortnog podrijetla i/ili stupnja

zrelosti starijih ulja.
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2.1. DJEVICANSKO MASLINOVO ULJE

Pored Zitarica, voc¢a i povréa, u Mediteranskoj prehrani djevi€ansko maslinovo ulje istaknuto je
kao glavni izvor masnoc¢a. Ono je neizostavan dio ne samo prehrane vec i tradicije, povijesti i
kulture zemalja Mediterana u kojima je koncentrirano 95 % svjetske proizvodnje maslinovog
ulja. Najvecée zemlje proizvodadi maslinovog ulja danas su Spanjolska, Italija, Gréka, Turska i
Tunis (Prilog 1) (I0C, 2020.b).

S proizvodnim udjelom koji je na razini 0,1 % svjetske i 0,2 % europske proizvodnje (Prilog 1)
(I0C, 2020.b), u RH posljednjih godina kontinuirano raste interes za proizvodnjom maslinovog
ulja. Istovremeno, RH ne proizvodi dostatne koli¢ine maslinovog ulja za domacu potro$nju pa
viSe od polovice potroSnje maslinovog ulja pokriva uvozom (Ministarstvo poljoprivrede RH,
2021.). Moguce je da je jedan od razloga negativne vanjskotrgovinske bilance, uz nisku razinu
potrosnje maslinovog ulja u RH u usporedbi s ostalim zemljama Mediterana, i visoka cijena
ovog poljoprivredno-prehrambenog proizvoda (DZS, 2018.b).

Obiljezja uzgoja maslina i proizvodnje maslinovog ulja na priobalnom podru¢ju RH uvjetovana
su prirodnim ograni¢enjima kao $to su brdovita i teSko pristupana podrucja, razvedena obala
s velikim brojem otoka i krsko tlo. Poljoprivredna povrSina rascjepkana je na velik broj manjih
zemljiSnih Cestica pa je uzgoj maslina postao uglavhom poljoprivredna djelatnost za vlastite
potrebe koja se moze razviti kao poluprofesionalna djelatnost, komplementarno s uzgojem
vinove loze i turizmom. U RH je vecina stabala maslina (oko 96 %) u vlasniStvu obiteljskih
gospodarstava te jedan maslinar u prosjeku odrzava preko 100 stabala maslina. Siroka
rasprostranjenost i udaljenost nasada uvjetovala je takoder i velik broj uljara (oko 160),
uglavnom s malim preradbenim kapacitetima (oko 1.300 kg/h) (Ministarstvo poljoprivrede RH,
2021.).

S obzirom na navedena obiljezja maslinarstva i uljarstva u RH, proizvodni troskovi maslinovog
ulja skuplji su u odnosu na superintenzivnu proizvodnju kakva je na primjer moguca i Cesta u
Spanjolskoj, medutim to je istovremeno i najveéa prednost ovdadnje proizvodnje. Naime, naéin
uzgoja maslina na obiteljskim poljoprivrednim gospodarstvima omogucuje vecu brigu za
kvalitetu sirovine, §to je osnovni preduvjet u postizanju vrhunske kvalitete maslinovog ulja.
Veéa mogucénost prilagodbe proizvodnje ogleda se i u proizvodnji proizvoda sa specifi€nim
sortnim karakteristikama u okusu i mirisu §to se obi¢no postize ranijom berbom, nerijetko uz
male randmane. Velika pokrivenost uljarama osigurava brzu preradu u maslinovo ulje te je u
posljednjih 20 godina ekstra djevi€ansko maslinovo ulje vrhunske kvalitete postalo imperativ u
domacoj proizvodnii.

bi opravdao visoku cijenu proizvodnje. Hrvatska danas ima €ak Sest zasticenih oznaka

izvornosti (ZOl) za ekstra djevitansko maslinovo ulje (Cres, Kréko, Koréulansko, Soltansko,
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Istra, Bracko) i velik broj brandova pojedina¢nih vecih proizvodaca koji su prepoznati i na
svjetskoj razini. Postojeci oblici zastite i marketinSke promocije dodatno povec¢avaju troskove
proizvodnje, ali je trenutno potraznja za proizvodima s dodanom vrijednosti i osiguranom
sljedivosti velika pa se moze zakljuciti da je ovaj model uljarstva u RH odrziv.

Ovako dobiven visokovrijedan proizvod ima potencijal biti okarakteriziran i dodatnom
nutritivnom vrijednosti koja proizlazi iz njegovih prirodnih sastojaka s bioaktivnim djelovanjem
zbog Cega se maslinovo ulje moze svrstati u prirodnu funkcionalnu hranu (Papanikolau i sur.,
2019.). Na maslinovo ulje mogu se primijeniti ¢ak tri odobrene zdravstvene tvrdnje koje se
zasnivaju na razli¢itim blagotvornim dugoro¢nim ucincima odredenih sastojaka maslinovog ulja
na ljudski organizam (Prilog 2) (EPiV, 2014.; EPiV, 2018.; EK, 2021.).

2.1.1. Tehnologija proizvodnje, dorada i skladistenje

Masline se beru ruéno, ruénim ili strojnim tresa¢ima u superintenzivnim nasadima, sakupljaju
se u perforirane plasticne sanduke ili mrezZe te se odvoze u uljaru. U idealnom slu¢aju, zdravi
cjeloviti plodovi odmah idu u proces prerade koji ukljuCuje uklanjanje listova u struji zraka,
pranje u tehnoloSkoj (vodovodnoj) vodi, mljevenje mlinovima €eki¢arima ili s diskovima te se
tijesto od samljevenih maslina odvodi u spremnike u kojima se provodi malaksacija, odnosno
mijeSenije tijesta. Brojna istrazivanja dokazala su da su parametri mijeSenja medu najvaznijim
za kvalitetu vrhunskog maslinovog ulja jer se za to vrijeme razvijaju hlapljivi spojevi arome pod
utjecajem nekoliko vrsta enzima. MijeSenje moze trajati od 15 do 90 minuta, idealno pri
temperaturi nizoj od 27 °C (hladni postupak), ali je mogucée zagrijati tijesto dodavanjem tople
vode radi lakse i bolje ekstrakcije, odnosno povecéanja prinosa ulja po masi ploda (Koprivnjak,
20086.).

Nakon faze mijeSenja ulje se izdvaja ekstrakcijom u centrifugalnim horizontalnim separatorima.
Dvofaznom tehnologijom prerade u procesu centrifugiranja razdvaja se uljni most kao jedna
faza od ostalih dijelova plodova masline (usitnjeni dijelovi pokozice i tkiva, samljevena kostica)
u obliku polutekuce (vlazne) komine kao druge faze. U trofaznoj tehnologiji prerade dodaje se
tehnoloSka (vodovodna) voda u tijesto maslina u koli€ini od 50 do 100 % u odnosu na masu
maslina. Na kraju procesa ekstrakcije izdvajaju se uljni most kao prva, teku¢a faza (biljna i
tehnoloSka voda) kao druga i Zitka (suha) komina kao tre¢a faza (Koprivnjak, 2006.).
Zaostala voda i Cvrsti dijelovi ploda mogu se nakon prerade ili naknadno ukloniti filtracijom
najcesce koristeci filtar preSe s celuloznim filterima koji zadrzavaju vodu i Cvrste Cestice.
Medutim, u proizvodnji maslinovog ulja na malim obiteljskim gospodarstvima bistrenje se
provodi talozenjem i dekantiranjem (otakanjem) 1-4 mjeseca nakon prerade. Maslinovo ulje
odvaja se dekantiranjem ulja od taloga na dnu spremnika koji se vremenom izdvojio pod

utjecajem sile gravitacije i koji sadrzi kapljice vode i ¢vrste Cestice. Na taj nacin sitne kapljice
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vode spajaju se u vece. Brzina i uspjesSnost taloZenja u zna€ajnoj mjeri ovisi o temperaturi
(Koprivnjak, 2006.).

Osnovni sastojci ili gradivne jedinice maslinovog ulja su molekule triglicerida (98 % ukupne
mase ulja) sastavljene od jedne molekule alkohola glicerola s kojim su esterskim vezama
vezane po tri molekule masnih kiselina. Trigliceridi maslinovog ulja obiluju jednostruko i
viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama (oleinska, palmitoleinska, linolna i linolenska), dok
su zasi¢ene masne kiseline (palmitinska, stearinska) zastupljene u relativnom udjelu od
ukupno oko 15 %. Odredeni udio masnih kiselina u maslinovom ulju nalazi se u slobodnom
obliku.

Preostali sastojci djevicanskog maslinovog ulja koji su pojedinaéno zastupljeni s malim
udjelom i ukupno €ine otprilike 2 % mase ulja uobiajeno se nazivaju neosapunjivi sastojci
maslinovog ulja. U neosapunijivoj frakciji maslinovog ulja nalazi se vise od 230 razli€itih skupina
prirodnih kemijskih spojeva, izmedu ostalih i fenoli, tokoferoli, hlapljivi spojevi arome, voskovi,
ugljikovodici, karotenoidi i drugi te konacno steroli, alifatski i triterpenski alkoholi (Servili i sur.,
2014.).

2.1.2. Kategorije kvalitete

Maslinovo ulje dobiva se izravno iz ploda stabla masline (Olea europaea L.) iskljucivo
mehani¢kim postupcima te na taj naCin ostaje nepromijenjeno u svom osnovnom sastavu u
odnosu na sastav ulja u plodu, zbog ¢ega se i naziva ,djeviCanskim®. S obzirom na odredene
parametre kvalitete (slobodne masne kiseline, peroksidni broj, apsorbancija UV zra€enja, etilni
esteri masnih kiselina, prisutnost pozitivnih mirisnih svojstava te odsustvo defekata u mirisu)
trzidni standardi razlikuju tri kategorije kvalitete djevi€anskog maslinovog ulja:
1. ulje visoke kakvoce svrstava se u kategoriju Ekstra djevi¢ansko,
2. ulje naruSene kvalitete kategorizira se kao Djevi¢ansko, a
3. maslinovo ulje koje je u velikoj mjeri degradirano svrstava se u kategoriju Lampante;
ulja iz te kategorije nisu jestiva te prema tome niti namijenjena izravnoj prodaji
potroSacu, ve¢ se moraju podvrgnuti postupcima procesa rafinacije da bi se ucinila
prihvatljivim za konzumaciju (EK, 2019.; I0C, 2021.; CAC, 2021.b).

2.1.3. Autenticnost

Ekstra djeviCansko maslinovo ulje cijenjeno je medu potro$adima zbog svog specifi€tnog
mirisa, okusa i nutritivnih svojstava. Zbog svoje ekonomske vaznosti, Cesto je predmet
prijevare patvorenjem i pogreSnim oznacavanjem. Europska unija (EU) opéenito ureduje trziste
ulja od ploda i komine maslina Uredbom Komisije (EK, 2019.) kojom se, izmedu ostalog,

utvrduju odredeni kemijski i senzorni parametri s pripadajuc¢im dopustenim grani¢nim
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vrijednostima ili intervalima te metodama kemijskog, odnosno senzornog ispitivanja.
Sluzbenim kontrolama na osnovi Uredbe Komisije moguce je otkriti patvorenje djevi¢anskog
maslinovog ulja rafiniranim i/ili drugim biljnim uljima, kao i krivo deklariranje viSe kategorije
kvalitete maslinovog ulja od stvarne. U EU je vecina ekstra djevicanskih maslinovih ulja visoke
kvalitete dodatno zasticena zastiCenom oznakom izvornosti (ZOl) (EPiV, 2021.). Maslinovo
ulje oznaceno sa ZOI proizvodi se u skladu sa skupom specifiCnih zahtjeva koje propisuje
nositelj oznake u dokumentu specifikacije, koji regulira aspekte kao sto su dopustene sorte
maslina, uvjeti uzgoja, uvjeti berbe i prerade maslina te dorade i ¢uvanja ulja, kao i njegova
specifi¢na fizikalno-kemijska i senzorna svojstva.

Medu kemijskim parametrima (ekstra) djevi¢anskog maslinovog ulja koji su regulirani Uredbom
Komisije (EK, 2019.) jesu i koncentracija i sastav sterola i triterpenskih diola. Biosinteza sterola
uvjetovana je biljnom vrstom te se biljna ulja medusobno razlikuju prema profilu sterola, stoga
se njihov sastav ili relativni omjeri koriste kao parametri istoce ili autenti¢nosti djevi¢anskog
maslinovog ulja. U Tablici 1 prikazane su granice propisane Uredbom Komisije (EK, 2019.) i
trziSnim standardom Medunarodnog vije¢a za masline (IOC, 2021.) za pojedinacne sterole i
triterpenske diole, kao i za minimalni sadrzaj ukupnih sterola u kategorijama ekstra
djeviCanskog i djevi€anskog maslinovog ulja. Takoder su prikazani podaci o sadrzaju tih i
drugih vaznih sterola u maslinovom ulju koji nisu obuhvaéeni Uredbom Komisije (EK, 2019.)
kako bi se omogucila bolja usporedba sa sastavom sterola drugih biljnih ulja. U Tablici 1
nadalje prikazani su rasponi u kojima se odredeni steroli prirodno nalaze u raznim drugim
sirovim biljnim uljima (CAC, 2021.a).

Odstupanja od grani¢nih vrijednosti pojedinih sterola i triterpenskih diola u djevicanskom
maslinovom ulju propisanih Uredbom tumace se kao nedeklarirana prisutnost drugih biljnih
ulja u djevicanskom maslinovom ulju, $to se smatra prijevarom potro8aca te se tretira kao
prekrsaj u pravnom smislu. Na primjer, na temelju podataka prikazanih u Tablici 1, poviSena
razina kolesterola u maslinovom ulju ukazuje na prisutnost zivotinjske masti (Goudjil i sur.,
2003.) ili frakcije palminog ulja (Mozzon i sur., 2015.). Ulje sjemenki rajCice jo$ je jedan primjer
ulja biljnog porijekla s visokim udjelom kolesterola (Giuffré i Capocasale, 2016.). ViSa razina
brasikasterola specifi¢na je za ulje uljane repice ili uljane repice sa smanjenim sadrzajem eruke
kiseline (Brassicaceae), tako da poviSeni udio ovog sterola u maslinovom ulju ukazuje na
patvorenje s uljem uljane repice. Veci udio kampesterola tipi€an je za odredena sjemenska
ulja, dok poviSene razine stigmasterola i A’-stigmastenola ukazuju na prisutnost ulja iz biljaka
obitelji Astera (Asteraceae ili Compositae), kao $to su ulje suncokreta i $afrana (CAC, 2021.3;
Grob i sur., 1994.; Alonso i sur., 1997.). U ranijem istrazivanju, kumulativni udio kampesterola
i stigmasterola posluzio je kao marker za otkrivanje ve¢ samo 5 % biljnog ulja drugog podrijetla
u ekstra djevi€anskom maslinovom ulju (Al-Ismail i sur., 2010.). Uredbom Komisije propisan je

najmanji dopusteni udio tzv. prividnog ili ukupnog B-sitosterola, koji predstavlja zbroj relativnih
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udjela  B-sitosterola, = AS?-stigmastadienola, sitostanola,  A®-avenasterola,  A%%-
stigmastadienola i klerosterola (EK, 2019.). Stoga se visoki udio B-sitosterola i A®>-avenasterola
s niskim relativnim udjelima kampesterola i stigmasterola u usporedbi s uljima drugih
spomenutih biljnih vrsta mogu smatrati specificnostima maslinovog ulja. Uredbom Komisije
propisana je minimalna koncentracija ukupnih sterola u maslinovom ulju od 1000 mg/kg (100
mg/100 g), Sto se smatra prirodno dostiznom koncentracijom za sva hladno preSana maslinova
ulja (EK, 2019.), dok niza koncentracija upucuje na postupak rafinacije (Aparicio i sur., 2013.).
Relativni udio eritrodiola i uvalola u odnosu na zbroj ukupnih sterola i ta dva triterpenska diola,
viSi od najviSe dopustene granice u jestivim maslinovim uljima od 4,5 % (EK, 2019.), upuéuje
na dodatak ulja komine masline ili €ak ulja sjemenki grozda u maslinovo ulje, s obzirom da se
ti spojevi ekstrahiraju organskim otapalom i to ponajvise iz pokozice plodova masline zaostalih
u komini (ostatku prerade maslina) u postupku dobivanja sirovog ulja komine maslina (Conte
i sur., 2020.; CAC, 2021.b).

Ulje ljeSnjaka ima sastav vrlo sli€an maslinovom ulju s obzirom na sastav triglicerida, masnih
kiselina i sterola, odnosno 4-desmetil-sterola. Kada je proizvodnja ljeSnjaka u suviSku, na
trziStu se mogu naci jeftina hladno preSana ulja ljeSnjaka koja se koriste za ilegalno mijeSanje
s maslinovim uljem. Sastav ostalih triterpenoida u maslinovom ulju, odnosno ftriterpenskih
alkohola iz podskupina 4-metil-sterola i 4,4-dimetil-sterola, uspjedno je koriSten za
razlikovanje maslinovog ulja od ulja ljeSnjaka (Azadmard-Damirchi i Dutta, 2006.).
Zadovoljavajuée razlikovanje postignuto je i koriStenjem sastava slobodnih i esterificiranih
sterola (Mariani i sur., 1999.). Mariani i suradnici (1999., 2006.) predloZili su indeks izracunat
prema jednadzbi R = kampesterol x (A’-stigmastenol)?/ A”-avenasterol u frakciji esterificiranih
sterola i utvrdili da je uvijek maniji ili jednak jedan za Cista maslinova ulja. Cercaci i sur. (2007.)
potvrdili su valjanost predloZzenog indeksa, nazvanog ,Marianijev omjer”, Ruar.

Koncentracija ukupnih alifatskih alkohola takoder je jedan od parametara koji se koristi za
kontrolu autenti¢nosti maslinovih ulja. U kombinaciji s informacijom o ukupnoj koncentraciji
voskova i zbroju relativnih udjela eritrodiola i uvaola moze se Koristiti za potvrdu pripadnosti

kategorijama maslinovog ulja lampante i sirovog ulja komine maslina (EK, 2019.).
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Tablica 1 Razine sterola u djevi¢anskom maslinovom ulju i u imenovanim sirovim biljnim uljima prema trziSnim standardima i propisima EU (EK,
2019.; 10C, 2021.; CAC, 2021.a, 2021.b)

Repicino ulie s Suncokretovo
Sterol/parametar Djevi¢ansko . p. . ) N . Suncokretovo ulje s visokim . , Ulje kukuruznih| = _ | .
o i ) niskim udjelom Sojino ulje . . Palmino ulje . LjeSnjakovo ulje
(jedinica) maslinovo ulje( o ulje udjelom klica
eruka kiseline . L
oleinske kiseline
Kolesterol (%) <0,5 ND®@-1,3 0,2-1,4 ND-0,7 ND-0,5 2,6-6,7 0,2-0,6 ND-1,1
Brasikasterol (%) <0,1 5,0-13,0 ND-0,3 ND-0,2 ND-0,3 ND ND-0,2 ND
Kampesterol (%) <4,0M 24,7-38,6 15,8-24,2 6,5-13,0 5,0-13,0 18,7-27,5 16,0-24,1 3,0-6,2
Stigmasterol (%) < Kampesterol 0,2-1,0 14,9-19,1 6,0-13,0 4,5-13,0 8,5-13,9 4,3-8,0 ND-2,0
B-Sitosterol (%) (najzastupljeniji) 45,1-57,9 47,0-60 50-70 42,0-70 50,2-62,1 54,8-66,6 76,45-96,0
A%-Avenasterol (%) (2. najzastupljeniji) 2,5-6,6 1,5-3,7 ND-6,9 1,5-6,9 ND-2,8 1,5-8,2 1,0-5,1
A7-Stigmastenol (%) <0,5(M ND-1,3 1,4-5,2 6,5-24,0 6,5-24,0 0,2-2,4 0,2-4,2 ND-4,3
A7-Avenasterol (%) (Nije definirano) ND-0,8 1,0-4,6 3,0-7,5 ND-9,0 ND-5,1 0,3-2,7 ND-1,6

App. B-sitosterol ) (%)

293,0

(Nije definirano)

(Nije definirano)

(Nije definirano)

(Nije definirano)

(Nije definirano)

(Nije definirano)

(Nije definirano),

(Nije definirano)

(Nije definirano)

(Nije definirano)

Ostali (%) (Nije definirano) ND-4,2 ND-1,8 ND-5,3 3,5-9,5 ND ND-2,4 ND
Ukupni steroli (mg/kg) = 1000 4500-11,300 18004500 2400-5000 1700-5200 300-700 7000-22,100 1200-1800
Eritrodiol + uvaol (%) <45 (Nije definirano)

(Nije definirano)

(Nije definirano)

(Nije definirano),

Rasponi/granice oznacene podebljanim slovima oznacavaju specifi¢nosti ulja drugih biljnih vrsta s obzirom na maslinovo ulje. (EK, 2019.) " Ekstra

djevi¢ansko maslinovo ulje kao trziSna kategorija kako je definirano Uredbom Komisije 2568/91 i TrziSnim standardom 10C-a; iznimke od granica u
tablici: ako je relativni udio kampesterola > 4.0 i < 4,5 % ili A”-stigmastenol > 0,5 i < 0,8 %, ulje mora udovoljavati odredenim strozim kriterijima za druge
parametre kako je specificirano u ovim dokumentima. ? ND — nije detektirano, definirano kao < 0,05 %. ® App. B-sitosterol — prividni ili ukupni B-
sitosterol je suma relativnih udjela: B-sitosterola, AS-avenasterola, A%23-stigmastadienola, klerosterola, sitostanola i A524-stigmastadienola.

12



2. Teorijski dio

Metode analize sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola

Metoda analize sterola i triterpenskih diola u maslinovom ulju koridtena u vecini do danas
objavljenih studija standardna je metoda I0C-a koja se primjenjuje u zemljama ¢lanicama EU,
a trenutno je na snazi njena peta revizija (I0C, 2020.a). Ova metoda takoder je usvojena kao
sluzbena Uredbom Komisije EU 2568/91 i kasnijim izmjenama i dopunama (EK, 2019.), a
koristi se za sluzbene kontrole maslinovog ulja na trZistu EU. Primjenjuje se i u realnom
sektoru, odnosno u laboratorijima unutar tvrtki koje proizvode ili kupuju te pakiraju i stavljaju
maslinovo ulje na trziste. Na metodu I0C-a upucuje i medunarodni standard Codex
Alimentarius za maslinova ulja i ulja od komine masline ,CODEX STAN 33-1981“ (CAC,
2021.b), koji se primjenjuje u medunarodnoj trgovini i za regulaciju trzista maslinovog ulja u
zemljama koje su pretezno uvoznici (ne EU). Ovu metodu je takoder usvojila i Medunarodna
organizacija za standardizaciju (ISO) u standardnoj metodi 'ISO 12228, dio 2' (ISO, 2014.) te
je 1ISO metoda za odredivanje sadrzaja pojedinacnih i ukupnih sterola u uljima od ploda i
komine maslina postala tehnicki identi¢na standardnoj metodi I0C-a (IOC, 2020.a). 'Sluzbena
metoda Ch 6-91' Ameri¢kog drustva kemicara za ulja (American Oil Chemists' Society, AOCS)
takoder se sastoji od istih postupaka (AOCS, 1997.). Osim Sto se koristi za ispitivanje
autenti¢nosti maslinovog ulja na trzistu, metoda 10C-a (I0OC, 2020.a) koja je usvojena kao
sluzbena Uredbom Komisije EU 2568/91 (EK, 2019.) daleko je najSire koriStena u znanstvenim
istrazivanjima sterola i triterpenskih diola te alifatskih alkohola u maslinovom ulju.

Sluzbena metoda (EK, 2019.; IOC, 2020.a) sastoji se od sljedecih koraka:

1. Saponifikacija i ekstrakcija neosapunjive frakcije maslinovog ulja organskim otapalom dietil
eterom (tzv. ekstrakcija tekuée-tekuce), nakon ¢ega slijedi dodatno odluzivanje i uklanjanje
vode iz eterskog ekstrakta;

2. Odvajanje sterola i triterpenskih diola od ostalih skupina spojeva neosapunjive frakcije
(alifatski i triterpenski alkoholi, tokoferoli, polifenoli) tankoslojnom kromatografijom (engl. thin-
layer chromatography, TLC) organskim otapalom na plo€ama sa slojem silikagela;

3. Eluiranje frakcije sterola i triterpenskih diola iz odgovarajuce frakcije/sloja na ploci silika gela
organskim otapalom, derivatizacija u trimetilsilii etere (sililacija) i razdvajanje plinskom
kromatografijom (engl. gas chromatography, GC);

4. Detekcija sterola i triterpenskih diola pomocu plinskog kromatografa s plamenom
ionizacijskim detektorom i identifikacija usporedbom s referentnim kromatogramom iz
sluzbene metode i vremenima zadrzavanja u odnosu na unutarnji standard (a-kolestanol ili
betulin);

5. Kvantifikacija na temelju koncentracije unutarnjeg standarda dodanog u uzorak na pocetku

analize, uz pretpostavku da je faktor odziva jednak jedan.
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Kao rezultat analize izrazava se koncentracija ukupnih (vezanih i slobodnih) sterola (mg/kg ili
mg/100 g) i relativni udjeli (%) pojedinih sterola u odnosu na zbroj svih sterola. Relativni udjeli
mogu se izraCunati iz koncentracija ili jednostavno iz povrSina kromatografskih pikova, f{j.
moguce je koristiti unutarnji standard za izraZavanje koncentracija svakog sterola sadrZzanog
u analiziranom maslinovom ulju (mg/kg), iako to nije zahtjev standardne metode iz Uredbe
Komisije. Metoda omoguc¢ava analizu 14 glavnih sterola zajedno s triterpenskim diolima
eritrodiolom i uvaolom, a takoder je moguce identificirati i kvantificirati dva sterola koja nisu
karakteristiCna za maslinovo ulje, brasikasterol i ergosterol.

Zbog velikog broja dugih pripremnih koraka prije kromatografske analize, sluzbena metoda
(EK, 2019.; I0C, 2020.a) prilicno je dugotrajna. UkljuCuje koristenje znacajnih koli¢ina
odredenih toksi¢nih i mutagenih kemikalija (organska otapala) i proizvodi znacajnu koli€inu
opasnog otpada. Nadalje, metoda zahtijeva viSu razinu obuke osoblja i laboratorijske opreme
pa se smatra relativno slozenom i skupom. Iz tih razloga ulazu su napori da se postupak
pojednostavi i smaniji koli¢ina opasnih otapala. S druge strane, metoda je vrlo robusna ako se
analitiCki postupak primjenjuje u potpunosti i prema uputama i ima vrlo dobre validacijske
parametre, kao Sto je relativna standardna devijacija u uvjetima ponovljivosti i obnovljivosti
(IOC, 2020.a) pa je i dalje referentna metoda za analizu sterola i triterpenskih diola u
maslinovom ulju.

Uredba Komisije predlaze i sluzbenu metodu za analizu alifatskih alkohola (EK, 2019.; 10C,
2020.a). Metoda je u osnovi jednaka kao i prethodno opisana metoda analize sterola i
triterpenskih diola, osim $to se alifatski alkoholi izdvajaju iz druge frakcije/sloja na ploci silika
gela. Iz iste frakcije analiziraju se i triterpenski alkoholi, odnosno 4-metil-steroli i 4,4'-dimetil-
steroli (Azadmard-Damirchi i Dutta, 2006.), iako njihova analiza nije do kraja standardizirana.
Za analizu sterola te alifatskih i triterpenskih diola koriste se i druge tehnike i metode. Osim
standardne plinske kromatografije (GC) (Olmo-Garcia i sur., 2019.; Almeida i sur., 2020.)
koristena je i dvodimenzionalna plinska kromatografija (GCxGC) (Purcaro i sur., 2015.; Aloisi
i sur., 2020.), i to u vezanim sustavima s razli¢itim spektrometrima masa kao detektorima (engl.
mass spectrometer, MS). Takve metode pokazale su niz prednosti, kao $to su jednostavnija
priprema uzoraka, poveéana osjetljivost i sposobnost analize viSe razli€itih grupa spojeva.
Ipak, ove metode uglavhom su bile usmjerene samo na analizu glavnih sterola. Metode
temeljene na kromatografiji i spektrometriji masa za analizu bioaktivnih spojeva iz maslinovog
ulja, uklju€ujuci sterole i triterpenske alkohole, nedavno su sazete u detaljnom preglednom
¢lanku Olmo-Garcie i suradnika (2021.).

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) u kombinaciji s razliCitim sustavima detekcije, Cesto vezana sa
spektrometrijom masa, takoder se koristila za analizu sterola i triterpenskih alkohola u

maslinovom ulju. Priprema uzoraka za takvu analizu uglavnom je ukljuCivala korake iz
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sluzbene metode (EK, 2019.; IOC, 2020.a), ali bez sililacije (Cafabate Diaz i sur., 2007.;
Lerma-Garcia i sur., 2009.; Mo i sur., 2013.; Abdallah i sur., 2018.). Takve metode omogucile
su analizu manjeg broja sterola od sluZzbene metode, a u nekim slu€ajevima analizirani spojevi
nisu bili u potpunosti razdvojeni tekuc¢inskim kromatografom. U posljednjoj reviziji IOC metode
(IOC, 2020.a), odvajanje preparativnom tekucinskom kromatografijom pomocéu kolone s
punjenjem od silikagela i detekcijom na osnovi adsorpcije ultraljubiCastog zraCenja ili na osnovi
indeksa refrakcije predlozeno je kao alternativa tankoslojnoj kromatografiji kao referentnoj
tehnici razdvajanja.

Posljednjih godina koriStenje moénih insturmenata i primjena metabolomskog pristupa
omogucili su identifikaciju i relativnu kvantifikaciju mnogo veéeg broja sterolnih spojeva u
maslinovom ulju, §to zasigurno predstavlja jedan od najperspektivnijih pravaca istrazivanja u
okviru ove teme u buducnosti. Na primjer, nakon jednostavne ekstrakcije u 80 %-tnom
metanolu (v/v) i analize tekuéinskom kromatografijom s ultravisokim tlakom u sprezi s
hibridnom spektrometrijom masa na osnovi kvadrupola i vremena preleta iona (engl. ultra-high-
pressure liquid chro-matography with electrospray quadrupole-time-of-flight hybrid mass
spectrometry, UHPLC-ESI/QTOF-MS), pojedine istrazivaCke grupe predlozile su
identitetificiranje nekoliko stotina razli¢litih sterola (Mohamed i sur., 2018.; Ghisoni i sur.,
2019.).

Do danas predlozene alternativne hibridne metode zasnovane na kombinaciji, odnosno
vezanim sustavima tekucinske i plinske kromatografije (LC-GC) za analizu sterola te
triterpenskih alkohola u maslinovom ulju predstavljene su u nedavnom preglednom ¢lanku
Contea i suradnika (2020.). Takve metode karakterizira krace trajanje i smanjena upotreba
toksinih otapala, kao i povecCana osjetljivosti uz nizak rizik od kontaminacije uzorka, ali
zahtijevaju visoko specijaliziranu instrumentaciju. Kvantitativni rezultati dobiveni najnovijim
izdanjem norme (IOC, 2020.a), koja je ukljuCivala potpuno automatiziranu saponifikaciju i
ekstrakciju praéenu LC-GC analizom bez prethodne derivatizacije, bili su u potpunosti
usporedivi s ISO metodom (Nestola i Schmidt, 2016.).

Neke druge tehnike takoder su se pokazale uspjeSnima u kvantificiranju ukupnih i/ili pojedinih
skupina sterola u maslinovom ulju, kao $to je nuklearna magnetska rezonancija (engl. nuclear
magnetic resonance, NMR) (Hatzakis i sur., 2010.), infracrvena spektroskopija u bliskom
podru¢ju s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier-transform near infrared, FT-NIR)
(Ozdemir i sur., 2018.), i druge.

Steroli i triterpenski alkoholi u maslinama i maslinovom ulju pojavljuju se u slobodnom i
vezanom obliku, esterificirani s masnim ili fenolnim kiselinama ili vezani s molekulama Secera
u glikozide koji mogu, ali ne moraju biti acilirani. Informacije o udjelima slobodnih sterola i
sterilnih estera gube se standardnom analizom sterola, jer ona ukljuuje saponifikaciju u

pocCetnoj fazi pripreme uzorka (Panagiotopoulou i Tsimidou, 2002.). Omijer sterola u
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slobodnom i vezanom obliku koriSten je za razlikovanje biljnih ulja razli¢itog podrijetla (Grob i
sur., 1989.; Verleyen i sur., 2002.). Takoder se pokazalo da analiza slobodnih i esterificiranih
sterolnih oblika moze ukazati na prisutnost ulja ljeSnjaka u maslinovom ulju (Mariani i sur.,
2006.). U istrazivanjima u kojima su odredivani udjeli slobodnih i vezanih sterola, za pripremu
uzoraka prije kromatografske analize redovito je koriStena ekstrakcija na €vrstoj fazi (engl.
solid phase extraction, SPE), uglavhom na kolonama punjenim silikagelom (Mariani i sur.,
2006.; Cunha i sur., 2006.; Valli i sur., 2021.).

Gbémez-Coca i suradnici (2013.) razvili su metodu za istovremeno odredivanje slobodnih i
esterificiranih glukozida sterola. Nakon ekstrakcije na C&vrstoj fazi (SPE) i eluiranja s
kloroformom/metanolom, glukozidi su analizirani: (l) plinskokromatografskom analizom
oslobodeninh masnih kiselina i derivatiziranih glukozida sterola nakon pethodne hidrolize
esterificiranih steril glukozida, odnosno (ll) izravnom analizom pojedinacnih esterificiranih

glukozida sterola pomoc¢u tehnike HPLC-MS.

2.2. POJAVA | ULOGA STEROLA, TRITERPENSKIH DIOLA TE
ALIFATSKIH | TRITERPENSKIH ALKOHOLA U BILJKAMA

Biljni steroli ili fitosteroli su skupina prirodnih kemijskih spojeva koji nastaju biosintezom u
billkama. U usporedbi sa sterolima Zivotinjskog porijekla i sa sterolima iz gljiva, karakterizira ih
nekoliko specifi€nosti. Kod zZivotinja je jedini proizvod biosinteze sterola kolesterol, u gljivama
je to ergosterol, dok su krajnji produkti biosinteteze sterola u biljkama razliiti sterolni spojevi
koji se javljaju u omjerima koji su genetski predodredeni biljinom vrstom (Schaller, 2004.).
Pojam steroli se obi¢no koristi za 4-desmetil-sterole, koji su najbrojnija i najzastupljenija
skupina sterola u bilinom svijetu, s glavnim predstavnicima B-sitosterolom, A®-avenasterolom,
kampesterolom i stigmasterolom, a slijede ih drugi steroli zastupljeni s manjim udjelima
(Piironen i sur., 2000.). Srodne skupine 4-metil-steroli i 4,4'-dimetil-steroli (takoder poznate
pod zajedni¢kim nazivom triterpenski alkoholi) prekursori su sterola (4-desmetil-sterola) i
zastupljeni su u ulju u nesto nizim koncentracijama, iako se mogu pojaviti u koncentracijama
usporedivim s koncentracijama 4-desmetil-sterola (Aparicio i Luna, 2002.).

Biljni steroli ili fitosteroli esencijalni su sastojci membrana biljnih stanica. Uklju¢eni su u
embrionalni rast (Schaller, 2004.) i nastanak nakupina lipida te su vazni za prijenos signala,
diferencijaciju stanica i reorganizaciju njihove strukture, kao i u obrani od zaraznih bolesti
(Feng i sur., 2020.; Mongrand i sur., 2010.). Pretpostavlja se da akumulacija sterola u
sjemenkama i uljima osigurava rast novih stanica i izdanaka. Putem C3 hidroksilne skupine
imaju sposobnost povezivanja s alkilnim lancima proteina, sfingolipida i fosfolipida Van der
Waalsovim silama $to osnazuje koheziju i fluidnost stanicne membrane i pomaze biljci odrzati

strukturu pri promjenama temperature (Piironen i sur., 2000.; Feng i sur., 2020.). Biljni steroli
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su i prekursori brojnih hormona, kao npr. brasinosteroida, najvaznije vrste biljnih hormona koji
reguliraju rast i razvoj biljaka (Schaller, 2004., Oklestkova i sur., 2015.; Piironen i sur., 2000.)
te imaju aktivnu ulogu u prilagodbi biljaka na bioticke i abiotiCke stresne situacije (Valitova i
sur., 2016.).

Biljni steroli se pojavljuju u bilkkama u slobodnom i vezanom obliku. Slobodni steroli su
uglavnom locirani u stani€nim membranama i kao takvi vazni su sastavni dio strukture stanicne
membrane biljne stanice (Piironen i sur., 2000.; Feng i sur., 2020.). Esteri sterola uglavnom
ispunjavaju medustani¢ne prostore (Piironen i sur., 2000.). Smatra se da esteri sterola nastaju
kada su slobodni oblici prisutni u suviSsku kako bi se razine slobodnih sterola zadrzale na
fizioloSki optimalnim razinama. Esterifikacija uklju€uje reakciju hidroksilne skupine na atomu
ugljika na polozaju 3 (C3) u molekuli sterola s karboksilnom skupinom molekule masne ili
fenolne kiseline (Schaller, 2004.). Drugi oblik vezanih sterola su steril glikozidi gdje je
glikozidna veza uspostavljena izmedu C3 hidroksilne skupine sterola s C1' ugljikom molekule
Secera. Za glikozide sterola se takoder smatra da sudjeluju u regulaciji koncentracije slobodnih
sterola u membrani. Smatra se da je glukozid [B-sitosterola ukljuCen u sintezu celuloze
(Schaller, 2004.). Glikozidi sterola mogu se dalje esterificirati s dugolan€anim masnim
kiselinama u acilirane glikozide sterola (Wojciechowski, 1991.). U slu€aju aciliranih steril-
glikozida, na polozaj C6' Se€era vezana je masna kiselina dugog lanca (Piironen, 2000.).
Funkcija nesteroidnih triterpenoida, poput triterpenskih alkohola i diola, nesto je slabije
istrazena, ali se smatra da oni doprinose obrani biljke od stresa i funkcijama vanjskog dijela
kozice ploda (pokozica ili epikarp) kao Sto je npr. vodopropusnost te da imaju ulogu u
interakcijama izmedu biljke i kukaca (Stiti i Hartmann, 2012.).

Smatra se da je glavna funkcija alifatskih alkohola u biljkkama tvorba dugolan€anih estera
reakcijama esterifikacije s masnim kiselinama. Tako nastali voskovi pretezito se nalaze u
vanjskom sloju kozice ploda i sluze kao aktivha barijera u sprjeCavanju gubitka vode i prodora

Stetnih tvari i patogena (Reina-Pinto i Yephremov, 2009.).

2.2.1. Steroli, triterpenski dioli te alifatski i triterpenski alkoholi u
maslinovom ulju

Najreprezentativniji steroli (4-desmetil-steroli) u plodovima maslina i maslinovom ulju su (-
sitosterol (75-90 % ukupnih sterola), AS-avenasterol (5-20 %), kampesterol (1-4 %) i
stigmasterol (0,5-2 %), iako su zabiljezena i odstupanja u uljima pojedinih sorti. Manje
zastupljeni steroli u maslinovom ulju su klerosterol, sitostanol, 24-metilen-kolesterol, A’-
avenasterol, A’-kampesterol, A>?*-stigmastadienol, A’-stigmastenol i kampestanol, a jo$ su
prisutni steroli A%23-stigmastadienol, kolesterol i brasikasterol. Najzastupljeniji triterpenski dioli
eritrodiol i uvaol javljaju se uglavnom u relativnim udjelima nizim od 4 % izrazeno na zbroj svih
sterola i eritrodiola i uvaola (EK, 2019.; 10C, 2021.; CAC, 2021.b). Medu triterpenskim
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alkoholima maslinovog ulja istiCu se citrostadienol kao najzastupljeniji predstavnik 4-metil-
sterola te cikloartenol i 24-metilen-cikloartenol kao najzastupljeniji predstavnici 4,4'-dimetil-
sterola. Ostali triterpenski alkoholi koji se pojavljuju u maslinovom ulju jesu obtusifoliol,
gramisterol, cikloeukalenol, razli¢iti izomeri amirina, butirospermol i tarakserol (Piironen i sur.,
2000.; Stefanoudaki i sur., 2000.; Azadmard-Damirchi i Dutta, 2006.).

Alifatski alkoholi u maslinovom ulju su alkoholi dugog, zasi¢éenog, ravnog lanca, a
najzastupljeniji su alkoholi s parnim brojem ugljikovih atoma u molekuli, uglavhom dokozanol
(22 atoma ugljika, C22), tetrakozanol (C24), heksakozanol (C26) i oktakozanol (C28).
Dugolanc&ani alifatski alkoholi s neparnim brojem ugljikovih atoma, s glavnim predstavnicima
trikozanolom (C23), pentakozanolom (C25) i heptakozanolom (C27), pojavijuju se u
maslinovom ulju u znatno nizim koncentracijama (EK, 2019.; I0C, 2021.; Giuffre, 2014.a,
2014.b; Krichéne i sur. 2010.). Osim §to su vazni zbog svoje bioloSke aktivnosti i blagotvornog
djelovanja na zdravlje ljudi, kao markeri za provjeru autenti¢nosti maslinovog ulja te zato sto
imaju veliki potencijal za diskriminaciju ulja na osnovi sorte (0 ¢emu se govori u sljede¢im
odjeljcima), pojedini autori su sterolima te alifatskim i triterpenskim alkoholima dodijelili neka
dodatna svojstva povezana s drugim aspektima kvalitete maslinovog ulja. Medu sterolima iz
maslinovog ulja, glavnim nositeljima antioksidacijskog djelovanja i drugih blagotvornih uc¢inaka
na zdravlje smatraju se PB-sitosterol i AS-avenasterol zbog njihovog vecéinskog udijela i
strukturnih specificnosti (Manai-Djebali i Oueslati, 2017.; Manai-Djebali i sur., 2018.). Utvrdeno
je da ta dva sterola snazno koreliraju s oksidativnom stabilno$¢u maslinovog ulja (Manai-
Djebali i sur., 2018.; Gutiérrez i sur., 1999.). Takoder, utvrdeno je da viSi omjer koncentracija
kampesterola i stigmasterola mozZe posluZiti kao pokazatelj bolje kvalitete maslinovog ulja
(Ranalli i Angerosa, 1996.), s obzirom na to da je zabiljeZzena pozitivnha korelacija razine
stigmasterola s udjelom kiselosti (slobodnih masnih kiselina), Sto ukazuje na loSiju kvalitetu
ploda i ulja, kao i s pojavom senzornih mana u maslinovim uljima dobivenim iz uskladistenih
plodova masline (Gutiérrez i sur., 2000.). UoCeno je poviSenje razina A’-stigmastenola u
maslinovom ulju u raznim nepovoljnim uvjetima, kao $to su zaraza plodova maslinovom
muhom, dugotrajnije skladiStenje maslina prije prerade, vise temperature prerade maslina i
dulja razdoblja skladiStenja ulja u odredenim uvjetima (Abu-Alruz i sur., 2011.). Odnosi
koncentracija razliitih alifatskih i triterpenskih alkohola mogu se Koristiti za izraCun tzv.
alkoholnog indeksa, kojeg je prvi predlozio Camera (1981.) za identifikaciju dodatka ulja
komine maslina u djeviCansko maslinovo ulje, da bi ga kasnije drugi autori koristili kao
parametar opc¢e kvalitete maslinovog ulja (Ranalli i De Mattia, 1997.; Ranalli i sur., 1999.a,
1999.b). Visi indeks oznacavao je nizu kvalitetu maslinovog ulja. Indeks je bio proporcionalan
koncentraciji svih glavnih alifatskih alkohola s parnim brojem ugljikovih atoma, a obrnuto
proporcionalan koncentraciji triterpenskih alkohola cikloartenola i 24-metilencikloartenola te

diterpena geranilgeraniola.
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2.2.2. Molekularna struktura

Steroli se na osnovi svojih svojstava smatraju lipidima zbog svoje relativno velike, uglavhom
nepolarne, a time i hidrofobne molekularne strukture, sa samo jednom funkcionalnom
polarnom hidroksilnom skupinom. Zbog hidroksilne skupine, oni su i alkoholi. Zbog strukture
na bazi izoprena pripadaju skupini triterpena (terpeni s 30 atoma ugljika), a zbog specifi¢ne
strukture s karakteristiCna Cetiri prstena i alifatskim lancem pripadaju steroidima (Goodwin,
1985.; IUPAC, 1989.; Piironen i sur., 2000.).

Biljni steroli nastaju jedinstvenim biosintetskim putem u kojem 4,4'-dimetil-steroli i 4-metil-
steroli sluze kao prekursori 4-desmetil-sterola. Prema tome, ove tri skupine spojeva

karakteriziraju odredene zajedniCke strukturne specifi¢nosti.

Skupina sterola ili 4a-desmetil-sterola

Osnovna struktura biljnih sterola s B-sitosterolom kao glavnim predstavnikom nalikuje
kolesterolu i ima sljedeée karakteristike (Slika 1): (I) osnovni kostur koji se sastoji od Cetiri
kondenzirana nearomatska prstena, od kojih tri prstena sa Sest ugljikovih atoma i jedan prsten
s pet ugljikovih atoma; (ll) hidroksilnu skupinu na atomu ugljika na polozaju 3 (C3) u prstenu
A; (Ill) dvostruku vezu na polozajima 5 i/ili 7 u prstenu B; i (IV) bo¢ni alkilni lanac na polozaju
17 u prstenu D, koji moze sadrzavati etil/metil/etiliden/metilensku skupinu spojenu na C24 u

molekuli. Hidrogenirani (zasi¢eni) steroli nazivaju se stanoli (IUPAC, 1989.).

HO

(b)
Kolesterol (A{kolesten-3B-oI) B-sitosterol ((24R)-24-etil-A5-kolesten-33-ol)

Slika 1 Kemijske strukture (a) kolesterola i (b) B-sitosterola

Plava elipsa: osnovni kostur; narancasta elipsa: hidroksilna skupina na C3 ugljikovom atomu;
crvena elipsa: dvostruka veza na C5 i/ili C7 atomu ugljika; zelena elipsa: bo¢ni alkilni lanac na
C17 atomu ugljika; smeda elipsa: etilna skupina na C24 atomu ugljika.

Za sterolne spojeve karakteristiCan je stereokemijski raspored metilnih i drugih supstitucijskih
skupina te atoma vodika takav da su prstenovi A, B i C u obliku ili konformaciji stolice, dok je
prsten D obi¢no planaran (Slika 1). Nadalje, atomi vodika i druge supstitucijske skupine
stereokemijski su, prema konvenciji, rasporedeni s obzirom na kutnu metilnu skupinu vezanu

na atom ugljika C10. Ako se zamisli ravnina u kojoj su poloZena Cetiri prstena sterolnog
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kostura, supstituent na C10 je po definiciji iznad ravnine pa supstituenti ispod ravnine ravnine
imaju a-orijentaciju, odnosno ¢ine frans-konformaciju, a supstituenti iznad ravnine su B-
orijentirani ili su u cis-konformaciji u odnosu na kutnu metilnu skupinu na polozaju 10. Prema
tome, u molekuli kolesterola hidroksilna skupina na C3, kutna metilna skupina na C13, bo¢ni
lanac na C17 i atom vodika na C8 su B-orijentirani (cis), dok su atomi vodika na ugljiku 9, 14 i
17 a-orijentirani (trans). Steroli koji nisu metilirani na polozaju 4 nazivaju se desmetil-steroli
(Belitz i sur., 2004.).

4-Desmetil-steroli mogu se na osnovi polozaja i broja dvostrukih veza u prstenu B podijeliti na
A°-sterole (dvostruka veza na C5 atomu ugljika), A’-sterole i AS’-sterole (Nes, 1997.). Vecina
biljnih sterola ima A’ strukturu s dodatnom funkcionalnom skupinom na C24 ugljiku od jednog
ili dva atoma ugljika Sto je karakteristicno za biljne sterole (Goodwin, 1985.). Ti supstituenti
vezu se na osnovni dio molekule trans-metilacijom i mogu imati a- ili -kiralnost. Vecina 24-
etil-sterola su 24a-epimeri, a vecina 24-metil-sterola pojavljuje se kao smjesa 24a-epimera i
24B-epimera. Jedno od svojstava strukture biljnih sterola je Gesta pojava trans-A?? dvostrukih
veza u bo¢nom lancu, dok se cis konformacija pojavljuje rjede. Neki od najzastupljenijin AS
biljnih sterola u prirodi, pa tako i u maslini i maslinovom ulju, jesu B-sitosterol (24a-etil-kolest-
5-en-3B-ol), kampesterol (24a-metil-kolest-5-en-33-ol), stigmasterol (24a-etil-kolest-5,22-en-
3B-ol) i AS-avenasterol (trans-24-etiliden-kolest-5-en-3B-ol). Neki od predstavnika manje
zastupljenih skupina jesu A’-avenasterol (trans-24-etiliden-kolest-7-en-3B-ol), sitostanol (24a-
etil-kolestan-33-ol) i drugi.

Strukture najvaznijih sterola (4-desmetil-sterola) u maslinovom ulju prikazane su na Slici 2.

Skupine triterpenskih alkohola i triterpenskih diola

Medu triterpenskim alkoholima u maslinovom ulju istiCu se citrostadienol (kao najzastupljeniji
predstavnik 4-metil-sterola) te cikloartenol i 24-metilen-cikloartenol (kao najzastupljeniji
predstavnici 4,4'-dimetil-sterola). Ostali triterpenski alkoholi koji se pojavljuju u maslinovom ulju
jesu: obtusifoliol, gramisterol, cikloeukalenol, razliCiti izomeri amirina, butirospermol i
tarakserol (Piironen, 2000.; Stefanoudaki i sur., 2000.; Azadmard-Damirchi i Dutta, 2006.).
Strukture najvaznijih triterpenskih alkohola (4-metil-sterola i 4,4'-dimetil-sterola) i diola u
maslinovom ulju prikazane su na Slici 2. Pojedini triterpenski alkoholi i dioli dio su vece skupine
pentacikli¢kih triterpenoida. Osnovu njihove strukture €ini kostur sastavljen od Sest izoprenskih
jedinica. Naj¢escée strukture pentaciklickih terpena su one s pet Sesteroclanih prstena, kao §to
su ursani, oleanani, gamacerani i lanostani ili s Cetiri Sestero€lana i jednim peteroclanim
prstenom, Ciji su najvazniji predstavnici lupani i hopani. Spomenute skupine medusobno se
razlikuju na osnovi broja i rasporeda dvostrukih veza i vrste funkcionalnih skupina vezanih s
osnovnom strukturom. Grupe ursana i oleanana sadrze brojne vazne triterpene, izmedu ostalih

i triterpenske alkohole, odnosno 4,4'-dimetil-sterole a-amirin i B-amirin, iz kojih enzimatski
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kataliziranim reakcijama nastaju najvazniji triterpenski dioli iz maslinovog ulja uvaol i eritrodiol.
Uvaol i eritrodiol imaju hidroksilne skupine na C3 i C28 atomima ugljika. Oksidacijom
hidroksilne skupine na C28 atomu u karboksilnu, dio uvaola i eritrodiola dalje se transformira
u ursolnu, odnosno oleanolnu kiselinu (Rufino-Palomares i sur., 2015.) (Slika 2). Od ostalih
zastupljenijih pentaciklickih triterpenskih alkohola u maslinovom ulju, osnovna struktura
cikloartenola, 24-metilen-cikloartenola i cikloeukalenola uklju€uje tri SesteroClana, jedan
peteroClani i jedan troClani, ciklopropanski prsten (zatvoren na C19 atomu ugljika).
Tetraciklicke strukture molekula obtusifoliola, gramisterola, citrostadienola i butirospermola
imaju tri Sestero€lana i jedan peteroClani prsten (Slika 2). Gramisterol, citrostadienol i
butirospermol imaju A” strukturu (dvostruku vezu na C7 ugljiku), a obtusifoliol A® strukturu

(Ruiz-Aracama i sur., 2017.).

Skupina alifatskih alkohola
Najzastupljeniji alifatski alkoholi iz maslinovog ulja jednostavni su linearni, zasiceni, primarni
alkoholi s lancima koji sadrze paran broj atoma ugljika, od 22 do 28, ali se pronalaze i alifatski

alkoholi s neparnim brojem atoma ugljika, od 23 do 27.

2.2.3. Razvoj i dozrijevanje ploda masline (Olea europaea L.)

Plod masline je koStunica koju karakteriziraju lignificirani endokarp (kostica) koja sadrzi
sjemenku, mesnati mezokarp (pulpa) gdje se nakuplja ulje i relativno tanki epikarp (pokozica).
Nakon zametanja, plodovi masline rastu brzo tijekom 30 - 40 dana, uglavhom zbog
umnozavanja stanica, a zatim se rast znatno usporava. Mjesec i pol dana nakon pune cvatnje,
sjeme i endokarp dosegnu svoju konacnu veli€inu i prestaju rasti, a endokarp se stvrdne
(lignificira), dok se kod stanica mezokarpa razdioba stanica usporava. Do 90. dana odvija se
umjeren rast, a zatim slijedi drugi period intenzivnog rasta ploda izmedu 90. i 150. dana nakon
pune cvatnje, uglavnom zbog Sirenja stanica i nakupljanja ulja. PoCetak faze dozrijevanja
plodova zapocCinje oko 150. dana nakon cvatnje. Dozrijevanje ploda okarakterizirano je
smanjenjem sadrzaja klorofila i nakupljanjem antocijana najprije u pokozici, a zatim u pulpi, uz
omek3avanje pulpe. Proizvodnja ulja u pulpi zapocCinje oko 45. dana nakon pune cvatnje.
Stanice mezokarpa se povecavaju i kapljice ulja se izdvajaju iz protoplazme. Intenzivna
biosinteza ulja odvija se izmedu 60. i 120. dana, nakon €ega se odvija smanjenim intenzitetom

do 200. dana nakon pune cvatnje (Tombesi, 1994.).

2.2.4. Biosinteza sterola i triterpenskih alkohola

Biljni steroli proizvodi su biosintetskog puta izoprenoida, koji uklju€uje niz koraka kontroliranih

enzimima (Slika 2). Osnovni gradevni blokovi svih terpenoida, ukljuCujuéi sterole kao
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triterpenoide (C30), jesu molekule izopentenil pirofosfata (IPP) (C5) nastale u ciklusu
mevalonske kiseline (C6) (McCaskill i Croteau, 1998.; Piironen i sur., 2000.). U sljede¢im
koracima, IPP konvergira u dimetilalkil difosfat koji sluzi kao prekursor za sintezu
monoterpena, diterpena i tetraterpena koji se dalje prevodi u farnezil pirofosfat, iz kojeg nastaju
triterpeni i seskviterpeni. Enzim skvalen-sintaza usmjerava daljnji put do sinteze sterola preko
skvalena, dok kompetitivhu sintezu seskviterpena iz istog supstrata katalizira seskviterpen-
ciklaza. Smatra se da je klju¢ni ograni¢avajuci korak za biosintezu biljnih sterola stvaranje IPP,
u kojem enzim 3-hidroksi-3-metil-glutaril koenzim A reduktaza (HMGR) igra glavnu ulogu
kataliziraju¢i pretvorbu acetil koenzima A u mevalonsku kiselinu (Schaller, 2004.). S druge
strane, neki autori dovode u pitanje kljuénu ulogu ovog enzima (Piironen i sur., 2000.).

U sljedeé¢im koracima skvalen se prevodi u 2,3-oksidoskvalen (ili skvalen-oksid), koji se
ciklizira u triterpenski alkohol, odnosno 4,4’-dimetil-sterol cikloartenol, koji je prekursor svih
biljnih sterola. Cikloartenol se dalje transformira u druge 4,4'-dimetil-sterole, koji se prevode u
4-metil-sterole, a oni se kona¢no demetiliraju te kao krajnji proizvod tog puta nastaju 4-
desmetil-steroli, tj. steroli, i to sliede¢im redoslijedom: A’-steroli, A%’-steroli te A®-steroli
(Schaller, 2004.) (Slika 2). Predlozeno je nekoliko mehanizama transformacije cikloartenola u
konacne biljne sterole, a kako vecina biljnih enzima koji kataliziraju te reakcije ne pokazuje
visoku selektivnost, oni uvijek nastaju kao smjesa razli€itih struktura (Piironen, 2000.).
Post-skvalenska faza biosinteze sterola obuhvaca konverziju cikloartenola u glavne
predstavnike sterola kroz dva stupnja metilacije $to se smatra kriticnim korakom te druge faze.
U odredenoj to¢ki biosinteze sterola dolazi do ra¢vanja biosintetskog puta u dva smjera koje
kataliziraju dva razli¢ita enzima, SAM-24-metilen-lofenol-C24-metiltransferaza 2 (SMT2) i
C4a-sterol-metil-oksidaza 2 (SMO2), koji kroz nekoliko dodatnih pretvorbi dovode do odvojene
sinteze glavnih 24-etilsterola maslinovog ulja s jedne strane (biosintetskim redoslijedom: A®-
avenasterol, B-sitosterol i stigmasterol), odnosno 24-metil-sterola (kampesterol) s druge strane
i to iz zajednickog prekursora gramisterola (Slika 2).

Odredena istrazivanja pokazala su da aktivnost metil-transferaza kao kljuénih regulatornih
enzima u sintezi biljnih sterola moze imati znacajniju ulogu od aktivnosti 3-hidroksimetil-3-
glutaril koenzim A reduktaze u ranijoj fazi. Smatra se da aktivnost enzima ovisi i o dostupnosti
supstrata te da u njihovom suviSku nastaju znacajniji udjeli steril-estera koji se skladiste kao
rezerva u uljnim dijelovima izmedu stanica (Piironen, 2000.).

U drugoj grani biosintetskog puta sterola odredena frakcija 2,3-oksidoskvalena u nekoliko se
koraka transformira u niz razli¢itih pentaciklickih triterpena, ukljuujuci 4,4'-dimetil-sterole kao
Sto su a- i B-amirin (Hartmann, 1998.), koji se dalje prevode u druge pentacikli¢ke triterpenoide,
ukljuCujuci glavne triterpenske diole plodova masline i maslinovog ulja, uvaol i eritrodiol
(Rufino-Palomares i sur., 2015.) (Slika 2).

22



2. Teorijski dio

2.2.5. Biosinteza alifatskih alkohola

Alifatski alkoholi sintetiziraju se u epidermalnim stanicama iz dugolancanih zasi¢enih masnih
kiselina s 20 do 34 atoma ugljika u lancu. Prvo u plastidima nastaju palmitinska (C16:0) i
stearinska (C18:0) masna kiselina Ciji se lanci zatim produljuju u reakcijama kataliziranim
viseenzimskim kompleksima iz stani¢nih membrana, poznatim pod nazivom elongaze masnih
kiselina. Svako produlijenje za dva atoma ugljika ukljuCuje 4 reakcije: (I) kondenzaciju
aciliranog substrata masne kiseline esterificiranog s koenzimom A i malonil-koenzimom A; (I1)
B-keto redukciju; (l11) dehidraciju i (IV) enoil redukciju u kojoj nastaje dulja masna kiselina. Acil-
koenzim A (acil-CoA) esteri reduciraju se u alifatske alkohole u dva koraka preko
odgovarajucih aldehida kao meduproizvoda i to uz pomo¢ enzima acil-CoA reduktaze. Dio
alkohola tvori estere (voskove) s masnim kiselinama dugog lanca u reakciji kataliziranoj acil-
CoA alkohol transacilazom (Tinto i sur., 2015.). Voskovi €ine dio kutikule plodova voca
opcenito pa tako i masline te imaju aktivnu funkciju barijere, sprie€avajuéi prekomjeran gubitak

vode i ulazak Stetnih tvari i patogena u plod (Reina-Pinto i Yephremov, 2009.).
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Slika 2 Shematski dijagram biosinteze biljnih sterola u biljkama (Piironen i sur., 2000.;
Schaller, 2004., Rufino-Palomares i sur., 2015.) s posebnim naglaskom na sterole iz
maslinovog ulja. Prikazane su glavne strukture 4-desmetil-sterola (ljubi¢asto), kao i 4-metil
(zeleno) i 4,4'-dimetil-sterola (crveno) te njihovi prekursori. Takoder su prikazani paralelni
putovi sinteze kolesterola i triterpenskih diola eritrodiola i uvaola. Isprekidane strelice
predstavljaju nekoliko enzimskih koraka koji nisu prikazani.
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2.3. BLAGOTVORNI UCINAK NA LJUDSKO ZDRAVLJE

BioloSka aktivnost sterola i njihov pozitivan utjecaj na zdravlje ljudi dokazani su u brojnim
studijama (Manai-Djebalija i Oueslati, 2017.). Medu korisnim ucincima zabiljezeno je zastitno
djelovanje protiv arteroskleroze, Cira Zeluca i raznih upalnih procesa (Berger i sur., 2004.).
Utvrdeno je da steroli mogu imati antitumorsko djelovanje (Woyengo i sur., 2009.; Ramprasath
i Awad, 2015.). Biljni steroli, ukljuCujuci sterole iz maslinovog ulja, uglavhom se povezuju s
pozitivnim u€inkom na regulaciju koncentracije kolesterola vezanog za lipoproteine niske
gustoée (tzv. LDL-kolesterol) u krvotoku, $to se intenzivno istrazuje od 1950-ih (Peterson,
1951.).

Biljni steroli i kolesterol

LDL-kolesterol nakuplja se na stijenkama krvnih zila i stvara naslage pa se njegova visoka
koncentracija u krvi smatra jednim od glavnih uzroka mnogih bolesti krvozilnog sustava. S
druge strane, kolesterol vezanog s lipoproteinima visoke gustoée (HDL-kolesterol) ima vecéu
gusto¢u i bogatiji je proteinima te se preko tih molekula viSak kolesterola iz perifernih tkiva
prenosi u jetru, gdje ne izaziva negativne u€inke. Buduci da su biljni steroli strukturno sli¢ni
kolesterolu, kada se unose hranom natjeCu se s LDL-kolesterolom u procesu apsorpcije u
probavnom sustavu. Kao rezultat toga, apsorpcija LDL-kolesterola je djelomi¢no blokirana i
razina kolesterola u krvi je niza (Piironen i sur., 2000.). Pokazalo se da unos biljnih sterola u
ljudski organizam u dnevnoj dozi od 2 g moZe sniziti razinu LDL-kolesterola do 10 % (Katan i
sur., 2003.). Prirodni unos biljnih sterola je prilicno nizak i varira izmedu 167 i 437 mg dnevno
(Ostlund, 2002.) pa odgovorna tijela u nekim zemljama preporucuju povecanje unosa biljnih
sterola do 2 g dnevno putem dodataka prehrani ili hrane obogacene biljnim sterolima, s ciljem
sniZzenja koncentracije LDL-kolesterola te time i incidencije kardiovaskularnih bolesti (NCEP
Adult treatment Panel Ill, 2001.). U€inci biljnih sterola na koncentraciju kolesterola u krvi i
prevenciju kardiovaskularnih bolesti detaljno su dokumentirani u nedavnim preglednim
¢lancima (Manai-Djebali i OQueslati, 2017.; Cabral i Klein, 2017.; Rysz i sur., 2017.).

Ostali korisni u€inci sterola

Osim snizavanja razine kolesterola, pokazalo se da biljni steroli imaju antitumorsko,
protuupalno i antioksidativno djelovanje, §to ukazuje na njihovu vaznost i u prehrani ljudi s
normalnom koncentracijom LDL-kolesterola (Berger i sur., 2004.). Na primjer, nakon
povecéanog unosa biljnih sterola, pronadeno je snizenje razine proupalnih citokina, ukljucujuci
C-reaktivni protein (CRP) (Othman i sur., 2011.; Nashed i sur.,, 2005.) te smanjenje
aterosklerotskih lezija u miSeva (Nashed i sur., 2005.). Medutim, rezultati meta-analize iji je
cilj bio prou¢avanje ucinka povec¢anog unosa hrane obogacene biljnim sterolima na razine

CRP-a objavljene u preglednom ¢lanku Roche i suradnika (Rocha i sur., 2016.) ukazali su na
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relativno mali protuupalni ucinak, za razliku od znacajnog snizenja koncentracije LDL-
kolesterola potvrdenog u istoj studiji.

Brojne objavljene studije o bioloSkom inhibicijskom ucinku biljnih sterola na tumore pluca,
Zeluca, jajnika, prostate, jetre i dojke sistematizirane su i predstavljene u preglednim ¢lancima
(Woyengo i sur., 2009.; Ramprasath i Awad, 2015.). Pretpostavlja se da biljni steroli djeluju
kroz nekoliko mehanizama inhibicije, kao Sto su inhibicija nastanka i rasta tumorskih stanica,
angiogeneze te prijenosa i nastanka metastaza. Oni takoder doprinose apoptozi tumorskih
stanica promjenom strukture i funkcije stanicne membrane te snizavanjem razine kolesterola
u krvi. Poveéan unos biljnih sterola takoder moze povecati aktivnost antioksidativnih enzima
te time opcenito ublaziti oksidativni stres koji moze potaknuti tumorska oboljenja (Woyengo i
sur., 2009.).

Podaci sazeti u nedavno objavljenom preglednom ¢lanku Fenga i suradnika (2020.) potvrdili
su da unos biljnih sterola, osim §to snizava razinu kolesterola, utjeCe i na razine masnih
kiselina, triglicerida i Zu¢ne kiseline, Cime se ublazavaju negativni ucinci raznih bolesti i stanja,
uklju€ujuci ne-alkoholnu masnu jetru, upalne bolesti crijeva i pretilost. S druge strane, autori
su istaknuli potrebu za odredenom dozom opreza jer je uoCena povezanost izmedu biljnih
sterola i pogorsanja odredenih bolesti jetre tijekom parenteralne (intravenozne) prehrane. Isto
tako, posljednjih godina intenzivno se istrazuju negativni citotoksicni i upalni ucinci proizvoda
oksidacije sterola.

Nekoliko istrazivanja pokazalo je blagotvorno djelovanje biljnih sterola, posebno B-sitosterola,
na prevenciju ili ublazavanje dijabetesa (Gupta i sur., 2011.; Radika i sur., 2013.). Brojni
farmakoloski ucinci B-sitosterola obradeni su u preglednim ¢lancima (Saeidnia i sur., 2014.;
Bin Sayeed i sur., 2016.).

Blagotvorni uéinci alifatskih i triterpenskih alkohola

Nekoliko studija pokazalo je da alifatski alkoholi duljeg lanca takoder pokazuju brojne pozitivhe
uCinke na ljudsko zdravlje, ukljuCujuéi hipokolesterolemijsko i protuupalno djelovanje
(Fernandez-Arche i sur., 2009.; Weerawatanakorn i sur., 2019.). Mogu imati i ucinak na
shizavanje koncentracije LDL-kolesterola (Taylor i sur., 2003.). lako postoje i studije s
drugadijim rezultatima (Francini-Pesenti i sur., 2008.), smjesa alifatskih alkohola duljeg lanca,
poznata i pod (komercijalnim) nazivom polikozanol, odobrena je za koristenje kao lijek za
shizavanje razine kolesterola u krvi u mnogim drzavama (Carbajal i sur., 1998.). Polikozanol
je pokazao i ucinak sprje€avanja zgruSavanja krvi, sli€no aspirinu (Arruzazabala i sur., 2002.;
Carbaijal i sur., 1998.).

Za glavne triterpenske diole iz maslinovog ulja takoder je utvrdeno da pokazuju biolosku
aktivnost. Uvaol je bio u€inkovit u poticanju ubrzanog i poboljSanog zacjeljivanja rana (Carmo

i sur., 2020.) i ublazavanju upalnih bolesti crijeva kod miSeva (Du i sur., 2020.) te je pokazao
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protutumorsko djelovanje kod ljudi (Rufino-Palomares i sur., 2015.; Bonel-Pérez i sur., 2020.).
Eritrodiol je pokazao sli€nu antiproliferativnu i apoptoznu aktivnost protiv adenokarcinoma
(Juan i sur., 2008.) te je pospjeSio snizavanje koncentracije LDL-kolesterola u ljudskoj krvi
(Wang i sur., 2017.).

Triterpenski alkoholi takoder privlaCe paznju znanstvenika jer pokazuju protumikrobno,
protutumorsko, protuvirusno, protuupalno, citotoksi¢no, analgetsko, protugljivicno,
imunomodulatorno i insekticidno djelovanje (Stiti i Hartman, 2012.; Dzubak i sur., 2006.;
Muffler i sur., 2011.; Akihisa i sur., 1996.).

2.4. UTJECAJ RAZLICITIH CIMBENIKA NA SASTAV STEROLA TE
ALIFATSKIH | TRITERPENSKIH ALKOHOLA U DJEVICANSKOM
MASLINOVOM ULJU

Na koncentraciju i relativne udjele sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola u maslinovom
ulju utjeCu brojni ekoloski, agronomski i tehnoloski €imbenici. U narednim poglavljima
predstavljena je veéina glavnih ¢imbenika, s posebnim naglaskom na utjecaj sorte i stupnja

zrelosti masline.

2.4.1. Utjecaj sorte

Do danas je objavljen relativno velik broj studija koje su istrazivale utjecaj sorte na sastav
sterola i triterpenskih diola u maslinovim uljima. Oc¢ekivano, najveéi broj studija istrazivao je
sorte podrijetlom iz zemalja najvecih proizvodaca maslinovog ulja s Mediterana (Prilog 1), kao
$to su Spanjolska (Stefanoudaki i sur., 2000.; Rivera del Alamo i sur., 2004.; Sanchez Casas
i sur., 2004.; Galeano Diaz i sur., 2005.; Allouche i sur., 2009.; Lerma-Garcia i sur., 2009.,
2011.; Lépez-Cortés i sur., 2013.; Pardo i sur., 2013.; Gomez-Coca i sur., 2014.; Fuentes i
sur., 2015.; Sena-Moreno i sur., 2015.; Kycyk i sur., 2016.; Salazar-Garcia i sur., 2019.; Pardo
i sur., 2020.), Iltalija (Stefanoudaki i sur., 2000.; Bianchi i sur., 2001.; Ranalli i sur., 2002.;
Giansante i sur., 2003.; Marinii sur., 2004.; Sivakumar i sur., 2006.; Giuffré i sur., 2012.; Giuffré
i Louadj, 2013.; Ghisoni i sur., 2019.; Deiana i sur., 2019.), Gréka (Stefanoudaki i sur., 2000.;
Vekiari i sur., 2010.; Skiada i sur., 2019.; Skiada i sur., 2020.a, 2020.b) i Portugal (Alves i sur.,
2005.; Cunha i sur., 2006.; Matos i sur., 2007.) medu EU proizvodac¢ima te Turska (llyasoglu i
sur., 2010.; Yorulmaz i sur., 2014.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i sur.,
2017.; Demirag i Konuskan, 2021.) i Tunis (Haddada i sur., 2007.; Oueslati i sur., 2009.;
Krichéne i sur., 2010.; Manai-Djebali i sur., 2012.) medu proizvodacima izvan EU, iako su
istrazivane i razliCite sorte u zemljama tzv. novim proizvodaCima s drugih kontinenata,

Argentini (Ceci i Caerelli, 2007.), Australiji (Mailer i sur., 2010.) i Sjedinjenima Americkim
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Drzavama (Olmo-Garcia i sur., 2019.). Prou¢avan je veliki broj sorti, uklju€ujuci one globalno
gospodarski i tradicijski najvaznije, kao i sorte od lokalnog znacaja.

Studija u kojima je istrazivan utjecaj sorte na alifatske alkohole bilo je znaCajno manje.
IstraZivana su maslinova ulja razligitih sorti proizvedena u Spanjolskoj (Stefanoudaki i sur.,
2000.; Rivera del Alamo i sur., 2004.), ltaliji (Stefanoudaki i sur., 2000.; Bianchi i sur., 2001.;
Aparicio i Luna, 2002.; Ranalli i sur., 2002.; Giansante i sur., 2003.; Giuffre, 2014.a; Giuffre,
2014.b), Grékoj (Stefanoudaki i sur., 2000.; Aparicio i Luna, 2002.), Tunisu (Lazzez i sur.,
2008.; Krichene i sur., 2010.) i Alziru (Boulkroune i sur., 2017.). Utjecaj sortnog podrijetla na
koncentracije i relativne udjele triterpenskih alkohola, odnosno 4-metil-sterola i 4,4'-dimetil-
sterola, takoder je izu€avan relativno rijetko (Stefanoudaki i sur., 2000.; Bianchi i sur., 2001.;
Aparicio i Luna, 2002.; Ranalli i sur., 2002.; Giansante i sur., 2003.).

Najzastupljeniji steroli u svim ranije istrazivanim maslinovim uljima bili su, oCekivano, -
sitosterol, a zatim A%-avenasterol, kampesterol i stigmasterol. Utvrdena je velika varijabilnost
sadrzaja i sastava sterola i triterpenskih diola medu istrazivanim uljima. Na primjer, postotak
jednog od najvaznijih sterola maslinovog ulja, AS-avenasterola, kretao se od 1,82 % u
maslinovom ulju turske sorte Buyuk Topak Ulak (Demirag i Konuskan, 2021.) do 31 % u
maslinovom ulju tuniSke sorte El Hor (Krichene i sur., 2010.). Sadrzaj ukupnih sterola takoder
je pronaden u Sirokom rasponu od vrijednosti daleko ispod propisane najnize grani¢ne
vrijednosti od 1000 mg/kg (EK, 2019.), kao sto je 358 mg/kg u ulju turske sorte Sari Hasebi
(Yorulmaz i Konuskan, 2017.) do viSe od 4500 mg/kg u ulju takoder turske sorte Buyuk Topak
Ulak (Demirag i Konuskan, 2021.), s iznimkom istrazivanja u kojem je izvjeSteno o ekstremnim
koncentracijama viSim i od 7000 mg/kg (Sivakumar i sur., 2006.). Vecina izu€avanih ulja imala
je koncentraciju ukupnih sterola u rasponu od 1000 do 3000 mg/kg. Kycyk i suradnici (2016.)
predlozili su sljede¢u klasifikaciju djevi€anskih maslinovih ulja na temelju koncentracije
ukupnih sterola: kategorija | - vrlo visoka koncentracija (>2200 mg/kg), kategorija II: visoka
koncentracija (1999-2200 mg/kg), kategorija lll - srednja koncentracija (1650-1999 mg/kg),
kategorija IV - niska koncentracija (1300-1650 mg/kg) i kategorija V - vrlo niska koncentracija
sterola (<1300 mg/kg). Triterpenski dioli takoder su pokazali velike varijacije, s postotkom
eritrodiola + uvalola u rasponu od 0,0 do 6,1 % (Lerma-Garcia i sur., 2011.). Allouche i
suradnici (2009.) utvrdili su da je eritrodiol odgovoran za 96 % varijance u razlikovanju 40
monosortnih djevi¢anskih maslinovih ulja pa su predlozili klasifikaciju maslinovih ulja isklju€ivo
na temelju njegovog sadrzaja, zanemarujuéi utjecaj drugog glavnog triterpenskog diola,
uvalola, na sljedeéi nacin: skupina I: vrlo visok udio, skupina Il: visok udio, skupina lll: srednji
udio, skupina IV: srednji do niski udio i skupina V: nizak relativni udio eritrodiola.

Snazna negativna korelacija izmedu dva najistaknutija sterola, B-sitosterola i A>-avenasterola,
zabiljeZena je u vrlo velikom broju istraZivanja: pojedine sorte davale su ulja s visokim udjelom

B-sitosterola i niskim udjelom A®-avenasterola, a druge obrnuto (Giuffré i sur., 2012.; Sanchez
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Casas i sur., 2004.; Fuentes i sur., 2015.; Stefanoudaki i sur., 2000.; Vekiari i sur., 2010.;
llyasoglu i sur., 2010.; Yorulmaz i sur., 2014.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz
i Konuskan, 2017.; Demirag i Konuskan, 2021.; Haddada i sur., 2007.; Oueslati i sur., 2009.;
Alves i sur., 2005.; Boulkroune i sur., 2017.; Noorali i sur., 2014.). Kygyk i sur. (2016.)
diferencirali su djevicanska maslinova ulja od 43 razliite sorte iz Svjetske banke germoplazme
maslina u pet skupina na temelju omjera B-sitosterola i A%>-avenasterola.

Koncentracija ukupnih alifatskih alkohola u maslinovim uljima istrazivanim u prethodnim
studijama kretala se u relativno $irokom rasponu od 2,1 do 36,1 mg/100 g (Rivera del Alamo i
sur., 2004.; Stefanoudaki i sur., 2000.; Bianchi i sur., 2001.; Aparicio i Luna, 2002.;
Stefanoudaki i sur., 2000.; Giuffre, 2014.a, 2014.b; Giansante i sur., 2003.; Ranallii sur., 2002.;
Aparicio i Luna, 2002.; Stefanoudaki i sur., 2000.; Lazzez i sur., 2008.; Krichene i sur., 2010.;
Boulkroune i sur., 2017.). Na primjer, maslinovo ulje od talijanske sorte Coratina sadrzavalo je
koncentracije od 5,8 do 6,9 mg/100 g (Aparicio i Luna, 2002.; Stefanoudaki i sur., 2000.), ulje
od gréke sorte Koroneiki koncentracije od 15,2 do 26,7 mg/100 (Aparicio i Luna, 2002.;
Stefanoudaki i sur., 2000.), a ulje od Spanjolske sorte Picual koncentraciju od 11,6 mg/100 g
(Stefanoudaki i sur., 2000.). Koncentracije u uljima Spanjolskih sorti Cornicabra, Arbequina,
Picual i Hojiblanca kretale su se u rasponu od 4,4 do 29,1 mg/100 g (Rivera del Alamo i sur.,
2004.), dok su se koncentracije u uljima tuniSke sorte Chemlali, ovisno o stupnju zrelosti
maslina, kretale od priblizno 5 do 32 mg/100 g. NajviSa zabiljezena koncentracija ukupnih
alifatskih alkohola od ¢ak 36,1 mg/100 g pronadena je u ulju sorte Farga (Aparicio i Luna,
2002.), dok je Giuffré (2014.a) pronasao najmanje alifatskih alkohola, samo 2,1 mg/100 g, u
ulju dobivenom uglavnom od crnih plodova sorte maslina Nocellara Mesinese. Prirodno je s
obzirom na nacin biosinteze, da se alifatski alkoholi s parnim brojem ugljikovih atoma od C22
do C28 nalaze u znacajno viSim koncentracijama u odnosu na alkohole s neparnim brojem
atoma ugljika u molekuli (C23 do C27), kako je i pronadeno u spomenutim istrazivanjima.
Najzastupljeniji alifatski alkohol uglavnom je bio heksakozanol, dok je dokozanol pronaden u
najnizim relativnim udjelima u odnosu na druge glavne alifatske alkohole s parnim brojem
atoma ugljika (Stefanoudaki i sur., 2000.; Aparicio i Luna , 2002.; Lazzez i sur., 2008.; Sakoubhi
i sur., 2010a; Giuffre, 2014.b).

Medu triterpenskim alkoholima, najzastupljeniji 4-metil-sterol u ranije istrazivanim uljima bio je
citrostadienol, dok su najzastupljeniji 4,4'-dimetil-steroli bili 24-metilencikloartenol i
cikloartenol. Istrazena su ulja od maslina sorti Picholine i Sayali uzgojenih u Tunisu (Sakouhi
i sur., 2009.b; 2010.a), ulja talijanskih sorti Bosana, Coratina, Dritta, Frantoio, Moraiolo,
Provenzale i Leccino (Bianchi i sur., 2001.; Giansante i sur., 2003.) te razliCita Spanjolska
maslinova ulja (Itoh i sur., 1981.). U vrlo rijetkim studijama u kojima su objavljeni podaci o

vecem broju triterpenskih alkohola, a ne samo o glavnim predstavnicima, utvrden je prosjecni
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relativni omjer koncentracija ukupnih 4,4'-dimetil-sterola i 4-metil-sterola od priblizno 3:1
(Sakouhi i sur., 2009.b, 2010.a).

U velikoj vecini objavljenih studija, koncentracije i/ili relativni udjeli sterola te alifatskih i
triterpenskih alkohola u maslinovim uljima razliCitih sorti statistiCki su usporedeni analizom
varijance (ANOVA) i razli¢itim post-hoc testovima. U velikom broju studija primjenjene su
multivarijantne tehnike statisticke analize, uglavnom analiza glavnih sastavnica (engl. Principal
Component Analysis, PCA) (Bianchi i sur., 2001.; Ranalli i sur., 2002.; Giansante i sur., 2003.;
Rivera del Alamo i sur., 2004.; Galeano Diaz i sur., 2005.; Alves i sur., 2005.; Matos i sur.,
2007.; Ceci i Caerelli, 2007.; Allouche i sur., 2009.; llyasoglu i sur., 2010.; Salazar-Garcia i
sur., 2011.; Manai-Djebali i sur., 2012.; Giuffré i sur., 2012.; Lépez-Cortés i sur., 2013,;
Yorulmaz i sur., 2014.; Noorali i sur., 2014.; Sena-Moreno i sur., 2015.; Kygyk i sur., 2016.;
Boulkroune i sur., 2017.; Olmo-Garcia i sur., 2019.; Pardo i sur., 2020.; Skiada i sur., 2020.a,
2020.b), linearna diskriminantna analiza (engl. Linear Discriminant Analysis, LDA) (Giansante
i sur., 2003.; Marini i sur., 2004.; Rivera del Alamo i sur., 2004.; Sanchez Casas i sur., 2004.,
Lerma-Garcia i sur., 2009., 2011., Salazar-Garcia i sur., 2011., llyasoglu i sur., 2010.;
Yorulmazisur., 2014., Boulkroune i sur., 2017.) i hierarhijska klaster analiza (engl. Hierarchical
Cluster Analysis, HCA) (Stefanoudaki i sur., 2000.; Ranalli i sur., 2002.; Haddada i sur., 2007 .;
Matos i sur., 2007.; Ceci i Caerelli, 2007.; Allouche i sur., 2009.; Krichéne i sur., 2010.; Manai-
Djebali i sur., 2012.; Kygyk i sur., 2016., Ghisoni i sur., 2019.), te druge metode, kako bi se
pronasle kombinacije varijabli i izgradili modeli koji omogucuju najbolje moguée razlikovanje
maslinovih ulja na osnovi sortnog podrijetla.

Treba napomenuti da su se objavljene studije uvelike razlikovale u eksperimentalnom dizajnu,
prema broju usporedenih sorti, vrsti uzoraka (eksperimentalno ili industrijski proizvedena te
komercijalno dostupna maslinova ulja) i broju uzoraka, interakciji s drugim ¢imbenicima
(sezona berbe ili zemljopisno podrijetlo, stupanj zrelosti maslina, parametri uzgoja ili prerade i
drugi) i tako dalje. Tako su, na primjer, Salazar-Garcia i suradnici (2019.) usporedili ulja 31
sorte maslina iz 11 Spanjolskih regija proizvedena od plodova priblizno jednakog stupnja
zrelosti u laboratorijskom mjerilu (ukupno 155 uzoraka), dok su, na primjer, Skiada i suradnici
(2020.b) utvrdili razlike izmedu industrijski proizvedenih komercijalno dostupnih ulja dvije gréke
sorte, Koroneiki i Mastoides, na osnovi analize 112 uzoraka.

Steroli koji su pokazali najznagajniji potencijal za razlikovanje maslinovih ulja na osnovi sorte
u najveéem broju istrazivanja bili su B-sitosterol (Lerma-Garcia i sur., 2011.; Galeano Diaz i
sur., 2005.; Lopez-Cortés i sur., 2013.; Salazar-Garcia i sur., 2019.; Kygyk i sur., 2016.;
Stefanoudaki i sur., 2000.; Marini i sur., 2004.; Giuffré i Louadj, 2013.; Vekiari i sur., 2010.;
llyasoglu i sur., 2010.; Yorulmaz i sur., 2014.; Manai-Djebali i sur., 2012.; Ceci i Caerelli, 2007 ;
Olmo-Garcia i sur., 2019.; Noorali i sur., 2014.), kampesterol (Lerma-Garcia i sur., 2011;

Rivera del Alamo i sur., 2004.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Galeano Diaz i sur., 2005.; Lopez-
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Cortésisur., 2013.; Salazar-Garcia i sur., 2019.; Pardo i sur., 2020.; Stefanoudaki i sur., 2000.;
Marini i sur., 2004.; Yorulmaz i sur., 2014.; Alves i sur., 2005.; Boulkroune i sur., 2017.; Noorali
i sur., 2014.), A®-avenasterol (Rivera del Alamo i sur., 2004.; Galeano Diaz i sur., 2005.; Kycyk
i sur., 2016.; Giansante i sur., 2003.; Marini i sur., 2004.; Giuffre i Louadj, 2013.; Vekiari i sur.,
2010.; Yorulmaz i sur., 2014.; llyasoglu i sur., 2010.; Matos i sur., 2007.; Olmo-Garcia i sur.,
2019.; Noorali i sur., 2014.) i stigmasterol (Galeano Diaz i sur., 2005.; Lépez-Cortés i sur.,
2013.; Salazar-Garcia i sur., 2019.; Marini i sur., 2004.; llyasoglu i sur., 2010.; Yorulmaz i sur.,
2014.; Matos i sur., 2007.; Noorali i sur., 2014.), dok su A’-avenasterol (Stefanoudaki i sur.,
2000.; Giuffré i Louadj, 2013.; Vekiari i sur., 2010.; Yorulmaz i sur., 2014.; Matos i sur., 2007 ;
Boulkroune i sur., 2017.), klerosterol (Marini i sur., 2004.; Manai-Djebali i sur., 2012.; Alves i
sur., 2005.; Boulkroune i sur., 2017.; Noorali i sur., 2014.), A’-stigmastenol (Lerma-Garcia i
sur., 2011.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Vekiari i sur., 2010.; Manai-Djebali i sur., 2012.;
Boulkroune i sur., 2017.) i A%%*-stigmastadienol (Lerma-Garcia i sur., 2011.; Marini i sur.,
2004.; Giuffre i Louadj, 2013.; Yorulmaz i sur., 2014.) takoder bili korisni u viSe slucajeva.
Sporadi¢no su se isticali i drugi steroli i triterpenski dioli. U studiji u kojoj su autori primijenili
neciljanu metabolomsku analizu s tekuéinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti
(engl. Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) vezanu s hibridnim spektrometrom
masa na principu kvadrupola i vremena preleta iona nakon elektrorasprsenja (engl. Electron
Spray lonisation/Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry, ESI/QTOF-MS) identificiran
je mnogo vedi broj sterola nego &to je to moguce standardnom metodom. Veci broj do tada
neidentificiranih sterolnih spojeva prisutnih u tragovima pokazao je potencijal za razlikovanje
izu€avanih maslinovih ulja na osnovi sorte multivarijatnim statistiCkim analizama (Ghisoni i
sur., 2019.).

Uz kemijske spojeve iz ostalih skupina, medu alifatskim alkoholima su se kao korisne varijable
u multivarijatnoj analizi s ciliem razlikovanja maslinovih ulja na osnovi sorte pokazali
dokozanol, pentakozanol i heptakozanol (Boulkroune i sur., 2017.), odnosno tetrakozanol i
heksakozanol (Giansante i sur., 2003.). U istrazivanjima u kojima su triterpenski alkoholi bili
uklju€eni u multivarijatnu analizu, analizirani su uglavhom samo glavni predstavnici
citostadienol, cikloartenol i 24-metilencikloartenol, te su oni posluzili kao korisne varijable za
sortno razlikovanje maslinovih ulja (Bianchi i sur., 2001.; Ranalli i sur. 2002.; Giansante i sur.
2003.).

Multivarijantni modeli razvijeni za razlikovanje maslinovih ulja na osnovi sorte u najvec¢em broju
sluc¢ajeva bili su uspjesni ili uspjesniji samo kada su ukljucivali i druge parametre maslinovog
ulja u kombinaciji sa sterolima i triterpenskim diolima (Bianchi i sur., 2001.; Rivera del Alamo i
sur., 2004.; Galeano Diaz i sur., 2005.; Sena-Moreno i sur., 2015.; Salazar-Garcia i sur., 2019.;
Pardo i sur., 2020.; Stefanoudaki i sur., 2000.; Giansante i sur., 2003.; Marini i sur., 2004.;
Skiada i sur., 2020.b, Koutsaftakis i sur., 1999.; Boulkroune i sur., 2017.), odnosno alifatskim
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(Bianchi i sur., 2001.; Ranalli i sur., 2002.; Boulkroune i sur., 2017.; Giansante i sur., 2003.) ili
triterpenskim alkoholima (Bianchi i sur., 2001.; Ranalli i sur., 2002.; Giansante i sur., 2003.).
Broj uspje$nih multivarijatnih modela koji su koristili isklju€ivo podatke o sastavu sterola i
triterpenskih diola bio je maniji (Lerma-Garcia i sur., 2009., 2011.; Sanchez Casas i sur., 2004.;
Lopez-Cortés i sur., 2013.; Ranalli i sur., 2002.; Skiada i sur., 2020.a. 2020.b; Alves i sur.,
2005.; Matos i sur., 2007.), dok u literaturi nisu pronadeni uspjesSni multivarijatni modeli s
isklju€ivo podacima o sastavu alifatskih ili triterpenskih alkohola. Objavljene su studije u kojima
su steroli sluzili kao bolji parametri za razlikovanje maslinovih ulja na osnovi sorte u odnosu
na fenole i tokoferole (llyasoglu i sur., 2010.), odnosno trigliceride i masne kiseline (Yorulmaz
i sur., 2014.). Bianchi i suradnici (2001.) su na osnovi analize varijance pokazali da glavni
triterpenski alkoholi, citrostadienol, cikloartenol i 24-metilen-cikloartenol, mogu posluziti kao
varijable s boljim potencijalom za razlikovanje ulja razli¢itih sorti u odnosu na sterole,
triterpenske diole i alifatske alkohole. Pokazalo se da u€inak sorte moze djelovati u interakciji
s drugim Cimbenicima, kao $to su godina berbe (llyasoglu i sur., 2010.; Giuffré i Louadj, 2013.;
Pardo i sur., 2013.; Fuentes i sur., 2015.; Sena-Moreno i sur., 2015.), stupanj zrelosti plodova
(Vekiari i sur., 2010.; Fuentes i sur., 2015.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016., Yorulmaz i
Konuskan, 2017.; Boulkroune i sur., 2017.) i regija uzgoja maslina (Noorali i sur., 2014.;
Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Navas-Lopez i sur., 2020.; Demirag i Konuskan, 2021.).
U studiji koja je uklju€ivala sedam Spanjolskih sorti i pet regija uzgoja, u izravnoj usporedbi,
sorta je pokazala snazniji utjecaj (izrazen kao postotak varijance) od zemljopisnog podrijetla
na razine B-sitosterola, AS-avenasterola i ukupnih sterola (Navas-Lépez i sur., 2020.). Postoje
i rijetke studije koje su uspjele razviti robusne multivarijatne modele u kojima razlikovanje na
osnovi sorte samo na osnovi podataka o sastavu sterola i triterpenskih diola nije bilo
kompromitirano utjecajem drugih ¢imbenika, kao $to su stupanj zrelosti (Sanchez Casas i sur.,
2004.; Matos i sur., 2007.), godina berbe (Lerma-Garcia i sur., 2009., 2011.) ili zemljopisno
podrucje uzgoja (Lerma-Garcia i sur., 2009., 2011.; Skiada i sur., 2020.a, 2020.b)

U djeviCanskim maslinovim uljima proizvedenim od brojnih sorti maslina pronadene su
koncentracije i/ili relativni udjeli pojedinih i/ili ukupnih sterola i/ili triterpenskih diola visi ili nizi
od granica propisanih vaze¢om regulativom (EK, 2019.). Za pojedine uzorke maslinovog ulja
$panjolskih sorti Cornicabra (Rivera del Alamo i sur., 2004.; Salvador i sur., 1998.) i Benizal
(Pardo i sur., 2013.; Sena-Moreno i sur., 2015.) u nekoliko studija je pronaden relativni udio
kampesterola viSi od 4,0 %, za Sto su autori istaknuli mogucnost da je u pitanju karakteristika
sorte. Sli¢no je utvrdeno u pojedinim uzorcima grcke sorte Koroneiki (Skiada i sur., 2019.) i
turske sorte Memecik (llyasoglu i sur., 2010.) te u cijelom nizu ulja manje poznatih sorti u
raznim mediteranskim zemljama (Lerma-Garcia i sur., 2011.; Sanchez Casas i sur., 2004.;
Yorulmaz i sur., 2014., Kycyk i sur., 2016.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Salazar-

Garcia i sur., 2019.; Deiana i sur., 2019.). Medu sortama koje se uzgajaju izvan podrucja
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Mediterana, ulja od sorte maslina Barnea uzgojenih u Australiji (Mailer i sur., 2010.) i Argentini
(Ceci i Caerelli, 2007.) pokazala su jednako ponasanje. Medu viSe sorti maslina od kojih su
proizvedena autentiCha ulja zabiljezen je znalajan broj slu€ajeva s nedovoljno visokom
koncentracijom ukupnih sterola u odnosu na najnizu dopustenu vrijednost od 1000 mg/kg
prema Uredbi Komisije (EK, 2019.) (Pardo i sur., 2013.;. Sena-Moreno i sur., 2015.; Yorulmaz
i Konuskan, 2017.; Deiana i sur., 2019.; Pardo i sur., 2020.; Demirag i Konuskan, 2021.), kao
npr. ulja sorte Koroneiki u Grckoj (Stefanoudaki i sur., 2000.; Skiada i sur., 2020.a, 2020.b) i
Australiji (Mailer i sur., 2010.).

2.4.2. Utjecaj dozrijevanja

Dozrijevanje plodova masline primje¢uje se kao povecéanje veliCine i teZine ploda, poveéanje
omjera pulpe i koStice te promjena boje od zelene prema tamno ljubi¢astoj i crnoj. Ulje se
akumulira tijekom vecCeg dijela razdoblja dozrijevanja masline, ali sinteza u odredenom
trenutku prestaje, nakon ¢ega se udio ulja Cesto nastavlja povecavati na racun gubitka vlage.
Istodobno s biosintezom triglicerida odvija se i sinteza drugih fitokemikalija u maslini,
uklju€ujuéi pigmente odgovorne za promjenu boje, prekursore fenola i hlapljivih tvari koji su
zajedno klju¢ni za okus i miris maslinovog ulja, kao i sterole te alifatske i triterpenske alkohole,
i to u okviru brojnih biokemijskih reakcija kataliziranih multienzimskim kompleksima kodiranim
genima (Tombesi, 1994.; Beltran i sur., 2004.; Avidan i sur., 2007.).

Za maslinare i uljare od velikog je znacaja prikupljanje, odnosno berba plodova u trenutku
dozrijevanja u kojem su i koli€ina ulja, ali i kvaliteta najblize vrhuncu. U praksi se termin berbe
tradicionalno odreduje na temelju boje ploda, $to nije uvijek pouzdano. Indeks dozrijevanja
(engl. ripening index, RI ili maturation indeks, MI) pouzdanija je mjera za procjenu stupnja
zrelosti plodova maslina. Odreduje se procjenom boje kozice i pulpe 100 maslina iz slu¢ajnog
uzorka kao reprezentativnih za ukupnu koli¢inu (Beltran i sur., 2004.; Uceda i Frias, 1975.).
Medutim, utvrdeno je da razvoj i dozrijevanje ploda masline i sadrzaj raznih kemijskih spojeva
koji se biosintetiziraju nisu uvijek u korelaciji jer zna€ajno ovise o sorti, podrucju uzgoja i godini
berbe, kao i drugim ¢imbenicima. 1z tih je razloga istrazivanje promjena u prinosu i kemijskom
sastavu ulja tjekom dozrijevanja masline, ukljuCujuci sadrzaj i sastav sterola te alifatskih i
triterpenskih alkohola, sve veée podruéje znanstvenog interesa koje je i od velike prakti¢ne
vaznosti (Beltran i sur., 2004.; Giuffre, 2017.).

ZnacCajan utjecaj stupnja zrelosti maslina na koncentraciju i relativne udjele sterola i
triterpenskih diola u maslinovom ulju zabiljeZzen je u mnogim istrazivanjima. Veci broj
objavljenih studija obuhvacao je tri stupnja zrelosti, pri ¢emu su masline koriStene za
proizvodnju ulja u vecini slu€ajeva bile opisane kao ,zelene“ (ranija berba), ,proSarane”

(standardna berba) i ,zrele®, odnosno ,ljubi¢aste ili ,crne* (kasnija berba) (Sanchez Casas i
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sur., 2004.; Vekiari i sur., 2010.; Kaliora i sur., 2013.; Mendoza i sur., 2013.; Yorulmaz i
Konuskan, 2017.; Fuentes de Chtourou i sur., 2017.; Wang i sur., 2021.) ili sli¢cno, kao na
primjer, ,nezrele®, ,normalne“ i ,prezrele (Koutsaftakis i sur., 1999.). Indeks dozrijevanja
»Zelenih® maslina kretao se uglavnom u rasponu od 0 do 2,5, ,prosaranih® od 2,5 do 4,0, dok
je indeks dozrijevanja ,zrelih“ maslina uglavnom bio visi od 4,0 (Koutsaftakis i sur., 1999.;
Sanchez Casas i sur., 2004. ; Vekiari i sur., 2010. ; Yorulmaz i Konuskan, 2017. ; Fuentes de
Mendoza i sur., 2013.; Chtourou i sur., 2017.; Kaliora i sur., 2013.; Wang i sur., 2021.). Druge
studije ukljuCivale su uzorke proizvedene od maslina ubranih u razli€itim terminima koji su bili
karakterizirani razdobljem proteklim od cvatnje, datumom berbe i/ili indeksom zrelosti plodova
masline (Guillaume i sur., 2012., Gutiérrez i sur., 1999.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.;
Matos i sur., 2007.; Boulkroune i sur., 2017.; Ajana i El Antari, 1998.; Sénmez i sur., 2018.;
Lazzez i sur., 2008.; Mena i sur., 2018.; Taticchi i sur., 2019.; Yorulmaz i sur., 2013; Lazzez i
sur., 2011.; Salvador i sur., 2001.; Fernandez-Cuesta i sur., 2013.; Boulkroune i sur., 2017.;
Giuffré i sur., 2014.a; Ranalli i sur., 1998.; Stiti i sur., 2007.; Sakouhi i sur., 2009.b). Objavljena
istrazivanja razlikovala su se s obzirom na zemlju i regiju u kojoj su provedena, $to znaci da je
svaka studija bila okarakterizirana vlastitim agroekoloSkim uvjetima predodredenim
zemljopisnim podrijetlom i poloZajem. Nadalje, vremenski raspon u kojem su istrazivanja
provedena bio je relativno Sirok (nekoliko desetlje¢a) te je obuhvacao velik broj sezona berbe,
od kojih je svaka bila obiljeZena neponovljivim vremnskim uvjetima. Takoder, vremenski okviri
prou¢avanih razdoblja dozrijevanja bili su razli€iti, od duljih, kao na primjer od kolovoza do
veljaCe s 11 termina berbe (Ajana i El Antari, 1998.), do kracih koji su, na primjer, ukljucivali tri
termina berbe u listopadu i studenom (Yorulmaz i Konuskan, 2017.). U vecini studija prikazane
su promjene relativnih udjela sterola i triterpenskih diola, dok je manji broj studija prikazao
promjene njihovih koncentracija.

Brojna istrazivanja uklju€ivala su nekoliko sorti maslina praéenih u istim ili barem vrlo sli¢nim
uvjetima dozrijevanja te su se u vecini takvih sluCajeva obrasci promjena udjela i koncentracija
sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola tijekom dozrijevanja znacajno razlikovali medu
sortama (Sanchez Casas i sur., 2004., Matos i sur., 2007.; Guillaume i sur., 2012.; Fuentes de
Mendoza i sur., 2013.; Fernandez-Cuesta i sur., 2013.; Giuffré i sur., 2014.a; Bozdogan
Konuskan i Mungan, 2016.; Boulkroune i sur., 2017.). Osim sa sortom, zabiljezene su i
interakcije stupnja zrelosti s u€incima drugih ¢imbenika, kao $to su godina berbe (Koutsaftakis
i sur., 1999., Salvador i sur., 2001.; Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Giuffré i sur., 2014.a;
Chtourou i sur., 2017.; Mena i sur., 2018.) i zemljopisno podrucje (Gutiérrez i sur., 1999.;
Sanchez Casas i sur., 2004.; Lazzez i sur., 2008.; Lazzez i sur., 2011.; Mena i sur., 2018.). Na
primjer, u studiji koja je ukljuCivala Cetiri godine berbe, koncentracija ukupnih sterola u

maslinovim uljima Spanjolske sorte Cornicabra neznatno se snizila tijekom dozrijevanja u dvije
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godine istraZivanja, u tre€oj je zabiljeZen znacajniji pad, dok je u Cetvrtoj utvrden znacajan
porast (Salvador i sur., 2001.).

Za vecinu sterola i triterpenskih diola u prethodnim je istrazivanjima uoCena velika varijabilnost
u dinamici akumulacije tijekom dozrijevanja, dok je kod nekih uoena sklonost odredenim
ponavljajué¢im obrascima unato€ interferiraju¢im ¢imbenicima. U vecini istrazivanja utvrdeno je
da je razina kolesterola uglavnom konstantna tijekom cijelog razdoblja dozrijevanja (Rivera del
Alamo i sur., 2004.; Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Yorulmaz i sur., 2013.; Mena i sur.,
2018.; Taticchi i sur., 2019.) iako je bilo i iznimki (Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Chtourou i sur.,
2017.; S6bnmez i sur., 2018.). Promjene razina brasikasterola, jednog od najmanje zastupljenih
sterola u maslinama i maslinovom ulju, pra¢eno je u relativno malom broju studija. Utvrdeno
je da su one uglavnom konstantne tijekom dozrijevanja (Yorulmaz i sur., 2013.; Bozdogan
Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.), iako je kod nekih sorti zamije¢en
porast u kasnijim fazama dozrijevanja (Yorulmaz i sur., 2013.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.).
U vedini studija zabiljezena je prili¢no stabilna razina 24-metilenkolesterola u razli¢itim fazama
zrelosti (Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Fuentes de
Mendoza i sur., 2013.; Lazzez i sur., 2008.; Taticchi i sur., 2019.; Yorulmaz i sur., 2013.), iako
je utvrden i porast koncentracija tijekom veceg dijela razdoblja dozrijevanja (Sanchez Casas i
sur., 2004.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.). Razina jednog od glavnih sterola, kampesterola, bila
je konstantna ili varijabilna tijekom dozrijevanja u vecini istrazivanja (Gutiérrez i sur., 1999;
Sanchez Casas i sur., 2004.; Vekiari i sur., 2010.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Matos i sur.,
2007.; Boulkroune i sur., 2017.; Mena i sur., 2018.; Taticchi i sur., 2019.; Yorulmazi sur., 2013.)
i tek je rijetko otkriveno da se povecava. Snizenje koncentracije ili relativnog udjela
kampesterola ¢eS¢e je zabiljezeno u drugoj polovici ciklusa dozrijevanja (Koutsaftakis i sur.,
1999.; Vekiari i sur., 2010.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i Konuskan,
2017.; Sénmez i sur., 2018.; Yorulmazi sur., 2013.). Promjene u razini kampestanola tijekom
dozrijevanja zabiljezene u ranijim istrazivanjima takoder su bile raznolike te su zabiljezeni i
porast (Boulkroune i sur., 2017.) i snizenje (Yorulmaz i Konuskan, 2017.), kao i relativho
stabilne razine (Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.;
Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Boulkroune i sur., 2017.; Taticchi i sur., 2019.). Razine A’-
kampesterola bile su prilicno konstantne ili nepravilno promjenjive tijekom dozrijevanja
(Guillaume i sur., 2012.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.;
Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.; Fuentes de Mendoza i sur., 2013;
Chtourou i sur., 2017.). U prethodnim istrazivanjima utvrdeni su i porast (Guillaume i sur.,
2012.; Boulkroune i sur., 2017.; Sénmez i sur., 2018.) i snizenje (Koutsaftakis i sur., 1999.;
Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Chtourou i sur., 2017.) i relativno konstantne ili neravhomjerno
promjenjive razine stigmasterola (Gutiérrez i sur., 1999.; Yorulmazi sur., 2013.; Kaliora i sur.,

2013.; Boulkroune i sur., 2017.; Taticchi i sur., 2019.). U vecini dosadasnjih studija zabiljezene
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su relativno slabe i nejednake promjene razine klerosterola tijekom dozrijevanja (Sanchez
Casasisur., 2004.; Lazzez i sur., 2008.; Yorulmazi sur., 2013.; Bozdogan Konuskan i Mungan,
2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Boulkroune i sur., 2017.; Taticchi i sur., 2019.), iako su u
odredenim fazama uoceni i porast (Yorulmaz i Konuskan, 2017.; S6nmez i sur., 2018.) i
sniZenje (Koutsaftakis i sur., 1999.; Vekiari i sur., 2010.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Chtourou
i sur., 2017.). Porast koncentracije B-sitosterola koji je zabiljezen u ranijoj fazi razvoja ploda
masline (Vekiarii sur., 2010.; Yorulmazi sur., 2013.; Wang i sur., 2021.) nije nastavljen do kraja
razdoblja dozrijevanja, kada je ustanovljena stabilizacija (Yorulmazi sur., 2013.) ili snizenje
koncentracije (Vekiari i sur., 2010.; Wang i sur., 2021.). Chtourou i sur. (2017) zabiljezili su
shizenje nakon €ega je uslijedio porast, dok su u drugim studijama utvrdene neujednacene
fluktuacije koncentracije B-sitosterola (Matos i sur., 2007.; Boulkroune i sur., 2017.; Lazzez i
sur., 2008.; Kaliora i sur., 2013.). Brojna istrazivanja izvjestila su o snizenju relativhog udjela
B-sitosterola tijekom dijela ili kroz cijelo razdoblje dozrijevanja (Koutsaftakis i sur., 1999.;
Sanchez Casas i sur., 2004.; Guillaume i sur., 2012.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.;
Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.), dok su drugi autori zabiljezili vece ili manje
neujednacene promjene (Gutiérrez i sur., 1999.; Salvador i sur., 2001., Lazzez i sur., 2008.;
Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Taticchi i sur., 2019.). Za sorte Picholine (Ajana i El Antari,
1998.), Halhali (Yorulmaz i Konuskan, 2017.) i Ayvalik (Wang i sur., 2021.) utvrdeno je
konstantno snizenje koncentracije -sitosterola tijekom cijelog razdoblja dozrijevanja. Razina
sitostanola tijekom dozrijevanja u vecini je prijasnjih studija bila relativno postojana (Sanchez
Casas i sur., 2004.; Vekiari i sur., 2010.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Fuentes de
Mendozai sur., 2013.; Lazzez i sur., 2008.; Yorulmazi sur., 2013.) ili se snizavala (Koutsaftakis
i sur., 1999.; Guillaume i sur., 2012.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.), dok
je njeno poviSenje zabiliezeno samo u studiji Vekiari i suradnika (2010.). Razina AS-
avenasterola bila je u porastu u ranijim fazama ciklusa dozrijevanja maslina u vecini prethodnih
studija (Koutsaftakis i sur., 1999.; Guillaume i sur., 2012.; Gutiérrez i sur., 1999.; Sanchez
Casas i sur., 2004.; Vekiari i sur., 2010.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Matos i sur., 2007 ;
Boulkroune i sur., 2017.; Ajana i El Antari, 1998.; S6nmez i sur., 2018.; Yorulmazi sur., 2013.;
Fernandez-Cuesta i sur., 2013.), dok je snizenje biljezeno rijetko (Vekiari i sur., 2010.;
Yorulmaz i Konuskan, 2017.). U nekoliko studija uoCen je nastavak poviSenja razine AS-
avenasterola i u kasnijoj fazi dozrijevanja (Koutsaftakis i sur., 1999.; Gutiérrez i sur., 1999.;
Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Ajana i El Antari, 1998.; Sénmez i sur., 2018.). Kao i u slu¢aju 3-
sitosterola, u pojedinim studijama zabiljezena je promjena dinamike akumulacije s obzirom na
obrazac uocen u prethodnoj fazi dozrijevanja (Guillaume i sur., 2012.; Sanchez Casas i sur.,
2004.; Vekiari i sur., 2010.; Fernandez-Cuesta i sur., 2013.). Pojedini autori zabiljezili su
relativno stabilne ili nejednoliko fluktuiraju¢e razine AS-avenasterola tijekom dozrijevanja

(Matos i sur., 2007.; Salvador i sur., 2001.). Razine A%>?*-stigmastadienola, A’-stigmastenola i
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A’-avenasterola pokazale su raznoliko ponasanje tiiekom dozrijevanja, u vecini sluajeva s
manijim ili nepravilnim promjenama (Guillaume i sur., 2012.; Vekiari i sur., 2010.; Koutsaftakis
i sur., 1999.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Lazzez i sur.,
2008.; Lazzez i sur., 2011.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Vekiari i sur., 2010.; Bozdogan
Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Fuentes de Mendoza i sur., 2013.;
Mena i sur., 2018.; Taticchii sur., 2019.; Yorulmazi sur., 2013.; Bozdogan Konuskan i Mungan,
2016.; Boulkroune i sur., 2017.; Chtourou i sur., 2017.).

Veéina autora prikazala je promjene zbroja relativnih udjela dva glavna triterpenska diola,
eritrodiola i uvaola, tijekom dozrijevanja. Utvrdena je uglavnom promjenjiva dinamika, sa
shizenjem ili konstantnim razinama nakon Cega je uslijedio porast (Yorulmaz i Konuskan,
2017.; Sénmez i sur., 2018.) ili obrnuto (Boulkroune i sur., 2017.; Taticchi i sur., 2019.;
Yorulmazi sur., 2013.), ali su zabiljezene i relativho stabilne koncentracije ili relativni udjel
tijekom cijelog razdoblja (Sanchez Casas i sur., 2004.). Za eritrodiol je zabiljezen porast
(Koutsaftakis i sur., 1999.) pa snizenje u zavrSnom dijelu promatranog razdoblja dozrijevanja
(Fuentes de Mendoza i sur., 2013.), dok su za uvaol uglavnom utvrdeni promjenjivi obrasci
promjena ili relativno stabilne razine tijekom dozrijevanja maslina (Koutsaftakis i sur., 1999.;
Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Chtourou i sur., 2017.).

Prethodna istrazivanja izvijestila su o porastu nakon kojeg je uslijedio pad razine ukupnog [3-
sitosterola tijekom dozrijevanja (Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.; Fuentes
de Mendoza i sur., 2013.). Za neke sorte uocen je i konstantan porast njegovog relativhog
udjela (Yorulmaz i Konuskan, 2017.), dok su drugi autori utvrdili relativno stabilne vrijednosti
tijekom cijelog razdoblja dozrijevanja (Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Mena i sur.,
2018.; Taticchi i sur., 2019.). U nekoliko studija uo€eno je da koncentracija ukupnih sterola u
odredenom trenutku tijekom dozrijevanja dostize odredenu razinu nakon ¢ega se smanjuje ili
ne mijenja (Guillaume i sur., 2012.; Matos i sur., 2007.; S6nmez i sur., 2018.; Lazzez i sur.,
2008.; Taticchi i sur., 2019.; Yorulmazi sur., 2013.). Objavljeni su i rezultati koji su za pojedine
sorte prikazali konstantan porast (Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Fernandez-Cuesta i sur.,
2013.) ili konstantno snizenje (Gutiérrez i sur., 1999.; Matos i sur., 2007.; Taticchi i sur., 2019.),
dok su utvrdene i relativno stabilne vrijednosti ukupnih sterola tijekom cijelog ciklusa
dozrijevanja (Gutiérrez i sur., 1999.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Boulkroune i sur., 2017.;
Soénmez i sur., 2018.; Kaliora i sur., 2013.). U pojedinim studijama utvrdene su uglavnom
neravnomjerne fluktuacije koncentracije ukupnih sterola (Bozdogan Konuskan i Mungan,
2016.; Matos i sur., 2007.; Boulkroune i sur., 2017.).

Za razliku od vecine studija u kojima su zaklju¢ci doneseni na temelju sadrzaja i/ili sastava
sterola i triterpenskih diola u ekstrahiranim uljima, Fernandez-Cuesta i suradnici (2013.) pratili
su razvoj skvalena i sterola tijekom dozrijevanja maslina izravno u pulpi masline. Zabiljezili su

porast koli€¢ine ukupnih sterola tijekom cijelog razdoblja od rujna do prosinca kroz &etiri stupnja
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zrelosti, s indeksom zrelosti koji se kretao u rasponu od 0,3 do 3,9. Udio B-sitosterola se
snhizavao, a udio A®-avenasterola povecavao istovremeno s povecanjem udjela ulja u plodu,
dok se u posljednjoj fazi, kada je nakupljanje ulja prestalo, a masa svjezeg ploda postala
konstantna ili je ¢ak neznatno smanjena zbog isparavanja vode, omjer B-sitosterola i AS-
avenasterola ujednacio. Studija je ukljuCivala Cetiri sorte te su uoCene odredene razlike u
obrascima promjene udjela sterola i triterpenskih diola medu sortama, ali uglavhom neznatne.
S druge strane, kvantitativne razlike izmedu koncentracija sterola u uljima razlicitih sorti bile
su znacajne. Sakouhi i suradnici (2011.) utvrdili su maksimalnu razinu skvalena u 21. tjednu
nakon cvatnje, nakon Cega je uslijedilo dramati¢no snizenje izmjereno tijekom pet sliedecih
tiedana, da bi kona¢no deset puta niza koncentracija od maksimalne bila zabiljezena u 38.
tiednu nakon cvatnje. Autori su objasnili sniZzenje koncentracije skvalena kao posljedicu
njegove potrosnje kao prekursora u biosintezi sterola i drugih triterpenoida, $to je potkrijepljeno
znacajnim porastom koncentracije ukupnih sterola zabiljezenim u istom razdoblju (21. i 26.
tiedan nakon cvatnje), nakon ¢ega je uoCeno prili€no ostro snizenje njihove koncentracije
(Sakouhi i sur., 2011.). Orozco-Solano i suradnici (2010.) analizirali su plodove triju sorti
maslina u razdoblju od rujna do sije€nja u pet stupnjeva zrelosti plodova (,zelene®, ,zeleno-
zute®, ,zuto-ljubiCaste, ,ljubiCaste® i ,crne“ masline) i uocili razli¢ito ponasanje vecine sterola
ovisno o sorti.

Mnoga istrazivanja su potvrdila da razliite sorte pokazuju razli€¢itu dinamiku nakupljanja
sterola i triterpenskih diola tijekom dozrijevanja. Medutim, nekoliko njih pokazalo je, barem
kada su ucinci drugih Cimbenika bili ograniceni ili umanjeni, znacajnu slicnost relativnih
promjena u obrascima dozrijevanja unato€ kvantitativnim razlikama u sadrzaju sterola.
Fuentes de Mendoza i suradnici (2013.) pokazali su da je moguce razlikovati maslinova ulja
prema stupnju zrelosti koridtenjem LDA analize s odredenim masnim kiselinama, trigliceridima
i sterolima kao varijablama unato€ tome $to su uzorci pripadali dvjema razliitim sortama.
Medu ostalim spojevima, LDA modeliranjem odabrani su i B-sitosterol i AS-avenasterol kao
varijable sa zna¢ajnom moci razlikovanja maslinovih ulja na osnovi stupnja zrelosti. Orozco-
Solano i suradnici (2010.) primijetili su odredeni stupanj grupiranja uzoraka maslinovog ulja od
tri razliCite sorte na osnovi stupnja zrelosti primjenom PCA analize s podacima o sastavu
sterola i alifatskih alkohola. U drugom istrazivanju, primjenom PCA i LDA analize postignuto je
relativno uspjesSno razlikovanje ulja na osnovi stupnja zrelosti, iako je uoCena znacajna
interakcija sa starosti stabala maslina. Osim sterola i triterpenskih diola, u toj su studiji kao
varijable u provodenju multivarijatne statisticke analize koristeni podaci za druge spojeve, kao
Sto su skvalen, klorofili, karotenoidi i alifatski alkoholi (Chtourou i sur., 2017.). Koutsaftakis i
sur. (1999.) uspjeli su grupirati maslinova ulja sorte Koroneiki na osnovi stupnja zrelosti

koriste¢i kanoniCku diskriminantnu analizu (engl. Canonical Discriminant Analysis, CDA)
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isklju€ivo s podacima o sastavu sterola, unato€ tome Sto su uzorci bili iz dvije uzastopne godine
berbe.

Giuffré (2014.a) je tijekom dozrijevanja maslina zabiljeZio snizenje koncentracija i relativnih
udjela alifatskih alkohola duljeg lanca od pentakozanola do oktakozanola u maslinovim uljima
vecine sorti ukljuCenih u istrazivanje, dok je za alkohole kracih lanaca od dokozanola do
tetrakozanola utvrdio nedosljedne obrasce promjena koncentracija. S druge strane, za sortu
Sinapolese utvrdio je drugadiji obrazac za vecinu alifatskih alkohola, sa snizenjem i ponovnim
porastom koncentracija. Orozco-Solano i suradnici (2010.) utvrdili su uglavnom nelinearne
varijacije koncentracija alifatskih alkohola u plodovima i listovima maslina razli€itih sorti tijekom
petomjesecnog razdoblja dozrijevanja od rujna do sije¢nja, s maksimumom postignutim u
relativno zrelim maslinama ljubiCaste i crne boje. Sli¢no su primijetili Ranalli i suradnici (1998.)
za druge sorte. S druge strane, Orozco-Solano i suradnici (2010.) su u maslinama sorte Picual
utvrdili varijacije udjela alkohola kraéeg lanca dokozanola, trikozanola i tetrakozanola obrnuto
proporcionalne onima pentakozanola, heksakozanola, heptakozanola i oktakozanola. Sakouhi
i suradnici (2010.b) utvrdili su istovremeni porast ili snizenje koncentracija svih pojedinacnih
kao i ukupnih alifatskih alkohola u razliitim fazama dozrijevanja maslina sorte Meski, s
najvisim razinama utvrdenim u u 26. tjednu, a najnizim u 38. tiednu nakon cvatnje. Boulkroune
i suradnici (2017.) zabiljeZili su konstantno opadanje koncentracija ukupnih alifatskih alkohola
u uljima proizvedenim od maslina razli€itih stupnjeva zrelosti, od rujnal/listopada do
prosinca/sijeCnja. Za pojedinacne alifatske alkohole utvrdili su uglavnom sli€ne promjene, ali
su u pojedinim razdobljima dozrijevanja odredene sorte pokazivale razli€ite obrasce.

Stiti i suradnici (2007.) utvrdili su konstantan porast koncentracija slobodnih i esterificiranih
triterpenskih alkohola u plodu masline tijekom dozrijevanja te izraZeniji porast koncentracija
24-metilencikloartenola i cikloartenola u razdoblju promjene boje pokozZice ploda iz zelene u
proSaranu. Ovu pojavu autori su objasnili kao posljedicu preusmjeravanja biosinteze ka
stvaranju sterola, pri ¢emu je cikloartenol prekursor 24-metilencikloartenola i jedan od glavnih
biosintetskin meduproizvoda u sintezi sterola. Sakouhi i suradnici (2009.b) primijetili su
drugadiju dinamiku promjena koncentracija triterpenskih alkohola tijekom dozrijevanja maslina,
s puno viSe fluktuacija i s obrnuto proporcionalnim koncentracijama cikloartenola i 24-

metilencikloartenola tijekom cijelog pracenog razdoblja.

2.4.3. Utjecaj skladistenja

Utjecaj skladiStenja na sadrzaj i sastav sterola i triterpenskih diola nije opsezno istraZivan.
Thanh i suradnici (2006.) otkrili su da se razina B-sitosterola u maslinovom ulju snizila za 16,5
% nakon 6 mjeseci skladiStenja na sobnoj temperaturi. Razine kampesterola, B-sitosterola i

stigmasterola bile su prilicno stabilne nakon nekoliko tjedana zagrijavanja na 55 °C, nisu se
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promijenile nakon 1 h na 100 °C, ali su se snizile za oko 60 % nakon jednosatnog zagrijavanja
na 200 °C. Abu-Alruz i suradnici (2011.) zabiljeZili su poviSenje razine A’-stigmastenola nakon
6 mjeseci skladistenja u razli¢itim spremnicima.

U postojecoj literaturi nisu pronadeni podaci o promjenama alifatskih i triterpenskih alkohola

tijekom skladiStenja maslinovog ulja i slicnih matrica.

2.4.4. Ostali cimbenici

Sorta i stupanj zrelosti svakako su medu najvaznijim, ako ne i najvazniji Cimbenici koji utjeCu
na sadrzaj i sastav sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola u maslinovom ulju. Medutim,
pokazalo se da vaZan utjecaj imaju i godina berbe i zemljopisno podrijetlo, neraskidivo
povezani s predodredenim pedoklimatskim uvjetima, kao i primijenjenim agronomskim i
tehnolodkim parametrima.

Mnoge objavljene studije izvjestile su o utjecaju zemljopisnog podrucja uzgoja i agro-klimatskih
uvjeta na sadrzaj i sastav sterola i triterpenskih diola. Utvrdeno je da se razine pojedinih glavnih
sterola, poput B-sitosterola, kampesterola i stigmasterola, kao i ukupnih sterola, snizuju na
vi§im nadmorskim visinama, dok je za odredene triterpenske alkohole, ukljuCujuci prekursor
sterola cikloartenol, utvrdeno suprotno, $to je ukazivalo na moguce usporavanje biosinteze
sterola u takvim uvjetima (Ferreiro i Aparicio, 1992.). Pokazalo se da ukupni steroli negativno
koreliraju s postotkom vapnenca u tlu (Ranalli i sur., 1999.a). Visa razina A’-stigmastenola
pronadena je u uljima proizvedenim od maslina uzgojenih na crvenoj glinenoj zemlji u
usporedbi s bijelim vapnencem (Abu-Alruz i sur., 2011.). Razli¢iti vremenski uvjeti na
pojedinom podrucju uzgoja, kao §to su koli€ina oborina, temperatura i vlaznost, kao i svojstva
tla, posebice pH, sadrzaj vapnenca i nedostatak odredenih elemenata znacajni su ¢imbenici
koji utjeCu na sastav maslinovog ulja (Rallo i sur., 2018.).

Lazzez i suradnici (2011.) usporedili su maslinova ulja sorte Chemlali tijekom Cetiri godine
berbe proizvedena od maslina Sest stupnjeva zrelosti u tri uzgojna podrudja s razli¢itim pedo-
klimatskim uvjetima na osnovi koncentracije sterola. Utvrdili su da je zemljopisno podruéje
uzgoja uzrok vecée varijabilnosti od stupnja zrelosti te da ta dva cimbenika znacajno
medudjeluju. Godina berbe nije imala zna€ajan ucinak. U drugim studijama godina berbe imala
je znaCajan utjecaj na razine pojedinih i ukupnih sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola,
iako u znacajnoj interakciji s drugim €imbenicima (llyasoglu i sur., 2010.; Anastasopoulos i
sur., 2011.; Guillaume i sur., 2012.; Giuffreé i Louadj, 2013.; Pardo i sur., 2013.; Fuentes i sur.,
2015.; Sena-Moreno i sur., 2015.; Chtourou i sur., 2017.). U istrazivanju maslinovih ulja od
sedam 3panjolskih sorti maslina uzgojenih u pet razli€itih regija, sorta je imala veci utjecaj,
izrazen kao postotak varijance, od zemljopisnog poloZaja na razine B-sitosterola i AS-

avenasterola te koncentraciju ukupnih sterola (Navas-Lépez i sur., 2020.). U istrazivanju
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australskih maslinovih ulja proizvedenih od maslina iz Cetiri regije s razliCitim ekstremnim
pedoklimatskim uvjetima, utvrdeno je da zemljopisno podruéje i sorta imaju znacajniji utjecaj
od godine berbe i stupnja zrelosti. Cimbenici sorta i podrugje uzgoja bili su u interakciji (Mailer
i sur., 2010.). ZnaCajan utjecaj zemljopisnog podrijetla na razine sterola i alifatskih alkohola,
promjenjiv je ovisno o sorti i stupnju zrelosti maslina, utvrdili su Lazzez i sur. (2008.). Brojna
druga istraZivanja potvrdila su znacajan utjecaj zemljopisnog podrijetla na koncentracije i
relativne udjele sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola te su medu njima multivarijatnim
metodama statistiCke analize potvrdeni razli€iti markeri (Temime i sur., 2008.; Bozdogan
Konuskan i Mungan, 2016.; Longobardi i sur., 2012.a, 2012.b; Noorali i sur., 2014.; Bajoub i
sur., 2015.; Alberghina i sur., 1991.).

Pojedina istrazivanja prouCavala su razlike izmedu maslinovih ulja podrijetiom iz razliitih
zemalja. Giacalone i suradnici (2015.) su koriste¢i multivarijatne metode statisticke analize
podataka utvrdili da je moguce razlikovati ekstra djeviCanska maslinova ulja iz Italije od ulja
porijeklom iz drugih zemalja (Spanjolska, Tunis te mjeSovito podrijetlo iz EU) na osnovi
koncentracije i sastava slobodnih i esterificiranih sterola. Pokazalo se da su esterificirani steroli
korisniji za tu svrhu. U drugoj studiji, maslinova ulja iz Tunisa i ltalije usporedena su obradom
podataka multivarijatnim tehnikama nakon UHPLC-ESI/QTOF-MS analize sterola te je
utvrdeno da mnogi, u toj studiji po prvi put identificirani steroli, mogu posluziti za razlikovanje
maslinovih ulja na osnovi drzave podrijetla (Mohamed i sur., 2018.). Sli¢an pristup temeljen na
metabolomici primijenjen je u drugoj studiji u kojoj su diferencirana djevi¢anska maslinova ulja
iz Sest talijanskih regija (Ghisoni i sur., 2019.).

Uz stupanj zrelosti odnosno termin berbe maslina, agronomski parametri koji se primjenjuju u
masliniku takoder znaCajno utjeCu na kvalitetu plodova, a time i na konanu kakvocu svjezeg
maslinovog ulja (Rallo i sur., 2018.).

Za odredeni broj sterola utvrden je znacajan ucinak ekoloSkog nacina uzgoja, iako ovisan o
godini berbe i stupnju zrelosti plodova (Anastasopoulos i sur., 2011.). Chtourou i suradnici
(2017.) usporedivali su maslinova ulja dobivena od maslina ubranih u tri stupnja zrelosti s
'mladih’ (pet godina) i 'starijih' stabala (50 godina) posadenih u istim pedoklimatskim uvjetima,
tijekom dvije godine berbe. U&inci sva tri Cimbenika (stupnjevi zrelosti, starost stabala i godina
berbe) bili su znacajni za vecinu sterola i alifatskih alkohola. Multivarijatnom analizom ulja su
uspjedno razlikovana na osnovi stupnja zrelosti, s podgrupama formiranim u odnosu na starost
stabala za svaki od tri indeksa dozrijevanja.

Pokazalo se da stres uzrokovan suSom odnosno navodnjavanje takoder imaju znacajan utjeca;j
na koncentraciju i sastav sterola te triterpenskih i alifatskih alkohola u maslinama i maslinovom
ulju (Inglese i sur., 1996.; Stefanoudaki i sur., 2001.; Stefanoudaki i sur., 2009.; Guillaume i
sur., 2012.).
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Utvrdeno je da vrijeme skladidtenja ploda, odnosno vrijeme proteklo izmedu berbe i prerade
maslina zna¢ajno utje€e na koncentracije nekih sterola, a posebno triterpenskih diola. Razine
eritrodiola + uvalola i stigmasterola su se povisile, a razina kampesterola snizila nakon duljeg
razdoblja skladistenja ploda (Guillaume i sur., 2012.). Sli¢no poviSenje uoceno je za A’-
stigmastenol (Abu-Alruz i sur., 2011.).

Medu proizvodnim parametrima, pokazalo se da uvjeti malaksacije (mijeSenja) paste maslina
imaju odreden utjecaj na koncentracije i sastav sterola i triterpenskih diola, ali opéenito u
manjoj mjeri od onog uzrokovanog sortom, stupnjem zrelosti te okoliSnim i agronomskim
¢imbenicima. U studiji Guillaumea i suradnika (2012.), eritrodiol + uvalol, stigmasterol i A’-
stigmastenol bili su jedini spojevi na koje je duljina malaksacije paste maslina imala utjecaja
(porast), dok je visa temperatura malaksacije uzrokovala poviSenje njihovih udjela, kao i
povisenje koncentracije ukupnih sterola. U drugoj studiji, viSa temperatura malaksacije takoder
je uzrokovala poviSenje stigmasterola (Koutsaftakis i sur., 1999.). Vise temperature presanja
u tradicionalnom sustavu prerade maslina rezultirale su povisenim udjelom A’-stigmastenola
u maslinovom ulju (Abu-Alruz i sur., 2011.).

Ranalli i suradnici (1999.b) usporedili su kvalitetu i sastav razli€itih frakcija ulja dobivenih
tijekom prerade maslina, odnosno prve frakcije ulja dobivenog perkolacijom (nacin izdvajanja
ulja koji se zasniva na adheziji ulja za Celicne lamele nakon uranjanja u pastu maslina te
cijedenju ulja u drugu posudu) i druge frakcije ulja dobivenog ekstrakcijom naknadnim
centrifugiranjem. Prvu frakciju maslinovog ulja karakterizirao je viSi omjer kampesterola i
stigmasterola i niza koncentracija ukupnih sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola.
Koutsaftakis i suradnici (1999.) utvrdili su da ulja dobivena dvofaznim ili trofaznim
centrifugalnim sustavima sadrze viSi udio kampesterola, dok su ulja dobivena tradicionalnim
sustavom preSanja bila karakterizirana viSim razinama B-sitosterola i stigmasterola. Valja
istaknuti da su uoc&ene razlike bile neznatne. Ranalli i Angerosa (1996.) utvrdili su da su
maslinova ulja talijanskih sorti Coratina i Nebbio dobivena uporabom trofaznog sustava
sadrzavala vise koncentracije pojedinacnih i ukupnih alifatskih alkohola od onih dobivenih
uporabom dvofaznog sustava ekstrakcije, dok su za ulja sorte Grossa di Cassano utvrdene
podjednake razine. Sli¢no je utvrdeno i za glavne triterpenske alkohole. U novijoj studiji Cercaci
i suradnici (2007.) usporedili su razliCite sustave ekstrakcije (preSanje te centrifugiranje sa i
bez recikliranja otpadnih voda iz mlina) u preradi maslina razli€itih stupnjeva zrelosti. UocCen je
relativno slab ucinak ekstrakcijske tehnologije na sastav sterola i triterpenskih diola u odnosu
na stupanj zrelosti, a ucinci dvaju Cimbenika medusobno su interagirali. Uc€inkovitost
inovativnog sustava ekstrakcije potpomognutog ultrazvukom ispitana je u industrijskom mjerilu
te je utvrdeno da se ultrazvucnim sustavom ekstrahiralo vise ukupnih sterola od standardnog

naCina prerade samo u kasnijoj fazi dozrijevanja, Sto su autori objasnili kao posljedicu
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omek3avanja tkiva masline zbog povidene razine aktivnosti depolimeriziraju¢ih enzima u

kasnijem stadiju zrelosti plodova (Taticchi i sur., 2019.).
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3.1. ZADATAK

Zadaci u ovom istrazivanju su:

- okarakterizirati i usporediti djevicanska ulja vaznih hrvatskih autohtonih sorti maslina u Istri
na osnovi sastava i koncentracija sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola, odnosno utvrditi
postoji li i koji su razmjeri utjecaja sorte;

- utvrditi utjecaj stupnja zrelosti plodova maslina vaznih hrvatskih autohtonih sorti maslina
u Istri na sastav i koncentracije sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola u proizvedenim
djevi€anskim uljima, odnosno utvrditi postoji li i koji su razmjeri utjecaja zrelosti plodova
masline;

- istraziti utjecaj razliCitih temperatura Cuvanja djevicanskog maslinovog ulja na sastav i
koncentraciju spomenutih spojeva;

- utvrditi analiticke pokazatelje sortnog podrijetla neovisne o utjecaju stupnja zrelosti,
odnosno utvrditi analiticke pokazatelje stupnja zrelosti plodova neovisne o utjecaju sorte medu
ispitivanim spojevima iz djeviCanskog maslinovog ulja, te ispitati njihovu stabilnost i

pouzdanost nakon odredenog razdoblja Cuvanja/skladiStenja ulja u razli€itim uvjetima.

3.2. PLAN POKUSA

3.2.1. Odabir sorti

Na vazec¢em Popisu sorti voénih vrsta kojeg vodi Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu
(HAPIH) (HAPIH, 2021.) nalazi se trenutno 28 sorti maslina registriranih na temelju sluzbeno
priznatog opisa. Popis ukljuCuje autohtone hrvatske i introducirane sorte maslina, ali nema
podatka o zastupljenosti.

Prema podacima Agencije za upravljanje poljoprivrednim zemljiStem od srpnja 2017. godine,
zastupljenost sorti u maslinicima Republike Hrvatske je sljedec¢a: Oblica 66 %, Leccino 10 %,
Lastovka 4 % i Buza 4 % dok su ostale sorte zastupljene u manjem postotku (DZS, 2018.a).
Odabrane su autohtone hrvatske sorte s podrucja istarskog poluotoka koje po svojoj
zastupljenosti i/ili priznatoj kvaliteti predstavljaju velik potencijal za dodatnu valorizaciju i razvoj
proizvoda. Sorta BuZa odabrana je poglavito jer je cijenjena zbog svojih izvrsnih senzornih
karakteristika. Sorte Crna i Rosinjola odabrane su zbog visokog udjela ulja u plodu i nutritivne
vrijednosti s obzirom na potencijal nakupljanja visokog udjela fenolnih spojeva (Sladonja i sur.,
2006. Brki¢ i sur., 2006, Poljuha i sur., 2008.; Luki¢ i sur., 2018.) koji su zasluzni za njihovo

pozitivno snazno antioksidacijsko djelovanje.
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3.2.2. Identifikacija istrazivanih sorti

Sorte maslina uklju€ene u ovo istrazivanje navedene su na Popisu sorti vo¢nih vrsta (HAPIH,
2021.) kao:

Buza, sa sinonimima: Buga, Burgaca, Morgaca, Domaca, Gura,

Crna pod nazivom Poreéka rosulja, te

Rosinjola pod nazivom RoSinjola, sa sinonimima: Rosulja, Rovinje$ka, RuSinjola.

S obzirom da se identifikacija sorti u ovom Popisu bazira pretezno na morfoloSkom opisu stabla
i ploda, za autohtone hrvatske sorte pa tako i za sorte odabrane za ovo istrazivanje
koegzistiraju brojni sinonimi i homonimi, koji su prisutni ne samo u usmenoj predaji (Miloti¢ i
sur., 2005.; Poljuha i sur., 2008.b) ve¢ i u struéno-znanstvenim izvorima, $to je ujedno i odraz
trenutne situaciju u maslinarstvu u Hrvatskoj gdje je vrlo velik problem nabave i proizvodnje
sadnica certificiranog sadnog materijala, narocito autohtonih sorti maslina.

U okviru projekta ,Karakterizacija autohtonih sorti maslina u Istri“ (MB: MZOS-147-0000000-
3605)“ (Centar za znanstvene informacije, 2022.) provedene su aktivnosti prikupljanja biljnog
materijala s podruc¢ja hrvatskog dijela istarskog poluotoka nakon pomnog promatranja,
istrazivanja distribucije i zastupljenosti. Provedeno je morfoloSko opisivanje uzoraka uzetih sa
64 izabrana stabla starih i najvaznijih sorti, tijekom tri godine, prema medunarodnoj
standardiziranoj metodologiji. MorfoloSki su uzorci svrstani u 6 klastera. Tijekom istrazivanja
potvrden je problem postojanja brojnih homonima i sinonima za autohtone sorte maslina, koji
su posliedica ne samo tisuéljetne prisutnosti maslina u Istri vec¢ i fenotipske varijabilnosti
izmedu genetiCki srodnih jedinki, kao posljedica okoliSnih uvjeta uzgoja (Miloti¢ i sur., 2005.;
Poljuha i sur., 2008.b). Usporedno s morfoloSkom karakterizacijom provedena je geneticka
analiza. Morfoloski opis sorti odabranih za ovo istrazivanje objavljen je u radu Miloti¢a i
suradnika (2005.), a njihova geneticka identifikacija pohranjena je u Hrvatskoj bazi podataka
biljnih genetskih izvora (HAPIH, 2022.). Stabla izabrana za ovo istrazivanje nalazila su se u
nasadima u kojima je provedena i genetiCka identifikacja te su pojedina stabla identificirana
morfoloski kao sorte Buza, Crna, i Rosinjola. Odgovarajuéi geneticki profili za sorte Buza, Crna,
i Rosinjola nalaze u Hrvatskoj bazi podataka biljnih genetskih izvora (HAPIH, 2022.) (Prilog
2).

3.2.3. Karakteristike istrazivanih sorti

Sorta Buza poznata je kao dobra uljna i stolna sorta. Osjetljiva je na nepovoljne vremenske
uvjete tijekom cvatnje i time povezanim nepostojanim i neujednacenim prinosom ploda. Buza
ima listove elipti€no-kopljastog oblika, ravne (nisu uvinuti kao kod nekih sorti). Plod je
kuglastog oblika i simetrican tako da je najvecéi promjer po sredini ploda. U cvatnji se odlikuje

oskudnim brojem cvjetova, a plod tijekom dozrijevanja pocinje ujednaceno mijenjati boju
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pokozice. Karakteristike kostice ploda Buze su ovalni oblik s najve¢im promjerom u sredini i
zaobljenim vrhom i bazom. Povr$ina kostice je hrapava (Milotic i sur., 2005.).

Listovi sorte Crna su eliptiéno-kopljastog oblika i takoder su ravni. Plod je ovalnog oblika i
simetriCan te ima najveci promjer po sredini ploda. U cvatnji se odlikuje oskudnim brojem
cvjetova, a plod tijekom dozrijevanja poc€inje ujednaeno mijenjati boju pokoZice. Karakteristike
kostice ploda Crne su ovalni oblik s najveéi promjerom u sredini i zaobljenim vrhom i Siljastom
bazom. Povrsina kostice je naborana (Miloti¢ i sur., 2005.).

Sorta Rosinjola daje ujednacen prinos i pogodna je za proizvodnju ulja. Otporna je na slanost
i dobro uspijeva u tlu crvenici (terra rossa), vrsti crvenog glinenastog tla na karbonatnoj stijeni,
Sto je karakteristiCno za istarski poluotok. Rosinjola ima ravan elipti€an list i simetri¢an, ovalni
plod kojem je najveci promjer po sredini. U cvatnji se odlikuje oskudnim brojem cvjetova, a
plod tijekom dozrijevanja pocinje ujednaceno mijenjati boju pokozice. Karakteristike kostice
ploda Rosinjole su elipti¢ni oblik s najveé¢im promjerom prema vrhu. Vrh kostice je zaobljen
dok je baza Siljasta, a povrSina kostice je hrapava (Miloti¢ i sur., 2005.).

U usporedbi s drugim svjetskim sortama maslina, sorte maslina iz hrvatskog dijela istarskog
poluotoka i sastav njihovog ulja do sada su samo djelomi¢no istrazeni (Koprivnjak, 1996.;
Skevin i sur., 2003.; Koprivnjak i sur., 2005.; Miloti¢ i sur., 2005.; Poljuha i sur., 2008.a, 2008b;
Brki¢ Bubola, 2011.; Brki¢ Bubola i sur., 2012., 2018.).

3.2.4. Odabir i opis nasada

Sorta maslina Buza rasporedena je diliem istarskog poluotoka, s najvecom gustocom na
podruéju Vodnjana te Rovinja i Pule. Crna je sorta koja je vi$e zastupljena duZ sjeverne obale
istarskog poluotoka i u njegovoj unutradnjosti uzduz kanala kojeg do mora otvara rijeka Mirna.
Sorta Rosinjola tipicno se nalazi na podrucju Rovinja.

S obzirom na prirodnu rasprostranjenost u proizvodnim zonama karakteristi¢nim za pojedinu
istrazivanu sortu, odabrana su dva reprezentativha nasada maslina odnosno maslinika na
podruéju istarskog poluotoka unutar relativno malog radijusa od 18 km, nenavodnjavana i sa
slicnim pedoklimatskim uvjetima. Za potrebe ovog istraZivanja izabrana su stara stabla
autohtonih maslina.

Odabrani nasadi bili su karakterizirani sli¢nim agro-klimatskim uvjetima. Uzorci su prikupljeni
2006. godine (sezona ili berba 2006./2007.) u razdoblju berbe maslina tijekom mjeseci
listopada i studenog.

Maslinik u kojem su uzorkovani plodovi BuZe i Rosinjole smjesten je Cetiri kilometra sjeverno
od grada Rovinja (podrucje Valalta; priblizne koordinate: 45°7'31"N; 13°37'35"E), na ulasku u

Limski kanal, u neposrednoj blizini mora i na nadmorskoj visini do 10 m iznad razine mora.
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Blaga nagnutost terena prema zapadu i moru osigurava dobru osuncanost i prozra¢nost
maslinika. Tlo u nasadu je tipiCna crvenica, srednje duboka.

Plodovi sorte Crna uzorkovani su u nasadu smjestenom tri kilometra juzno od naselja Brtonigla
i 500 metara sjeverno od doline rijeke Mirne (naselje Cendaki; ARKOD ID: 1220091; priblizne
koordinate: 45°20'52"N; 13°37'42"E), na nadmorskoj visini 110 m iznad razine mora. Blaga
nagnutost terena prema jugu i dolini rijeke Mirne nasadu osigurava dobru osuncanost i
drenazu hladnog zraka. Tlo u nasadu je crvenica, tipiCnih fizikalno-kemijskih karakteristika,
srednje duboka.

Srednja mjeseCna temperatura zraka u vegetacijskom razdoblju za maslinu bila je minimalna
u studenome (12 °C) i maksimalna u srpnju (25 °C), bez nepravilnosti ili ekstrema u razdoblju
cvatnje i zrenja ploda. NajviSa mjesec¢na koli€ina padalina od 180 mm zabiljeZena je u svibnju,
odnosno 170 mm u kolovozu. U preostalim mjesecima od travnja do studenog kretala se oko
50 mm, osim u lipnju kada je koli€¢ina padalina bila 0 mm. Temperatura i padaline izmjereni su
u meteoroloskoj postaji Pore€ koja se nalazi 11 km sjeverno od nasada Valalta, Rovinj i 14 km
juzno od nasada Cendaki, Brtonigla.

Za svaku od tri sorte odabrano je i obiljezeno po devet stabala maslina (ukupno 27), s ciliem
da se sa tri stabla maslina prikupi oko 100 kg ploda koliko je potrebno za pojedinu Sarzu

prerade u pojedinom stupnju zrelosti.

3.2.5. Odredivanje stupnjeva zrelosti plodova maslina

Za potrebe provodenja ovog istrazivanja praceno je dozrijevanje plodova maslina na stablu na
osnovi promjene boje pokozice, uzimajuci u obzir dinamiku dozrijevanja poznatu iz iskustva.
Nisu izabrani ekstremni stupnjevi zrelosti, ve¢ oni unutar vremenskog raspona koji je uobi¢ajen
za berbu maslina u Istri, a to je razdoblje od kraja rujna/pocetka listopada do sredine prosinca,
ovisno o klimatskim uvjetima u pojedinoj godini. U praksi, kada se donosi odluka o proizvodnji
ulja od plodova odredenog stupnja zrelosti, trenutak berbe odreduje se na osnovi obojenja
pokozice i/ili pulpe plodova pri ¢emu opcenito vrijedi da rani stupanj zrelosti odgovara
plodovima koji su izvana zeleni ili Zuékasti, srednji stupanj zrelost odgovara maslinama koje
su pocele mijenjati boju iz zelene u ljubiastu, a kao kasniji rok smatra se razdoblje u kojem
su masline potpuno promijenile boju pokoZice u ljubi€asti ili crnu, s pulpom koja moZze biti
manije ili viSe obojena.

Promjena boje pokozice ploda ne odvija se kod svih sorti jednako, to je za sorte na podrucju
Istre potvrdeno kroz istrazivanje provedeno od Miloti¢a i suradnika (2005.), niti se na istom
stablu promjena boje ne odvija kod svih plodova istovremeno, pa je za preciznije odredivanje
stupnja zrelosti uveden tzv. indeks zrelosti (engl. ripening index ili maturation index) kako je

predlozeno od Uceda i Friasa (1975.) i opisano od strane Beltrana i suradnika (2004.). Ova
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metoda zasniva se na procjeni obojenja pokozZice i pulpe 100 plodova uzetih slu¢ajnim
odabirom. Vrijednosti stupnja odnosno indeksa zrelosti kreéu se od 0 (intenzivno zelena
pokozica i bijela pulpa) do 7 potpuno crna pokozica i ljubi¢asta pulpa ploda (Tablica 2). Nakon
procjene boje 100 plodova i biljiezenja odgovarajuéeg broja (A), indeks zrelosti (/Z) izraCunat
je koristenjem formule (1):

1z = X000 (1),
gdje je:
A — oznaka za broj koji odgovara opisu odredenog stupnja zrelosti prema Tablici 2,

n — broj plodova iz pojedine grupe (i=0 - 7).

Tablica 2 Klasifikacija stupnjeva zrelosti plodova prema obojenju pokozice i pulpe

zrifgrs)s ?L) Opis obojenja pokozice Opis obojenja pulpe
0 Intenzivno zelena bijela
1 Zuta ili zuékasto zelena bijela
2 Zelena s crvenkastim mrljama bijela
3 Crvenkasta ili svijetlo ljubi¢asta bijela
4 Crna bijela
5 Crna < 50 % ljubicasta pulpa
6 Crna = 50 % ljubicasta pulpa
7 Crna 100 % ljubiCasta pulpa

U sezoni berbe maslina 2006./2007. godine praéenjem promjene obojenja pokozice plodova
maslina na obiljezenim odabranim stablima u odabranim nasadima procijenjen je stupanj
zrelosti plodova u ranom (1), srednjem (ll) i kasnom stupnju zrelosti (l11) za svaku sortu posebno
te su na osnovi toga odabrani datumi berbe (Tablica 3). TezZilo se da pojedini stupnjevi zrelosti
za sve tri sorte budu Sto sli¢niji. Plodovi su brani ru¢no, a za svaku Sarzu (odredena sorta u
odredenom stupnju zrelosti) s po tri stabla maslina je ubrano oko 100 kg. Za preradu u ulje na

oshovi vizualnog pregleda odabrani su neosteceni plodovi koji su se smatrali zdravima.
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Tablica 3 Datumi berbe te stupanj zrelosti plodova maslina, ukljuCujuéi i indeks zrelosti za

svaku od tri sorte uklju¢ene u istrazivanje

Sorta masline | Datum berbe | Stupanj zrelosti prema procjeni Oznaka Indeks.
(3ifra) (2006.) boje pokozice plodova (ifra) uzorka | zrelosti
' 1°P P ulja (12)
25.10. pretezno zeleni plodovi (1) Bl 1,4
Buza (B) 13.11. prosarani plodovi (ll) Bl 2,8
29.11. pretezno crni plodovi (III) B Il 3,8
19.10. pretezno zeleni plodovi (1) Cl 1,9
Crna (C) 09.11. prosarani plodovi (I1) cl 2,8
28.11. pretezno crni plodovi () c 4,1
18.10. pretezno zeleni plodovi (1) R 1,5
Rosinjola (R) 24 11. proSarani plodovi (Il) R 3,2
1.12. pretezno crni plodovi (lll) R 3,8
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3.2.6. Prerada maslina

Uzorci ulja dobiveni su iz priblizno 100 kg plodova maslina u industrijskom mijerilu u
komercijalnoj uljari (Cuj Leoni Kraljevi¢, Farnezine b.b., Marija na Krasu, Umag).

Nakon branja, plodovi su odmah dopremljeni u uljaru i preradeni u roku od 24 sata. Prije
prerade svake pojedine Sarze maslina, linija za preradu isprana je od ostataka prethodne Sarze
tako da dobiveni uzorci ulja budu reprezentativni za ubrane plodove. Ulja su dobivena hladnim
postupkom (pri < 27 °C) u dvofaznoj liniji za preradu s kontinuiranim hladnim automatskim
sustavom za ekstrakciju maslinovog ulja i s horizontalnim centrifugalnim separatorom (Oliomio
Cultivar 500, Toscana Enologica Mori Snc., Italija). Masline su oprane i samljevene u mlinu s
nozevima od nehrdajuCeg Celika. Pasta maslina transportirana je u okomitu mijesilicu
(malaksator) gdje je tijesto maslina mijeSeno 35 + 2 min na temperaturi 26 £ 1 °C. Ulje je
izdvojeno iz paste maslina u vodoravnoj dvofaznoj centrifugi (dekanteru) kapaciteta 500 kg/sat.
Od ukupne koli¢ine dobivenog ulja uzorkovan je srednji dio toka ulja na izlazu iz centrifuge.
Ovako dobivena ulja prenesena su u laboratorij gdje su nakon kraéeg razdoblja talozenja
filtrirana kroz hidrofilni sloj vate kako bi se uklonila voda i preostale necistoce. Od devet SarZi
ulja (3 sorte x 3 stupnja zrelosti) pripravljeni su reprezentativni laboratorijski uzorci tako sto je
ulje svake Sarze podijeljeno u osam boca od tamnog stakla zapremine 125 mL, &to je Cinilo
ukupno 72 boce. Boce su napunjene do sredine grla, natprostor je ispunjen dusikom te su
zatim zatvorene plasti¢nim ¢epom na navo;.

Dio uzoraka (3 sorte x 3 stupnja zrelosti x 2 boce, ukupno 18 uzoraka) analiziran je unutar

mjesec dana od ekstrakcije ulja, a preostali uzorci skladisteni su 12 mjeseci.

3.2.7.Skladistenje

Preostali uzorci (3 sorte x 3 stupnja zrelosti x 2 boce x 3 razliCite temperature skladiStenja,
ukupno 54 uzorka) skladiSteni su u mraku u razdoblju od 12 mjeseci pri tri razliCita
temperaturna uvjeta: promjenljivoj sobnoj temperaturi (10 - 27 °C), temperaturi hladenja (4 °C)
i temperaturi zamrzavanja (-20 °C). Skladistenje uzoraka ulja na promjenjivoj sobnoj
temperaturi predstavljalo je simulaciju skladiStenja djevi¢anskog maslinovog ulja u ku¢anstvu,
s prosje€nom temperaturom od 17,3 °C. Skladisteni uzorci analizirani su nakon razdoblja od

12 mjeseci, u najkraéem mogucem vremenu.

3.3. MATERIJALI

Kemikalije i standardi
Kemijski standardi kolestanola (unutarnji standard u analizi sterola i triterpenskih diola), 1-

eikosanola (C20, interni standard u analizi alifatskih i triterpenskih alkohola), B-sitosterola i

51



3. Eksperimentalni dio

kolesterola nabavljeni su od proizvodaca Supelco (Bellefonte, PA, SAD). Kemijski standard 3-
amirina nabavljen je od proizvodada Fluka (Buchs, Svicarska), a cikloartenola od proizvodacéa
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SAD). Heksan, dietil eter, kloroform (svi kvalitete za
kromatografiju), dietil eter, p.a., bezvodni natrijev sulfat, min 99 %, p.a. i otopina 2'.7'-
diklorofluoresceina nabavljene su od proizvodaca Sigma—Aldrich Chemie GmbH (Munchen,
Njemacka). Kalijev hidroksid, min 85 %, p.a., i etanol, 96 %, p.a. nabavljeni su od Kemika d.d.
(Zagreb, Hrvatska). Reagens piridin-heksametildisilizan-trimetilklorosilan  (9:3:1, v/v/v)
nabavljen je od proizvodaca Supelco (SAD). PloCe sa silicij-oksidom (silika gel) za tankoslojnu
kromatografiju bile su od proizvodada Fluka (Buchs, Svicarska). Cista deionizirana voda

dobivena je iz Elix 3 sustava za prociSc¢avanje (Millipore, SAD).

3.4. METODE KEMIJSKE ANALIZE

Za odredivanje koncentracija i relativnih udjela sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola
uporabljene su sluzbene metode Europske komisije odnosno Medunarodnog vije¢a za maslinu
(EK, 2019.; 10C, 2020.a).

Ekstrakcija

U tikvicu od 250 mL dodano je po 500 pL 0,2 %-tne otopine unutarnjeg standarda kolestanola
(za sterole i triterpenske diole) odnosno eikozanola (za alifatske i triterpenske alkohole) u
kloroformu. Kloroform je uparen do suha strujom dusika te je u tikvicu odvagano 5 g filtriranog
uzorka maslinovog ulja. Dodano je 50 mL 2 M otopine kalijevog hidroksida u etanolu, na tikvicu
je spojeno povratno hladilo te je otopina zagrijavana i odrzavana u laganom vrenju do
zavrSetka saponifikacije, odnosno dok otopina nije postala bistra (Slika 3a). Zagrijavanje je
nastavljeno jos 20 minuta, dodano je 50 mL destilirane vode preko vrha hladila, nakon Cega je
hladilo odvojeno, a tikvica ohladena na oko 30 °C.

Sadrzaj tikvice je kvantitativno prenesen u lijevak za odjeljivanje volumena 500 mL uz nekoliko
ispiranja destiliranom vodom u ukupnoj koli€ini od priblizno 50 mL. Dodano je 80 mL dietil
etera, snazno muckano 30 sekundi te ostavljeno da se slojevi razdvoje (Slika 3 b i ¢). Donja,
vodena faza odvojena je u drugi lijevak za odjeljivanje te je ista ekstrahirana sa 70 mL dietil
etera jo$ dva puta. Ekstrakti su objedinjeni te ispirani destiliranom vodom u obrocima od 50
mL dok voda kojom se ispiralo nije bila neutralna. 1z ekstrakta su uklonjeni ostaci vode pomocu
dodatka bezvodnog natrijevog sulfata te je ekstrakt dodatno filtriran kroz sloj bezvodnog
natrijevog sulfata u prethodno izvaganu tikvicu od 250 mL. Lijevak i filtar su isprani malim
koli¢inama dietil etera.

Dietil eter je destiliran na volumen od nekoliko mililitara pomocu rotacionog uparivaca (Slika 3

d) te uparen do suha strujom duSika. SuSenje ekstrakta dovrseno je u susSioniku pri 100 °C u
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trajanju od oko 15 minuta (Slika 3 e), nakon €ega je tikvica ohladena u eksikatoru te izvagana.
Na osnovi razlike masa pune i prazne tikvice, zabiljezena je masa ukupne neosapunjive tvari.
Plo¢e sa silikagelom pripremliene su za tankoslojnu kromatografiju (engl. thin-layer
chromatography, TLC) na nacin da su prethodno bile potpuno uronjene u otopinu 0,2 mol/L
kalijevog hidroksida u etanolu na 10 sekundi, zatim ostavljene da se dva sata suSe u digestoru
i na kraju stavljene u suSionik na 100 °C na sat vremena. PloCe su zatim izvadene iz suSionika
i pohranjene u eksikatoru napunjenom kalcijevim kloridom dok nisu bile potrebne za uporabu.
U komoru za razvijanje ulivena je smjesa heksana i dietil-etera u volumnom omjeru 65:35 % u
sloju visine 1 cm. Komora je zatvorena odgovarajué¢im poklopcem i ostavljena tako na priblizno
pola sata kako bi se uspostavila ravnoteza tekucine-para. Trake filtar-papira namocene u
eluens postavljene su na unutarnje povrsine komore, ¢ime je skraceno vrijeme razvijanja za
otprilike jednu trecinu te postignuto jednoli¢nije i pravilnije eluiranje komponenata.
Pripremljena je otprilike 5 %-tna otopina neosapunjive tvari u kloroformu, a 300 uL te otopine
naneseno je pomoc¢u mikrostrcaljke od 100 uL na kromatografsku plo€u od silikagela priblizno
2 cm od donjeg, lijevog i desnog ruba u $to tanjem i jednoli¢nijem sloju (Slika 3 f). Poravnano
s nanosom, naneseno je izmedu 2 i 3 pL otopine unutarnjih standarda kolestanola (za sterole
i triterpenske diole) i eikozanola (za alifatske i triterpenske alkohole) na razli€itim rubovima
ploce, tako da se vrpce, tj. razdvojeni slojevi sterola i triterpenskih diola, odnosno alifatskih i
triterpenskih alkohola mogu identificirati nakon razvijanja.

PloCa je smjeStena unutar komore za razvijanje te odmah zatvorena. Temperatura je
odrzavana izmedu 15 i 20 °C. Provedeno je eluiranje dok prednji dio otapala nije dostigao
udaljenost od priblizno 1 cm od gornjeg ruba plo¢e (Slika 3 g). PloCa je zatim izvadena iz
komore za razvijanje, a otapalo ispareno pod strujom vru¢eg zraka.

Plo¢a je zatim blago i jednoliko poSpricana otopinom 2,7-diklorofluoresceina, stavljena pod
ultraljubiCastu svjetlost te su na osnovi mrlja dobivenih eluiranjem unutarnjih standarda
identificirani slojevi sterola i triterpenskih diola kao jedan, odnosno alifatskih i triterpenskih
alkohola kao drugi sloj (Slika 3 h). Granice slojeva oznaCene su uz rub fluorescencije crnom
olovkom te su slojevi odvojeno sastrugani metalnom spatulom (Slika 3 i). Za oba sloja
odvojeno sastrugani materijal razmrvljen je u fini prah i prenesen u lijevak za filtriranje s filtar
papirom. Dodano je 10 mL vruéeg kloroforma te je smjesa strugotina i kloroforma pazljivo
mijeSana spatulom i zatim filtrirana pod vakuumom u Erlenmeyerovu tikvicu. Strugotine su
dodatno isprane s tri puta po 10 mL dietil etera u istu tikvicu spojenu na lijevak. Filtrat je uparen
na volumen izmedu 4 i 5 mL, prenesen u prethodno izvaganu epruvetu od 10 mL, te je ostatak
otapala uparen laganim zagrijavanjem pod blagom strujom duSika. Dodano je nekoliko kapljica
acetona koji su ponovno ispareni susenjem, a zatim je epruveta smjestena u susionik na 105

°C na priblizno 10 minuta, ostavljena da se ohladi u eksikatoru i izvagana. Ostatak unutar
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epruveta sastojao se od frakcije sterola i triterpenskih diola iz prvog sloja u jednoj, odnosno
alifatskih i triterpenskih alkohola iz drugog sloja u drugoj epruveti.

Reagens za sililaciju pripremljen je mijeSanjem piridina, heksametildisilazana i
trimetilklorosilana u volumnom omjeru 9:3:1 ili je koriStena komercijalna smjesa te je dodano
po 50 pL po svakom miligramu sterola i triterpenskih diola, odnosno alifatskih i triterpenskih
alkohola. Otopina je centrifugirana. Tako dobiveni ekstrakti svakog uzorka podvrgnuti su

plinskokromatografskoj analizi.

Plinskokromatografska analiza

Identifikacija i kvantitativno odredivanje sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola kao
odgovaraju¢ih  trimetilsilii etera provedeni su uporabom plinskog kromatografa s
plamenoionizacijskim detektorom Varian 3350 (Varian Inc., Harbour City, CA, SAD)
opremljenog s kapilarnom kolonom od taljenog silicijevog dioksida Varian VF-5 ms (Varian
Inc., SAD) s nepokretnom fazom 5 % fenil : 95 % dimetilpolisiloksan duljine 30 metara,
unutarnjeg promjera 0,25 mm i debljinom sloja nepokretne faze od 0,25 um (Slika 4).

Steroli i triterpenski dioli analizirani su zajedno kao odgovarajuci trimetilsilil eteri. Temperature
injektora, kolone i detektora tijekom izotermalnog razdvajanja u trajanju od 40 minuta bile su
280 °C, 260 °C, odnosno 290 °C. Ubrizgan je 1 uL ekstrakta uz cijepanje protoka plina nositelja
u omjeru 1:50. Plin nositelj bio je helij s poetnom brzinom protoka od 1,27 mL/min. Steroli i
triterpenski dioli identificirani su kao trimetilsilil eteri na osnovi njihovih relativnih vremena
zadrzavanja u kromatografskoj koloni u odnosu na vrijeme zadrzavanja trimetilsilil etera
unutarnjeg standarda kolestanola, prema normiranoj standardnoj metodi Medunarodnog
vije¢a za maslinu (IOC, 2020.) preuzetoj i u Uredbi Komisije 2568/91 kao Prilog XIX (EK,
2019.). KarakteristiCan kromatogram trimetilsilil etera sterola i triterpenskih diola prikazan je
lijevo na Slici 4. Koncentracije su izrazene u mg/100 g ulja u odnosu na koncentraciju
kolestanola, pretpostavljajuéi jednak faktor odziva. Relativni udjeli izrazeni su kao postotni
udjeli (%) u odnosu na koncentraciju ukupnih sterola, dok su relativni udjeli triterpenskih diola
eritrodiola i uvaola izrazeni kao postotni udjeli (%) u odnosu na koncentraciju ukupnih sterola
uvecanu za koncentracije eritrodiola i uvaola. Ukupni (prividni) B-sitosterol izraCunat je prema
standardnoj metodi (I0C, 2020.; EK, 2019.) kao zbroj A%>*-stigmastadienola, klerosterola, B-
sitosterola, sitostanola, AS-avenasterola i A>?*-stigmastadienola.

Alifatski i triterpenski alkoholi analizirani su zajedno kao odgovarajuci trimetilsilil eteri, istim
instrumentom, ali razli€itim temperaturnim programom: pocetna temperatura kolone bila je 180
°C, nakon Cega je kolona zagrijana brzinom od 2 °C u minuti do 280 °C te je ta temperatura
odrzavana do kraja analize, u ukupnom trajanju od 65 minuta. Trimetilsilil eteri alifatskih
alkohola su identificirani na osnovi relativnih vremena zadrzavanja u kromatografskoj koloni u

odnosu na vrijeme zadrzavanja trimetilsilil etera unutarnjeg standarda eikozanola, odnosno
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vremena zadrzavanja trimetilsilil etera alkohola iz homolognog niza, prema standardnoj metodi
(I0C, 2020.; EK, 2019.). Detaljni opis identifikacije triterpenskih alkohola na osnovi plinske
kromatografije i spektrometrije masa opisan je u sliedecem odlomku. Karakteristican
kromatogram trimetilsilil etera alifatskih i triterpenskih alkohola prikazan je desno na Slici 4.
Kromatografske pikove spojeva gramisterola i cikloeukalenola nije bilo moguce u potpunosti
razdvoijiti te su rezultati izrazeni kao suma ta dva spoja. Koncentracije alifatskih i triterpenskih
alkohola izrazene su u mg/100 g ulja u odnosu na koncentraciju eikozanola, pretpostavljajuci
jednak faktor odziva. Relativni udjeli izrazeni su kao postotni udjeli (%) u odnosu na
koncentraciju ukupnih alifatskih alkohola, odnosno ukupnih triterpenskih alkohola.

Rezultati analize svakog od 18 uzoraka svjezih ulja izrazeni su kao srednja vrijednost tri
ponovljene plinskokromatografske analize, a rezultati analize svakog od 54 uzorka skladistenih

ulja kao srednja vrijednost dvije plinskokromatografske analize.
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Slika 3 Koraci u ekstrakciji sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola: a) saponifikacija, b) -
e) izdvajanje neosapunjive frakcije, f) nanoSenje alikvota neosapunjive frakcije na plo¢u sa
silikagelom, g) tankoslojna kromatografija na sloju silikagela u komori za razvijanje, h)
razvijena ploca sa silikagelom pod ultraljubi¢astim svjetlom i identifikacija frakcija/slojeva, i)
struganje odgovarajucih frakcija/slojeva sa sterolima i triterpenskim diolima ili alifatskim i
triterpenskim alkoholima
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Slika 4 Shematski prikaz postupka silanizacije i plinskokromatografska analiza, kao
odvojenih postupaka u analizi sterola i triterpenskih diola te alifatskih i triterpenskih alkohola
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Identifikacija alifatskih i triterpenskih alkohola

Identifikacija trimetilsilil etera triterpenskih alkohola iz skupina 4-metil-sterola i 4,4'-dimetil-
sterola provedena je pomocu vezanog sustava plinski kromatograf Varian 3900 — spektrometar
masa Varian Saturn 2100T (Varian Inc., SAD). Spektrometar masa sadrzavao je analizator na
osnovi ionske stupice (engl. ion trap). Koristena je ista kapilarna kolona Varian VF-5 ms te
parametri zagrijavanja kolone kao i za ranije opisano kvantitativno odredivanje. Temperatura
injektora bila je 280 °C. Temperature transfer linije, razvodnika (engl. manifold) i analizatora
bile su 285 °C, 80 °C, odnosno 220 °C. Ubrizgan je 1 pL ekstrakta uz cijepanje protoka plina
nositelja u omjeru 1:50. Kao plin nositelj koristen je helij sa stalnim protokom od 1,2 mL/min.
Spektri masa dobiveni su nakon ionizacije udarom snopa elektrona energije 70 eV uz
rezoluciju od jednog snimka po sekundi, a sniman je raspon masa od 30 od 650 m/z.
Triterpenski alkoholi identificirani su na osnovi interpretacije vremena zadrzavanja i spektara
masa te usporedbom s vremenima zadrzavanja i spektrima masa pronadenim u literaturi
(Kurodaisur., 1977.; Liisur., 2000.; Wretensjo i Karlberg, 2002.; Bauer i sur., 2004.; Damirchi
i sur., 2007.; Li i sur., 2007.; Sakouhi i sur., 2009.; Harrabi sur., 2009.; Mezghache i sur.,
2010.;Cherif i sur., 2011.; Wang i sur., 2011.; Berasategi i sur., 2012.; Xu i sur., 2012.), kao i
spektrima masa trimetilsilil etera ili acetata iz biblioteke spektara NIST05 ukoliko su bili
dostupni. Utvrdena vremena zadrZavanja te ionski fragmenti trimetilsilii etera pojedinih

triterpenskih alkohola poredani na osnovi rastué¢ih masa prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4 Vremena zadrzavanja (tr) i mase ionskih fragmenata (m/z) identificiranih
triterpenskih alkohola

Triterpenski alkohol | tr(min) | Mase (m/z) glavnih i karakteristi€nih iona (relativni intenziteti)

4-monometil-steroli

41 (32), 67 (25), 69 (30), 73 (38), 75 (30), 81 (30), 95 (38), 109
(32) 189 (43), 227 (36), 393 (100), 394 (29), 483 (33), 498 (14)

55 (28), 69 (22), 73 (50), 75 (40), 105 (31), 121 (18), 159 (31), 227
Gramisterol +| 5145 | (30),241(43), 267 (40), 269 (20), 357 (81), 379 (25), 393 (23), 394
cikloeukalenol ’ (20), 407 (100), 408 (34), 469 (16), 483 (6), 484 (7), 498 (12), 512
(8)

55 (19), 73 (15), 75 (15), 145 (11), 227 (10), 241 (7), 267 (40), 295
Citrostadienol 55,52 | (12), 310 (8), 357 (100), 358 (29), 393 (10), 400 (17), 408 (3), 483
(5), 498 (2)

Obtusifoliol 49,83

4 4'-dimetil-steroli

69 (30), 73 (65), 75 (56), 95 (62), 109 (54), 121 (65), 135 (42), 147
5-amirin 49,48 | (48), 189 (100), 190 (39), 203 (49), 204 (81), 218 (35), 269 (93),
284 (38), 359 (32), 393 (32), 483 (8), 498 (5)

73 (23), 75 (17), 95 (15), 119 (14), 135 (10), 147 (14), 189 (41), 190

B-amirin 50,20 (17) 203 (100), 204 (17), 218 (40), 393 (4), 483 (2), 498 (1)
. 1 (15), 69 (19), 73 (20), 75 (14), 81 (14), 95 (13), 109 (14), 241
butirospermol 50,88 (18) 393 (100), 394 (30), 483 (10), 498 (4)
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_ 41 (36),69 (45), 73 (43), 95 (38), 109 (31), 189 (19), 271 (9), 339
cikloartenol 5212 | 35) 365 (49). 393 (100), 394 (30), 408 (17), 483 (8), 498 (3)
0. 55 (31), 69 (63), 73 (65), 81 (50), 95 (70), 107 (58), 109 (50), 135

53,94 (50), 147 (52), 269 (24), 297 (22), 353 (44), 379 (83), 407 (100),

408 (30), 422 (28), 497 (8), 512 (2)

" Identitet B-amirina i cikloartenola dodatno je potvrden usporedbom njihovih vremena
zadrZavanja i spektara masa s onima komercijalno dostupnih ¢istih standarda.

metilencikloartanol

Validacija metoda

Kako je uporabljena sluzbena metoda (EK, 2019.) normirana za analizu sterola i triterpenskih
diola, odnosno alifatskih alkohola (Aneks XIX), provedena je djelomi¢na validacija, odnosno
verifikacija prikladnosti metode za namijenjenu uporabu. Preciznost metode analize sterola i
triterpenskih diola bila je visoka, s relativnom standardnom devijacijom uglavnom niZzom od 3
% (n = 2). Tocnost metode provjeravana je periodicki analizom uzorka u koji je dodana
odredena koncentracija B-sitosterola (20 mg/100 g) i kolesterola (10 mg/100 g). Prosje€an
povrat (iskoristenje) bio je 99 % za B-sitosterol, odnosno 97 % za kolesterol. Preciznost analize
alifatskih alkohola takoder je bila visoka, s relativnom standardnom devijacijom uglavnom
nizom od 3,4 % u slu€aju alkohola s parnim brojem atoma ugljika i uglavnom niZzom od 6,0 %
u slucaju alkohola s neparnim brojem atoma ugljika (n = 2).

lako sluzbena metoda predvida analizu triterpenskih alkohola iz skupina 4-metil-sterola i 4,4'-
dimetil-sterola, ona za tu svrhu nije normirana pa je iz tog razloga provedena opseznija
validacija tog dijela metode.

Preciznost metode bila je visoka, s relativnim standardnim devijacijama opcenito ne viSim od
7 %, a u slu€aju glavnih spojeva, kao $to su citrostadienol, butirospermol, cikloartenol i 24-
metilencikloartanol, ne viSima od 4 % (n = 2). Kako bi se utvrdila linearnost, provedene su tri
ponovljene analize uzorka obogacenog s tri razliCite koncentracije kemijskih standarda (-
amirina (2, 5i 10 mg/100 g ulja) i cikloartenola (10, 30 i 50 mg/100 g ulja). Dobiveni koeficijenti
korelacije od 0,997 za B-amirin i 0,993 za cikloartenol bili su zadovoljavajuci. Isti podaci
koriSteni su za odredivanje vrijednosti povrata (iskoristenja), koji se kretao od 92 % do 103 %
s prosjekom od 96 % za B-amirin (n = 9) i od 94 % do 100 % s prosjekom od 98 % za
cikloartenol (n = 9). Granice detekcije (engl. limit of detection, LOD) procijenjene su kao
koncentracije triterpenskih alkohola koje proizvode signal plamenoionizacijskog detektora tri
puta intenzivniji od signala Suma bazne linije i kretale su se od 0,056 mg/100 g za obtusifoliol
do 0,092 mg/100 g za B-amirin. Granice kvantifikacije (engl. limit of quantification, LOQ)
procijenjene su kao koncentracije triterpenskih alkohola koje proizvode signal
plamenoionizacijskog detektora 10 puta intenzivniji od signala Suma bazne linije i kretale su
se od 0,185 mg/100 g za obtusifoliol do 0,306 mg/100 g za -amirin. Buduci da su se granice

detekcije i kvantifikacije za pojedinacne triterpenske alkohole donekle mijenjale ovisno o
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osjetljivosti detektora u danom trenutku, zabiljeZene su prosjecne vrijednosti tijekom validacije

metode i analiza.

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka provedena je uporabom univarijatne metode statistiCke analize
jednosmjerne analize varijance (ANOVA) i multivarijatnih metoda statisticke analize, kao $to
su nenadzirana metoda analiza glavnih sastavnica (engl. Principal Component Analysis, PCA)
i nadzirana linearna diskriminantna analiza (engl. Linear Discriminant Analysis, LDA).
Kao varijable koriStene su vrijednosti koncentracija (mg/100 g) i relativnih udjela (%) svih
analiziranih spojeva iz skupina sterola te alifatskih i triterpenskih alkohola, a u pojedinim
slu€ajevima i odabrani omjeri koncentracija odredenih parova ispitivanih spojeva. Takoder, u
univarijatnoj statisti¢koj analizi (ANOVA) kao varijable su koristene i koncentracije ukupnih
sterola, ukupnih alifatskih alkohola, ukupnih 4-metil-sterola, ukupnih 4,4'-dimetil-sterola i
ukupnih triterpenskih alkohola. Za izraCunavanje prosjeCnih vrijednosti varijabli za svaki
tretman/kombinaciju sorte x stupnja zrelosti ili sorte x stupnja zrelosti x uvjeta skladiStenja
koristene su prosjeCne vrijednosti rezultata analize dvaju uzoraka odredenog
tretmana/kombinacije (n = 2).
Istrazivan je utjecaj sljedecih faktora:
- sorta, s tri razine: Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R);
- stupanj zrelosti, s tri razine: raniji stupanj zrelosti (1), srednji stupanj zrelosti (Il) i kasniji
stupanj zrelosti (Ill) te
- skladistenje s Cetiri razine:
o pocetno ili svjezZe ulje;
o ulje skladisteno 12 mjeseci na promjenjivoj sobnoj temperaturi;
o ulje skladidteno 12 mjeseci na temperaturi hladenja i
o ulje skladisteno 12 mjeseci na temperaturi zamrzavanja.
Za procjenu neovisnog utjecaja pojedinog faktora na istrazivane spojeve u svjezem
maslinovom ulju, utvrdene su statistiCki znacajne razlike izmedu koncentracija i relativnih
udjela istrazivanih spojeva u svjezim maslinovim uljima razli€itih sorti istog stupnja zrelosti te
statistiCki znacajne razlike izmedu koncentracija i relativnih udjela istrazivanih spojeva u
svjezim maslinovim uljima razliCitih stupnjeva zrelosti iste sorte primjenom jednosmjerne
analize varijance (ANOVA) i post-hoc analizom testom najmanjih znacajnih razlika, tzv.
Fisherovim LSD (engl. Least Significant Difference) testom, na razini znacajnosti p < 0,05.
Rezultati su predstavljeni kao histogrami. StatistiCki znaCajne razlike, ukoliko su utvrdene,
obiljeZzene su na pripadaju¢em tretmanu razli¢itim velikim slovima za faktor sorta, odnosno

malim slovima za faktor stupanj zrelosti.
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Prije nego Sto su podvrgnuti multivarijatnoj statistickoj analizi, podaci su normalizirani
(centrirani) na nacin da je za svaku varijablu vrijednost za svaki uzorak oduzeta od njene
prosje€ne vrijednosti u cijelom skupu podataka, a razlika se zatim podijelila sa standardnom
devijacijom te varijable kroz cijeli skup podataka (Kowalski i Bender, 1972.). Na primjer,
rezultat za koncentraciju kolesterola u uzorku Buze ranijeg stupnja zrelosti (I) oduzet je od
srednje vrijednosti koncentracije kolesterola u svim uzorcima (sve tri sorte, svih stupnjeva
zrelosti) i razlika je podijeljena s pripadajuéom standardnom devijacijom.

Za svaki faktor odvojeno, PCA analiza provedena je kako bi se uzorci u viSedimenzionalnom
prostoru razdvojili na osnovi tog faktora pomocu glavnih komponenti dobivenih iz skupa
podataka i kako bi se u isto vrijeme odredilo koje varijable najvise doprinose tom razdvajanju.
Za odabir glavnih sastavnica (engl. Principal Component, PC) slijedilo se Kaiserovo pravilo i u
obzir su uzimane samo sastavnice s vlastitim vrijednostima (engl. eigenvalue) visSim od 1,00.
Kod preliminarnog testiranja varijabli za PCA analizu prednost kod odabira imale su varijable
s najviSim F vrijednostima odredenim analizom varijance (ANOVA), a zatim su isprobane i
druge varijable. Isprobani su razli¢iti PCA modeli s razliitim kombinacijama varijabli, a za
prikaz su odabrani oni kojim je postignuto najbolje razdvajanje uzoraka na osnovi pojedinih
faktora.

Za statisticko razdvajanje maslinovih ulja u grupe ili razlikovanje na osnovi odredenog faktora
te za potvrdu najkorisnijih varijabli za postizanje razdvajanja, primijenjena je postupna linearna
diskriminantna analiza (engl. Linear Discriminant Analysis, LDA) analiza koriste¢i Wilkov
lambda kao kriterij odabira i F vrijednost kako bi se utvrdila znaajnost promjena pri testiranju
nove varijable. Odabrana minimalna vrijednost F za ulazak odredene varijable u LDA model
bila je 1,00, a vrijednost minimalne tolerancije postavljena je na 0,01.

Multivarijatne analiza (PCA i LDA) provedene su sa skupom svjezih ulja (18 uzoraka) da bi se
odvojeno utvrdila moguénost razlikovanja svjezih maslinovih ulja na osnovi sorte odnosno
stupnja zrelosti te sa skupovima svjezih (18 uzoraka) i skladiStenih ulja (54 uzoraka) odjednom
da bi se utvrdila moguénost razlikovanja maslinovih ulja na osnovi sorte i stupnja zrelosti nakon
razdoblja skladiStenja. Rezultati PCA i LDA analize prikazani su odgovaraju¢im grafovima.
Za utvrdivanje utjecaja uvjeta skladiStenja provedena je jednosmjerna analiza varijance
(ANOVA) i to zasebno za svaki tretman sorta x stupanj zrelosti usporedujuéi Cetiri razine
skladistenja: svjeze ulje, ulje skladisteno na promjenjivoj sobnoj temperaturi, ulje skladisteno
na temperaturi hladenja i ulje skladisteno na temperaturi zamrzavanja. Rezultati su prikazani
tabli¢no.

Zbog znatno veceg stupnja varijabilnosti uzrokovanog faktorima sorta i stupanj zrelosti u
odnosu na faktor skladiStenje, za bolje sagledavanje promjena u sastavu istrazivanih
maslinovih ulja kao posljedice (temperature) skladiStenja te uoCavanje ponavljajucih obrazaca

neovisno o sorti i stupnju zrelosti, provedena je normalizacija (centriranje) kroz sve razine
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3. Eksperimentalni dio

svakog pojedinog tretmana sorta x stupanj zrelosti. Normalizacija je ukljucivala oduzimanje
vrijednosti svake varijable od njene prosje¢ne vrijednosti u skupu podataka svakog tretmana
(sorta x stupanj zrelosti) s po Cetiri razine (svjeze ulje i 3 tretmana skladistenja), a razlika je
zatim podijeljena sa standardnom devijacijom te varijable kroz skup podataka svakog tretmana
s po Cetiri razine. Na taj nacin dobivene su vrijednosti relativnih promjena uslijed skladidtenja,
dok je utjecaj faktora sorte i stupnja zrelosti eliminiran. Normalizirane vrijednosti uporabljene
su za PCA i LDA analizu i grafiCki prikaz promjena na osnovi trajanja i uvjeta skladiStenja.
StatistiCcka obrada podataka provedena je koristenjem komercijalnog racunalnog programa
Statistica 13.2 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, SAD).
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4. Rezultati

4.1. UTJECAJ SORTE | STUPNJA ZRELOSTI MASLINA NA
STEROLE | TRITERPENSKE DIOLE U SVJEZIM ULJIMA
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Slika 5 Prosje¢ne koncentracije i relativni udjeli (n=2) kolesterola u djevi¢anskim maslinovim
uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita
stupnja zrelosti (I-11l) (velika slova - statisticki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja
zrelosti, LSD test, p < 0,05)
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Slika 6 Prosje¢ne koncentracije i relativni udjeli (n=2) 24-metilen-kolesterola u djeviCanskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-11l) (mala slova — statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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4. Rezultati
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Slika 7 Prosje¢ne koncentracije i relativni udjeli (n=2) kampesterola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-1ll) (mala slova — statisti¢ki znacajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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Slika 8 Prosjecne koncentracije i relativni udjeli (h=2) kampestanola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razlicita stupnja zrelosti (I-11l) (mala slova — statisticki zna¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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Slika 9 ProsjeCne koncentracije i relativni udjeli (n=2) stigmasterola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-11l) (mala slova — statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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Slika 10 Prosjec¢ne koncentracije i relativni udjeli (n=2) A’-kampesterola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razlicita stupnja zrelosti (I-11l) (mala slova — statisticki zna¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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Slika 11 Prosje¢ne koncentracije i relativni udjeli (n=2) A%%-stigmastadienola u
djeviéanskim maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola
(R) ubranih u tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-ll) (mala slova — statisti¢ki znaCajne razlike
izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte, velika slova - statisti¢ki znacajne razlike izmedu sorti
istog stupnja zrelosti, LSD test, p < 0,05)
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Slika 12 ProsjecCne koncentracije i relativni udjeli (n=2) klerosterola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-11l) (mala slova — statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)

67
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Slika 13 ProsjeCne koncentracije i relativni udjeli (n=2) B-sitosterola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-1ll) (mala slova — statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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Slika 14 Koncentracije i relativni udjeli sitostanola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razligita stupnja
zrelosti (I-11l) (mala slova — statisticki znac¢ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <
0,05)
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Slika 15 Koncentracije i relativni udjeli A*>-avenasterola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-11l) (mala slova — statisticki znac¢ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <

0,05)
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Slika 16 Koncentracije i relativni udjeli A%?4-stigmastadienola u djevi¢anskim maslinovim
uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita
stupnja zrelosti (I-1ll) (mala slova — statisticki znacajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste
sorte, velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p

< 0,05)
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4. Rezultati
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Slika 17 Koncentracije i relativni udjeli A’-stigmastenola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-11l) (mala slova — statisticki zna¢ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <
0,05)
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Slika 18 Koncentracije i relativni udjeli A’-avenasterola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-111) (mala slova — statisticki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <
0,05)
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Slika 19 Koncentracije i relativni udjeli eritrodiola u djevi€anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-111) (mala slova — statisticki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <
0,05)
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Slika 20 Koncentracije i relativni udjeli uvaola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-111) (mala slova — statisticki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <
0,05)
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Slika 21 Koncentracije i relativni udjeli ukupnog B-sitosterola u djevi¢anskim maslinovim
uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita
stupnja zrelosti (I-1ll) (mala slova — statistic¢ki znaCajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste
sorte, velika slova - statisticki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p

< 0,05)
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Slika 22 Koncentracije ukupnih sterola u djevi¢anskim maslinovim uljima proizvedenim od
maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-11)
(mala slova — statisti¢ki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte, velika slova -
statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p < 0,05)
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4. Rezultati
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Slika 23 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nenadzirano, PCA) svjezih maslinovih ulja
dobivenih od maslina ubranih u tri razli€ita stupnja zrelosti u dvodimenzionalnom prostoru
definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija faktorskih optere¢enja
odabranih varijabli (koncentracija sterola i triterpenskih diola u mg/kg, odnosno njihovih
relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1i PC 2
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4. Rezultati
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Slika 24 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nadzirano, LDA) svjezih maslinovih ulja dobivenih
od maslina ubranih u tri razli€ita stupnja zrelosti u dvodimenzionalnom prostoru definiranom
s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root 2); (b) Projekcija standardiziranih
koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija sterola i triterpenskih diola u mg/kg, odnosno
njihovih relativnih udjela oznaenih s ,%") uzduz smjerova Root 1 i Root 2
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4. Rezultati
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Slika 25 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nenadzirano, PCA) svjezih maslinovih
ulja sorti Buza, Crna i Rosinjola u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim
sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija faktorskih optereé¢enja odabranih varijabli
(koncentracija sterola i triterpenskih diola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela
oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1 i PC 2
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4. Rezultati
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Slika 26 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nadzirano, LDA) svjezih maslinovih ulja
sorti Buza, Crna i Rosinjola u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije
diskriminantne funkcije (Root 1 i Root 2); (b) Projekcija standardiziranih koeficijenata

odabranih varijabli (koncentracija sterola i triterpenskih diola u mg/kg, odnosno njihovih
relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1 i Root 2
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4. Rezultati
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Slika 27 Koncentracije i relativni udjeli dokozanola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-11l) (mala slova — statisticki zna¢ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <
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Slika 28 Koncentracije i relativni udjeli trikozanola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-1l) (mala slova — statisticki zna¢ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <

0,05)
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Slika 29 Koncentracije i relativni udjeli tetrakozanola u djevicanskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-111) (mala slova — statisticki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <

0,05)
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Slika 30 Koncentracije i relativni udjeli pentakozanola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-111) (mala slova — statisticki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <
0,05)
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4. Rezultati
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Slika 31 Koncentracije i relativni udjeli heksakozanola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razligita stupnja
zrelosti (I-111) (mala slova — statisticki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <

0,05)
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Slika 32 Koncentracije i relativni udjeli heptakozanola u djevi€anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-111) (mala slova — statisticki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki zna€ajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <
0,05)
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4. Rezultati
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Slika 33 Koncentracije i relativni udjeli oktakozanola u djevi¢anskim maslinovim uljima
proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita stupnja
zrelosti (I-111) (mala slova — statisticki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte,
velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p <

0,05)
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Slika 34 Prosjecne koncentracije (n=2) ukupnih alifatskih alkohola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razlicita stupnja zrelosti (I-11l) (mala slova — statisticki zna¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statistiCki zna¢ajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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4. Rezultati
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Slika 35 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nenadzirano, PCA) svjezih maslinovih ulja
dobivenih od maslina ubranih u tri razli€ita stupnja zrelosti u dvodimenzionalnom prostoru
definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija faktorskih optere¢enja
odabranih varijabli (koncentracija alifatskih alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih
udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1 i PC 2
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4. Rezultati
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Slika 36 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nadzirano, LDA) svjezih maslinovih ulja dobivenih
od maslina ubranih u tri razli€ita stupnja zrelosti u dvodimenzionalnom prostoru definiranom
s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root 2); (b) Projekcija standardiziranih
koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija alifatskih alkohola u mg/kg, odnosno njihovih

relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1 i Root 2
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4. Rezultati
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Slika 37 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nenadzirano, PCA) svjezih maslinovih
ulja sorti Buza, Crna i Rosinjola u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim
sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija faktorskih optere¢enja odabranih varijabli
(koncentracija alifatskih alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela ozna&enih s
»7%") uzduz smjerova PC 1i PC 2
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4. Rezultati
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Slika 38 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nadzirano, LDA) svjezih maslinovih ulja
sorti Buza, Crna i Rosinjola u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije
diskriminantne funkcije (Root 1 i Root 2); (b) Projekcija standardiziranih koeficijenata

odabranih varijabli (koncentracija alifatskih alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih
udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1 i Root 2
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4. Rezultati

4.3. UTJECAJ SORTE | STUPNJA ZRELOSTI MASLINA NA
TRITERPENSKE ALKOHOLE U SVJEZIM ULJIMA
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Slika 39 Prosjecne koncentracije i relativni udjeli (n=2) &-amirina u djevi¢anskim maslinovim
uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita
stupnja zrelosti (I-1l1) (mala slova — statisti¢ki znacajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste
sorte, velika slova - statistiCki zna€ajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p

%

- e
o N

O =~ N W H O ONOO® O N » OO @

H1T
J

Bl

Bl

1

C

B 1l

< 0,05)
i
N
A ’ B
a
il —r—
e e

L

e

RI

b
‘ﬁ =
|
|
|
|

Rl

ke

B

RN

Slika 40 ProsjeCne koncentracije i relativni udjeli (n=2) obtusifoliola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-11l) (mala slova — statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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4. Rezultati
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Slika 41 Prosje¢ne koncentracije i relativni udjeli (n=2) B-amirina u djevi€anskim maslinovim
uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u tri razli¢ita
stupnja zrelosti (I-1ll) (mala slova — statisticki znacajne razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste
sorte, velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p

< 0,05)
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Slika 42 ProsjecCne koncentracije i relativni udjeli (n=2) butirospermola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-111) (mala slova — statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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4. Rezultati
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Slika 43 ProsjeCne koncentracije i relativni udjeli (n=2) sume gramisterol + cikloeukalenol
u djeviéanskim maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i
Rosinjola (R) ubranih u tri razliCita stupnja zrelosti (I-lll) (mala slova — statisti¢ki znacajne
razlike izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki zna€ajne razlike izmedu
sorti istog stupnja zrelosti, LSD test, p < 0,05)
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Slika 44 Prosje¢ne koncentracije i relativni udjeli (n=2) cikloartenola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razlicita stupnja zrelosti (I-11l) (mala slova — statisticki zna¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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4. Rezultati
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Slika 45 Prosjecne koncentracije i relativni udjeli (n=2) 24-metilencikloartenola u
djevi¢anskim maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola
(R) ubranih u tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-ll) (mala slova — statistic¢ki zna¢ajne razlike
izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte, velika slova - statisti¢ki znacajne razlike izmedu sorti
istog stupnja zrelosti, LSD test, p < 0,05)

28
a a
a 1
- a b
21 1 1
Q b
S i &
> 14 —
£
7.
C C A B B A
0 -
20
a
a a
b b
15 +—
b C
o Cc
S 10
C
5 | .|
B B B A A A
0 : : : : . : :
Bl Bll Bl Gl cl Cul R RII R

Slika 46 ProsjeCne koncentracije i relativni udjeli (n=2) citrostadienol u djevicanskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-111) (mala slova — statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statistiCki znacajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)
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4. Rezultati
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Slika 47 Prosjecne koncentracije i relativni udjeli (n=2) ukupnih 4-monometil-sterola u
djevi¢anskim maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola
(R) ubranih u tri razliita stupnja zrelosti (I-1ll) (mala slova — statisticki zna¢ajne razlike
izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte, velika slova - statisti¢ki znacajne razlike izmedu sorti
istog stupnja zrelosti, LSD test, p < 0,05)
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Slika 48 ProsjeCne koncentracije i relativni udjeli (n=2) ukupnih 4,4-dimetil-sterola u
djevi¢anskim maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola
(R) ubranih u tri razli¢ita stupnja zrelosti (I-1ll) (mala slova — statisticki zna¢ajne razlike
izmedu stupnjeva zrelosti iste sorte, velika slova - statistiCki znaCajne razlike izmedu sorti
istog stupnja zrelosti, LSD test, p < 0,05)
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Slika 49 Prosjecne koncentracije (n=2) ukupnih triterpenskih alkohola u djevi¢anskim
maslinovim uljima proizvedenim od maslina sorti Buza (B), Crna (C) i Rosinjola (R) ubranih u
tri razlicita stupnja zrelosti (I-11l) (mala slova — statisticki zna€ajne razlike izmedu stupnjeva
zrelosti iste sorte, velika slova - statisticki znaCajne razlike izmedu sorti istog stupnja zrelosti,
LSD test, p < 0,05)

90



4. Rezultati
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Slika 50 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nenadzirano, PCA) svjezih maslinovih ulja
dobivenih od maslina ubranih u tri razli€ita stupnja zrelosti u dvodimenzionalnom prostoru
definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija faktorskih optereéenja
odabranih varijabli (koncentracija triterpenskih alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih
udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1 i PC 2
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4. Rezultati
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Slika 51 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nadzirano, LDA) svjezih maslinovih ulja dobivenih
od maslina ubranih u tri razli€ita stupnja zrelosti u dvodimenzionalnom prostoru definiranom
s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root 2); (b) Projekcija standardiziranih
koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija triterpenskih alkohola u mg/kg, odnosno
njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1 i Root 2
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Slika 52 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nenadzirano, PCA) svjezih maslinovih
ulja sorti Buza, Crna i Rosinjola u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim
sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija faktorskih optereé¢enja odabranih varijabli
(koncentracija triterpenskih alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s

»7%") uzduz smjerova PC 1i PC 2
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4. Rezultati
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Slika 53 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nadzirano, LDA) svjezih maslinovih ulja
sorti Buza, Crna i Rosinjola u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije
diskriminantne funkcije (Root 1 i Root 2); (b) Projekcija standardiziranih koeficijenata

odabranih varijabli (koncentracija triterpenskih alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih

udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1 i Root 2
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4. Rezultati

4.4. UTJECAJ SKLADISTENJA NA STEROLE | TRITERPENSKE DIOLE

Tablica 5 Utjecaj skladistenja maslinovog ulja pri razli¢itim temperaturama na prosjecne koncentracije (n=2) sterola i triterpenskih diola

— < ° S _ °
5 53 993 é 5 993 & = [ 5 % 8 s % — & B = 3
g 52 § § & § ¢ ¢ g § &z . % 8 &z 3 _ 5 EO
8 £ g £ 5 £ o & o 2 2 s ¥ § 5 g g § S3 2u
2 s 3] 7 =t P = = ~ e 8 ¥
Tretman e 88 g g B a9 9% ~ b G 4 4% 9B S| o 3 = S o
mg/100 g
Buza |
Mlado ulje 0,36° 0,182 327" 0,05 0,75 0,13 0,00 1,17 98,76 ° 0,62° 10,46 0,80 0,14°¢ 1,08 0,92 0,48 111,80 117,76°
sobnaT/1g 0,452 0,16° 3,24® 0,06 0,71 0,11 0,00 1,30 9459°¢ 0,83° 9,76 0,73 0,30° 0,98 0,89 0,44 107,20°¢ 113,22°¢
Thlad./1g 0,46°% 0,19% 3,392 0,07 0,76 0,12 0,00 1,24 101,502 1,702 9,80 0,78 0,33° 1,03 0,92 0,48 115,022 121,372
Tzamrzav./1¢ 0,29° 0,182 325° 0,07 0,73 0,10 0,00 1,20 95,98° 0,68° 10,09 0,66 0,472 0,95 0,88 0,41 108,62°¢ 114,67°
Buza ll
Mlado ulje 0,36 0,37 4,132 0,05 1,372 0,14 0,00 1,63 117,662 0,76 16,392 1,022 0,10® 1,00° 1,262 0,46 137,452 144,982
sobnaT/1g 0,46 0,37% 4,03 0,10 1,322 0,15 0,00 1,51 113,63 1,76 14,83> 0,84° 0,302 1,06° 1,232 0,58 132,57 140,35°
Thlad./1g 0,41 0,40¢ 4,132 0,09 1,322 0,16 0,00 1,40 117,142 1,57 15,75 1,002 0,262 1,01° 1,292 0,56 136,862 144,64°
T zamrzav./1¢ 0,43 0,22° 3,70¢ 0,07 0,82° 0,14 0,00 1,32 110,59¢ 0,87 11,54° 0,85° 0,09° 1,172 1,02° 0,46 125,17°¢ 131,81°
Buza lll
Mlado ulje 0,34 0,31° 3622 0,04> 2442 0,142 0,000 1,19 103,592 0,85 15,662 1,102 0,09°¢ 1,12 2,302 0,742 122,392 130,502
sobna T/1g 0,40 0,27° 3,36°¢ 0,06 230°¢ 0,10° 0,012 1,14 96,19°¢ 1,35 13,86° 1,02° 0,502 1,06 2,15 0,66° 113,56¢ 121,60°¢
Thlad./1g 0,40 0,32# 3,51 0,082 236° 0,132 0,00° 1,61 99,80° 0,93 15,07° 0,92°¢ 0,38° 1,04 2,233 0,732 118,34 126,55°
T zamrzav. / 1¢ 0,30 0,30° 3,46° 0,05° 2,32t 0,142 0,000 1,37 99,60° 0,71 15,262 0,88° 0,39° 1,06 2,16° 0,742 117,82 125,83°
Crnal
Mlado ulje 0,39°¢ 0,36° 5,032 0,09 1,32 0,18 0,00 2,23 173,872° 1,42 21,34> 1,712 0,28° 1,172 1,04 0,842 200,572 209,41°
sobnaT/1g 0,512 0,532 5,102 0,12 1,592 0,19 0,00 2,22 176,642 1,79 22,508 1,672 0,32° 1,07° 0,80 0,812 204,822 214,242
Thlad./1g 0,45° 0,38 482" 0,12 1,27°¢ 0,16 0,00 2,14 163,61¢ 1,23 20,18 1,44° 0,40° 1,06° 0,96 0,72¢ 188,61°¢ 197,27°¢
Tzamrzav./1¢ 0,33¢ 0,39° 4992 0,13 1,32° 0,16 0,00 2,04 170,37° 1,28 20,99°¢ 147° 0,552 1,08° 0,99 0,73 196,15 205,09°

Crna ll
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4. Rezultati

— < ° S _ °
5 £ ,093 é 5 ;23 & = [ 5 % 8 5 % — & B = 3
g 52 § § & § % ¢ g § &z . % &8 &z 3 _ 5 EO
g £y £ £ g BgE B 8 % §g¢g E 5§ 8 3 8% 58
2 & = (5] o L g 5 2 &2 N E el ¥
Tretman e J2° S g Al 9% ~ A i 4 4% 9% < & 3 =i S
mg/100 g
Mlado ulje 0,33¢ 0,502 5,372 0,06°c 1,70@ 0,17 0,00 2,33 188,13 1,29° 24,62° 1,842 0,29 1,07% 1,02 0,79 218,222 227,702
sobnaT/1g 0,40 0,42° 5352 0,142 141°¢ 0,16 0,00 2,22 183,37 1,10° 22,63° 1,802 0,35 1,242 1,042 0,84 211,12 220,58°
Thlad./1g 0462 0,542 513° 0,132 1,64° 0,12 0,00 3,23 178,53¢ 1,27° 23,33 1,49° 0,33 1,00¢ 0,92¢ 0,78 207,85 217,21°b¢
T zamrzav./1¢ 0,35 0,542 517° 0,11° 1,63° 0,16 0,00 2,19 177,49¢ 1,758 22,73° 1,48° 0,25 1,02¢ 1,092 0,72 205,64°¢ 214,87°¢
Crna lll
Mlado ulje 0,37 0,54¢ 5,13° 0,04° 166° 0,17 0,00 2,09 171,922 0,87 22,122 1,632 0,26° 0,95% 1,21 0,802 198,632 207,75°
sobnaT/1g 0,35 0,652 5,292 0,102 1,712 0,16 0,00 2,02 173,732 0,94 22,07 1,52° 0,562 0,992 1,26 0,72° 200,272 210,092
Thlad./1g 0,54 0,58 491°¢ 0,112 161° 0,17 0,00 3,59 164,71°> 1,04 20,99° 1,28°¢ 0,34 0,91° 1,16 0,66° 191,61° 200,78°
T zamrzav. / 1¢ 0,32 0,59 494°¢ 0,082 1,62° 0,13 0,00 1,88 163,31 1,49 20,19¢ 1,139 0,36° 0,87°¢ 1,24 0,67° 188,01° 196,92°
Rosinjola |
Mlado ulje 0,39 0,14> 5242 0,142 1,022 0,12 0,00 1,47 124,62% 0,96 12,04 1,24 0,20 0,68° 1,21 0,622 140,332 148,25°
sobna T/1g 0,41 0,192 5202 0,10° 1,042 0,13 0,00 1,48 124,65% 0,86 12,21 1,17 0,35 0,72 1,33 0,622 140,372 148,50°
Thlad./1g 0,35 0,172 4,96° 0,10° 0,98° 0,12 0,02 1,43 119,82 1,20 11,27 1,04 0,43 0,67° 1,28 0,563 134,78 142,57°
T zamrzav./ 1¢ 0,45 0,172 4,93° 0,09° 0,96° 0,09 0,01 2,07 115,71¢ 1,02 10,96 1,02 0,37 0,65°¢ 1,20 0,54° 130,78° 138,49°
Rosinjola Il
Mlado ulje 0,37 0,32 6,74 0,29 6,152 0,40 0,51 1,88 138,682 1,08 18,252 1,55 296° 2102 1,73° 0,66 161,942 181,272
sobna T/1g 0,44 0,39 6,48 0,41 6,182 0,41 0,53 1,73 139,882 0,92 18,612 1,43 2,98 2112 1,78 0,66 163,092 182,482
Thlad./1g 0,32 0,39 6,45 0,45 6,152 0,38 0,56 1,85 137,962 0,91 18,432 1,37 3112 2132 1,992 0,65 161,072 180,452
T zamrzav./ 1¢ 0,35 0,36 6,32 0,43 5,82° 0,38 0,52 1,74 134,16 1,06 17,39° 1,31 2,91° 1,98° 1,82 0,58 156,19 174,74°
Rosinjola Ill
Mlado ulje 0,32 0,37 4,70 0,08° 4,32° 0,16° 0,00c 1,62 115,39* 0,67° 21,24 1,282 0,20¢ 0,82° 1,92° 0,63 140,212 151,18°
sobnaT/1g 0,492 0,39 5242 0,282 4942 0,282 0,312 1,92 118,16% 1,552 16,929 1,26° 1,752 1,502 160°¢ 0,60 140,112 154,992
Thlad./1g 0,31t 0,45 4,57° 0,07° 4,24°¢ 0,15° 0,000 1,35 113,99* 0,69° 20,82° 1,01¢ 0,60° 080" 2062 0,63 137,862 149,04°
T zamrzav./1¢ 0,34b 0,41 4,389 0,056° 4,059 0,15° 0,04° 1,38 108,21¢ 0,56° 20,21¢ 1,282 0,47° 0,79°¢ 1,95° 0,60 131,68° 142,33°

StatistiCki zna€ajne razlike izmedu razlicitih razina faktora skladidtenje utvrdene su zasebno za svaki tretman sorta x stupanj zrelosti i obiljeZzene su
razli¢itim slovima (LSD test, p < 0,05). Ukupni B-sitosterol: A523-stigmastadienol, klerosterol, B-sitosterol, sitostanol, AS-avenasterol i A524-
stigmastadienol.
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4. Rezultati

Tablica 6 Utjecaj skladistenja maslinovog ulja pri razli¢itim temperaturama na prosjecne relativne udjele (n=2) sterola i triterpenskih diola

=Y

_ S S S _ S

. 5 S 5 5 ko _ o Ko} 5 o
5 §3 b5 § ko g 8 S S 5 2 kS 8 2 _ -
Tretman s E 0 3 3 3 3 8 2 5 5 o 3 8 5] 2 = B
g £g £ B £ E<E & £ 4 &t E &5 8 3 &3
e J 8 g £ B 98 9% ~ b D 4 9B 9B Py o 3 5%

%
Buza |

Miado ulje 0,30 0,15 2,77 ¢ 0,04 0,64 0,11 0,00 0,99 83,862 0,53° 8,89 0,68 0,12¢ 0,92 0,77 0,40 94,94

sobnaT/1g 0402 0,14 2,86 2 0,05 0,62 0,10 0,00 1,152 83,54> 0,73° 8,62 0,64 0,26° 0,87 0,78 0,39 94,69
Thlad./1g 0382 0,15 2,79 bt 0,06 0,63 0,10 0,00 1,02 83,63 1,402 8,08 0,64 0,27° 0,85 0,75 0,39 94,77
T zamrzav./1¢ 0,25° 0,16 2,83 & 0,06 0,64 0,09 0,00 1,052 83,71® 0,59 8,80 0,58 0,412 0,83 0,76 0,36 94,72

Buza ll

Miado ulie 0,25 0252 2,85 0,03 0,942 0,10 0,00 1,12 81,16®> 0,52 11,30 0,70® 0,07° 0,69 0,86 0,31 94,81°
sobna T/1g 0,32 0262 2,87 0,07 0942 0,11 0,00 1,07 80,96® 1,25 10,572 0,60° 0,212 0,76°¢ 0,86 0,40  94,45¢
Thlad./1g 0,29 0272 2,85 0,06 0,92 0,11 0,00 0,97 80,99 1,08 10,89 0,692 0,82 0,70° 0,88 0,38 94,62°

T zamrzav./ 1¢ 0,33 0,17° 2,81 0,05 0,63°¢ 0,10 0,00 1,00 83,90 0,66 8,76 06423 0,07° 0892 0,77 0,34 94,97°

Buza lll

Miado ulie 0,26 0,24 2,77 0,03° 1,87 0,11 0,00 0,91 79,38 0,65 12,00®0 0,842 0,07°¢ 0,86 1,72 0,56 93,78
sobna T/1g 0,33 0,22 2,76 0,04° 1,89 0,08 0,012 094 79,10 1,11 11,40> 0,842 0412 0,87 1,73 0,53  93,39°
Thlad./1g 0,31 0,25 2,77 0,062 1,87 0,10 0,00 1,27 7886 0,74 11,912 0,73°® 0,30° 0,82 1,72 0,56 93,512

T zamrzav./ 1¢ 0,24 0,24 2,75 0,04° 1,85 0,11 0,00 1,09 7915 056 12,122 0,70° 0,31° 0,84 1,68 0,58 93,63

Crnal

Mlado ulie  0,19° 0,17°¢ 2,40 0,04 0,63° 0,09 0,00 1,06 83,03 068 10,19 0822 0,3¢ 0562 0,49 0,40 95,78
sobnaT/1g 0,242 0,252 2,38 0,06 0,742 0,09 0,00 1,03 8245 0,84 10,50 0,78°® 0,45¢ 0,50¢ 0,37 0,38  95,60°
Thlad./1g 0,232 0,19° 244 0,06 0,64° 0,08 0,00 1,09 8294* 063 10,23 0,73¢ 0,21°® 0,542 0,48 0,36  95,61°
T zamrzav./1¢ 0,16°¢ 0,19° 2,43 0,06 0,64° 0,08 0,00 099 83,072 062 1023 0,71°¢ 0,27@ 0,53° 048 0,35  95,64°

Crna ll

Mlado ulie  0,14¢ 0,22° 236 ° 0,02¢ 0,742 0,08 0,00 1,02  82,62® 0,57° 10,812 0,812 0,13 0,47 0,44 0,34 95,83°
sobnaT/1g 0,18° 0,19¢ 242 2 0,062 0,64° 0,07 0,00 1,00 83,13 0,50° 10,26° 0,812 0,16 0,562 047° 0,38 9571°
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4. Rezultati

B_

_ s ° S °
. 5 S 5 5 o _ 5 0 5 5
5 55 o IS 3 5 kS [ © 5 2 kS G @ _ -
5 = 5 7 @ @ 3 » o e c c b7 B c fe) _ 9
Tretman 3 23 2 S g g . g 2 3 2 e . g g 2 3 5 5 %
2 3¢ £ = 5 - £ %5 5 B g 35 .5 F £ s 28
~ Q% g ~ » dx A0 ~ [ @ g A 4 » < o) 3 S ‘@
%
T hlad. / 1g 0,212 0,252 236 P 0,062 0,762 0,06 0,00 1,49 82,19* 0,58° 10,742® 0,69° 0,15 0,46°¢ 042°¢ 0,35 95,69°
T zamrzav./ 1¢ 0,16 be 0,252 241 @ 0,06 0,762 0,08 0,00 1,02 82,60° 0,812 10,58 0,69° 0,12 0,47°> 0,502 0,33 95,70P

Crna lll

Mlado ulie 0,18 0,26 2,47 0,02°> 0,80 0,08 0,00 1,00 8276 042 1065 0,782 0,13°¢° 0,46 0,58 0,382 95,612
sobna T/1g 0,17 0,31 2,52 0,062 0,81 0,08 0,00 096 8269 045 10,50 0,72° 0,27 047 0,59 0,34° 95,33¢
Thlad./1g 0,27 0,29 2,44 0,052 0,80 0,08 0,00 1,78 82,04 052 1046 064°¢ 0,7° 0,45 0,57 0,33P 95,44bc

T zamrzav./1¢ 0,16 0,30 2,51 0,042 0,82 0,07 0,00 096 8294 0,76 1025 057¢ 0,18° 044 0,62 0,34° 9547

Rosinjola |

Miado ulie 0,26 0,09° 3,53 0,102 0,69 0,08 0,00 0,99 84,06° 0,65 8,12 0,84 0,13 0,46 0,81 0,41 94,66
sobna T/1g 0,27 0,132 3,50 0,07° 0,70 0,09 0,00 1,00 83,94 0,58 8,22 0,79 0,23 0,49 0,88 0,41 94,52
Thlad./1g 0,24 0,122 3,48 0,07° 0,69 0,09 0,02 1,00 84,04 0,84 7,91 0,73 0,30 0,47 0,88 0,39 94,54

T zamrzav./ 1¢ 0,33 0,122 3,56 0,07° 0,69 0,07 0,00 1,49  83,55° 0,74 7,91 0,74 0,27 0,47 0,86 0,38 94,44

Rosinjola Il

Mlado ulie 0,21 0,18 3,72 0,16 3,392 0,22 0,28 1,03 76,50 0,60 10,07%®* 0,86 1,63¢ 1,16 094°¢ 0,36 89,342
sobna T/1g 0,24 0,21 3,65 0,23 3,392 0,22 0,29 095 76,65 050 10,20® 0,78 1,63¢ 1,15 096° 0,36 89,372
Thlad./1g 0,18 0,21 3,58 0,25 3412 0,21 0,31 1,02 76,45 050 10,212 0,76 1,722 1,18 1,092 0,36  89,26°

T zamrzav./1¢ 0,20 0,21 3,61 0,24 3,335 0,22 0,30 1,00 76,78 0,60 9,95 0,75 1,66° 1,13 1,03° 0,33 89,382

Rosinjola Il

Mladoulie 0,21® 0,25° 311 ° 0,05° 286" 0,0°® 0,00¢ 1,07 76,332 0,44° 14,05> 0,85° 0,149 0,54 1,25 0,41 92,742
sobnaT/1g 0,312 0,25° 338 @2 0,182 3192 0,182 0,202 1,24 76,24® 1,002 10,92¢ 0,81°¢ 1,132 0,972 1,02¢ 0,38 90,40°
Thlad./1g 0,21° 0,302 3,06 ¢ 0,06 285° 0,10° 0,00¢ 0,90 76,48 047" 1397° 068°¢ 040° 054° 1,362 042 92,50°
T zamrzav./1¢ 0,24° 0,292 3,08 ¢ 0,03° 285° 0,11° 0,03 097 76,03 0,39° 14,20® 0,902 0,33¢ 055" 1,352 0,41 92,52°

Statisticki znacajne razlike izmedu razlicitih razina faktora skladiStenje utvrdene su zasebno za svaki tretman sorta x stupanj zrelosti i obiljezene su
razli¢itim slovima (LSD test, p < 0,05). Ukupni B-sitosterol: A523-stigmastadienol, klerosterol, B-sitosterol, sitostanol, AS-avenasterol i A524-
stigmastadienol.
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4. Rezultati

4.5. POSTOJANOST STEROLA | TRITERPENSKIH DIOLA KAO

POKAZATELJA SORTE | STUPNJA ZRELOSTI
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Slika 54 (a) Razdvajanje na osnovi trajanja i temperature skladiStenja (nenadzirano, PCA)
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija
faktorskih optereéenja odabranih varijabli (koncentracija sterola i triterpenskih diola u mg/kg,
odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1 i PC 2
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4. Rezultati
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Slika 55 (a) Razdvajanje na osnovi trajanja i temperature skladiStenja (nadzirano, LDA)
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root
2); (b) Projekcija standardiziranih koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija triterpenskih
sterola i triterpenskih diola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%")

uzduZ smjerova Root 1i Root 2
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4. Rezultati
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Slika 56 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nenadzirano, PCA) svjezih i skladiStenih
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija
faktorskih optereéenja odabranih varijabli (koncentracija sterola i triterpenskih diola u mg/kg,
odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1i PC 2
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4. Rezultati
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Slika 57 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nadzirano, LDA) svjezih i skladiStenih maslinovih
ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u dvodimenzionalnom
prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root 2); (b) Projekcija
standardiziranih koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija sterola i triterpenskih diola u
mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1 i Root 2
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4. Rezultati
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Slika 58 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (henadzirano, PCA) svjezih i skladistenih
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija
faktorskih optereéenja odabranih varijabli (koncentracija sterola i triterpenskih diola u mg/kg,
odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%" te omjera) uzduz smjerova PC 1i PC 2
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4. Rezultati

5
* | a)
oo
4 o I
3 L
2 2 4
L g
21 4 } L 2 ()
. L g ° o
11 L 2 ’0 . o o o8y ..0
24 m] e °® s ®
0r X3 0, e 4 °
@
@ DDB Etll:\:l
21 u| oo
0
3t (]
4 g O
-5 . . . . .
-6 -4 -2 0 2 4 6
Root 1
12
b)
10 ¢ ° |
24-mkl-rol %
8 L
6 L
4t stig-.rol %
21 uvaol %
° [ ]
O+ D7-stig-nol
eritro
[ ]
21 .
D7-avena
4}
-6t
-8t
24-mkl-rol/B-sit-rol
-10 ¢ o
-12 . L ! ! I | |
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20
Root 1

Slika 59 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nadzirano, LDA) svjezih i skladiStenih

maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u

dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root
2); (b) Projekcija standardiziranih koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija sterola i
triterpenskih diola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%" te omjera)

uzduZ smjerova Root 1i Root 2
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4. Rezultati

4.6. UTJECAJ SKLADISTENJA NA ALIFATSKE ALKOHOLE

Tablica 7 Utjecaj skladistenja maslinovog ulja pri razli¢itim temperaturama na koncentracije i relativne udjele alifatskih alkohola

S 2 S 2 S = S 2 S 2 °
E 5 5 2 8 2 S  _5 E 5 5 2 5 2 S
S c ] Q 3 Q ] Z & . c ] Q ] Q 19
Tretman @ 3 3 3 S 3 8 o < @ ® 3 8 S 8 3
3 8 5 5 5 5 g =23 3 8 5 5 5 g 3
© = 2 o < < o D < © = 2 a < < o
mg/100 g %
Buza |
Mlado ulje 1,24 0,20 2,35 0,26 3,53 0,19 1,50 9,27 13,49 2,12 25,36 2,80 38,09 2,01 16,13
sobna T/1g 1,12 0,16 2,16 0,18 3,18 0,15 1,41 8,36 13,39 1,97 25,78 2,19 38,06 1,75 16,88
T hlad. / 1g 1,21 0,16 2,30 0,26 3,38 0,17 1,42 8,90 13,55 1,83 25,83 2,91 38,02 1,86 16,01
T zamrzav./1¢ 1,21 0,18 2,34 0,25 3,49 0,21 1,45 9,14 13,23 1,96 25,67 2,75 38,17 2,32 15,91
Buza Il
Mlado ulje 1,66 0,19 2,13 0,21 2,83 0,15 1,26 8,43 19,74 2,23 25,22 2,47 33,56 1,82 14,96
sobna T/1g 1,55 0,19 2,01 0,21 2,68 0,13 1,17 7,93 19,53 2,33 25,33 2,60 33,84 1,64 14,72
T hlad. / 1g 1,63 0,19 2,12 0,22 2,86 0,15 1,26 8,43 19,31 2,24 25,22 2,56 33,92 1,83 14,92
T zamrzav./1¢ 1,70 0,18 2,19 0,23 2,88 0,14 1,21 8,53 19,95 217 25,68 2,65 33,75 1,67 14,13
Buza lll
Mlado ulje 2,17 0,20 2,92 0,24 ®® 3,68 *° 0,20 1,45 % 10,86 2 | 20,03 1,87 26,87 ° 219 # 33,84 1,88 13,33
sobna T/1g 2,11 0,27 3,00 0,19 ° 3,44 ® 0,19 1,31 10,52 2| 20,10 2,60 28,50 ® 1,83 32,71 1,80 12,46
T hlad. / 1g 2,18 0,20 2,93 0,27 @ 3,71 @ 0,19 1,564 @ 11,01 2 19,84 1,77 26,64 ° 241 2 33,65 1,69 14,01
T zamrzav./1¢ 1,95 0,18 2,51 0,21 *© 3,07 ° 0,15 1,19 ¢ 9,26 > | 21,08 1,92 27,12 ° 222 2 33,19 1,67 12,80
Crna |
Mlado ulje 0,96 0,17 2,11 0,37 4,72 @ 0,25 1,97 @ 10,54 a 9,09 ° 1,57 20,04 ° 3,54 44,74 2,39 18,63 *
sobna T/1g 1,08 0,14 1,83 0,33 411 ® 0,18 1,64 °© 9,31 ® 11,63 ° 1,47 19,66 ° 3,54 4414 1,92 17,65 °
T hlad. / 1g 0,88 0,14 1,97 0,34 4,01 °© 0,21 1,70 ° 9,24 ° 9,47 ° 1,50 21,32 3,67 43,39 2,26 18,40 ®
T zamrzav./1¢ 0,85 0,13 1,96 0,36 441 ® 0,25 1,86 ® 983 a| 869 ° 1,32 19,90 ** 3,70 44,82 2,54 18,93 @

Crna ll
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4. Rezultati

g 5 £ % = % g _& 2 S £ § g § c_%
S c 1] Q 3 Q ] Z & ] c ] Q 3 Q )
Tretman @ s 3 3 S 8 8 o < @ o 8 8 S 8 8
o Q g c X a o) 2% 5] Q g c % a e
g = 3 2 2 2 g =2 g = 3 g g 2 g
mg/100 g %
Milado ulje 1,03 0,15 1,85 ° 0,32 4,30 ° 022 ® 1,60 ° 948 b | 10,92 @ 1,59 19,57 3,42 45,33 2,30 16,89
sobnaT/1g 0,96 0,17 2,16 @ 0,38 4,63 ® 0,26 @ 1,92 2 1047 @ 9,19 ° 1,57 20,58 3,61 44,15 2,43 18,29
Thilad./ 1g 1,03 0,13 1,83 ° 0,32 4,16 ° 0,18 ° 1,60 ° 920 b| 11,10 @ 1,38 19,78 3,44 45,02 1,93 17,36
Tzamrzav./1¢ 1,03 0,15 1,83 ° 0,32 4,15 ° 0,19 ° 1,55 ° 923 b| 11,15 ° 1,60 19,87 3,50 44,97 2,08 16,83
Crna lll
Milado ulje 1,45 0,18 2,20 ° 0,28 3,76 0,18 1,47 9,52 2| 15,21 1,87 23,11 2,94 39,51 1,89 15,46
sobna T/ 1g 1,49 0,19 232 @ 0,30 3,71 0,17 1,49 9,66 2| 15,39 1,99 24,01 3,05 38,36 1,79 15,41
Thilad./ 1g 1,50 0,18 2,16 0,28 3,75 0,20 1,52 9,60 2| 15,63 1,86 22,51 2,95 39,08 2,11 15,87
T zamrzav./1¢ 1,50 0,17 210 ° 0,27 3,60 0,17 1,40 9,21 b| 16,30 1,87 22,81 2,95 39,05 1,81 15,21
Rosinjola |
Mlado ulje 0,50 @ 0,11 1,75 0,36 5,79 0,35 @ 269 ® 1154 a 4,36 093 2 15132 3,08 50,20 ® 3,01 23,28 ©
sobnaT/1g 0,51 @ 0,11 1,74 0,37 577 0,36 @ 276 @ 11,62 2 4,39 095 2 1493° 3,19 49,69 ° 3,09 23,76 @
Thlad./1g 046 ° 0,07 1,64 0,32 5,50 0,32 ° 259 " 10,90 > | 4,21 068 ° 1504° 2093 50,50 @ 2,89 23,75 @
T zamrzav./1¢ 0,47 ° 0,09 1,64 0,33 5,40 0,31 ° 248 °© 10,73 ° 4,39 0,87 # 15,31 ¢ 3,04 50,33 *° 2,90 23,16 °
Rosinjola 11
Mlado ulje 2,28 ® 0,27 4,01 ® 0,36 525 @ 0,28 2,27 14,73 2 | 15,63 1,85 27,28 2,42 35,54 1,92 15,37
sobnaT/1g 2,16 ® 0,25 3,63 P 0,32 4,78 ° 0,26 2,11 13,52 ° | 15,98 1,85 26,87 2,39 35,34 1,94 15,63
Thilad./1g 2,30 @ 0,26 3,87 @ 0,38 504 ® 027 217 14,28 26| 16,11 1,84 27,07 2,64 35,30 1,89 15,15
Tzamrzav./1¢ 2,04 ° 0,22 3,31 ¢ 0,30 421 ° 0,23 1,79 12,10 < | 16,86 1,84 27,32 2,49 34,77 1,90 14,84
Rosinjola 111
Mlado ulje 193 ° 0,23 3,71 @ 0,28 ° 3,70 P 0,22 ° 1,46 ° 1153 °| 16,73 2,02 # 3215 ¢ 2,42 32,06 ° 194 2 1269 °
sobnaT/1g 2,03 @ 0,22 3,66 @ 0,31 @ 4,43 ® 0,25 @ 1,90 12,80 2| 15,86 169 > 28,58° 2,42 34,61 ° 1,99 # 14,85 ¢
Thilad./ 1g 1,95 P 0,23 3,78 @ 0,28 ° 3,76 P 020 *° 149 ® 11,70 °| 16,66 1,96 # 32,33 ¢ 2,43 32,14 ° 1,72 > 12,76 °
Tzamrzav./1¢ 1,86 ° 0,21 347 P 0,26 ° 3,39 °© 0,19 ° 1,35 ¢ 10,74 ¢ | 17,35 2,00 * 32,35° 2,41 31,59 ° 1,76 © 1254 °

StatistiCki zna€ajne razlike izmedu razlicitih razina faktora skladidtenje utvrdene su zasebno za svaki tretman sorta x stupanj zrelosti i obiljeZzene su

razli¢itim slovima (LSD test, p < 0,05).
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4. Rezultati

4.7. POSTOJANOST ALIFATSKIH ALKOHOLA KAO POKAZATELJA

SORTE | STUPNJA ZRELOSTI
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Slika 60 (a) Razdvajanje na osnovi trajanja i temperature skladiStenja (nadzirano, LDA)
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root
2); (b) Projekcija standardiziranih koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija alifatskih
alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1

i Root 2
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4. Rezultati
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Slika 61 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nenadzirano, PCA) svjezih i skladiStenih
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija
faktorskih optereéenja odabranih varijabli (koncentracija alifatskih alkohola u mg/kg, odnosno
njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1iPC 2
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Slika 62 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nadzirano, LDA svjezih i skladiStenih maslinovih
ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u dvodimenzionalnom
prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root 2); (b) Projekcija
standardiziranih koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija alifatskih alkohola u mg/kg,
odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1 i Root 2
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4. Rezultati
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Slika 63 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nenadzirano, PCA svjezih i skladistenih
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija
faktorskih optereéenja odabranih varijabli (koncentracija alifatskih alkohola u mg/kg, odnosno
njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1iPC 2
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4. Rezultati
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Slika 64 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nadzirano, LDA) svjeZih i skladiStenih
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root
2); (b) Projekcija standardiziranih koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija alifatskih
alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela ozna¢enih s ,%") uzduz smjerova Root 1

i Root 2
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4. Rezultati

4.8. UTJECAJ SKLADISTENJA NA TRITERPENSKE ALKOHOLE

Tablica 8 Utjecaj skladistenja maslinovog ulja pri razli¢itim temperaturama na prosjecne koncentracije (n=2) triterpenskih alkohola

+
4-

© e e = ! X —
S 2 & ER L T Xz g 585 555 543
mg/100 g
Buza |
Mlado ulje 1,47 6,06 3,14 5,86 @ 2,34 27,66 40,37 16,60 25,01 78,51 @ 103,52
sobna T/ 1g 1,61 6,33 2,29 513 P 2,56 24,83 35,56 14,84 23,73 69,43 b 93,16
Thlad. / 1g 1,40 6,30 3,25 6,08 @ 2,37 28,74 41,88 17,40 26,08 81,36 @ 107,44
T zamrzav. / 1g 1,38 7,37 3,19 5,67 ® 2,22 26,61 38,76 15,80 25,39 75,61 @ 101,00
Buza Il
Mlado ulje 1,60 ° 7,02 © 3,68 ¢ 6,68 ° 2,71 ° 31,75 60,06 15,91 ° 2563 ° 103,76 129,38°
sobna T/ 1g 1,71 2 8,63 ° 422 @ 745 a 3,05 @ 34,93 66,27 17,88 2 29,56 2 114,58 144,142
Thlad. / 1g 1,67 ° 8,75 ° 415 ° 717 @ 2,90 @ 34,38 64,80 17,25 2@ 28,90 2 112,17 141,072
T zamrzav. / 1g 1,71 2 10,13 2@ 4,43 @ 7,08 & 280 b 33,99 63,89 16,87 2® 29,802 111,10 140,902
Buza lll
Mlado ulje 2,18 7,51 5,89 9,06 3,46 53,97 107,76 15,49 2 26,46 178,86 205,32
sobna T/ 1g 1,95 6,88 5,42 7,87 3,35 49,47 94,91 13,67 ¢ 23,90 159,62 183,52
Thlad. / 1g 2,18 7,64 6,01 9,34 3,53 57,19 110,00 16,19 2 27,36 184,72 212,08
T zamrzav. / 1g 1,96 7,91 5,58 8,25 2,91 50,14 95,69 12,39 ¢ 23,21 161,62 184,82
Crna |
Mlado ulje 2,07 @ 8,94 ° 3,93 ° 12,02 3,70 37,17 49,43 > 22,88 35,52 104,61° 140,13
sobna T/ 1g 1,80 ° 8,71 ° 3,58 ¢ 11,52 3,95 37,37 62,40 @ 21,41 34,07 116,662 150,73
Thlad. / 1g 1,95 2 8,62 ° 3,96 ° 12,49 3,64 38,43 50,82 © 23,40 35,65 107,66° 143,31
T zamrzav. / 1g 2,03 @ 10,59 @ 4,26 @ 12,26 3,60 37,70 49,72 > 2254 36,73 105,96° 142,69
Crna ll
Mlado ulje 1,96 8,42 3,52 11,51 3,90 37,15 62,39 @ 21,54 33,86 116,522 150,38 2
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4. Rezultati

+|

4-

° e o) = ! X —
.z _ . 33 T 53 & _b-o32-5723
Tretman :E % :E .é % é (_E E (_E % E (Z) % § % % E I;é é
Z 2 2 2 E% 2 3% 5 535 555 583
mg/100 g
sobna T/ 1g 2,05 8,74 3,90 11,60 3,84 36,80 48,95 ° 2224 34,82 103,30¢ 138,12°
Thilad./1g 2,02 9,40 3,91 12,13 4,08 40,22 66,79 @ 22,76 36,24 125,06@ 161,30°
T zamrzav. / 1g 1,92 9,11 3,70 10,89 3,86 36,74 61,59 @ 21,29 34,25 114,85 149,102
Crna lll
Mlado ulje 1,80 8,33 ¢ 3,45 10,77 3,82 39,85 82,63 16,89 29,04 138,50 167,55
sobna T/ 1g 1,87 9,30 ® 3,72 10,74 4,03 41,00 84,95 17,29 30,63 142,26 172,89
Thilad./1g 1,88 9,88 ° 3,86 11,69 3,89 43,18 89,47 17,87 31,63 150,08 181,71
T zamrzav. / 1g 1,80 10,94 @ 3,81 10,31 3,60 38,72 80,22 16,18 30,72 134,87 165,59
Rosinjola |
Mlado ulje 2,02 ® 732 ¢ 512 b 11,92 ® 2,08 ® 4283° 2059° 2063° 30,04° 8247° 112,51°
sobna T/ 1g 2,01 ® 8,35 ° 5562 @ 12,82 @ 227 @ 46962 2293°@ 22,712 33342 902372 123,572
Thilad./1g 2,16 @ 9,56 @ 576 = 13,01 @ 230 @ 47772 22952 23,082 34932 9165° 126,582
T zamrzav. / 1g 1,85 ¢ 8,30 ° 488 ° 10,95 © 1,89 P 40,30 ® 19,07 ° 19,73 ° 2993° 77,05° 106,98°
Rosinjola Il
Mlado ulje 1,77 @ 966 ° 6,40 ° 943 & 549 @ 4962 ° 71,82° 2526° 40,42° 139,05° 179,46°
sobna T/ 1g 1,80 @ 11,40 ° 6,95 @ 9,96 @ 584 @ 583,072 76,362 27,562 448072 148,152 192,952
Thilad./1g 1,73 © 10,14 ® 6,54 ° 9,37 ® 525 ° 4884 6928° 2415° 39,54° 13576° 17530°
T zamrzav. / 1g 1,52 ¢ 8,85 ¢ 553 ¢ 8,10 ¢ 443 °© 4277 ° 60,42 ° 2042° 33,71 ° 118,35° 152,06°
Rosinjola Ill
Mlado ulje 1,69 ° 7,76 °© 6,81 ° 9,35 b 4,15 64,44 @ 75235 2513 37,04 ° 157,538 194,57°
sobna T/ 1g 1,81 @ 9,89 @ 719 @ 10,37 @ 5,43 60,70 © 80,25 @ 27,742 43,07 * 160,332 203,402
Thilad./1g 1,73 @& 948 @ 7,36 @ 9,82 b 4,38 67,58 @ 78,88 @ 26,03° 39,88° 165372 205,252
T zamrzav. / 1g 1,52 ¢ 843 ° 6,26 © 8,58 ¢ 1,94 59,03 ¢ 6842° 17,79 ° 28,16 ¢ 143,80° 171,96°

4 4-ditmetil-steroli obuhvacaj spojeve: &-amirin, B-amirin, butirospermol, cikloartenol, 24-metilen-cikloartenol
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StatistiCki zna€ajne razlike izmedu razlicitih razina faktora skladidtenje utvrdene su zasebno za svaki tretman sorta x stupanj zrelosti i obiljezene su
razli¢itim slovima (LSD test, p < 0,05). Ukupni 4-monometil-steroli obuhvacaju spojeve: obtusifoliol, gramisterol + cikloeukalenol, citrostadienol; Ukupni-



4. Rezultati

Tablica 9 Utjecaj skladistenja maslinovog ulja pri razli¢itim temperaturama na relativne udjele triterpenskih alkohola

+|

IS} ° S 1 <
S c 23 2 5 2 g _ 5 Y25
£ 2 c > B3 g g 8 zZ30 zho
Tretman £ 2 £ g £ § £8 2 5z5 325§
2 2 2 ER L T = 5 585 555
%
Buza |
Mlado ulje 1,42 5,87 3,03 5,66 227 ° 26,72 38,99 16,04 24,17 75,83
sobna T/1g 173 6,78 2,47 5,51 2,75 2 26,66 38,18 15,92 25,45 74,55
T hlad. / 1g 1,30 5,87 3,03 5,66 2,21 b 26,75 38,98 16,20 24,28 75,72
T zamrzav./1g 1% 7,30 3,16 5,61 220 © 26,35 38,37 15,64 25,14 74,86
Buza Il
Mlado ulje 1,23 542 ¢ 2,85 P 5,16 2,09 2454 @ 4642 @ 12,29 @ 19,81 ¢ 80,19 @
sobna T/1g 1,19 5,99 ¢ 2,93 ° 5,17 2,12 2423 © 4598 @ 12412 20,51 ° 79,49 °
T hlad. / 1g 1,19 6,20 ° 2,94 ° 5,08 2,06 2437 > 4594 @ 1223 @ 20,49° 7951°
T zamrzav./1g ' 7,19 @ 3,14 2 5,03 1,99 2412 ¢ 4534° 1197° 21152 7885°¢
Buza lll
Mlado ulje 1,08 3,65 P 2,87 4,41 1,69 ° 26,29 52,48 754 @ 12882 87,12°
sobna T/1g 1,08 3,75 ° 2,95 4,29 1,83 2 26,95 51,72 745 ° 13,02 @ 86,98 °
T hlad. / 1g 1,03 3,60 ° 2,83 4,41 1,66 ° 26,97 51,87 763 @ 12902 87,10°
T zamrzav./1g 1% 4,28 2 3,02 4,46 1,57 ¢ 27,13 51,77 6,70 ° 12,56 ° 87,44 @
Crna |
Mlado ulje 1.47 a 6,38 ° 2,80 ° 8,57 @ 2,64 2 2653°P 3528° 16,33 @ 2535°P 7465 ¢
sobna T/1g 1,19 ¢ 578 ¢ 2,38 ¢ 7,65 P 262 @ 2479° 41,3932 14,20 ° 22,60 ¢ 77,40 @

T hlad. / 1g 1,36 b 6,01 ¢ 2,76 ° 8,72 @ 254 © 26,822 3546° 16,33 2 2488 ¢ 7512°"
T zamrzav./1g 142 ab 742 @ 2,98 @ 8,59 @ 252 ° 2642 3485°¢ 15,80 b 2574 @ 74,26 ¢
Crna ll
Mlado ulje 1,30 b 5,60 d 2,34 ¢ 7,65 P 259 b 2470 4149->2 14,32 b 2251 ¢ 77,49 2
sobna T/1g 1,49 a 6,33 @ 2,83 @ 8,40 @ 2,78 @ 26,642 3544° 16,10 @ 2521 2@ 74,79 ¢
T hlad. / 1g 1.25 b 583 ¢ 2,42 ° 752 ° 253 P 2493P° 4140-° 14,11 b 2246 ¢ 77,54 @
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4. Rezultati

+|

g JE 4 .o T TE s
. % ¢ 3 §T 5 &5 §=-%31igz
Tretman : 2 - g E8 § B8 g 528 5=¢
2 2 2 2 B2 3 I3 5 S35 S&65
T zamrzav./1g '?° b 6,11 ° 2,48 ° 7,30 ° 259 b 2464 ° 41312 1428° 2297b 77,03°b
Crna lll
Mlado ulje 1,07 4,97 d 2,06 ° 6,43 228 2 23,79 49,32 @ 10,08 @ 17,33 ¢ 82,67 @
sobna T/1g 1,08 538 ¢ 2,15 P 6,21 2,33 2 23,71 49,14 @ 10,00 ® 17,72 ° 82,28 °
T hlad. / 1g 1,03 544 ° 2,12 ° 6,43 2,14 > 23,76 49,24 @ 9,83 b 17,41 ¢ 82,59 @
T zamrzav./1g 1% 6,61 2 2,30 2 6,23 217 ° 23,39 48,45 ° 977 ¢ 18552 8145°¢
Rosinjola |
Mlado ulje 1,79 a 6,51 ¢ 4,55 10,59 2 1,85 38,07 18,30 ° 18,34 26,70 ©° 73,30 @
sobna T/1g 1,63 ¢ 6,76 ° 4,47 10,37 & 1,84 38,00 18,552 18,38 26,98 ° 73,02 @
T hlad. / 1g 171 b 7,55 @ 4,55 10,28 1,81 37,74 18,13 ¢ 18,23 27,602 72,40°
Tzamrzav./1g '7° ab 7,76 @ 4,57 10,24 ° 1,77 37,67 17,82 ¢ 18,45 2797 2@ 72,03°
Rosinjola 11
Mlado ulje 0,99 5,38 P 3,57 5,25 3,06 @ 2765° 40,02 14,07 @2 2252 77,48°
sobna T/1g 0,93 591 @ 3,60 5,16 3,03 @ 2751°b 3958 14,28 @ 23222 76,78 ¢
T hlad. / 1g 0,99 5,79 @ 3,73 5,35 3,00 @ 27,86 ® 39,51 13,77 @ 2255° 7745°
T zamrzav./1g ' 582 @ 3,64 5,33 291 © 28132 39,74 13,43 > 2217 ¢ 77,832
Rosinjola 111
Miado ulje 0.87 3,99 ¢ 3,50 ¢ 4,81 P 2,13 33,12 > 3866 > 1292° 19,04° 80,96 °
sobna T/1g 0.89 486 2 3,54 b 510 2 2,67 29,84 © 3946 ® 13,642 21,172 78,83 °
T hlad. / 1g 084 462 ° 3,69 @ 478 P 2,13 32,92 ° 3843° 12,68 19,43 @ 80,57 °°
T zamrzav./1g 088 4,90 @ 3,64 @ 4,99 @ 1,14 34322 39,782 10,35°¢ 16,39 °¢ 83,612

StatistiCki zna€ajne razlike izmedu razlicitih razina faktora skladidtenje utvrdene su zasebno za svaki tretman sorta x stupanj zrelosti i obiljezene su
razli¢itim slovima (LSD test, p < 0,05). Ukupni 4-monometil-steroli obuhvacaju spojeve: obtusifoliol, gramisterol + cikloeukalenol, citrostadienol; Ukupni-
4 4-ditmetil-steroli obuhvacaj spojeve: &-amirin, B-amirin, butirospermol, cikloartenol, 24-metilen-cikloartenol
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4. Rezultati

4.9. POSTOJANOST TRITERPENSKIH ALKOHOLA KAO
POKAZATELJA SORTE | STUPNJA ZRELOSTI
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Slika 65 (a) Razdvajanje na osnovi trajanja i temperature skladiStenja (nenadzirano, PCA)
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija
faktorskih optereéenja odabranih varijabli (triterpenskih alkohola u mg/kg, odnosno njihovih
relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1i PC 2
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Slika 66 (a) Razdvajanje na osnovi skladiStenja (nadzirano, LDA) svjeZih i skladiStenih
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root
2); (b) Projekcija standardiziranih koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija triterpenskih
alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela ozna¢enih s ,%") uzduz smjerova Root 1

i Root 2
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Slika 67 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nenadzirano, PCA) svjezih i skladiStenih
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija
faktorskih optereéenja odabranih varijabli (koncentracija triterpenskih alkohola u mg/kg,
odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1i PC 2
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Slika 68 (a) Razdvajanje na osnovi sorte (nadzirano, LDA) svjezih i skladiStenih maslinovih
ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u dvodimenzionalnom
prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root 2); (b) Projekcija
standardiziranih koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija triterpenskih alkohola u
mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1 i Root 2
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Slika 69 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nhenadzirano, PCA) svjezih i skladistenih
maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u
dvodimenzionalnom prostoru definiranom s glavnim sastavnicama PC1 i PC2; (b) Projekcija
faktorskih optereéenja odabranih varijabli (koncentracija triterpenskih alkohola u mg/kg,
odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova PC 1 i PC 2
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Slika 70 (a) Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti (nadzirano, LDA) svjeZih i skladiStenih

maslinovih ulja dobivenih od maslina triju sorti ubranih u tri stupnja zrelosti u

dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root 1 i Root
2); (b) Projekcija standardiziranih koeficijenata odabranih varijabli (koncentracija triterpenskih
alkohola u mg/kg, odnosno njihovih relativnih udjela oznacenih s ,%") uzduz smjerova Root 1

i Root 2
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5. Rasprava

5.1. UTJECAJ SORTE | STUPNJA ZRELOSTI MASLINA NA SASTAV
STEROLA | TRITERPENSKIH DIOLA U SVJEZIM ULJIMA

U istraZivanim maslinovim uljima hrvatskih sorti Buza, Crna i Rosinjola proizvedenim od
maslina ubranih u tri razli€ita stupnja zrelosti identificirano je 14 sterola i to redom kolesterol,
24-metilen-kolesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol, A’-kampesterol, A%%-
stigmastadienol, klerosterol, B-sitosterol, sitostanol, A%-avenasterol, A>?*-stigmastadienol, A’-
stigmastenol i A’-avenasterol, te dva triterpenska diola, eritrodiol i uvaol. Brasikasterol nije
identificiran ni u jednom uzorku. Medusobni odnosi koncentracija i relativnih udjela
pojedinacnih sterola i triterpenskih diola odgovarali su odredbama Uredbe Europske komisije
(EK, 2019.) i podacima iz literature o njihovom sastavu u djevicanskom maslinovom ulju
(Sanchez Casas i sur., 2004.; Koutsafakis i sur., 1999.). Sterol pronaden u najvisoj
koncentraciji u svim uljima uklju¢enim u istrazivanje bio je B-sitosterol, nakon njega najvisSu
koncentraciju imao je AS-avenasterol te zatim, redom, kampesterol, stigmasterol i klerosterol
(Tablica 5).

Svi uzorci ulja ukljuéenih u istrazivanje ispunjavali su sljedeée zahtjeve Uredbe Europske
komisije (EK, 2019.) (Tablica 1): koncentracija ukupnih sterola bila je visa od 100 mg/100 g,
relativni udio kolesterola bio je nizi od 0,5 %, relativni udio brasikasterola, koji nije identificiran,
bio je nizi od 0,1 %, a relativni udio kampesterola bio je nizi od 4,0 %. Relativni udio
stigmasterola bio je niZi od udjela kampesterola te je zbroj relativnih udjela eritrodiola i uvaola
bio nizi od 4,5 %. Medutim, udio ukupnog B-sitosterola u pojedinim uzorcima sorte Rosinjola
iz srednjeg (Il) i kasnijeg stupnja zrelosti (lll) nije dosegao potrebnu minimalnu vrijednost od
93 % propisanu Uredbom (EK, 2019.) (Slika 21; Tablica 6), dok je udio A’-stigmastenola u
pojedinim uzorcima iste sorte bio viSi od propisanog maksimuma od 0,5 % (Slika 17; Tablica
6). O spomenutim odstupanjima raspravljeno je u sljedeé¢im odlomcima.

ProsjeCne koncentracije (mg/100 g ulja) i relativni udjeli (%) sterola i triterpenskih diola u
maslinovim uljima hrvatskih sorti Buza, Crna i Rosinjola proizvedenim od maslina ubranih u tri
razliCita stupnja zrelosti (I, 1l i Ill) prikazani su na Slikama 5 — 22. Jednosmjernom analizom
varijance koja je provedena odvojeno za dva istrazivana faktora, sortu i stupanj zrelosti,
utvrdene su statistiCki znacajne razlike izmedu prosjecnih koncentracija i relativnih udjela
vecéine identificiranih sterola i triterpenskih diola u uzorcima iste sorte razliCitih stupnjeva
zrelosti (oznacene malim slovima odvojeno za svaku pojedinu sortu), kao i u uzorcima razlicitih
sorti istog stupnja zrelosti (oznacene velikim slovima odvojeno za svaki pojedini stupanj
zrelosti). lako su za neke spojeve iz ove skupine utvrdeni ponavljajuci obrasci razlika na osnovi
jednog faktora neovisni o utjecaju drugog faktora, uoCene su i interakcije, odnosno razliciti

utjecaji jednog faktora na razli¢itim razinama drugog faktora.
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Za koncentraciju kolesterola nisu utvrdene statistiCke razlike ni u odnosu na sortu ni u odnosu
na stupanj zrelosti, dok je relativni udio tog sterola bio niZi u uzorcima sorte Crna ranijeg (1) i
srednjeg stupnja zrelosti (II) u odnosu na ekvivalentne uzorke druge dvije sorte (Slika 5). U
prethodnim istraZivanjima uglavnom je utvrdeno da je razina kolesterola relativno konstantna
tijekom cijelog razdoblja dozrijevanja (Rivera del Alamo i sur., 2004.; Fuentes de Mendoza i
sur., 2013.; Yorulmaz i sur., 2013.; Mena i sur., 2018.; Taticchi i sur., 2019.). Objavljene su i
studije u kojima je utvrden stalni porast (Sénmez i sur., 2018.) ili snizenje koncentracije i/ili
relativnog udjela tijekom dozrijevanja (Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Chtourou i sur., 2017.),
dok postoje i rezultati koji su pokazali porast u ranijoj pa snizenje razine kolesterola u kasnijoj
fazi dozrijevanja (Sénmez i sur., 2018.).

Najvise koncentracije 24-metilen-kolesterola pronadene su u uljima sorte Crna sva tri stupnja
zrelosti (Slika 6). Ulja Buze ranijeg stupnja zrelosti (I) sadrzavala su viSu koncentraciju nego
ekvivalentna ulja Rosinjole, dok je kod ulja kasnijeg stupnja zrelosti (lll) utvrdeno obrnuto.
Najvisi relativni udjeli tog sterola pronadeni su takoder uglavnom u uljima Crne, s tom razlikom
da se ta ulja nisu razlikovala od ulja Buze srednjeg stupnja zrelosti (II), dok medu uljima
kasnijeg stupnja zrelosti (Ill) sve tri sorte nije bilo znacajne razlike. Ulja BuZe ranijeg stupnja
zrelosti (1) bila su karakterizirana viS§im relativnim udjelom 24-metilen-kolesterola u odnosu na
ulja Rosinjole proizvedena od maslina ekvivalentne zrelosti. Koncentracija i relativni udio 24-
metilen-kolesterola povisili su se u uljima srednjeg (II) u odnosu na ulja ranijeg stupnja zrelosti
() kod svih sorti. Dok se u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (I1l) koncentracije viSe nisu znacajnije
mijenjale s izuzetkom ulja Buze u kojem je Cak zabiljezeno i blago snizenje, relativni udjeli
dodatno su se povisili kod sorti Crna i Rosinjola, a kod BuZe snizili. U veéini prethodnih
istrazivanja zabiljezena je priliéno stabilna razina 24-metilenkolesterola u razli¢itim fazama
zrelosti (Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Fuentes de
Mendoza i sur., 2013.; Lazzez i sur., 2008.; Taticchi i sur., 2019.; Yorulmazi sur., 2013.), iako
su utvrdeni i obrasci sliCni onima u ovom istrazivanju, s porastom koncentracija tijekom veéeg
dijela razdoblja dozrijevanja (Sanchez Casas i sur., 2004.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.).
Najvisa koncentracija kampesterola u uljima prva dva stupnja zrelosti (I i Il) utvrdena je kod
sorte Rosinjola, dok je medu uljima kasnijeg stupnja zrelosti (Ill) Crna bila najbogatija tim
sterolom (Slika 7). Ulja Buze sadrzavala su najnizu koncentraciju u sva tri stadija zrelosti.
Relativni udio kampesterola bio je najvi$i u uljima Rosinjole, a najniZi u uljima Crne u sva tri
stupnja zrelosti. Sto se tite promjena tijekom dozrijevanja, kod sve tri sorte zabiljeZen je porast
koncentracije u uljima srednjeg (Il) u odnosu na ulja ranijeg stupnja zrelosti (l), nakon ¢ega je
uslijedilo sniZenje koncentracije u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (lll). Za relativne udjele sli¢no
je utvrdeno kod ulja BuZe i kod ulja Rosinjole iako bez statisticki znacajne razlike izmedu ulja
ranijeg (1) i srednjeg stupnja zrelosti (Il) kod posljednje spomenute sorte, dok je kod ulja Crne

zabiljeZzen obrnuti obrazac sa snizenjem relativnhog udjela kampesterola u ulju srednjeg (ll) i
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naknadnim poviSenjem u ulju kasnijeg stupnja zrelosti (Ill). U prethodnim istraZivanjima razina
kampesterola bila je konstantna ili varijabilna tijekom dozrijevanja (Gutiérrez i sur., 1999.;
Sanchez Casas i sur., 2004.; Vekiari i sur., 2010.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Matos i sur.,
2007.; Boulkroune i sur., 2017.; Ajana i El Antari, 1998.; Mena i sur., 2018.; Taticchi i sur.,
2019.; Yorulmazi sur., 2013.), dok je u nekoliko slu€ajeva utvrden i porast njegove razine u
razli¢itim razdobljima (Guillaume i sur., 2012.; Vekiari i sur., 2010.; Boulkroune i sur., 2017.).
Snizenje koncentracije ili relativnog udjela kampesterola ¢esée je zabiljeZzeno u drugoj polovici
ciklusa dozrijevanja (Koutsaftakis i sur., 1999.; Vekiari i sur., 2010.; Bozdogan Konuskan i
Mungan, 2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.; Yorulmaz i sur., 2013.),
8to je utvrdeno i u ovom istrazivanju (Slika 7).

Razlike izmedu relativnih udjela kampestanola utvrdene su samo u uljima ranijeg (l) i kasnijeg
stupnja zrelosti (1l) te je najniZi udio u oba slu¢aja pronaden u uljima sorte Crna (Slika 8). U
uljima ranijeg stupnja zrelosti (1) najvisi udio pronaden je u ulju Rosinjole, a u uljima kasnijeg
stupnja zrelosti (1) nije utvrdena znacajna razlika izmedu udjela kampestanola u uljima Buze
i Rosinjole. Znadajne promjene tijekom dozrijevanja utvrdene su samo u uljima Crne, sa
zabiljeZzenim snizenjem koncentracije i relativnog udjela u srednjem (ll) u odnosu na raniji
stupanj zrelosti (1) te bez naknadnih promjena u ulju kasnijeg stupnja zrelosti (lll). Promjene u
razini kampestanola tijekom dozrijevanja zabiljezene u ranijim istrazivanjima takoder su bile
raznolike te su zabiljeZeni i porast (Boulkroune i sur., 2017.) i sniZzenje (Yorulmaz i Konuskan,
2017.), kao i relativno stabilne vrijednosti tijekom cijelog ciklusa (Sanchez Casas i sur., 2004.;
Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Boulkroune i sur., 2017.;
Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Taticchi i sur., 2019.; Yorulmaz i sur., 2013.).
Koncentracija stigmasterola bila je najvida u uljima od sorte Rosinjola, osim u ranijem stupnju
zrelosti (1) kada je najvisu koncentraciju sadrzavalo ulje Crne (Slika 9). NajniZa koncentracija
pronadena je u uljima Buze, osim u kasnijem stupnju zrelosti (lll) kada je najniza koncentracija
pronadena u ulju Crne. U sva tri stupnja zrelosti najvisi relativni udio stigmasterola pronaden
je u uljima Rosinjole. Najnizi udio u srednjem (ll) i kasnijem stupnju zrelosti (lll) sadrzavalo je
ulje Crne. Promjene koncentracije i relativnog udjela stigmasterola tijekom dozrijevanja bile su
znacajne te je zabiljezen porast u uljima srednjeg (Il) u odnosu na ulja ranijeg stupnja zrelosti
(I) kod sve tri sorte. Kod ulja sorte Rosinjola ta promjena bila je iznimno izrazena. Porast
koncentracije i relativnog udjela stigmasterola nastavio se i u uljima tre¢eg stupnja zrelosti (l11)
BuZe i nesto manje Crne, dok je kod Rosinjole zabiljeZzeno sniZenje. Porast koncentracije ili
relativnog udjela stigmasterola u maslinovom ulju u odredenim fazama dozrijevanja utvrden je
i u prethodnim istrazivanjima (Guillaume i sur., 2012.; Boulkroune i sur., 2017.; Sénmez i sur.,
2018.), iako su zabiljezeni i drugaciji obrasci promjena, sa snizenjem (Koutsaftakis i sur.,

1999.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Chtourou i sur., 2017.) ili relativho konstantnim, odnosno
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neravnomjerno fluktuiraju¢im razinama (Gutiérrez i sur., 1999.; Yorulmazi sur., 2013.; Kaliora
i sur., 2013.; Boulkroune i sur., 2017.; Taticchi i sur., 2019.).

U ranijem stupniju zrelosti (1) koncentracija A’-kampesterola bila je najvi$a u ulju sorte Crna, a
njegov relativni udio u ulju sorte Buza (Slika 10). Ulja sorte Rosnjola sadrzavala su najviSu
koncentraciju i relativni udio u srednjem stupnju zrelosti (1), dok kod kasnijeg stupnja zrelosti
(1) nije bilo znacajnih razlika izmedu sorti. Promjene kod dozrijevanja zabiljeZzene su samo
kod ulja Rosinjole, u kojima je zabiljezen porast u srednjem (lI) u odnosu na raniji stupan;j
zrelosti (1), nakon ¢ega je uslijedilo sniZzenje u ulju kasnijeg stupnja zrelosti (Ill). Za A’-
kampesterol su takoder utvrdeni razli€iti obrasci promjena tijekom dozrijevanja (Guillaume i
sur., 2012.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i
Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.; Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Chtourou i sur.,
2017.).

Razlika u koncentraciji i relativnom udjelu A>?*-stigmastadienola utvrdena je samo izmedu ulja
od maslina srednjeg stupnja zrelosti (ll), s izrazeno viSim vrijednostima u uljima od sorte
Rosinjola (Slika 11). Promjene u dozrijevanju zabiljeZzene su jedino kod te sorte, s vec
spomenutim izraZeno povidenim vrijednostima koncentracije i relativnog udjela u ulju srednjeg
stupnja zrelosti (I), dok su razlike izmedu ulja ranijeg (I) i kasnijeg stupnja zrelosti (Ill) bile
uglavnom male. U literaturi gotovo da i nema podataka o promjenama koncentracije ili
relativnog udjela A%>23-stigmastadienola u uljima od maslina ubranih u razli¢itim stupnjevima
zrelosti. Guillaume i suradnici (2012.) zabiljezili su snizenje pa porast relativnog udjela ovog
spoja tijekom dozrijevanja, $to je bio obrazac suprotan od onog utvrdenog kod sorte Rosinjola
u ovom istrazivanju.

U odnosu na vecinu identificiranih sterola i triterpenskih diola, utjecaj sortnog podrijetla na
koncentraciju i relativni udio klerosterola nije bio izrazen. Razlike izmedu sorti utvrdene su
jedino u uljima ranijeg (1) i kasnijeg stupnja zrelosti (Il1), gdje su ulja Crne sadrzavala najvise,
a ulja BuzZe najnize koncentracije (Slika 12). Ulje Rosinjole srednjeg stupnja zrelosti (Il)
sadrzavalo je viSu koncentraciju nego ulje iste sorte ranijeg stupnja zrelosti (I). Vecina
dosadasnjih studija utvrdila je sli¢ne, relativno male i nekonzistentne promjene u razinama
klerosterola tijekom dozrijevanja (Sanchez Casas i sur., 2004.; Bozdogan Konuskan i Mungan,
2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Boulkroune i sur., 2017.; Lazzez i sur., 2008.; Taticchi i
sur., 2019.; Yorulmazi sur., 2013.), iako su zabiljezeni i drugaciji sluCajevi poput porasta
(Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.) te sniZzenja koncentracije ili relativhog
udjela u ranijoj fazi dozrijevanja (Koutsaftakis i sur., 1999.; Vekiari i sur., 2010.; Yorulmaz i
Konuskan, 2017.; Chtourou i sur., 2017.).

Koncentracija najzastupljenijeg sterola u istrazivanim uzorcima, a i maslinovim uljima opcenito,
B-sitosterola, bila je najvida u uljima sorte Crna, a najniza u uljima BuZe u sva tri stupnja zrelosti

(Slika 13). S druge strane, ulje Rosinjole ranijeg stupnja zrelosti () sadrzavalo je najvisi, a
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ekvivalentno ulje Crne najnizi relativni udio B-sitosterola. Kod ulja srednjeg (Il) i kasnijeg
stupnja zrelosti (Il1), najvisi relativni udio zabilieZen je u uljima sorte Crna, a najniZi u uljima
sorte Rosinjola. Tijekom dozrijevanja vrlo sliCan obrazac zabiljezen je kod sve tri sorte, s
poviSenjem koncentracije u uljima srednjeg (II) u odnosu na ulja ranijeg stupnja zrelosti (1),
nakon ¢ega je uslijedilo snizenje koncentracije u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (IlI). Obrnuto
od toga, kod sve tri sorte zabiljezeno je snizenje relativnog udjela B-sitosterola u prvoj fazi
dozrijevanja, koje je kod sorte Buza nastavljeno i u ulju kasnijeg stupnja zrelosti (lll). Razli€iti
autori utvrdili su porast koncentracije p-sitosterola u ranijoj fazi razvoja ploda masline (Vekiari
i sur., 2010.; Yorulmazi sur., 2013.; Wang i sur., 2021.) koji nije nastavljen do kraja praéenog
razdoblja dozrijevanja, kada je ustanovljena stabilizacija (Yorulmazi sur., 2013.) ili njeno
shizenje (Vekiarii sur., 2010.; Wang i sur., 2021.). Chtourou i sur. (2017) zabiljezili su i obrnutu
dinamiku sa snizenjem nakon ¢ega je uslijedio porast, dok su u drugim studijama utvrdene
neujednacene fluktuacije koncentracije tog sterola (Matos i sur., 2007.; Boulkroune i sur.,
2017.; Lazzez i sur., 2008.; Kaliora i sur., 2013.). Opadanje relativnog udjela B-sitosterola
tijekom dijela ili kroz cijelo razdoblje dozrijevanja kakvo je uglavnom utvrdeno u ovom
istraZivanju zabiljeZeno je u brojnim studijama (Koutsaftakis i sur., 1999.; Guillaume i sur.,
2012.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i
Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.), dok su drugi autori izvijestili o relativno konstantnim
ili neujednacenim promjenama njegovog relativnhog udjela (Gutiérrez i sur., 1999.; Fuentes de
Mendoza i sur., 2013.; Taticchi i sur., 2019.; Salvador i sur., 2001., Lazzez i sur., 2008.). Za
sorte Picholine (Ajana i El Antari, 1998.), Halhali (Yorulmaz i Konuskan, 2017.) i Ayvalik (Wang
i sur., 2021.) utvrdeno je konstantno snizenje koncentracija u cijelom razdoblju dozrijevanja.
Ulie Crne sadrzavalo je najvisu koncentraciju sitostanola u ranijem (I) i srednjem stupnju
zrelosti (1) (Slika 14). Najniza koncentracija u srednjem stupnju zrelosti (I1) pronadena je u ulju
Buze, dok izmedu ulja razliCitih sorti kasnijeg stupnja zrelosti (lll) nije bilo zna¢ajnih razlika.
Medu uljima razli¢itih sorti nisu zabiljezene razlike u relativnim udjelima. Koncentracija i
relativni udio sitostanola u uljima Crne te njegova koncentracija u uljima Rosinjole bili su niZi u
uljima kasnijeg (lll) u odnosu na ulja ranijeg stupnja zrelosti (I). Promjene razine sitostanola
tijekom dozrijevanja u vecini prijasnjih studija bile su obiljezene postojanom razinom (Sanchez
Casas i sur., 2004.; Vekiari i sur., 2010.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Fuentes de
Mendoza i sur., 2013.; Lazzez i sur., 2008.; Yorulmazi sur., 2013.) ili snizenjem koncentracije
ili relativnog udjela (Koutsaftakis i sur., 1999.; Guillaume i sur., 2012.; Yorulmaz i Konuskan,
2017.; Sénmez i sur., 2018.), dok je poviSenje zabiljezeno rijetko (Vekiari i sur., 2010.).

U sva tri stupnja zrelosti najvisu koncentraciju A°-avenasterola sadrzavalo je ulje Crne, a
najnizu ulje Buze (Slika 15). Medu uljima ranijeg stupnja zrelosti (I) najvisi relativni udio
pronaden je u ulju Crne, a medu uljima srednjeg stupnja zrelosti (Il) u uljima BuzZe. Na obje

spomenute razine ulje Rosinjole sadrzavalo je najniZi udio. Medutim, u uljima od zrelih plodova
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(1) ulje Rosinjole sadrzavalo je najvisi relativni udio, dok je najniZi udio pronaden u ulju Crne.
Kod svih sorti koncentracija i relativni udio A%-avenasterola porasli su u uljima srednjeg (ll) u
odnosu na ulja ranijeg stupnja zrelosti (1). U uljima kasnijeg stupnja zrelosti (lll) Buze i Crne
zabiljeZzeno je blago sniZenje koncentracije, dok je u ekvivalentnom ulju Rosinjole (Ill) utvrden
daljnji porast koncentracije u odnosu na ulje srednjeg stupnja zrelosti (Il). Daljnji porast u
posljednjoj fazi dozrijevanja (Ill) utvrden je i za relativni udio AS-avenasterola, osim kod ulja
sorte Crna gdje nije bilo promjene u odnosu na ulja srednjeg stupnja zrelosti (II). Prvi dio
ciklusa dozrijevanja u vecini je prethodnih studija takoder bio obiljeZzen porastom razine AS-
avenasterola (Ajana i El Antari, 1998.; Koutsaftakis i sur., 1999.; Gutiérrez i sur., 1999.;
Sanchez Casas i sur., 2004.; Matos i sur., 2007.; Vekiari i sur., 2010.; Guillaume i sur., 2012.;
Yorulmazi sur., 2013.; Fernandez-Cuesta i sur., 2013.; Yorulmaz i Konuskan, 2017;
Boulkroune i sur., 2017.; Sénmez i sur., 2018.), dok je snizenje biljezeno rijetko (Vekiari i sur.,
2010.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.). U nekoliko studija uoteno je povecanje razine AS-
avenasterola i u drugoj fazi dozrijevanja (Ajana i El Antari, 1998.; Koutsaftakis i sur., 1999.;
Gutiérrez i sur., 1999.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.). Kao i u slu¢aju B-
sitosterola i nekih drugih sterola, u nekoliko studija zabiljezena je promjena dinamike
akumulacije s obzirom na obrazac uo€en u prethodnoj fazi dozrijevanja (Sanchez Casas i sur.,
2004.; Vekiari i sur., 2010.; Guillaume i sur., 2012.; Fernandez-Cuesta i sur., 2013.). Pojedini
autori zabiljeZili su relativno stabilne ili nejednoliko fluktuirajuce razine A°-avenasterola tijekom
dozrijevanja (Salvador i sur., 2001.; Matos i sur., 2007.).

Najvisa koncentracija A®?*-stigmastadienola u svakoj od tri izuCavane faze dozrijevanja
pronadena je u uljima Crne, a najniza u uljima BuZe (Slika 16). Relativni udio istog stenola u
ranijem stupnju zrelosti (1) bio je nizi u ulju Buze u odnosu na ulja druge dvije sorte, $to je
utvrdeno i u uljima srednjeg stupnja zrelosti (1), s tom razlikom da su ulja Rosinjole u toj fazi
sadrzavala najviSi udio. Tijekom dozrijevanja, porast koncentracije A%?*-stigmastadienola
zabiljezen je u uljima srednjeg (ll) u odnosu na ulja ranijeg stupnja zrelosti (1). Kod ulja Buze
taj je porast nastavljen i u posljednjoj fazi dozrijevanja (Ill), dok je u uljima Crne i Rosinjole
zabiljeZzeno sniZenje. Relativni udio A>?*-stigmastadienola porastao je u ulju Buze kasnijeg (lll)
u odnosu na ulje iste sorte srednjeg stupnja zrelosti (II), u uljima Rosinjole su zabiljezene manje
fluktuacije, dok u uljima Crne nije bilo promjena tijekom dozrijevanja. Razligiti autori utvrdili su
razlicite obrasce promjena razine A%%-stigmastadienola u uljima razli¢itih sorti tijekom
dozrijevanja. U pojedinim fazama utvrden je porast, uglavnhom koncentracije (Vekiari i sur.,
2010.; Guillaume i sur., 2012.; Boulkroune i sur., 2017.), u pojedinim fazama sniZenje razine
(Koutsaftakis i sur., 1999.; Lazzez i sur., 2008.; Lazzez i sur., 2011.; Fuentes de Mendoza i
sur., 2013.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.), dok su za vecinu istrazivanih sorti utvrdene manje
(Sanchez Casas i sur., 2004.; Lazzez i sur., 2008., 2011.; Vekiari i sur., 2010.; Fuentes de

Mendoza i sur., 2013.; Yorulmazi sur., 2013.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz
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i Konuskan, 2017.; Boulkroune i sur., 2017.; Mena i sur., 2018.; Taticchi i sur., 2019.) ili
neujednacene promjene (Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Boulkroune i sur., 2017,
Chtourou i sur., 2017.).

Koncentracija A’-stigmastenola bila je najvisa u uljima od sorte Crna ranijeg (l) i kasnijeg
stupnja zrelosti (lll) te u uljima sorte Rosinjola u srednjem stupnju zrelosti (Il) (Slika 17). U
svim fazama dozrijevanja, najniza koncentracija pronadena je u uljima Buze. Ulja Buze
srednjeg (ll) i kasnijeg stupnja zrelosti (lll) sadrzavala su najnizi, a ekvivalentna ulja Rosinjole
najvisi relativni udio A’-stigmastenola. Tijekom dozrijevanja, manje izraZene promjene uocene
su za relativni udio A’-stigmastenola u uljima BuZe, dok je promjena koncentracije i relativnog
udjela istog stenola, s izrazeno viSim vrijednostima u uljima srednjeg stupnja zrelosti (ll),
utvrdena za ulja Rosinjole. Za A’-stigmastenol su u literaturi takoder objavljeni raznovrsni
obrasci promjena tijekom dozrijevanja. Vecina studija zabiljezila je relativno postojane
vrijednosti (Sanchez Casas i sur., 2004.; Vekiarii sur., 2010.; Boulkroune i sur., 2017.; S6nmez
i sur., 2018.; Lazzez i sur., 2008.; Mena i sur., 2018.; Taticchi i sur., 2019.), ali su za pojedine
sorte biljezena i poviSenja (Yorulmaz i Konuskan, 2017.) i snhizenja njegove razine
(Koutsaftakis i sur., 1999.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017 .;
Yorulmazi sur., 2013.) tijekom cijelog ili u pojedinim fazama dozrijevanja.

Promijene tijekom dozrijevanja uzrokovale su da koncentracija A’-avenasterola u ranijem
stupnju zrelosti () bude najvisa u ulju Crne, u srednjem (Il) u ulju Rosinjole, a u kasnijem
stupnju zrelosti (l11) u ulju Buze (Slika 18). Osim u srednjoj fazi dozrijevanja (II) kada je najniza
koncentracija pronadena u ulju Buze, najnize koli¢ine A’-avenasterola sadrzavala su ulja
Rosinjole. Razlike izmedu relativnih udjela A’-avenasterola u uljima razli¢itih sorti takoder su
bile bitno odredene stupnjem zrelosti. Ulja Buze imala su najvisi udio u pocetnoj (I) i zavrsnoj
fazi (lll), dok je u srednjem stupnju zrelosti (II) spomenuti sterol bio najzastupljeniji u ulju
Rosinjole. Najnizi udio u ranoj fazi dozrijevanja () imalo je ulje Rosinjole, a u srednjem (ll) i
zavrénom stupnju zrelosti (Ill) ulje Crne. Tijekom dozrijevanja, promjene u sadrzaju A’-
avenasterola bile su razli¢ite za svaku sortu. U uljima Buze je zabiljezeno sniZenje pa porast
koncentracije i relativnog udjela, u uljima Crne se snizenje koncentracije nastavilo i u kasnijoj
fazi dozrijevanja (lll), a relativni se udio nakon pocetnog pada nije mijenjao, dok je za Rosinjolu
ponovno zabiljezen izrazit porast vrijednosti u srednjem stupnju zrelosti (ll), nakon ¢ega je
posljednjoj fazi (lll) uslijedilo njihovo sniZzenje na nesto viSe razine u odnosu na raniji stupanj
zrelosti (1). Kao i u ovom istrazivaniju, za brojne sorte utvrden je Citav spektar razli€itih obrazaca
promjena sadrzaja A’-avenasterola tijekom dozrijevanja. ZabiljeZzene su relativno stabilne
vrijednosti tijekom cijelog razdoblja (Sanchez Casas i sur., 2004.; Vekiari i sur., 2010.;
Yorulmazi sur., 2013.; Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Boulkroune i sur., 2017.; S6nmez i
sur., 2018.; Taticchi i sur., 2019.), dok je druge sorte karakteriziralo izmjenjivanje razli€itih

promjena koje su uklju€ivale i porast i snizenje koncentracija i/ili relativnih udjela (Matos i sur.,
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2007.; Vekiari i sur., 2010.; Guillaume i sur., 2012.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.). Za
sortu Ayvalik zabiljeZzen je konstantan porast (S6nmez i sur., 2018.), a za sortu Sari Hasebi
konstantno snizavanje relativnog udjela tijekom cijelog razdoblja dozrijevanja (Yorulmaz i
Konuskan, 2017.).

Ulje Rosinjole sadrzavalo je najviSu koncentraciju eritrodiola u ranijem (1) i srednjem (1), a ulje
Buze u kasnijem stupnju zrelosti (Ill) (Slika 19). Najniza koncentracija u prve dvije faze
dozrijevanja pronadena je u uljima Buze, a u kasnijoj fazi (Il1) u ulju Crne. Najvisi relativni udio
u ranijem stupnju zrelosti (I) pronaden je u uljima Buze i Rosinjole, u srednjem (lI) samo u ulju
Rosinjole, a u kasnijem (l1l) samo u ulju Buze. Ulje Crne sadrzavalo je najnizi relativni udio u
svim fazama dozrijevanja. Promjene tijekom dozrijevanja bile su relativno ujednacene u
razli€itim sortama. U uljima BuZe i Rosinjole je zabiljezen konstantan porast koncentracije i
relativnog udjela od ranijeg (1) do kasnijeg stupnja zrelosti (I11), dok je u ulju Crne porast uogen
samo u posljednjoj fazi dozrijevanja (lll). U literaturi je pronadeno relativno malo podataka o
promjenama eritrola tijekom dozrijevanja. Promjenjivi relativni udio utvrdili su Koutsaftakis i
suradnici (1999.) s porastom te Fuentes de Mendoza i suradnici (2013.) sa snizenjem u
zavrSnom dijelu promatranog razdoblja dozrijevanja, dok je za sortu Oueslati utvrdeno
uglavnom opadanje koncentracije tijekom cijelog ciklusa dozrijevanja (Chtourou i sur., 2017.).
ViSe autora prikazivalo je promjene zbroja koncentracije dva glavna ftriterpenska diola,
eritrodiola i uvaola tijekom dozrijevanja. Utvrdena je uglavnom promjenjiva dinamika, sa
sniZzenjem ili konstantnim relativnim udjelima nakon Cega je uslijedio porast (Yorulmaz i
Konuskan, 2017.; Sénmez i sur., 2018.) ili obrnuto (Yorulmazi sur., 2013.; Taticchi i sur., 2019.;
Boulkroune i sur., 2017.), ali su biljezene i relativno stabilne koncentracije ili relativni udjeli
tijekom cijelog razdoblja (Sanchez Casas i sur., 2004.).

Uvaol je u najvisoj koncentraciji u ranijem stupnju zrelosti pronaden u ulju Crne, a u najnizoj u
ulju Buze, dok je u kasnijem stupnju zrelosti (ll) ulje Rosinjole sadrzavalo niZzu koncentraciju
nego preostala dva ulja (Slika 20). Najnizi relativni udio u kasnijem stupnju zrelosti (lll)
pronaden je u ulju Crne. U uljima BuzZe je tijekom posljednje faze dozrijevanja utvrden porast
vrijednosti koncentracije i relativnog udjela, dok je kod ulja Rosinjole u srednjem stupnju
zrelosti (II) pronaden nizi relativni udio uvaola nego u preostala dva. Osim ve¢ spomenutih
promjena izrazenih za zbroj koncentracija/udjela eritrodiola i uvaola, u prethodnim
istrazivanjima utvrdeni su uglavnom promjenijivi obrasci promjena ili stabilne razine uvaola
tijekom dozrijevanja maslina u proizvedenim maslinovim uljima (Koutsaftakis i sur., 1999.;
Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; Chtourou i sur., 2017.).

Razlike u koncentraciji ukupnog B-sitosterola medu sortama bile su identi€ne onima utvrdenim
za [B-sitosterol, Sto je i oCekivano jer spomenuti spoj €ini daleko najveci udio u ukupnom -
sitosterolu. Najvi§a koncentracija pronadena je u uljima sorte Crna, a najniza u uljima Buze u

sva tri stupnja zrelosti (Slika 21). Za relativni udio ukupnog B-sitosterola medu sortama su
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utvrdeni jednaki odnosi kao i za koncentraciju, $to se u manjoj mjeri razlikovalo od odnosa
utvrdenih za [B-sitosterol kao pojedinacni spoj (Slika 13). Obrazac promjene koncentracije
ukupnog B-sitosterola bio je sliCan kod sve tri sorte: utvrdeno je poviSenje u uljima srednjeg
(1) u odnosu na ulja ranijeg stupnja zrelosti (1), nakon €ega je uslijedilo snizenje koncentracije
u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (lll). Relativni udio se u uljima Buze i Crne u prvoj fazi
dozrijevanja nije mijenjao, dok je u kasnijem stupnju zrelosti (lll) uo¢eno opadanje njegove
vrijednosti. U uljima Rosinjole uo¢ena je drugacija dinamika te se relativni udio ukupnog f3-
sitosterola u ulju srednjeg (1) u odnosu na raniji stupanj zrelosti () zna¢ajno snizio, da bi u ulju
kasnijeg stupnja zrelosti (lll) bilo zabiljezeno poviSenje njegove vrijednosti. Porast pa pad
razina ukupnog B-sitosterola tijekom dozrijevanja zabiljezen je i u prethodno objavljenim
studijama (Fuentes de Mendoza i sur., 2013.; S6nmez i sur., 2018.; Yorulmaz i Konuskan,
2017.). Za neke sorte uoCen je i konstantan porast relativnog udjela (Yorulmaz i Konuskan,
2017.), a utvrdene su i relativno stabilne vrijednosti tijekom cijelog razdoblja (Bozdogan
Konuskan i Mungan, 2016.; Mena i sur., 2018.; Taticchi i sur., 2019.).

U sva tri roka zrelosti koncentracija ukupnih sterola bila je najvi$a u uljima sorte Crna, a najniza
u uljima sorte Buza (Slika 22). Takve razlike podudarale su se s onima zabiljezenim za dva
najzastupljenija sterola, B-sitosterol (Slika 13) i AS-avenasterol (Slika 15), kao i za ukupni B-
sitosterol (Slika 21). Promjene tijekom dozrijevanja takoder su bile sli€ne za ulja sve tri sorte i
podudarale su se s promjenama koncentracije (ukupnog) B-sitosterola: utvrdeno je povisenje
u uljima srednjeg (ll) u odnosu na ulja ranijeg stupnja zrelosti (I), nakon ¢ega je uslijedilo
shizenje koncentracije u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (Ill) (Slike 21 i 22). Ulje BuzZe kasnijeg
stupnja zrelosti (lll) sadrzavalo je viSu koncentraciju ukupnih sterola nego ulje iste sorte ranijeg
stupnja zrelosti (1), dok kod ostalih sorti nije bilo razlika izmedu koncentracija ukupnih sterola
pronadenih u uljima proizvedenih od maslina ubranih u ranijoj (I) i kasnijoj fazi dozrijevanja
(. Kao i za gotovo sve identificirane pojedinatne sterole, dinamika nakupljanja ukupne
koncentracije sterola rijetko je odrzavala isti tijek tijekom cijelog razdoblja dozrijevanja, iako su
zabiljezene neke iznimke. U nekoliko studija uoceno je da koncentracija ukupnih sterola u
odredenom trenutku tijekom dozrijevanja dostize odredenu razinu nakon ¢ega se smanjuje ili
ne mijenja (Matos i sur., 2007.; Lazzez i sur., 2008.; Guillaume i sur., 2012.; Yorulmazi sur.,
2013.; Sénmez i sur., 2018.; Taticchi i sur., 2019.), §to je potvrdeno i u ovom radu. Objavljeni
su i rezultati koji su za pojedine sorte prikazali konstantan porast (Yorulmaz i Konuskan, 2017.;
Fernandez-Cuesta i sur., 2013.) ili konstantno snizenje (Gutiérrez i sur., 1999.; Matos i sur.,
2007.; Taticchi i sur., 2019.), dok su utvrdene i relativho stabilne vrijednosti tijekom cijelog
razdoblja dozrijevanja (Gutiérrez i sur., 1999.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Kaliora i sur.,
2013.; Boulkroune i sur., 2017.; Sénmez i sur., 2018.). U pojedinim studijama utvrdene su
uglavhom neravnomjerne fluktuacije koncentracije ukupnih sterola (Matos i sur., 2007.;

Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Boulkroune i sur., 2017.).

131



5. Rasprava

O utjecaju sorte

Prema klasifikaciji na osnovi koncentracije ukupnih sterola koju su predlozili Kygyk i suradnici
(2016.), u ovom se istrazivanju Buza pokazala kao sorta od koje se moZe proizvesti maslinovo
ulje vrlo niske do niske koncentracije (117,8 — 145,0 mg/100 g), ulja Crne sadrzavala su visoku
do vrlo visoku koncentraciju (207,8 — 227,7 mg/100 g), dok su ulja Rosinjole sadrzavala nisku
do srednje visoku koncentraciju ukupnih sterola (148,3 — 181,3 mg/100 g), ovisno o stupnju
zrelosti. Allouche i suradnici (2009.) predlozili su klasifikaciju maslinovih ulja na osnovi
koncentracije eritrodiola prema kojoj bi sadrzaj tog triterpenskog alkohola u svim uljima
proizvedenim u ovom istrazivanju (0,92 — 2,30 mg/100 g) bio okarakteriziran kao nizak.

U prethodnim istrazivanjima ustanovljena je velika varijabilnost po pitanju koncentracija i
relativnih udjela sterola i triterpenskih diola u uljima razlicitih sorti diliem svijeta. Koncentracija
ukupnih sterola u vecini izu¢avanih ulja kretala se u rasponu od 100 do 300 mg/100 g, iako su
u mnogim maslinovim uljima pronadene vrijednosti nize od granice od 100 mg/100 g propisane
Uredbom Europske komisije (EK, 2019.), kao na primjer u uljima Spanjolskih sorti Benizal i
Martin Galgo (Pardo i sur., 2013.; Sena-Moreno i sur., 2015.; Pardo i sur., 2020.), uljima grcke
sorte Koroneiki (Stefanoudaki i sur., 2000.; Skiada i sur., 2019.; 2020.a; 2020.b) te uljima visSe
talijanskih (Deiana i sur., 2019.) i turskih autohtonih sorti (Yorulmaz i Konuskan, 2017
Demirag i Konuskan, 2021.). Kao ekstremne primjere vrijedi istaknuti ulje turske sorte Sari
Hasebi sa samo 35,8 mg/100 g ukupnih sterola (Yorulmaz i Konuskan, 2017.) nasuprot ¢ak
450 mg/100 g ukupnih sterola pronadenih u ulju takoder turske sorte Buyuk Topak Ulak
(Demirag i Konuskan, 2021.). Velika varijabilnost utvrdena je i medu pojedina¢nim sterolima.
Na primjer, relativni udio jednog od najvaznijih sterola u maslinovom ulju, A®-avenasterola,
kretao se od 1,82 % u ulju sorte Buyuk Topak Ulak (Demirag i Konuskan, 2021.) do 31 % u
ulju tuniske sorte El Hor (Krichéne i sur., 2010.).

U mnogim prethodno objavljenim studijama utvrdena je znacajna negativna korelacija izmedu
relativnin udjela dva najzastupljenija sterola, B-sitosterola i AS-avenasterola (Stefanoudaki i
sur., 2000.; Alves i sur., 2005.; Haddada i sur., 2007.; Oueslati i sur., 2009.; llyasoglu i sur.,
2010.; Yorulmaz i sur., 2014.; Fuentes i sur., 2015.). U ovom istrazivanju jaka negativna
korelacija izmedu relativnih udjela spomenuta dva glavna sterola u uljima razli€itih sorti
utvrdena je u ranijem (l) i kasnijem stupnju zrelosti (1), s koeficijentima korelacije r od -0,982,
odnosno -0,987. U srednjem stupnju zrelosti korelacija je bila jaka, ali pozitivha (r = 0,804), sto
je potvrdilo tezu da stupanj zrelosti ima veliki utjecaj na sastav sterola u uljima razli€itih sorti.
Za razliku od relativnih udjela, u ovom je istraZivanju izmedu koncentracija B-sitosterola i A°®-
avenasterola utvrdena jaka pozitivha korelacija u svakom od tri stupnja zrelosti, s
koeficijentima korelacije r, redom, 0,978, 0,997 i 0,725. Poznato je da ulje iz koStice masline
sadrzi znacajno visi udio B-sitosterola u odnosu na AS-avenasterol nego ulje iz pulpe (Ranalli i

sur., 2002.). Takoder je otkriveno da ulja dobivena iz plodova masline manje veli€ine, s
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vjerojatno veéim omjerom masa kostice i pulpe, imaju viSe B-sitosterola i manje A®-
avenasterola nego ulja iz vecih plodova iste sorte (Guillaume i sur., 2012.). Na temelju takvih
pretpostavki nije iskljuéena moguénost da sorte s vecim udjelom kostice u plodovima daju ulja
s ve¢im omjerom pB-sitosterol/AS-avenasterol, $to je mogao biti djelomi¢an uzrok razlika
utvrdenih u ovom istrazivanju, iako izmedu istraZivanih sorti nisu utvrdene pravilnosti u
razlikama omjera ta dva sterola u razli¢itim stupnjevima zrelosti (rezultati nisu prikazani). Drugi
i vjerojatniji uzrok proizlazi iz ¢injenice da je AS-avenasterol prekursor u biosintezi B-sitosterola
(Schaller, 2004.) i da je razli¢ita enzimska aktivnost, npr. enzima A?*-izomeraze/reduktaze
(Slika 2) odredena genotipom, odnosno sortnim podrijetlom, mogla rezultirati razlikama u
sintezi i nakupljanju, odnosno omjeru ovih sterola u plodovima maslina i uljima pojedinih sorti.
S druge strane, Gutiérrez i suradnici (1999.) pretpostavili su aktivhost drugog enzima iz
skupine desaturaza koji mozZe prevesti B-sitosterol u AS-avenasterol, a koji je takoder mogao
imati odredeni utjecaj. Kygyk i suradnici (2016.) svrstali su djevi€anska maslinova ulja od 43
razliCite sorte iz kolekcije svjetskih sorti u pet skupina na temelju omjera relativnih udjela 3-
sitosterola i A®-avenasterola.

Za pretpostaviti je da su i razlike izmedu koncentracija i relativnih udjela drugih sterola i
triterpenskih diola u uljima razli¢itih sorti u velikoj mjeri bile posljedica razli€ite ekspresije
pojedinih gena i rezultiraju¢e enzimske aktivnosti. Biosinteza sterola i triterpenskih diola u
maslini regulirana je, osim ve¢ spomenutom A?*-izomerazom/reduktazom, i nizom drugih
enzima, Cija je aktivnost snazno predodredena upravo sortnim porijeklom (Schaller, 2004.). U
jednom od koraka biosinteze sterola dolazi do grananja tog biosintetskog puta, $to dovodi do
stvaranja 24-etil-sterola kao $to su B-sitosterol i stigmasterol u jednoj, odnosno 24-metil-sterola
kao Sto je kampesterol u drugoj grani. Spomenuti steroli nastaju iz zajedni¢kog prekursora
gramisterola (24-metilen-lofenol) reakcijama reguliranim djelovanjem dvaju enzima, SAM-24-
metilen-lofenol-C-24-metiltransferaze 2 (SMT2) i C-4a-sterol-metil-oksidaze 2 (SMO2) (Slika
2). Moguce je da su, na primjer, viSa koncentracija i relativni udio kampesterola u uljima sorte
Rosinjola utvrdeni u ovom istrazivanju (Slika 7) bili posljedica jate ekspresije SMO2 i
biosinteze 24-metil(en) sterola i/ili, jo$ vjerojatnije, slabije ekspresije SMT2 i biosinteze 24-
etil(iden) sterola. Nadalje, pretpostavljena je moguénost da su razlike izmedu koncentracija
ukupnih sterola u uljima razli€itih sorti maslina, pa tako i onih uklju¢enih u ovo istrazivanije, bile
znacajno odredene aktivnoS¢u i koncentracijama drugih enzima, kao, na primjer, skvalen
sintaze koja regulira sintezu skvalena kao zajedni¢kog prekursora svih sterola, u ,nadmetanju®
sa seskviterpen ciklazom koja preusmjerava put sinteze prema seskviterpenima (Piironen i
sur., 2000.). Vaznost pojedinih enzima u biosintezi sterola empirijski je dokazana u drugim
billkama. Petostruko povecanje aktivnosti 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A reduktaze
(HMGR) rezultiralo je nakupljanjem 15 puta viSe koncentracije slobodnih i esterificiranih

sterola, dok je, s druge strane, smanjenje ekspresije gena SMO1 rezultiralo poja¢anom
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akumulacijom 24-metilen-cikloartanola, a smanjenje ekspresije gena SMO2 pojacanom
akumulacijom citrostadienola, i to u oba slu€aja naustrb sinteze krajnjih produkata, sterola
(Schaller, 2004.). Na djelotvornost enzima utjecaj moze imati i dostupnost supstrata u maslini,
kao i drugi Cimbenici, kao Sto su, na primjer, pedoklimatski uvjeti, razina biotiCkog i abiotickog
stresa i drugo (Piironen i sur., 2000.).

Iznimno visoke razine stigmasterola pronadene su u uljima sorte Rosinjola srednjeg (Il) i
kasnijeg (Ill) stupnja zrelosti (Slika 9). U ranijim istrazivanjima utvrdeno je da taj sterol moze
biti pokazatelj loSije kvalitete ploda masline i maslinovog ulja (Koutsaftakis i sur., 1999.;
Temime i sur., 2008.) te nije isklju¢ena mogucnost da su plodovi spomenutih uzoraka bili
dijelom osteceni ili sli¢no, §to nije zapazeno vizualnim pregledom. Visoke razine stigmasterola
i njegovog derivata A’-stigmastenola (Slika 17) uzrokovale su da relativni udio ukupnog B-
sitosterola u uljima Rosinjola srednjeg (Il) i kasnijeg (l) stupnja zrelosti nije dosegao zakonski
minimum od 93 % za djevianska maslinova ulja (Slika 21; EK, 2019.). Nadalje, relativni udio
A’-stigmastenola u uzorku Rosinjole srednjeg stupnja zrelosti bio je vi$i od najviSe dopustene
vrijednosti od 0,5 % dopusStene Uredbom Europske komisije (Slika 17; EK, 2019.). Ovakva
odstupanja relativnih udjela stigmasterola, A’-stigmastenola i posliedi¢cno ukupnog B-
sitosterola mogla bi izazvati probleme kod provjere autentiCnhosti maslinovog ulja ove sorte te
je svakako potrebno provesti dodatna istraZivanja i utvrditi je li u pitanju bila slu¢ajna devijacija
ili sortna karakteristika. Sli¢ni sluGajevi previsokog relativnog udjela A’-stigmasterola (Ceci i
Carelli, 2007.; Krichéne i sur., 2010.; Noorali i sur., 2014.; Yorulmaz i sur., 2014.; Bozdogan
Konuskan i Mungan, 2016.; Kygyk i sur., 2016.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.), odnosno udjela
ukupnog B-sitosterola nizeg od minimalnih 93 % (Ceci i Carelli, 2007.; Krichéne i sur., 2010.;
Nooraliisur., 2014.; Bozdogan Konuskan i Mungan, 2016.; Kycyk i sur., 2016.; Salazar-Garcia
i sur., 2019.) zabiljezeni su i u uljima drugih sorti. Isto tako, u viSe je sortnih maslinovih ulja
utvrden relativni udio kampesterola visi od 4,0 % (Koutsaftakis i sur., 1999.; Rivera del Alamo
i sur., 2004.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Ceci i Carelli, 2007.; llyasoglu i sur., 2010.; Lerma-
Garcia i sur., 2011.; Sena-Moreno i sur., 2015.; Kygyk i sur., 2016.; Deiana i sur., 2019.;
Salazar-Garcia i sur., 2019.; Skiada i sur., 2019), $to je najviSa vrijednost za djevianska
maslinova ulja dopustena Uredbom Europske komisije (EK, 2019.). U prethodnim
istrazivanjima zapazena su i druga odstupanja od vrijednosti propisanih Uredbom, kao na
primjer, relativni udio kolesterola visi od 0,5 % (Lerma-Garcia i sur., 2011.; Yorulmaz i sur.,
2014.) ili relativni udio zbroja eritrodiola i uvaola visi od 4,5 % (Allouche i sur., 2009.; Skiada i
sur., 2019.).
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Multivarijatna analiza za razlikovanje na osnovi sorte

Analiza varijance pokazala je da izmedu prosjecnih koncentracija i relativnih udjela pojedinih
sterola i triterpenskih diola u istraZzivanim maslinovim uljima postoje zna¢ajne razlike s obzirom
na sortu i stupanj zrelosti (Slike 5 — 22).

S ciljem utvrdivanja pokazatelja sortnog podrijetla koji su najmanje ovisni o stupnju zrelosti,
provedena je analiza glavnih sastavnica (engl. Principal Component Analysis, PCA) s
uzorcima svjezih ulja. U preliminarnim pokuSajima uspjeSnog razdvajanja kao varijable su
najprije izabrani steroli i triterpenski dioli koji su se u analizi varijance pokazali kao najuspjesniji
u razlikovanju sorti (najvide F vrijednosti) te su naknadno uzeti u obzir i pojedini steroli s nizim
F vrijednostima. Relativno uspjeSno razdvajanje s obzirom na sortu uzoraka svjezih ulja
dobivenih od maslina ubranih u tri razli¢ita stupnja zrelosti uzduz prve dvije glavne sastavnice
PC 1i PC 2 (engl. Principal Component, PC) postignuto je s devet varijabli. Na Slici 23 a
prikazane su projekcije pojedinih uzoraka istrazivanih ulja u dvodimenzionalnom prostoru
uvjetovanom s PC 1i PC 2, dok su na Slici 23 b prikazane projekcije varijabli, odnosno sterola
i triterpenskih diola na osnovi kojih je razdvajanje postignuto. Prve dvije glavne sastavnice
zajedno su obuhvacale 82,32 % ukupne varijance. Prva sastavnica PC 1 sadrzavala je 63,75
% ukupne varijance pa su se i uzorci od razliitih sorti uglavnom razdvojili uzduz njenog smijera,
dok je dodatno razdvajanje uzoraka sorte Rosinjola od ostalih postignuto uzduz PC 2. Uzorci
maslinovog ulja od sorte Buza locirani u Cetvrtom kvadrantu Kartezijevog sustava, s pozitivnim
faktorskim optere¢enjem (engl. Factor Loading) uzduz sastavnice PC 1 i negativnim uzduz
sastavnice PC 2, korelirali su s viSim relativnim udjelima kolesterola i eritrodiola. Steroli s
negativnim faktorskim opterecenjem na PC1, kao $to su glavni steroli B-sitosterol i AS-
avenasterol (kao i ukupni PB-sitosterol) te klerosterol, A%?*-stigmastadienol, 24-metilen-
kolesterol i uvaol, najvise su doprinijeli razdvajanju uzoraka sorte Crna od ostalih (Slika 23).
Uzorci maslinovog ulja od sorte Rosinjola bili su karakterizirani visokim faktorskim
optereéenjima kampesterola i kampestanola. Uzorci sorti Buza i Crna bili su dobro grupirani,
dok je kod uzoraka Rosinjole uo¢en vecéi rasap kao posljedica veceg utjecaja stupnja zrelosti.
Slabije razdvajanje uzoraka Rosinjole stupnja zrelosti Il od uzoraka Buze najvjerojatnije je bilo
posljedica viSih udjela eritrodiola pronadenih u tim uzorcima (Tablica 6).

Analiza glavnih sastavnica (PCA) omogucila je koristan uvid u odnose sortnog podrijetla od
kojih su proizvedena maslinova ulja uklju¢ena u istrazivanje s koncentracijama i relativhim
udjelima pojedinih sterola i triterpenskih diola. Medutim za relevantnu statisti¢ku klasifikaciju i
razlikovanje (diferencijaciju) te konacnu potvrdu uc€inkovitosti pokazatelja sortnog podrijetla i/ili
stupnja zrelosti, podaci su obradeni nadziranom multivarijathom tehnikom statisticke analize,
linearnom diskriminantnom analizom (engl. Linear Discriminant Analysis, LDA). Linearna
diskriminantna analiza (LDA) primijenjena je na set s 18 uzoraka svjezih ulja i 34 varijable

(koncentracije i relativni udjeli pojedinacnih sterola i triterpenskih diola te ukupnog [3-
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sitosterola). Takav model postigao je 100% to¢nu klasifikaciju svjezih maslinovih ulja na osnovi
sorte neovisno o stupnju zrelosti izdvojivsi tri varijable. Jasno razdvajanje uzoraka ulja LDA
analizom u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije (Root
1 i Root 2) na osnovi sorte prikazano je Slici 24 a, dok je projekcija standardiziranih
koeficijenata varijabli uklju€enih u model prikazana na Slici 24 b. Prva odabrana varijabla bila
je koncentracija B-sitosterola. Nakon tog koraka 77,78 % svih uzoraka te 100 % uzoraka sorte
Crna bilo je ispravno klasificirano. Ukljugivanje relativnog udjela kampesterola klasificiralo je
ispravno i sve uzorke BuzZe, dok je ukljugivanjem posliednje varijable, relativnog udjela AS-
avenasterola, svih 18 uzoraka bilo ispravno klasificirano na osnovi sortnog podrijetla. NajviSa
koncentracija B-sitosterola utvrdena je u uljima od sorte Crna, a najniza u uljima Buze, dok je
udio kampesterola bio najvi$i u uljima Rosinjole, a najnizi u uljima od sorte Crna. Utvrdene su
statisti¢ki znacajne razlike medu sve tri sorte s obzirom na relativni udio AS-avenasterola, ali u
svakom stupnju zrelosti razli€ita sorta imala je najvisi, odnosno najnizi relativni udio tog spoja.
Na temelju rezultata ovog rada i podataka iz do sada provedenih studija moze se s vrlo velikom
sigurnoscu zakljuditi da sorta ima presudan utjecaj na koncentracije i relativne udjele sterola i
triterpenskih diola u djeviCanskom maslinovom ulju. U velikoj vecini prethodnih studija
koncentracije i/ili relativni udjeli sterola u razli€itim sortnim uljima statistiCki su usporedeni
analizom varijance (ANOVA) i raznim post-hoc testovima. U vecini slu¢ajeva pronadene su
znacajne razlike izmedu sorti za svaki pojedini istrazivani sterol i triterpenski diol. U odredenom
broju studija primijenjene su analiza glavnih sastavnica (PCA), linearna diskriminantna analiza
(LDA) i hijerarhijska klaster analiza (HCA), kao i druge multivarijantne statisticke tehnike, s
ciliem izrade statistiCkih modela koji omogucuju najbolje moguce razlikovanje maslinovih ulja
na osnovi sorte. Treba napomenuti da su se objavljene studije uvelike razlikovale u:
eksperimentalnom dizajnu, ukljuujuci broj usporedenih sorti, tipu uklju€enih uzoraka (na
primjer eksperimentalno ili industrijski proizvedena ulja, ulja u komercijalnoj prodaiji) i njihovom
broju, interakciji s drugim ¢imbenicima (godina berbe, zemljopisno podrijetlo, stupanj zrelosti,
parametri uzgoja i prerade i drugo), kombinaciji s drugim fizikalno-kemijskim parametrima
maslinovog ulja i sli€¢no. Imajuéi to u vidu, pri usporedbi uspjeSnosti razlikovanja maslinovih
ulja na osnovi sortnog podrijetla i u€inkovitosti pojedinih statistiCkih modela navedeno je
potrebno uzeti u obzir.

U ovom radu, najbolje razdvajanje PCA analizom postignuto je uklju€ivsi viSe varijabli, medu
kojima i glavne, odnosno najzastuplienije sterole poput B-sitosterola, AS-avenasterola,
kampesterola i klerosterola (Slika 25). Nadalje, LDA analiza izdvojila je upravo tri
najzastupljenija sterola, B-sitosterol, A®-avenasterol i kampesterol, kao najucinkovitije
pokazatelje sortnog podrijetla maslinovih ulja tri istrazivanje sorte (Slika 26). Takvi rezultati bili
su u skladu s prethodnim istrazivanjima, gdje su brojne studije nakon analize univarijatnim i/ili

multivarijatnim statistiCkim metodama izdvojile upravo B-sitosterol (Lerma-Garcia i sur., 2011.;
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Galeano Diaz i sur., 2005.; Lopez-Cortés i sur., 2013.; Salazar-Garcia i sur., 2019.; Kygyk i
sur., 2016.; Stefanoudaki i sur., 2000.; Marini i sur., 2004.; Giuffré i i Louadj, 2013.; Vekiari i
sur., 2010.; llyasoglu i sur., 2010.; Yorulmaz i sur., 2014.; Manai-Djebali i sur., 2012.; Ceci i
Caerelli, 2007.; Olmo-Garcia i sur., 2019.; Noorali i sur., 2014.), kampesterol (Lerma-Garcia i
sur., 2011.; Rivera del Alamo i sur., 2004.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Galeano Diaz i sur.,
2005.; Lopez-Cortés i sur., 2013.; Salazar-Garcia i sur., 2019.; Pardo i sur., 2020.;
Stefanoudaki i sur., 2000.; Marini i sur., 2004.; Yorulmaz i sur., 2014.; Alves i sur., 2005.;
Boulkroune i sur., 2017.; Noorali i sur., 2014.), AS-avenasterol (Rivera del Alamo i sur., 2004.;
Galeano Diaz i sur., 2005.; Kygyk i sur., 2016.; Giansante i sur., 2003.; Marini i sur., 2004 .;
Giuffré i i Louadj, 2013.; Vekiari i sur., 2010.; Yorulmaz i sur., 2014.; llyasoglu i sur., 2007 .;
Matos i sur., 2007.; Olmo-Garcia i sur., 2019.; Noorali i sur., 2014.), ali i stigmasterol (Galeano
Diaz i sur., 2005.; Lépez-Cortés i sur., 2013.; Salazar-Garcia i sur., 2019.; Marini i sur., 2004.;
llyasoglu i sur., 2010.; Yorulmaz i sur., 2014.; Matos i sur., 2007.; Noorali i sur., 2014.) kao
sterole na osnovi Cijih se koncentracija ili relativnih udjela mogu najbolje razlikovati maslinova
ulja razlicitih sorti. Ostali steroli i triterpenski dioli bili su korisni pokazatelji sorte u manjem broju
studija, a neki tek sporadi¢no. Zanimljivo je spomenuti istraZivanje u kojem su autori primijenili
neciljanu metabolomsku analizu s tekuéinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti
(engl. Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) vezanu s hibridnim spektrometrom
masa na principu kvadrupola i vremena preleta iona nakon elektrorasprsenja (engl. Electron
Spray lonisation/Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry, ESI/QTOF-MS) kojom su
identificirali iznimno velik broj sterola, mnogo veéi nego $to je to moguée uciniti standardnom
metodom i standardnim analitickim tehnikama. U toj studiji autori su multivarijatnim tehnikama
statistiCke analize kao pokazatelje sortnog podrijetla s najvec¢im potencijalom izdvojili
neuobi€ajene i u podrudju istrazivanja maslinovog ulja do tada nepoznate sterole, kao $to su
ajugalakton, 7a,12a-trihidroksi-53-kolestanoil-CoA i dva izomerna oblika pseudoprotodioscina
(Ghisoni i sur., 2019.).

Vaznost uspjeSnog razlikovanja istrazivanih svjezih ulja na osnovi sorte multivarijatnim
tehnikama u ovom istraZivanju (Slike 23 i 24) je i u tome $to je navedeno postignuto unato¢
Cinjenici da su se uzorci razlikovali po stupnju zrelosti maslina od kojih su proizvedeni te da su
postojale znacajne interakcije izmedu sorte i stupnja zrelosti (Slike 5 — 22). Navedeno upucuje
na zaklju¢ak da medu sterolima u maslinovom ulju postoje pokazatelji sorte dovoljno robusni
da zadrzavaju informaciju o sorthom podrijetlu kroz razdoblje dozrijevanja, §to moze biti
iskoristeno za potvrdu njihove sortne autentiCnosti bez obzira na stupanj zrelosti.

Vrijedi napomenuti da je u do danas objavljenoj literaturi medu studijama u kojima su koriSteni
isklju€ivo podaci o sastavu sterola i triterpenskih diola (Ranalli i sur., 2002.; Sanchez Casas i
sur., 2004.; Alves i sur., 2005.; Matos i sur., 2007.; Lerma-Garcia i sur., 2009., 2011.; Lépez-
Cortés i sur., 2013.; Skiada i sur., 2020.a, 2020.b) objavljen vrlo mali broj primjera uspjeSnog
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razlikovanja maslinovih ulja na osnovi sorte multivarijatnim statistickim tehnikama kada su
uklju€eni uzorci bili proizvedeni od plodova razli¢itog stupnja zrelosti (Sanchez Casas i sur.,
2004.; Matos i sur., 2007.). Objavljene su i studije koje su uspjele razviti robusne statisticke
modele u kojima razlikovanje sorti samo na osnovi podataka o sastavu sterola i triterpenskih
diola nije bilo ugrozeno drugim interferiraju¢im ¢imbenicima, kao §to su godina berbe (Lerma-
Garcia i sur., 2009., 2011.) ili zemljopisno podrijetlo (Lerma-Garcia i sur., 2009., 2011.; Skiada
i sur., 2020.).

O utjecaju stupnja zrelosti

Rezultati ovog (Slike 5 — 22), a i prethodnih istraZivanja pokazali su da se obrasci akumulacije
sterola i triterpenskih diola u maslini tijekom dozrijevanja, a zatim i njihove razine u
proizvedenim maslinovim uljima, znacajno razlikuju medu sortama. Do danas su utvrdene
znacajne interakcije utjecaja stupnja zrelosti ne samo sa sortom vec¢ i drugim faktorima, kao
na primjer s godinom berbe. Na primjer, u studiji koja je obuhvacala Cetiri godine, odnosno
sezone berbe, ukupna koncentracija sterola u maslinovim uljima sorte Cornicabra neznatno
se snizila tijekom dozrijevanja u dvije godine istrazivanja, u tre€oj je zabiljezen znacajniji pad,
dok je u Cetvrtoj zabiljezen znacajan porast (Salvador i sur., 2001.).

Obrazac promjene koncentracija veceg broja analiziranih sterola tijekom dozrijevanja, pa tako
i glavnog predstavnika B-sitosterola kao i ukupnih sterola, s porastom koncentracija u ranijoj
fazi nakon kojeg je uslijedilo njihovo snizavanje, zabiljeZen je i u prethodnim istrazivanjima
drugih autora (Matos i sur., 2007.; Lazzez i sur., 2008.; Guillaume i sur., 2012.; Yorulmazi sur.,
2013.; S6nmez i sur., 2018.; Taticchi i sur., 2019.). Gutierrez i suradnici (1999.) primijetili su
konstantno sniZzavanje koncentracije ukupnih sterola. Takav obrazac bio je izrazeniji kod sorte
Picual nego kod sorte Hojiblanca, $to je jo$ jednom dokazalo da je sorta klju€an ¢imbenik.
Sakouhi i sur. (2009.a) su sniZenje koncentracije sterola objasnili €injenicom da u kasnijim
fazama dozrijevanja ploda masline aktivnost enzima koji sudjeluju u biosintezi sterola
usporava, a stopa pretvorbe sterola u druge srodne oblike, kao $to su stanoli i steril esteri,
reakcijama dehidracije, hidrogenacije i dehidrogenacije se povecava. Nadalje, koncentracija
sterola se tijekom kasnije faze dozrijevanja snizava i zbog poveéane proizvodnje sastojaka
osapunjive frakcije, medu ostalima i triglicerida koji €ine i do preko 98 % ukupne mase
maslinovog ulja, $to 'razrjeduje' neosapunjivu frakciju ukljuCujuci i sterole kao njene sastojke
(Sanchez Casas i sur., 2004.). Ranije je pokazano da razli€ite sorte pokazuju razli€itu dinamiku
nakupljanja ulja tijekom dozrijevanja. Ranalli i suradnici (1998.) primijetili su da su plodovi sorte
Leccino najviSi udio ulja dostigli pri indeksu zrelosti od oko 5, odnosno s prevladavaju¢om
crnom pokoZicom i ljubi¢astom pulpom, dok su masline sorte Frantoio najvide ulja nakupile pri
indeksu nesto nizem od 4, s uglavhom crno-crvenkastom pokoZicom i zelenom pulpom.

Navedeno je ukazalo da je ne samo enzimska aktivnost, vec i stupanj tzv. 'razriedenja’ sterola
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uslijed nakupljanja triglicerida tijekom razvoja i dozrijevanja ploda genetski predodreden.
Oscilacije koncentracija sterola tijekom dozrijevanja masline pripisivane su i njihovoj pretvorbi
u steroidne hormone i vitamine koji reguliraju rast i razvoj nezrelih tkiva bilike (Jang i sur.,
2000.; Sakouhi i sur., 2009.a).

U pojedinim istrazivanjima utvrdeno je povec¢anje sadrzaja ukupnih sterola u kasnijim fazama
dozrijevanja (Fernandez-Cuesta i sur., 2013.; Yorulmaz i Konuskan, 2017.). Taticchi i sur.
(2019.) pretpostavili su da u kasnijim fazama zrelosti plodova masline visoke razine
depolimeriziraju¢ih enzima omogucuju bolje razaranje razlicitih tkiva ploda tijekom mljevenja i
tako olakSavaju ekstrakciju sterola iz stanica masline u vodenu/uljnu fazu. Sli¢no tome,
povisenje koncentracije i relativnog udjela eritrodiola u uljima sve tri sorte tijekom dozrijevanja
utvrdeno u ovom istrazivanju (Slika 19) vjerojatno nije bilo posljedica samo biosintetskih
aktivnosti u plodu, ve¢ i €injenice da se eritrodiol i ostali triterpenski dioli u veéim koli¢inama
nalaze u pokozici masline koja tijekom dozrijevanja postaje tanja i krhkija te se lakSe razara i
fragmentira tiiekom mljevenja plodova u preradi, $to dovodi do pove¢anog stupnja ekstrakcije
tih spojeva u ulje (Sanchez Casas i sur., 2004.).

U mnogim objavljenim istrazivanjima zabiljezena je snazna negativna korelacija izmedu
relativnih udjela B-sitosterola i AS-avenasterola tijekom dozrijevanja (Camera i sur., 1985,;
Koutsaftakis i sur., 1999.; Guillaume i sur., 2012.; Sanchez Casas i sur., 2004.; Yorulmaz i
Konuskan, 2017.; Ajana i El Antari, 1998.; Sénmez i sur., 2018.). Isto je utvrdeno i u ovom
radu (Slike 13 i 15), gdje su koeficijenti korelacije r iznosili -0,979 za Buzu, -0,983 za Crnu i -
0,765 za Rosinjolu. Aparicio i Luna (2002.) objasnili su takvu pojavu na temelju sniZzenja omjera
kostice i pulpe u plodovima tijekom dozrijevanja, §to rezultira manjim udjelom ulja iz kostice
koje sadrzi veéi omjer B-sitosterol/AS-avenasterol nego ulje koje se nakuplja u pulpi ploda
(Ranalli i sur., 2002.). Druga mogu¢nost je da aktivnost pojedinih enzima u kasnijoj fazi
dozrijevanja slabi (Sakouhi i sur., 2009.a), $to vjerojatno ukljuuje i veé spomenutu A?*-
izomerazu/reduktazu koja prevodi AS-avenasterol u B-sitosterol (Schaller, 2004.). Vrijedi
spomenuti da su u ovom radu, za razliku od relativnih udjela, koeficijenti korelacije izmedu
koncentracija B-sitosterola i A®-avenasterola bili uglavnom pozitivni i relativno visoki (podaci
nisu prikazani), $to upuéuje na zaklju¢ak da se tijekom dozrijevanja njihov omjer donekle
mijenja, ali koncentracije zapravo pokazuju relativno sli¢ne fluktuacije. Navedeno je zapravo
logi¢no jer oba spoja potjecu iz istog biosintetskog puta, odnosno njegove grane (Slika 2).
Treba napomenuti da su se objavljena istrazivanja, ukljuujuéi i ovu studiju, medusobno
razlikovala s obzirom na drzavu i regiju u kojoj su provedena, $to znaci da su bila obiljezena
posebnim pedoklimatskim i agroekolodkim uvjetima predodredenim zemljopisnim podrijetiom
i poloZajem. IstraZivanja su provodena u velikom vremenskom rasponu u razli¢itim godinama,
odnosno sezonama berbe, gdje je svaka od njih bila obiljeZena neponovljivim vremenskim

uvjetima. Takoder, vremenski okviri razdoblja dozrijevanja koji su istraZivani bili su znacajno
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razliciti, od duljih, kao na primjer u istrazivanju Ajane i El Antarija (1998.) od kolovoza do
veljae s 11 termina berbe, do kracih, kao na primjer u studiji Yorulmaza i Konuskana (2017.)
koja je ukljuCivala tri termina berbe u listopadu i studenom. Takoder treba imati na umu da su
u nekim publikacijama objavljene promjene relativnih udjela sterola, dok su druge studije
izrazile dinamiku promjena sterola tijekom dozrijevanja u jedinicama koncentracije. Imajuci sve

to u vidu, nije bilo jednostavno donijeti jednoznacne zaklju¢ke na osnovi podataka iz literature.

Multivarijatna analiza za razlikovanje na osnovi stupnja zrelosti

S ciljem utvrdivanja pokazatelja stupnja zrelosti koji su najmanje ovisni o sorti, provedena je
PCA analiza s uzorcima svjezih ulja. U preliminarnim pokusajima razdvajanja kao varijable su
koristeni uglavnom steroli i triterpenski dioli koji su se u analizi varijance pokazali kao
najuspjesniji u razlikovanju stupnja zrelosti (najviSe F vrijednosti). Medutim, kako su u pitanju
bili uglavnom spojevi koji su istovremeno bili zasluzni za najznacajnije statisti¢ki znacajne
razlike izmedu ulja razli¢itih sorti, takvi modeli nisu bili uspje$ni. Razdvajanje uzoraka svjezih
ulja dobivenih od maslina tri sorte na osnovi stupnja zrelosti postignuto je tek sa sterolima s
najvisim F vrijednostima iz analize varijance u kombinaciji s omjerima koncentracija ili relativnih
udjela odredenih sterola i triterpenskih diola (Slika 25). Prve dvije glavne sastavnice zajedno
su obuhvacale 70,60 % ukupne varijance. lako je razdvajanje bilo relativno uspjeSno, utvrden
je odreden rasap uzoraka kao posljedica sorthog podrijetla. Razdvajanje na osnovi stupnja
zrelosti postignuto je uglavnom uzduz PC1, gdje su varijable s pozitivnim faktorskim
opterecenjima, kao Sto su omjer udjela uvaola i koncentracije stigmasterola te omjer relativhog
udjela klerosterola i AS-avenasterola, bile karakteristicne za raniji stupanj zrelosti (1), a varijable
s negativnim faktorskim optereéenjima na PC 1, kao $to su relativni udjeli A>-avenasterola, 24-
metilen-kolesterola i eritrodiola te koncentracija 24-metilen-kolesterola, za uzorke iz kasnijeg
stupnja zrelosti (lll). Uzorci iz srednjeg stupnja zrelosti (1) gravitirali su prema sjecistu osi PC
1i PC 2 te su bili povezani s omjerom sitostanola i uvaola.

Primjenom LDA analize na set 18 svjezih ulja i 34 varijable sa stupnjem zrelosti kao
grupiraju¢im faktorom postignuta je 100 % ispravna klasifikacija. Razdvajanje uzoraka i
projekcija standardiziranih koeficijenata uklju€enih varijabli prikazani su na Slici 26. |zradeni
model odabrao je pet varijabli. Prva varijabla uklju¢ena u model bila je koncentracija 24-
metilen-kolesterola na osnovi ¢ega je ispravno klasificirano 100 % uzoraka ranijeg stupnja
zrelosti (). Uklju€ivanjem koncentracije eritrodiola svi uzorci srednjeg stupnja zrelosti (II)
takoder su to€no klasificirani. Ispravna klasifikacija svih 18 uzoraka na osnovi stupnja zrelosti
postignuta je ukljudivanjem postotnog udjela uvaola te omjera sitostanola i uvaola. Ukljucivanje
posljednje varijable, relativnog udjela 24-metilen-kolesterola, klasifikacijska ucinkovitost

modela dodatno je poboljSana. Koncentracija i udio 24-metilen-kolesterola i koncentracija
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eritrodiola bili su u porastu s promjenama stupnja zrelosti od | do Ill, dok je omjer sitostanola i
uvaola bio najnizi u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (IIl).

U postizanju uspjednog razlikovanja maslinovih ulja razli€itih sorti na osnovi stupnja zrelosti
maslina kao vazni su se, uz pojedine glavne sterole, pokazali i omjeri koncentracija ili relativnih
udjela pojedinih sterola (Slike 25 i 26). Moguce je da je navedeno bilo posljedica sli¢ne
dinamike promjene razina tih sterola tijekom dozrijevanja unato€¢ znacCajnim kvantitativnim
razlikama medu sortama. Navedeno upucuje na zaklju¢ak da medu sterolima u maslinovom
ulje postoje pokazatelji stupnja zrelosti dovoljno robusni da zadrzavaju informaciju o zrelosti
maslina unatoc¢ sortnim razlikama, $to moze biti iskoriSteno za potvrdu stupnja zrelosti plodova
maslina od kojih je dobiveno ulje bez obzira na sortno podrijetlo.

Prema dostupnim podacima, Koutsaftakis i suradnici (1999.) jedini su do danas uspjeli postici
sliCan rezultat i grupirati maslinova ulja sorte Koroneiki na osnovi stupnja zrelosti koristedi
kanonicku diskriminantnu analizu (engl. Canonical Discriminant Analysis, CDA) isklju€ivo s
podacima o sastavu sterola, unato€ tome Sto su uzorci potjecali iz dvije uzastopne godine
berbe. Rijetki ostali statistiCki modeli koji su uspjeli posti¢i grupiranje uzoraka maslinovog ulja
na osnovi stupnja zrelosti i to unato€ interakciji sa sortnim podrijetlom ili nekim drugim faktorom
kao varijable su koristili sterole u kombinaciji s drugim sastojcima maslinovog ulja. Fuentes de
Mendoza i suradnici (2013.) pokazali su da je moguce razlikovati maslinova ulja prema stupnju
zrelosti (od zelenih, proSaranih i zrelih maslina) unato€ razli¢itom sortnom podrijetlu
koriStenjem linearne diskriminantne analize (LDA), koja je koriStena i u ovom radu, Koristeci
odredene masne kiseline, trigliceride i sterole kao kombinaciju varijabli. Orozco-Solano i
suradnici (2010.) primijetili su odredeni stupanj grupiranja uzoraka maslinovog ulja od ftri
razliCite sorte prema stupnju zrelosti primjenom analize glavnih sastavnica (PCA) sa sterolima
i alifatskim alkoholima kao varijablama. U drugom istrazivanju, primjenom PCA i
diskriminantne analize postignuto je relativho uspjeSno razdvajanje ulja od plodova stabala
razliCite starosti na osnovi stupnja njihove zrelosti. Osim sterola i triterpenskih diola, kao
varijable su upotrijebljeni i skvalen, klorofili, karotenoidi i alifatski alkoholi (Chtourou i sur.,
2017.).
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5.2. UTJECAJ SORTE | STUPNJA ZRELOSTI MASLINA NA SASTAV
ALIFATSKIH ALKOHOLA U SVJEZIM ULJIMA

U istrazivanim maslinovim uljima identificirano je sedam alifatskih alkohola i to redom
dokozanol (s 22 atoma ugljika, C22), trikozanol (C23), tetrakozanol (C24), pentakozanol (C25),
heksakozanol (C26), heptakozanol (C27) i oktakozanol (C28). Medusobni odnosi
koncentracija i relativnih udjela pojedinacnih alifatskih alkohola odgovarali su onima
predstavljenim u Uredbi Europske komisije (EK, 2019.) i podacima iz literature o njihovom
sastavu u djeviCanskom maslinovom ulju, sa zna€ajno viSim koncentracijama i relativnim
udjelima alkohola s parnim brojem atoma ugljika u molekuli (Stefanoudaki i sur., 2000.;
Aparicio i Luna , 2002.; Lazzez i sur., 2008.; Sakouhi i sur., 2010.a; Giuffre, 2014.b).
Prosjecne koncentracije (mg/100 g ulja) i relativni udjeli (%) alifatskih alkohola u maslinovim
uljima hrvatskih sorti Buza, Crna i Rosinjola proizvedenim od maslina ubranih u tri razligita
stupnja zrelosti (I, Il i lll) prikazani su u Slikama 27 — 34. Jednosmjernom analizom varijance
utvrdene su statistiCki znacajne razlike izmedu prosje€nih koncentracija i relativnih udjela
vecine identificiranih alifatskih alkohola i na osnovi sorte i na osnovi stupnja zrelosti. Kao i u
sluCaju sterola i triterpenskih alkohola, za mnoge identificirane alifatske alkohole uo€ene su i
interakcije, odnosno razli€it utjecaj jednog faktora na razli¢itim razinama drugog faktora.

U uljima sorte ranijeg (l) i kasnijeg stupnja zrelosti (ll) najviSa koncentracija dokozanola
pronadena je u uzorcima od sorte BuZa, dok je ulje Rosinjole sadrzavalo najvidu koncentraciju
u srednjem stupnju zrelosti (II) (Slika 27). NajviSi relativni udio u sva tri stupnja zrelosti
pronaden je u uljima Buze. NajniZu koncentraciju i relativni udio na po€etku pracenog razdoblja
dozrijevanja (l) sadrzavalo je ulje Rosinjole, a u preostala dva termina (11 i lll) ulje Crne. Kod
sve tri sorte utvrden je porast koncentracije i relativnog udjela dokozanola u cijelom ili u dijelu
razdoblja dozrijevanja, dok je sniZzenje koncentracije zabiljeZeno samo u ulju Rosinjole
kasnijeg (lll) u odnosu na ulje srednjeg stupnja zrelosti (Il).

Ulja ranijeg stupnja zrelosti (I) Buze i Crne sadrzavala su vi$u koncentraciju trikozanola od
ekvivalentnog ulja Rosinjole, dok je u dva preostala termina (Il i Ill) najviSa koncentracija
pronadena u uljima Rosinjole, a najniza u uljima Crne (Slika 28). Relativni udio trikozanola u
ranijem (1) i srednjem stupnju zrelosti (Il) bio je najviSi u uljima Buze, dok u kasnijem stadiju
nisu utvrdene znacajne razlike izmedu sorti. U ulju svake pojedine sorte uo€ena je razliCita
dinamika promjene koncentracije i relativnog udjela trikozanola tijekom dozrijevanja. U uljima
BuzZe zabiljeZen je porast pa pad relativnog udjela; u ulju Crne do$lo je do blagog porasta u
ulju kasnijeg stupnja zrelosti (lll), dok je kod Rosinjole zabiljezeno veliko poviSenje u ulju
srednjeg stupnja zrelosti (II) pa blazi pad koncentracije u ulju kasnijeg stupnja zrelosti (lII).
Odnosi koncentracija i relativnog udjela tetrakozanola u razli€itim uljima (Slika 29) bili su sli¢ni

onima trikozanola. Ulja ranijeg stupnja zrelosti (1) BuZe i Crne sadrzavala su vidu koncentraciju
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od ekvivalentnog ulja Rosinjole, dok je u dva preostala termina (Il i lll) najviSsa koncentracija
pronadena u uljima Rosinjole, a najniza u uljima Crne. Sliéno je, uz manje razlike, utvrdeno i
za relativni udio. U uljima Buze i Crne zabilieZen je blago poviSenje koncentracije i relativnog
udjela u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (lll).

Ulja Crne i Rosinjole sadrzavala su visu koncentraciju pentakozanola nego ulje BuZe u sva tri
stupnja zrelosti, dok je najvisi relativni udio u sva tri stadija pronaden u uljima Crne, niZi u
uljima Rosinjole, a najnizi u uljima Buze. Izuzetak je bio sredniji stupanj zrelosti gdje nije bilo
razlike izmedu ulja potonje dvije sorte (Slika 30). Kod sve tri sorte zabiljeZzeno je konstantno
shizenje koncentracije i relativnog udjela pentakozanola tijekom dozrijevanja, uz nekoliko
izuzetaka kada razlike nisu bile statistiCki znacajne.

NajviSa koncentracija heksakozanola u ranijem (I) i srednjem stupnju zrelosti (II) pronadena je
u uljima Rosinjole, a najniza u uljima Buze, dok se ulja razli€itih sorti kasnijeg stupnja zrelosti
(1) nisu razlikovala (Slika 31). Najvisi relativni udio u ranijem stupnju zrelosti pronaden je u
ulju Rosinjole, a u druga dva stadija (Il i Ill) u ulima Crne. Ulja Buze sadrzavala su najnizi
relativni udio, osim u kasnijem stupnju zrelosti kada se ulja Buze i Rosinjole nisu razlikovala.
U vecini sluCajeva utvrdeno je snizenje koncentracije ili relativnog udjela heksakozanola
tijekom dozrijevanja, iako ne istim intenzitetom kod svih sorti te uz pokoju iznimku, kao na
primjer poviSenje koncentracije u ulju Buze kasnijeg (lll) u odnosu na ulje srednjeg stupnja
zrelosti (Il) ili odrzavanje stabilnog relativnog udjela u pojedinim fazama dozrijevanja Buze i
Crne.

Ulja sorte Rosinjola sadrzavala su najvise koncentracije heptakozanola u svim fazama
dozrijevanja, a sli¢no je utvrdeno i za relativni udio u ranijem stupnju zrelosti (), dok se u
daljnjim fazama udjeli u uljima razli¢itih sorti nisu razlikovali (Slika 32). U slu¢ajevima kada su
utvrdene znacajne razlike medu uljima iste sorte proizvedenim od maslina razli¢ite zrelosti,
kao u sluéaju Crne i Rosinjole, utvrden je pad koncentracija, a u pojedinim stadijima i relativnih
udjela.

Kao i u slu¢aju heksakozanola, najviSa koncentracija oktakozanola u ranijem (1) i srednjem
stupnju zrelosti (Il) pronadena je u uljima Rosinjole, a najniza u uljima Buze, dok se ulja
razli¢itih sorti kasnijeg stupnja zrelosti (lll) nisu razlikovala (Slika 33). NajviSi udio
oktakozanola u ranijem stupnju zrelosti (1) zabiljezen je u ulju Rosinjole, a u kasnijem (lIl) u
ulju Crne. U vecini sluajeva zabiljezene su znaéajne promjene tijekom dozrijevanja, odnosno
znacajno snizenje koncentracije i/ili relativnog udjela i to u pojedinim fazama u uljima Buze i
Crne ili kroz cijelo razdoblje dozrijevanja u uljima Rosinjole. Kao i kod heksakozanola i
heptakozanola, najvece razlike u razini oktakozanola izmedu ulja ranijeg (l) i kasnijeg stupnja
zrelosti (Il) zabiljezene su u uljima Rosinjole.

Koncentracija ukupnih alifatskih alkohola (Slika 34) u ranijem stupnju zrelosti (l) bila je visa u

uljima od sorti Crna i Rosinjola u odnosu na Buzu, dok je Rosinjola sadrzavala najvidu
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koncentraciju i u preostala dva stadija (Il i lll). U srednjem stupnju zrelosti (Il) najniza
koncentracija pronadena je u ulju Buze, a u kasnijem (Ill) u ulju Crne. Dinamika nakupljanja
ukupnih alifatskih alkohola razlikovala se od sorte do sorte. U uljima Buze je nakon stabilnog
razdoblja zabiljezeno poviSenje koncentracije u kasnijem stupnju zrelosti (lll), snizenje
koncentracije u ulju Crne srednjeg (Il) u odnosu na ulje ranijeg stupnja zrelosti (I) nije
nastavljeno nego je u posljednjoj fazi (Ill) koncentracija ostala nepromijenjena, dok je u uljima
sorte Rosinjola nakon porasta u srednjem (ll), u kasnijem stupnju zrelosti (lll) zabiljezeno

shizenje koncentracije ukupnih alifatskih alkohola.

O utjecaju sorte

Koncentracija ukupnih alifatskih alkohola u maslinovim uljima u ovom radu kretala se u
rasponu od 7,93 do 14,73 mg/100 g (Slika 34). TrziSni standardima i propisima EU nije
definirana granica koncentracije ukupnih alifatskih alkohola za djevi¢ansko i ekstra djevi¢ansko
maslinovo ulje, ali je definirana maksimalna granica za maslinovo ulje lampante od 35 mg/100
g. U usporedbi s drugim sirovinama i namirnicama, pronadene koncentracije bile su sli¢nog
reda veliCina kao i one pronadene u lipidima cijelog i mljevenog kukuruza i kineske Secerne
trske: do 12 mg/100 g (Harrabi i sur., 2009., Leguizamon i sur., 2009.), pSeni¢noj slami: 16
mg/100 g, listovima Secerne trske: 18 mg/100 g (Irmak i sur., 2006.) i ulju rizinih mekinja: 17
mg/100 g (Jung i sur., 2011.). Bile su uglavnom viSe od koncentracija pronadenih u pSeni¢nim
mekinjama: 3 mg/100 g, pSeni¢nim klicama: 1 mg/100 g i pSeni¢nom brasnu: 0,02 mg/100 g
(Irmak i sur., 2006.), a nize nego koncentracije pronadene u kori Se¢erne trske: 27 mg/100 g
(Irmak i sur., 2006.), ulju sjemenki perile: 43 mg/100 g, ulju sjemenki grozda: 24 mg/100 g
(Jung i sur., 2011.), ulju kikirikija: do 54 mg/100 g (Cherif i sur., 2010.) i suncokretovom ulju:
do 81,46 mg/100 g (Anastasi i sur., 2010.).

Koncentracija ukupnih alifatskih alkohola u maslinovim uljima istrazivanim u ovom radu bila je
usporediva s koncentracijama zabiljezenim u uljima drugih mediteranskih sorti maslina, kao
$to su, na primjer, talijanska Coratina s koncentracijama od 5,8 do 6,5 (Aparicio i Luna, 2002.),
odnosno 6,9 mg/100 g (Stefanoudaki i sur., 2000.), gréka sorta Koroneiki s koncentracijama
od 24,3 do 26,7 (Aparicio i Luna, 2002.), odnosno 15,2 mg/100 g (Stefanoudaki i sur., 2000.),
te Spanjolska sorta Picual s koncentracijom od 11,6 mg/100 g (Stefanoudaki i sur., 2000.).
Ukupne koncentracije alifatskih alkohola koje su Aparicio i Luna (2002.) prona$li u uljima
razliCitih sorti dosezale su do ¢ak 36,1 mg/100 g u ulju sorte Farga. Rivera del Alamo i suradnici
(2004.) utvrdili su ukupne koncentracije alifatskih alkohola izmedu 4,4 i 29,1 mg/100 g u uljima
Spanjolskih sorti Cornicabra, Arbequina, Picual i Hojiblanca, dok su Lazzez i suradnici (2008.)
u uljima tuniske sorte Chemlali zabiljezili koncentracije od priblizno 5 do 32 mg/100 g, ovisno

o stupnju zrelosti maslina. Giuffré (2014.b) je utvrdio da se prosjecna koncentracija ukupnih
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alifatskih alkohola u maslinovim uljima razli€itih sorti iz jugozapadne Kalabrije (ltalija) u
razli¢itim godinama berbe kretala u rasponu od 3,8 mg/100 g u ulju sorte Nocellara Messinese
do 13,0 mg/100 g u ulju sorte Ottobratica. U drugom sveobuhvatnom istrazivanju koje je uzelo
u obzir utjecaj faktora dozrijevanja, isti autor pronasao je koncentracije izmedu 2,1 mg/100 g
u ulju dobivenom uglavnom od crnih plodova sorte Nocellara Mesinese ubranih kasno (31.
prosinca) i 19,4 mg/100 g pronadenih u ulju od zelenih maslina sorte Pendolino (1. listopada)
(Giuffre, 2014.a).

Omijeri glavnih alifatskih alkohola s parnim brojem atoma ugljika usporedeni su s onima
izraCunatim na osnovi podataka dostupnih u literaturi (Lazzez i sur., 2008.; Aparicio i Luna ,
2002.; Stefanoudaki i sur., 2000.; Sakouhi i sur., 2010.a; Giuffré, 2014.b) za druge sorte
(Coratina, Koroneiki, Chemlali, Picual, Sayali, Cassanese, lItrana, Leccino, Nocellara
Messinese, Nociara, Pendolino, Picholine i Sinopolese) te je tako dobiveno da odnosi
dokozanol : tetrakozanol : heksakozanol : oktakozanol u prosjeku iznose: 1,00 : 2,18 : 3,59 :
1,86. Dokozanol je pronaden u najnizim relativnim udjelima u odnosu na druge glavne alifatske
alkohole u velikoj vec¢ini dosadasnijih studija, dok je najzastupljeniji uglavhom bio heksakozanol
(Stefanoudaki i sur., 2000.; Aparicio i Luna, 2002.; Lazzez i sur., 2008.; Sakouhi i sur., 2010.a;
Giuffre, 2014.b). U uljima sorti Buza i Rosinjola ukljuenim u ovo istraZivanje dokozanol se
pojavio u najmanjem relativnom udjelu samo u uljima ranijeg stupnja zrelosti (), dok je u uljima
ostalih faza dozrijevanja alkohol pronaden u najnizem udjelu bio oktakozanol (Slike 27 i 33).
U uzorcima Crne kasnijeg stupnja zrelosti udjeli dokozanola i oktakozanola bili su vrlo sliéni.
Najvisi relativni udio u svim uzorcima ukljuc¢enim u istraZivanje imao je heksakozanol, &to je
bilo u suglasju s drugim autorima (Stefanoudaki i sur., 2000.; Aparicio i Luna , 2002.; Lazzez i
sur., 2008.; Sakouhi i sur., 2010.a; Krichene i sur., 2010.; Giuffre, 2014.b). Relativni udjeli
dokozanola, tetrakozanola, heksakozanola i oktakozanola u uljima analiziranim u ovom radu
imali su sljedece prosje¢ne omijere tijekom dozrijevanja: 1,27 : 1,86 : 2,54 : 1,07 u uljima Buze,
1,00 : 1,84 : 3,89 : 1,54 u uljima Crnei1,11:2,60:545:245u uljima Rosinjole. Relativni
omjer dobiven za ulja sorte Crna najviSe je odgovarao omjerima utvrdenim u ostalim
mediteranskim maslinovim uljima (Lazzez i sur., 2008.; Aparicio i Luna , 2002.; Stefanoudaki i
sur., 2000.; Sakouhi i sur., 2010.a; Giuffré, 2014.b). Za ulja Buze i posebno Rosinjole zapazena
su odredena odstupanja. Osim ve¢ spomenutog dokozanola, razlike izmedu koncentracija
pojedinih glavnih alkohola najmanje su se medusobno razlikovale u uljima Buze, dok su se
udjeli heksakozanola i oktakozanola u uljima Rosinjole drasti¢no mijenjali tijekom dozrijevanja.
UocCene osobitosti mogle bi se smatrati specificnim i potencijalno tipi€nim znacajkama
djevi¢anskih maslinovih ulja spomenutih sorti. Takoder, ovi primjeri jo$ su jednom pokazali da
je potrebno uzeti u obzir utjecaj stupnja zrelosti kada se provodi karakterizacija i razlikovanje

na osnovi sortnog podrijetla. Znacajnija odstupanja medusobnih omjera glavnih alifatskih
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alkohola ranije su utvrdena za ulja od talijanskih sorti Coratina i Ottobratica, gdje su oni iznosili
1,00: 2,55 : 8,93 : 4,97, odnosno 1,00 : 1,56 : 1,61 : 1,42 (Giuffre, 2014.b).

Multivarijatna analiza za razlikovanje na osnovi sorte

S ciljem utvrdivanja pokazatelja sortnog podrijetla koji su najmanje ovisni o stupnju zrelosti,
provedena je PCA analiza s uzorcima svjezih ulja. Relativno uspjeSno, iako ne i potpuno
razdvajanje uzoraka svjezih ulja na osnovi sorte postignuto je s Cetiri varijable, odnosno
alifatskih alkohola koji su se u dvosmjernoj analizi varijance pokazali kao najuspjesniji u
razlikovanju sorti (najviSe F vrijednosti). Na Slici 35 a prikazane su projekcije pojedinih uzoraka
istrazivanih ulja u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s dvjema glavnim sastavnicama
PC 1i PC 2, dok su na Slici 35 b prikazane projekcije alifatskih alkohola na osnovi kojih je
razdvajanje postignuto. Prve dvije glavne sastavnice zajedno su sadrzavale 94,50 % ukupne
varijance. Uzorci maslinovog ulja sorte Buza pokazali su tendenciju izdvajanja od ostalih
uzoraka uglavnom uzduz PC 1, dok su uzorci od Rosinjole bili razdvojeni od ostalih uglavnom
uzduz PC 2. Uzorci sorte Buza korelirali su s relativnim udjelom dokozanola koji je imao visoko
pozitivno faktorsko opterecenje na PC 1. Visok postotni udio pentakozanola bio je
karakteristitan za ulja sorte Crna, dok je njegova visa koncentracija u uljima sorti Crna i
Rosinjola bila zasluzna za razdvajanje od uzoraka ulja BuZe. Za razdvajanje ulja Rosinjole od
ulja ostalih sorti najzasluznije su bile visoke koncentracije heptakozanola. Kod te sorte uocen
je najveCi rasap polozaja pojedinacnih uzoraka u koordinathom sustavu. Navedeno je
najvjerojatnije bilo posljedica utjecaja stupnja zrelosti na koncentraciju dokozanola, koja je u
uljima Rosinjole iz srednjeg (ll) i kasnijeg (lll) stupnja zrelosti takoder bila relativho visoka,
bliska onima pronadenim u uljima sorte Buza.

Linearna diskriminantna analiza primijenjena je na set podataka dobiven analizom svjezih ulja
koji je sadrzavao 18 uzoraka i 14 varijabli (koncentracije i relativni udjeli pojedinacnih alifatskih
alkohola). Takav model postigao je 100 % to&nu klasifikaciju svjezih maslinovih ulja na osnovi
sorte neovisno o stupnju zrelosti izdvojivsi Cetiri varijable. Jasno razdvajanje uzoraka ulja LDA
analizom u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije diskriminantne funkcije na
osnovi sorte prikazano je Slici 36 a, dok je projekcija standardiziranih koeficijenata varijabli
uklju¢enih u model prikazana na Slici 36 b. Prva odabrana varijabla bila je koncentracija
pentakozanola 3to je rezultiralo ispravhom klasifikacijom 100 % uzoraka sorte Buza.
Ukljugivanje relativnog udjela pentakozanola klasificiralo je ispravno i sve uzorke sorte Crna,
dok je ukljuivanjem koncentracije dokozanola postignuta ispravna klasifikacija svih 18
uzoraka na osnovi sortnog podrijetla. Uklju€ivanjem posliednje varijable, koncentracije
tetrakozanola, poboljSana je LDA klasifikacija na osnovi sorte. Najniza koncentracija

pentakozanola pronadena je u uljima sorte Buza, dok je najvisi relativni udio istog alifatskog
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alkohola bio karakteristian za ulja sorte Crna. Najvi$a prosje¢na koncentracija tetrakozanola
odlikovala je vecinu uzoraka sorte Rosinjola.

Na temelju rezultata ovog rada i podataka iz do sada provedenih studija moze se s vrlo velikom
sigurnoscu zakljuciti da sorta ima znacajan utjecaj na koncentracije i relativne udjele alifatskih
alkohola u djevicanskom maslinovom ulju. Medu objavljenim podacima nisu pronadeni
multivarijatni statisticki modeli koji su uspjeli postic¢i razlikovanje maslinovih ulja razli€itih sorti
samo na osnovi sastava alifatskih alkohola. Bianchi i suradnici (2001.) postigli su relativno
zadovoljavajuce razdvajanje ulja Sest talijanskih sorti koristeéi alifatske alkohole u kombinaciji
sa sterolima, triterpenskim alkoholima i masnim kiselinama. Autori su utvrdili znacajnije
varijacije u razinama alifatskih alkohola izmedu i unutar grupa pojedinih sorti u odnosu na
druge istrazivane spojeve. Pretpostavili su da je navedeno mogla biti posljedica utjecaja
okoliSnog stresa koji najvise pogada pokozicu ploda masline, a u kojoj je glavnina alifatskih
alkohola akumulirana. Talijanska ulja od sedam sorti maslina uspjeSno su razlikovana PCA
analizom i kanoni¢kom diskriminantnom analizom i to koristeéi alifatske i triterpenske alkohole
kao varijable (Ranalli i sur., 2002.). Boulkroune i suradnici (2017.) uspje$no su razdvojili uzorke
maslinovog ulja Cetiri alzirske sorte pomocu LDA analize. Uz pojedine sterole i triterpenske
diole, LDA analiza je kao varijable najkorisnije za razdvajanje izdvojila i dokozanol,
pentakozanol i heptakozanol, $to je uvelike bilo u slaganju s rezultatima PCA i LDA analize u
ovom radu (Slike 35 i 36). Giansante i suradnici (2003.) postigli su relativnho dobro razdvajanje
uzoraka ulja Cetiri sorte maslina pomoc¢u PCA analize koristeéi tetrakozanol i heksakozanol u
kombinaciji sa sterolima, triterpenskim alkoholima, triterpenskim diolima, masnim kiselinama i
skvalenom, dok je uspjesSnost klasifikacije od 96 % LDA analizom na osnovi sorte postignuta
s osam varijabli, medu kojima je bio i heksakozanol. lako su analizom varijance pronasli razlike
izmedu koncentracija alifatskih alkohola u maslinovim uljima sorti Coratina (ltalija), Picual
(Spanjolska) i Koroneiki (Gréka). Stefanoudaki i suradnici (2000.) nisu utvrdili uginkovitost tih
spojeva kao varijabli za razlikovanje na osnovi sorte pomoc¢u kanonitke diskriminantne
analize, za razliku od parametara kvalitete, masnih kiselina, sterola i odredenih senzornih
svojstava.

Vaznost uspjeSnog razlikovanja istrazivanih ulja na osnovi sorte multivarijatnim tehnikama u
ovom istrazivanju (Slike 35 i 36) je i u tome $to je navedeno postignuto unato¢ Cinjenici da su
se uzorci razlikovali po stupnju zrelosti maslina te unato¢ znacajnim interakcijama izmedu
sorte i stupnja zrelosti (Slike 27 — 34). Navedeno upucuje na zaklju¢ak da medu alifatskim
alkoholima u maslinovom ulju postoje pokazatelji sorte dovoljno robusni da zadrzavaju
informaciju o sortnom podrijetlu kroz razdoblje dozrijevanja, $to moze biti iskoriSteno za

potvrdu njihove autenti€énosti bez obzira na stupanj zrelosti.
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O utjecaju stupnja zrelosti

Snizenje koncentracija i relativnih udjela alifatskih alkohola duljeg lanca od pentakozanola do
oktakozanola, zabiljezeno u uljima Crne i Rosinjole, a u pojedinim sluéajevima i u uljima Buze
(Slike 27 — 33), bilo je u skladu je s rezultatima koje je ranije dobio Giuffré (2014.a). Giuffre
(2014.b) je takoder primijetio nedosljedne obrasce promjena koncentracija alkohola kracih
ugljikovih lanaca od dokozanola do tetrakozanola u uljima razli€itih sorti. U ovom radu izuzetak
su bila ulja Buze, gdje je za sve alifatske alkohole osim dokozanola uoeno snizenje
koncentracija u uljima srednjeg (lI) u odnosu na ulje ranijeg stupnja zrelosti (I) s ponovnim
povisenjem u ulju kasnijeg stupnja zrelosti (lll) (Slike 27 — 33). Sli¢no je ranije uo€eno i za ulja
sorte Sinapolese (Giuffré, 2014.a). Orozco-Solano i suradnici (2010.) proucavali su
nakupljanje alifatskih alkohola tijekom dozrijevanja u plodovima i listovima maslina sorti
Gordal, Manzanilla i Picual. Autori su primijetili uglavhom nelinearne varijacije tijekom
petomjesecnog razdoblja dozrijevanja od rujna do sije€nja, a koncentracije svih alifatskih
alkohola dosegle su svoj maksimum u relativno zrelim maslinama ljubiaste i crne boje. Sli¢no
su primijetili Ranalli i suradnici (1998.) za druge sorte. Takvi obrasci naizgled su se prili¢no
razlikovali od onih utvrdenih u ovom radu i u istrazivanju koje je proveo Giuffre, (2014.a), iako
je snizenje koncentracija alkohola od pentakozanola do oktakozanola utvrdeno kod sorti
Gordal i Manzanilla u razdoblju promjene boje maslina od zelenih do proSaranih (Orozco-
Solano i sur., 2010.) u odredenoj mjeri bilo usporedivo s promjenama utvrdenim u ovom radu
u razdoblju izmedu ranijeg (I) i srednjeg stupnja zrelosti (Il) (Slike 30 — 33). S druge strane, isti
autori (Orozco-Solano i sur., 2010.) su u maslinama sorte Picual utvrdili varijacije udjela
alkohola kraceg lanca dokozanola, trikozanola i tetrakozanola obrnuto proporcionalne onima
pentakozanola, heksakozanola, heptakozanola i oktakozanola, §to je bio slu€aj i u ovom radu.
Sakouhi i suradnici (2010.b) zabiljeZili su drugacije obrasce u maslinama sorte Meski: ukupni
i pojedinacni alifatski alkoholi dosegli su najviSu razinu u 26. tjednu, a najnizu u 38. tjednu
nakon cvatnje. Suprotno obrnutim obrascima dinamike promjena alkohola kraéih i duljih lanaca
koje su zabiljezili Orozco-Solano i suradnici (2010.), Sakouhi i suradnici (2010.b) utvrdili su
istovremeni porast ili snizenje koncentracija svih pojedinacnih kao i ukupnih alifatskih alkohola
u razli¢itim fazama dozrijevanja. Boulkroune i suradnici (2017.) zabiljezili su konstantno
opadanje koncentracija ukupnih alifatskih alkohola u uljima proizvedenim od maslina razli€itih
stupnjeva zrelosti, od rujna/listopada do prosinca/sije¢nja. Za pojedinacne alifatske alkohole
utvrdili su uglavnom sli¢ne promjene, ali su u pojedinim razdobljima dozrijevanja odredene
sorte pokazivale razliCite obrasce. Svi navedeni slu€ajevi potvrdili su da masline razli€itih sorti,
uvjetovane genetskim predispozicijama i pod utjecajem razli¢itih okolidnih i pedoklimatskih
uvjeta pokazuju razli¢itu dinamiku nakupljanja alifatskih alkohola tijekom dozrijevanja.
Alifatski alkoholi u bilikama uglavnom nastaju kao meduproizvodi i prekursori njihovih estera s

masnim kiselinama dugog lanca, voskova (Samuels i sur., 2008.). Utvrdeno je da se stupanj
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sinteze voskova podudara s proSirenjem povrSine bilike, odnosno ploda, pa je vjerojatno da
maksimalna koncentracija alifatskih alkohola duljeg lanca u plodovima masline koincidira sa
zavrSetkom faze rasta plodova, a koji se postize u ranijoj fazi dozrijevanja (Samuels i sur.,
2008.). Moguce je da je uoCeno snizenje razina alkohola duljeg lanca tijekom dozrijevanja
(Slike 30 — 33) bilo posljedica usporavanja njihove sinteze zbog prestanka Sirenja pokozice i
samog ploda u tom razdoblju. Poznato je da endogena enzimska aktivnhost u plodu masline
opcenito opada tijekom dozrijevanja (Salas i sur., 1999.) pa je takoder pretpostavljena i
mogucnost da je smanjenje aktivnosti acil reduktaze masnih kiselina (engl. Fatty Acid
Reductase, FAR) iz kojih alifatski alkoholi nastaju (Samuels i sur., 2008.) bilo uzrokom snizenja
njihovih koncentracija tijekom dozrijevanja. Razlozi sniZzenja koncentracija pentakozanola,
heksakozanola, heptakozanola i oktakozanola mogli su biti i prirodna enzimska razgradnja,
kemijska oksidacija u dugolan€ane aldehide i masne kiseline, kao i kontinuirano povecéanje

udjela triglicerida, odnosno 'razrjedivanje' neosapunijive frakcije (Sanchez Casas i sur., 2004.).

Multivarijatna analiza za razlikovanje na osnovi stupnja zrelosti
Primjenom PCA analize na koncentracije i relativne udjele alifatskih alkohola nije se uspjelo
posti¢i potpuno razdvajanje istraZzivanih svjeZih ulja na osnovi stupnja zrelosti, $to je bila
posljedica znacajnog utjecaja sortnog podrijetla. Nakon preliminarnih poku$aja, izdvojen je
model s pet varijabli koje su se u dvosmjernoj analizi varijance pokazale kao najuspjesnije u
razlikovanju stupnjeva zrelosti (najvise F vrijednosti) (Slika 37). Prve dvije glavne sastavnice
zajedno su obuhvacale 91,83 % ukupne varijance. Unato€ nepotpunom medusobnom
razdvajanju tri istraZivana stupnja zrelosti, relativno su uspjesno razdvojeni uzorci ranijeg (I)
od uzoraka kasnijeg (lll) stupnja zrelosti uzduz sastavnice PC 1. Varijable s pozitivnim
faktorskim opterec¢enjem na PC 1, kao $to su koncentracija i relativni udio pentakozanola te
relativni udio oktakozanola, bile su karakteristi¢ne za uzorke ranijeg stupnja zrelosti (I), dok su
uzorci ulja kasnijeg roka zrelosti (Ill) korelirali s varijablama s negativnim faktorskim
opterec¢enjem na PC 1, odnosno koncentracijom i relativnim udjelom dokozanola.

Primjenom LDA analize na set s 18 svjezih ulja i 14 varijabli sa stupnjem zrelosti kao
grupiraju¢im faktorom nije postignuta 100 %-tna uspjeSnost, ve¢ je ukupno ispravno
klasificiranih uzoraka bilo 88,89 %. Razdvajanje uzoraka i projekcija standardiziranih
koeficijenata uklju€enih varijabli prikazani su na Slici 38. Izradeni model odabrao je pet
varijabli. Nakon ukljucivanja relativnih udjela oktakozanola i trikozanola ispravno su klasificirani
svi uzorci ranijeg stupnja zrelosti (I). Uklju€ivanjem postotnog udjela dokozanola postignuta je
i 100 % ispravna klasifikacija uzoraka srednjeg stupnja zrelosti (I1), dok uvrdtenje koncentracije
pentakozanola i relativnog udjela heksakozanola u model nije povecalo ukupni postotak
uspjesSne klasifikacije na osnovi stupnja zrelosti. Dva uzorka kasnijeg stupnja zrelosti (llI)

ostala su pogresno klasificirana u grupu srednjeg stupnja zrelosti (I). Najvisi prosjecni relativni
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udio oktakozanola pronaden je u uzorcima ranijeg stupnja zrelosti (). Prosje€na koncentracija
pentakozanola i relativni udio heksakozanola bili su visi u uljima ranijeg (I) nego u uljima
kasnijeg stupnja zrelosti (Ill), dok je obrnuto utvrdeno za relativni udio dokozanola.

U postizanju razlikovanja maslinovih ulja razli€itih sorti na osnovi stupnja zrelosti kao relativho
uspjeSne varijable pokazali su se i alifatski alkoholi. Navedeno potvrduje da navedeni spojevi
pokazuju donekle slicnu dinamiku promjena prilikom dozrijevanja u maslinama razlicitih sorti,
odnosno da su njihovi profili karakteristiCni za odredeni stupanj zrelosti maslina. U do danas
objavljenoj literaturi nisu pronadeni multivarijatni statistiCki modeli kojima su razlikovana i

klasificirana maslinova ulja na osnovi stupnja zrelosti na osnovi sastava alifatskih alkohola.
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5.3. UTJECAJ SORTE | STUPNJA ZRELOSTI MASLINA NA SASTAV
TRITERPENSKIH ALKOHOLA U SVJEZIM ULJIMA

U istrazivanim maslinovim uljima identificirano je devet triterpenskih alkohola i to: Cetiri 4-metil-
sterola, redom obtusifoliol, gramisterol + cikloeukalenol i citrostadienol, te pet 4,4'-dimetil-
sterola, redom &-amirin, B-amirin, butirospermol, cikloartenol i 24-metilen-cikloartenol.
Medusobni odnosi koncentracija i relativnih udjela pojedinacnih triterpenskih alkohola iz ovog
rada odgovarali su podacima iz literature, sa citrostadienolom, odnosno cikloartenolom i 24-
metilen-cikloartenolom kao prevladavajuéim spojevima iz ove skupine (ltoh i sur., 1981.;
Bianchi i sur., 2001.; Giansante, i sur., 2003.; Sakouhi i sur., 2009.b, 2010.a).

Prosjecne koncentracije (mg/100g ulja) i relativni udjeli (%) triterpenskih alkohola u istrazivanih
uzoraka ulja hrvatskih sorti Buza, Crna i Rosinjola proizvedenim od maslina ubranih u tri
razliita stupnja zrelosti (I, Il i [ll) prikazani su na Slikama 39 — 46, te njihove sume na Slikama
47 — 49. Jednosmjernom analizom varijance utvrdene su statistiCki znacajne razlike izmedu
prosje€nih koncentracija i relativnih udjela vecine identificiranih triterpenskih alkohola i na
osnovi sorte i na osnovi stupnja zrelosti. Kao i u slu€aju sterola, za mnoge identificirane
triterpenske alkohole uoCene su i interakcije, odnosno razli€it utjecaj jednog faktora na
razli¢itim razinama drugog faktora.

Koncentracija 8-amirina u ranijem stupnju zrelosti (1) bila je vi§a u uljima Crne i Rosinjole; u
srednjem (I) u ulju Crne, a u kasnijem (lll) u ulju BuZe, koja je u prethodna dva stadija
sadrzavala najnizu koncentraciju (Slika 39). Relativni udio 6-amirina u ranijem stupnju zrelosti
() bio je visi u ulju Rosinjole nego u preostala dva sortna ulja, dok je ulje iste sorte u srednjem
i u kasnijem stupnju imalo najnizi udio tog spoja. Tijekom dozrijevanja u ulju BuZze je zabiljezen
porast koncentracije, ali i konstantno snizavanje relativnog udjela tijekom cijelog ciklusa
dozrijevanja, dok je kod preostale dvije sorte zabiljeZzeno opadanje razine koje je bilo
izrazenije, i statisticki zna¢ajno u svakom stadiju, kod relativnih udjela nego kod koncentracija.
Ulie Crne sadrzavalo je najvisu koncentraciju obtusifolila u ranijem (1), a ulje Rosinjole u
srednjem stupnju zrelosti (1), dok je najniza koncentracija u uljima oba spomenuta stupnja
pronadena u onome BuZe (Slika 40). Dok razlika u kasnijem stupnju zrelosti (Ill) medu
koncentracijama tog spoja u uljima razli€itih sorti nije bilo, razlika medu relativnim udjelima
pronadena je samo u tom stadiju, i to s najvisom vrijednosti u ulju Crne, a najnizom u ulju Buze.
Promjene u koncentracijama bile su raznovrsne i ne uvijek znacajne, za razliku od konstantnog
shizavanja relativnih udjela kroz cijeli ciklus dozrijevanja kod sve tri sorte.

Ulja Rosinjole sadrzavala su najviSu koncentraciju B-amirina u sva tri stupnja zrelosti, dok je
najniza pronadena u ulju Buze ranijeg (I), odnosno ulju Crne kasnijeg stupnja zrelosti (l1I)
(Slika 41). Najvi$i relativni udio takoder je pronaden u uljima Rosinjole, a najnizi u uljima Crne

sva tri stadija zrelosti. UoCen je porast koncentracija B-amirina tijekom dozrijevanja u uljima
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Buze i Rosinjole, iako kod potonje ne statisti¢ki znacajan u kasnijoj fazi (lll). U uljima Crne i
Rosinjole zabiljezeno je snizenje relativnog udjela tog spoja, ponovno bez razlika izmedu ulja
Rosinjole srednjeg (Il) i kasnijeg stupnja zrelosti (ll1).

Koncentracija butirospermola bila je najvi$a u uljima Crne u sve tri faze dozrijevanja, iako ne
znacajno razli¢ita od one pronadene u ulju Rosinjole ranijeg stupnja zrelosti (I) (Slika 42).
Najniza koncentracija pronadena je u vecini slu€ajeva u ulju Buze. Sli¢no je utvrdeno i za
relativne udjele, uz manje razlike kao na primjer najvidu vrijednost pronadenu u ulju Rosinjole
ranijeg stupnja zrelosti (l). Koncentracija butirospermola je u uljima sorte Buza porasla u
kasnijem stupnju zrelosti u odnosu na srednji (), dok je kod Rosinjole uoeno snizenje u
srednjem (II) u odnosu na raniji stupanj zrelosti (I). Relativni udjeli snizavali su se sa svakom
fazom dozrijevanja u uljima sve tri istrazivane sorte, s najznacajnijom promjenom u ulju
Rosinjole srednjeg (ll) u odnosu na rani stupanj zrelosti (1).

U ranijem stupnju zrelosti (1) koncentracija sume gramisterola i cikloeukalenola bila je najvisa
u ulju Crne, a u preostala dva stupnja u uljima Rosinjole (Slika 43). U srednjem (ll) i u kasnijem
stupnju zrelosti (lll) najniza koncentracija pronadena je u uljima sorte Buza. Ulja Crne
sadrzavala su najviSe relativne udjele osim u srednjem stupnju zrelosti (I1) u kojem je najvisi
udio pronaden u ulju Rosinjole. Najnizi udio u ranijoj fazi (I) pronaden je u ulju Rosinjole, a u
preostalim stupnjevima zrelosti u uljima Buze. Koncentracija sume gramisterola i
cikloeukalenola bila je u porastu tijekom dozrijevanja maslina sorte BuZa, dok je u uljima
Rosinjole zabiljezen vrlo izraZen porast, nakon kojeg je uslijedilo nesto blaZe sniZzenje
koncentracije. Dok je kod potonje sorte sliCan obrazac zabiljeZen i za relativni udio, relativni
udio sume gramisterola i cikloeukalenola u uljima Buze i Crne se snizavao tijekom sve tri
promatrane faze dozrijevanja.

Ulja sorte Rosinjola sadrZzavala su najviSu koncentraciju i relativni udio cikloartenola tijekom
cijelog razdoblja dozrijevanja (Slika 44). U uljima Buze i Rosinjole zabiljezen je konstantan
porast koncentracije tijekom dozrijevanja, dok medu uljima sorte Crna nije bilo razlika po tom
kriteriju. Crna se isticala i na osnovi promjene relativnih udjela: za razliku od konstantnog
opadanja zapazenom u ulju te sorte, u uljima preostale dvije sorte zabiljezeno je snizenje pa
porast udjela.

Koncentracija 24-metilen-cikloartenola bila je najvisa u ulju Crne ranijeg (1), ulju Rosinjole
srednjeg (ll) te ulju Buze kasnijeg stupnja zrelosti (lll) (Slika 45). Razlike u relativnim udjelima
bile su ujednacenije, s najviSim vrijednostima u uljima sorte Buza, a najnizim u uljima sorte
Rosinjola tijekom cijelog promatranog razdoblja dozrijevanja. Vrijedi istaknuti niske vrijednosti
koncentracije i relativnog udjela u ulju Rosinjole ranijeg stupnja zrelosti (). Koncentracije i
relativni udjeli bili su u porastu tijekom gotovo cijelog ciklusa dozrijevanja osim u zavr$noj fazi
dozrijevanja Rosinjole, s najveéim 'skokom' u uzorcima ulja Rosinjole iz ranog (I) u srednji

stupanj zrelosti (1l).
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Osim u ranijem stupnju zrelosti kada je najvi$a vrijednost pronadena u ulju Crne, ulja Rosinjole
sadrzavala su najviSu koncentraciju citrostadienola (Slika 46). Najnize koncentracije
pronadene su u uljima BuZe. Ulja Rosinjole sva tri stupnja zrelosti sadrZavala su najviSi relativni
udio, iako u srednjem stupnju zrelosti (I1) ne znagajno razli¢it od onog pronadenog u ulju Crne.
Ulie Buze imalo je najnizi udio citrostadienola u kasnijoj fazi dozrijevanja. Zabiljezeno je
snizenje koncentracije citrostadienola u ulju Crne kasnijeg (lll) te porast u ulju Rosinjole
srednjeg stupnja zrelosti (II) u odnosu na prethodni, dok je kod sve tri sorte zabiljezeno
konstantno snizavanje relativnhog udjela tijekom dozrijevanja.

Ukupna koncentracija 4-metil-sterola bila je najvi$a u ulju Crne ranijeg (1) i u uljima Rosinjole
preostala dva stupnja zrelosti (Slika 47). U uljima BuzZe su zabiljeZene najnize vrijednosti. Ulja
Rosinjole sva tri stupnja zrelosti sadrzavala su najvisi relativni udio, iako u srednjem stupnju
zrelosti (1) ne zna&ajno razli¢it od onog pronadenog u ekvivalentnom ulju Crne. Ulja Buze
imala su najnizi relativni udio tijekom cijelog promatranog razdoblja dozrijevanja. Sli¢no kao i
u slu€aju glavnog predstavnika 4-metil-sterola, citrostadienola, zabiliezen je porast
koncentracije ukupnih 4-metil-sterola u ulju Rosinjole srednjeg (I1) te sniZenje u uljima Crne i
Rosinjole kasnijeg stupnja zrelosti (lll) u odnosu na prethodni, dok je kod sve tri sorte
zabiljezeno konstantno snizavanje relativnhog udjela tijekom dozrijevanja.

Koncentracija ukupnih 4,4'-dimetil-sterola pratila je onu najzastupljenijeg spoja iz te skupine,
24-metilen-cikloartenola, s najvisom vrijednosti u ulju Crne ranijeg (1), ulju Rosinjole srednjeg
(I te ulju Buze kasnijeg stupnja zrelosti (Ill) (Slika 48). Najvisi relativni udio pronaden je u
uljima Buze sva tri stupnja zrelosti, a najnizi u uljima Rosinjole, osim u slu¢aju srednjeg stupnja
zrelosti (I1) kada se nije razlikovao od onog pronadenog u ulju Crne. Koncentracije i relativni
udjeli bili su u porastu tijekom cijelog ciklusa dozrijevanja u uljima sve tri izu¢avane sorte.
NajviSu koncentraciju ukupnih triterpenskih alkohola u ranijem stupnju zrelosti (1) sadrzavalo
je ulje Crne, u srednjem (lI) ulje Rosinjole, dok su u kasnijoj fazi dozrijevanja (lll) ulja Buze i
Rosinjole bile bogatije tim spojevima od ulja Crne (Slika 49). Ulje sorte BuZa imalo je najnizu
koncentraciju medu uljima srednjeg stupnja zrelosti (llI). Zabiljezen je porast koncentracije
ukupnih triterpenskih alkohola tijekom dozrijevanja, najizrazeniji u ulju Rosinjole srednjeg (ll)
u odnosu na raniji stupanj zrelosti (1), odnosno u ulju Buze kasnijeg (lll) u odnosu na srednji
stupanj zrelosti (I1), dok je u slugaju sorte Crna porast bio umjereniji i ne statisti¢ki znagajan u

ranijoj fazi.

O utjecaju sorte

Razli¢iti triterpenski alkoholi, odnosno 4,4'-dimetil-steroli i 4-metil-steroli, a posebno njihovi
glavni predstavnici 24-metilen-cikloartenol, cikloartenol odnosno citrostadienol, u ranijim su se
istrazivanjima pokazali korisni u karakterizaciji i razlikovanju svjezih maslinovih ulja na osnovi

sortnog podrijetla uglavnom univarijatnim statistickim metodama, dok su u multivarijatnim
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modelima koriSteni samo u kombinaciji s drugim sastojcima. Isto tako, u prethodnim
istraZivanjima nije uzimana u obzir unutarsortna varijabilnost zbog stupnja zrelosti (Bianchi i
sur., 2001.; Ranalli i sur., 2002.; Giansante i sur., 2003.; Stefanoudaki i sur., 2000.). U ovom
radu, najzastupljeniji 4-metil-sterol u istrazivanim uljima tijekom cijelog razdoblja dozrijevanja
bio je citrostadienol, dok su najzastupljeniji 4,4'-dimetil-steroli bili 24-metilen-cikloartenol i
cikloartenol (Slike 39 — 46). Isti spojevi takoder su pronadeni u najvisim koncentracijama medu
triterpenskim alkoholima u uljima od maslina sorti Picholine i Sayali uzgojenih u Tunisu
(Sakouhi i sur., 2009.b; Sakouhi i sur., 2010.a), uljima talijanskih sorti Bosana, Coratina, Dritta,
Frantoio, Moraiolo, Provenzale i Leccino (Bianchi i sur., 2001.; Giansante, i sur., 2003.) te u
razli€itim Spanjolskim maslinovim uljima (Itoh i sur., 1981.), ali u razli¢itim medusobnim
relativnim omjerima. U ovom je radu koncentracija ukupnih 4,4'-dimetil-sterola bila otprilike
Cetiri do Sest puta viSa od one 4-metil-sterola u razli€itim fazama dozrijevanja (Slike 47 i 48),
Sto je odgovaralo literaturnim podacima gdje su Sakouhi i suradnici (2009.b, 2010.a) utvrdili
prosje¢ni omjer od priblizno 3:1.

Kao i u sluCaju sterola (4-desmetil-sterola) pretpostavijeno je da su razlike izmedu
koncentracija i relativnih udjela triterpenskih alkohola pronadene u uljima razli€itih sorti u
velikoj mjeri bile posljedica razliCite ekspresije pojedinih gena i proizasle enzimske aktivnosti.
Biosinteza triterpenskih alkohola u maslini regulirana je Citavim nizom enzima, gdje je aktivnost
svakog od njih snazno predodredena upravo sortnim podrijetiom (Schaller, 2004.). Vecina
triterpenskih alkohola analiziranih u ovom radu prekursori su jedni drugima, kao i sterolima
(Slika 2). Tako iz zajedniCkog prekursora triterpenoida 2,3-oksidoskvalena nastaje
cikloartenol, koji se prevodi u 24-metilen-cikloartenol, iz kojeg redom, jedan iz drugoga, nastaju
cikloeukalenol i obtusifoliol, a zatim nakon nekoliko koraka i gramisterol. Gramisterol sluzi kao
zajedniCki prekursor sterola pa tako u jednoj grani biosintetskog puta preko meduprodukta
citrostadienola nastaju 24-etil-steroli, kao §to su B-sitosterol i stigmasterol, a u drugoj 24-metil-
steroli kao §to je kampesterol. Amirini nastaju u drugim granama biosinteze takoder polazeci
iz istog glavnog prekursora, 2,3-oksidoskvalena (Piironen i sur., 2000.; Schaller, 2004.; Rufino-
Palomares i sur., 2015.). Moguce je da su, na primjer, visa koncentracija i relativni udio
cikloartenola u uljima sorte Rosinjola (Slika 44) bili posljedica snaznije ekspresije gena koji
reguliraju korake koji prethode sintezi tog spoja i vece aktivnosti odgovarajuc¢ih enzima, kao
na primjer cikloartenol sintaze (Slika 2). S druge strane, niza koncentracija 24-metilen-
cikloartenola u uljima iste sorte (Slika 45) mogla je biti rezultat slabijeg djelovanja enzima C24-
metiltransferaze koja prevodi cikloartenol u 24-metilen-cikloartenol ili pak snaznije aktivnosti
razliCitih enzima koji prevode 24-metilen-cikloartenol u triterpenske alkohole i sterole u daljnjim
koracima biosintetskog puta. Visa koncentracija citrostadienola u uljima sorte Rosinjola (Slika
46) i$la je u prilog toj pretpostavci. Niza koncentracija B-amirina u uljima sorte Crna (Slika 41),

kao i eritrodiola koji iz njega nastaje, mogla je biti posljedica slabije aktivnosti -amirin sintaze.
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Multivarijatna analiza za razlikovanje na osnovi sorte

S ciliem utvrdivanja pokazatelja sortnog podrijetla medu triterpenskim alkoholima (4-metil i
4,4'-dimetil-sterolima) koji su najmanje ovisni o stupnju zrelosti, provedena je PCA analiza s
uzorcima svjezih ulja. U preliminarnim pokusSajima razdvajanja kao varijable su koriSteni
uglavnom triterpenski alkoholi koji su se u dvosmjernoj analizi varijance pokazali kao
najuspjesniji u razlikovanju sorti (najviSe F vrijednosti) te je odabrano pet varijabli s kojima je
postignuto najbolje razdvajanje uzoraka na osnovi sorte. Na Slici 50 a prikazane su projekcije
pojedinih uzoraka istrazivanih ulja u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije
sastavnice, PC 1 i PC 2, dok su na Slici 50 b prikazane projekcije varijabli, odnosno
triterpenskih alkohola na osnovi kojih je razdvajanje postignuto. Prve dvije glavne sastavnice
zajedno su obuhvacale 84,59 % ukupne varijance. Uzorci BuZe bili su locirani u tre¢em
kvadrantu Kartezijevog sustava te su pozitivno korelirali s relativnim udjelom 24-metilen-
cikloartenola te negativno korelirali s ostalim odabranim varijablama. Polozaj uzoraka
Rosinjole bio je odreden s faktorskim opterecenjima koncentracije citrostadienola i relativnim
udjelima cikloartenola i B-amirina, dok je za razdvajanje uzoraka Crne od uzoraka ostalih sorti
uglavnom bila zasluzna koncentracija butirospermola. Odredeni rasap uzoraka pojedinih sorti
bio je posljedica utjecaja stupnja zrelosti. Tako su, na primjer, uzorci Rosinjole ranijeg stupnja
zrelosti (1) sadrzavali vise koncentracije butirospermola od ostalih uzoraka iste sorte (Slika 42)
te su po tom svojstvu bili sliéni uzorcima Crne u blizini kojih su bili locirani.

Linearna diskriminantna analiza, primijenjena na set podataka koji je sadrzavao 18 uzoraka
svjezih ulja i 16 varijabli (koncentracije i relativni udjeli pojedinacnih triterpenskih alkohola),
proizvela je model koji je bio vrlo uspjeSan u postizanju 100 % ispravne klasifikacije svjezih
maslinovih ulja na osnovi sorte neovisno o stupnju zrelosti. Jasno razdvajanje uzoraka ulja
uzduz prve dvije diskriminantne funkcije na osnovi sorte prikazano je na Slici 51 a, dok je
projekcija standardiziranih koeficijenata varijabli ukljuéenih u model prikazana na Slici 51 b.
Model je uklju€ivao pet varijabli. Nakon ukljucivanja relativnog udjela B-amirina kao prve
varijable, 100 % uzoraka BuZe (u kojoj su pronadene najniZze prosjecne vrijednosti) i 100 %
uzoraka Rosinjole (koja je sadrzavala najvise prosjeCne vrijednosti) bilo je klasificirano
ispravno. Postotak ukupno ispravno klasificiranih uzoraka samo na osnovi relativhog udjela B-
amirina iznosio je 88,89 %. Ukljuivanjem relativhog udjela butirospermola model je ispravno
klasificirao i sve ostale uzorke. Osim navedenih varijabli, u model su redom bili odabrani
relativni udjeli 8-amirina i citrostadienola te koncentracija B-amirina.

Na temelju rezultata ovog rada i podataka iz do sada provedenih studija moze se s vrlo velikom
sigurnoS¢u zaklju€iti da sorta ima presudan utjecaj na koncentracije i relativne udjele
triterpenskih alkohola u djeviCanskom maslinovom ulju. U ovom radu, najbolje razdvajanje
PCA analizom postignuto je ukljuujuéi viSe varijabli, medu kojima i glavne, odnosno

najzastupljenije triterpenske alkohole, citrostadienol, cikloartenol i 24-metilen-cikloartenol,
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(Slika 50), dok je LDA analiza izdvojila B-amirin kao varijablu s najveéim potencijalom za
sortno razlikovanje (Slika 51). Navedeno upucéuje na mogucénost da je upravo aktivnost enzima
B-amirin sintaze (Slika 2) bila najznacajnije uvjetovana sortnim podrijetlom. Bianchi i suradnici
(2001.) pokazali su da glavni triterpenski alkoholi, citrostadienol, cikloartenol i 24-metilen-
cikloartenol, mogu posluziti kao varijable s boljim potencijalom za razlikovanje ulja razli€itih
sorti (viSe F vrijednosti) od sterola, triterpenskih diola i alifatskih alkohola na osnovi analize
varijance. Medutim, uspjeSne multivarijatne modele izradili su tek kada su kombinirali sve
navedene grupe spojeva zajedno s masnim kiselinama. U drugom istrazivanju analizom
varijance pronadene su razlike izmedu koncentracija glavnih triterpenskih alkohola u
maslinovim uljima tri sorte, ali se ti spojevi nisu pokazali korisnim u razdvajanju na osnovi sorte
pomocu kanonicke diskriminantne analize (engl. Canonical Discriminant Analysis, CDA) kao,
na primjer, osnovni parametri kvalitete, masne Kkiseline, steroli ili senzorna svojstva
(Stefanoudaki i sur., 2000.). Ranalli i suradnici (2002.) uspjeli su postic¢i razdvajanje maslinovih
ulja sedam talijanskih sorti pomoc¢u PCA analize i kanonike diskriminantne analize na osnovi
kombiniranog sastava triterpenskih i alifatskih alkohola. Giansante i suradnici (2003.) postigli
su relativno dobro razdvajanje uzoraka ulja Cetiri sorte maslina pomoc¢u PCA analize koristeci
glavne triterpenske alkohole u kombinaciji s ostalim varijablama. UspjeSnost klasifikacije od
96 % LDA analizom na osnovi sorte postignuta je s osam varijabli, medu kojima je bio i 24-
metilen-cikloartenol.

U literaturi nisu pronadeni primjeri multivarijatnih statistickin modela koji su uspjeli postici
razlikovanje, odnosno razdvajanje maslinovih ulja na osnovi sorte samo s podacima o sastavu
triterpenskih alkohola, 8to je postignuto u ovom radu. Vaznost uspjednog razlikovanja
maslinovih ulja na osnovi sorte multivarijatnim tehnikama u ovom istrazivanju (Slike 50 — 51)
je i u tome Sto je navedeno postignuto unato€ €injenici da su se uzorci razlikovali po stupnju
zrelosti maslina od kojih su proizvedeni te unato€¢ znacajnim interakcijama izmedu sorte i
stupnja zrelosti (Slike 39 — 49). Navedeno upucuje na zaklju¢ak da medu triterpenskim
alkoholima u maslinovom ulju postoje pokazatelji sorte dovoljno robusni da zadrzavaju
informaciju o sortnom podrijetlu kroz razdoblje dozrijevanja, $to moze biti iskoristeno za

potvrdu njihove autenti¢nosti bez obzira na stupanj zrelosti.

O utjecaju stupnja zrelosti

Stiti i suradnici (2007.) utvrdili su konstantan porast koncentracije slobodnih i esterificiranih 4-
metil-sterola i 4,4'-dimetil-sterola u plodu masline tijekom dozrijevanja. Isti autori uocili su
izrazeniji porast koncentracija 24-metilen-cikloartenola i cikloartenola u razdoblju promjene
boje pokoZice ploda iz zelene u pro$aranu, $to se podudaralo s poéetkom sinteze antocijana i
gubitkom klorofila. Ovu pojavu Stiti i suradnici (2007.) objasnili su kao posljedicu

preusmjeravanja biosinteze ka stvaranju sterola, pri ¢emu je cikloartenol prekursor 24-metilen-
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cikloartenola i jedan od glavnih ranijih biosintetskih meduproizvoda u sintezi sterola. U ovome
radu, najviSa prosje€na ukupna koncentracija sterola pronadena je u uljima proizvedenim od
maslina ubranih u srednjem stupnju zrelosti (Il) (Slika 22) koje su uglavnom bile proSarane
(Tablica 3), Sto je iSlo u prilog pretpostavci da u tom razdoblju dolazi do intenziviranja njihove
sinteze. Pri kraju procesa dozrijevanja masline, Stiti i suradnici (2007.) zabiljezili su pojatano
nakupljanje 24-metilen-cikloartenola $to je ukazalo na mogucée usporavanje spomenutog
biosintetskog puta. Rezultati ovog istrazivanja, s izrazenim poviSenjem koncentracije 24-
metilen-cikloartenola (Slika 45) zajedno sa sniZzenjem koncentracije ukupnih sterola u uljima
proizvedenim od maslina ubranih u kasnijem stupnju zrelosti (lll) (Slika 22), bili su u skladu s
takvim rezultatima i u osnovi su potvrdili usporavanje dijela biosinteze sterola u koracima koji
slijede nakon sinteze 24-metilen-cikloartenola kao prekursora. Sakouhi i suradnici (2009.b)
primijetili su sasvim drugaciju dinamiku promjena koncentracija 4-metil-sterola i 4,4'-dimetil-
sterola tijekom dozrijevanja maslina, s puno vise fluktuacija i s obrnuto proporcionalnim
koncentracijama cikloartenola i 24-metilen-cikloartenola tijekom cijelog pracenog razdoblja.
Utvrdene razlike jo§ su jednom potvrdile klju¢an utjecaj sorte i drugih faktora na dinamiku
dozrijevanja i sinteze ftriterpenskih alkohola u maslini. Triterpenski alkoholi sastojci su
povrSinskih voskova ploda masline (Stiti i sur., 2012.) pa je poviSenje njihove koncentracije u
uljima od zrelih maslina (lll) (Slike 47 — 49) djelomi¢no moglo biti i rezultat njihove bolje

ekstrakcije tijekom mljevenja takve, krhkije pokoZice (Sanchez Casas i sur., 2004.).
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Multivarijatna analiza za razlikovanje na osnovi stupnja zrelosti

S ciliem utvrdivanja pokazatelja stupnja zrelosti medu triterpenskim alkoholima koji su
najmanje ovisni o sorti provedena je PCA analiza s uzorcima svjezih ulja. U svojstvu varijabli
iskoridteno je sedam triterpenskih alkohola koji su se u analizi varijance pokazali kao
najuspjesniji u razlikovanju stupnja zrelosti (najviSe F vrijednosti). Prve dvije glavne sastavnice
zajedno su obuhvacale 92,24 % ukupne varijance. lako je razdvajanje bilo relativho uspjesno,
utvrden je odreden rasap uzoraka kao posljedica sortnog podrijetla (Slika 52). Razdvajanje na
osnovi stupnja zrelosti postignuto je uglavnom uzduz PC1, gdje su varijable s pozitivhim
faktorskim opterecenjima, kao $to su relativni udjeli obtusifoliola, &-amirina, citrostadienola i 3-
amirina bili karakteristiCni za uzorke ranijeg stupnja zrelosti (1), dok su uzorci kasnijeg stupnja
zrelosti (lll) korelirali s varijablama s negativnim faktorskim optereé¢enjem na PC 1, kao §to su
relativni udio i koncentracija 24-metilen-cikloartenola i koncentracija cikloartenola. Uzorci
srednjeg stupnja zrelosti (1) bili su smjesteni izmedu njih.

Primjenom LDA analize sa stupnjem zrelosti kao grupiraju¢im faktorom na set s 18 svjezih ulja
i 16 varijabli postignuta je 100 % ispravna klasifikacija. Razdvajanje uzoraka i projekcije
uklju€enih varijabli prikazani su na Slici 53. Izradeni model odabrao je pet varijabli. Prva
varijabla uklju¢ena u model bio je relativni udio obtusifoliola ¢ime je postignuta ispravna
klasifikacija 100 % uzoraka srednjeg stupnja zrelosti (1) te 83,33 % ispravna klasifikacija svih
uzoraka. Ispravna klasifikacija preostalih uzoraka postignuta je uklju€ivanjem relativnih udjela
d-amirina i butirospermola, dok je uklju€enje koncentracije citrostadienola i relativnog udjela
zbroja gramisterola i cikloeukalenola dodatno poboljSalo uspjeSnost modela. Prosjecni relativni
udjeli obtusifoliola, &-amirina i butirospermola bili su najviSi u uzorcima ranijeg (I), a najnizi u
uzorcima kasnijeg stupnja zrelosti (ll1).

U postizanju uspjednog razlikovanja maslinovih ulja razli€itih sorti na osnovi stupnja zrelosti
kao vazni su se ponovno, kao i u slu€aju razlikovanja na osnovi sorte, pokazali glavni
triterpenski alkoholi, ali ovaj put u kombinaciji s drugim spojevima iz ove skupine. Navedeno
je posebno doslo do izrazaja u LDA analizi gdje su primat kao najvazniji triterpenski alkoholi
za razdvajanje preuzeli manje zastupljeni obtusifoliol, &-amirin i butirospermol. Navedeno
upucuje na zakljuak da navedeni spojevi pokazuju sli€cnu dinamiku promjena prilikom
dozrijevanja u maslinama razli€itih sorti, odnosno da su njihovi profili karakteristi¢ni za
odredeni stupanj zrelosti maslina te da bi mogli posluziti kao dovoljno pouzdani pokazatelji
stupnja zrelosti bez obzira na sortno podrijetlo. U do danas objavljenoj literaturi nisu pronadeni

sliéni statisti¢ki modeli.
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5.4. UTJECAJ SKLADISTENJA NA SASTAV STEROLA |
TRITERPENSKIH DIOLA

Prosjecne koncentracije (mg/100 g ulja) i relativni udjeli (%) sterola i triterpenskih diola u
maslinovim uljima hrvatskih sorti Buza, Crna i Rosinjola proizvedenim od maslina ubranih u tri
razli¢ita stupnja zrelosti (I, Il i lll) i skladiStenim na tri temperature (promjenjiva sobna
temperatura, temperatura hladenja od + 4 °C i temperatura zamrzavanja od - 20 °C) prikazani
su u Tablicama 5 i 6. Jednosmjernom analizom varijance medusobno su za svaki tretman,
odnosno ulje odredene kombinacije sorte i stupnja zrelosti, usporedene prosjecne vrijednosti
u svjezem ulju i uljima skladiStenim na tri temperature.

lako su u brojnim slu€ajevima utvrdene statisticki znacajne razlike, one su po svojim
apsolutnim vrijednostima uglavnom bile relativno male u odnosu na one uzrokovane sortom
i/ili stupnjem zrelosti. Za vecinu sterola i triterpenskih diola utvrdene su razliCite promjene
ovisno o tretmanu, odnosno kombinaciji utjecaja odredene sorte i stupnja zrelosti, pa u tim
slu€ajevima nisu zabiljezene pravilnosti vezane uz temperaturu skladiStenja. U slu€ajevima
kada su nakon razdoblja skladiStenja od 12 mjeseci zabiljeZzene znacajne razlike, za
koncentracije glavnih sterola kao $to su B-sitosterol i A®-avenasterol te ukupnog B-sitosterola
i ukupnih sterola uglavnom je zabiljezeno snizenje. Nije utvrden izraZen utjecaj temperature
skladidtenja koji se ponavlja. Navedeno je bilo u skladu s rezultatima Thanha i suradnika
(2006.) koji su zabiljezili snizenje razine B-sitosterola od 16,5 % nakon skladiStenja maslinovog
ulja na sobnoj temperaturi u razdoblju od Sest mjeseci. Isti autori utvrdili su postojanost razina
B-sitosterola, kampesterola i stigmasterola u maslinovom ulju nakon nekoliko tjedana na 55 °C
te sniZenje njihovih koli€ina za oko 60 % nakon jednog sata na 200 °C. Promjene u relativhim
udjelima B-sitosterola, AS-avenasterol te ukupnog B-sitosterola bile su slabije izrazene, bez
uocenih pravilnosti. Za A®%%*-stigmastadienol je u viSe sluCajeva utvrdeno snizenje
koncentracije i relativnog udjela u skladistenim u odnosu na svjeza ulja, sto je posebno bilo
izrazeno u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (Ill) sve tri sorte. Takoder, spomenuta promjena bila
je izrazenija u uljima skladistenim na + 4 °C i - 20 °C uz nekoliko iznimki. S druge strane,
pojava A%Z3-stigmastadienola, koji je u svjezim uljima identificiran samo kod sorte Rosinjola
srednjeg stupnja zrelosti (Il), utvrdena je u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (lll) sorti Buza i
Rosinjola skladistenim na sobnoj temperaturi i uzorcima Rosinjole Il skladiStenim na
temperaturi zamrzavanja, kao i u uljima Rosinjole ranijeg stupnja zrelosti (I) skladistenim na
temperaturi hladenja i temperaturi zamrzavanja. U brojnim uzorcima zabiljeZzen je porast
koncentracije i relativnog udjela A’-stigmastenola nakon razdoblja skladistenja. Abu-Alruz i
suradnici (2011.) takoder su zabiljeZili porast relativnog udjela A’-stigmastenola nakon
skladiStenja maslinovog ulja u razli€itim spremnicima tijekom Sest mjeseci. Kod sve tri sorte

spomenuta promjena bila je najizraZenija u uljima kasnijeg stupnja zrelosti (l11) skladiStenim na
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sobnoj temperaturi (Tablice 5 i 6). Moguce je da su ulja kasnijeg stupnja zrelosti (lIl)
sadrzavala niZe koncentracije ostalih zastitnih antioksidansa, poput fenola koji nisu analizirani
u okviru ovog rada, a za koje je poznato da pokazuju trend opadanja koncentracije tijekom
dozrijevanja (Alagna i sur., 2012.). U takvim je uljima, posebno na sobnoj temperaturi, zastita
od oksidacije i ostalih promjena vjerojatno bila slabija 8to je moglo dovesti do zabiljeZzenih
promjena u sastavu sterola tijekom skladistenja.

S ciliem boljeg sagledavanja promjena u sastavu sterola i triterpenskih diola kao posljedice
skladistenja, odnosno temperature na kojem je ono provedeno, provedena je PCA analiza s
uzorcima svjezih i skladistenih ulja. Nakon preliminarnih poku$aja, odabran je model za koji su
kao varijable posluzili steroli i triterpenski dioli, njih 10, s najviSim F-vrijednostima u
jednosmijernoj analizi varijance s temperaturom skladistenja kao faktorom (rezultati nisu
prikazani). Na Slici 54 a prikazane su projekcije pojedinih uzoraka istrazivanih ulja u
dvodimenzionalnom prostoru uvjetovanom s PC 1 i PC 2, dok su na Slici 54 b prikazane
projekcije varijabli, odnosno sterola i triterpenskih diola na osnovi kojih je razdvajanje
postignuto. Prve dvije glavne sastavnice zajedno su obuhvacale 71,61 % ukupne varijance.
Skladisteni uzorci medusobno nisu bili dobro razdvojeni, iako je uoCena tendencija grupiranja
ulja skladistenih na sobnoj temperaturi u treéem, a ulja skladistenih na - 20 °C u prvom
kvadrantu Kartezijevog sustava. Medutim, svjeZa ulja bila su relativho dobro razdvojena od
brojnije grupe skladistenih ulja. Bila su locirana uglavnom u drugom kvadrantu s negativnim
faktorskim optere¢enjem uzduz PC 1 i pozitivnim faktorskim optere¢enjem uzduz PC 2, sto je
znacilo da je razdvajanje postignuto uzduz obje glavne sastavnice. Uzorci svjeZih ulja korelirali
su s vi§im koncentracijama B-sitosterola i AS-avenasterola, koncentracijom i relativnim udjelom
A%>?*-stigmastadienola te koncentracijom i posebno relativnim udjelom ukupnog B-sitosterola.
S druge strane, svjeza ulja bila su karakterizirana nizim koncentracijama i relativnim udjelima
A’-stigmastenola koji je uglavnom korelirao sa skladi$tenim uzorcima, $to je odgovaralo
rezultatima jednosmjerne analize varijance (Tablice 5 6).

S ciliem lakSeg prepoznavanja mozebitnih zajedni¢kih znacajki i promjena u sastavu sterola i
triterpenskih diola u uljima skladistenim na istoj temperaturi neovisno o sorti i stupnju zrelosti,
podaci su obradeni i LDA analizom s temperaturom skladistenja kao grupiraju¢im faktorom.
LDA analiza primijenjena je na set koji je uklju€ivao 18 uzoraka svjezih i 54 uzorka skladistenih
ulja te 34 varijable (koncentracije i relativni udjeli pojedinacnih sterola i triterpenskih diola te
ukupnog B-sitosterola). Takav model izdvojio je Sest varijabli i postigao ispravnu klasifikaciju
100 % svjezih ulja i 100 % ulja skladidtenih na - 20 °C, odnosno 86,11 % svih uzoraka ulja na
osnovi temperature skladiStenja. Prva odabrana varijabla bila je koncentracija A%?*-
stigmastadienola nakon ¢ega je 56,94 % svih uzoraka bilo ispravno klasificirano. Ni jedan od
pogresno klasificiranih skladiStenih uzoraka nije bilo uvrsten u grupu svjezih ulja. Razdvajanje

uzoraka ulja LDA analizom u dvodimenzionalnom prostoru definiranom s prve dvije
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diskriminantne funkcije na osnovi temperature skladistenja prikazano je Slici 55 a, dok je
projekcija standardiziranih koeficijenata varijabli uklju¢enih u model prikazana na Slici 55 b.
Uoceno je relativno dobro medusobno razdvajanje svjeZih ulja, ulja skladiStenih na
promjenjivoj sobnoj temperaturi i ulja skladistenih na - 20 °C §to je, unato€ rezultatima analize
varijance i PCA analize koji nisu bili jednoznacni, potvrdilo da ne samo skladistenje, ve¢ i
temperatura skladiStenja ima odreden utjecaj na koncentracije i relativne udjele pojedinih

sterola i triterpenskih diola.

Postojanost sterola i triterpenskih diola kao pokazatelja sorte i
stupnja zrelosti nakon razdoblja skladistenja — multivarijatna analiza

S ciliem utvrdivanja postojanosti sterola i triterpenskih diola kao pokazatelja sortnog podrijetla
koji su najmanje ovisni o stupnju zrelosti, ali i o vremenu i uvjetima skladiStenja maslinovog
ulja, provedena je PCA analiza s uzorcima 18 svjezih i 54 skladiStena ulja. Nakon preliminarnih
poku$aja, relativno uspjeSno razdvajanje uzoraka ulja na osnovi sorte postignuto je s 10
odabranih varijabli (Slika 56). Prve dvije glavne sastavnice zajedno su sadrzavale 78,60 %
ukupne varijance. Svih 10 upotrijebljenih varijabli prethodno se pokazalo korisnim za
razdvajanje svjezih ulja na osnovi sorte (Slika 23) te su ulja pojedinih sorti bila povezana s
istim varijablama: ulja BuZe korelirala su s vidim relativnim udjelima kolesterola i eritrodiola. B-
sitosterol, AS-avenasterol (kao i ukupni B-sitosterol), klerosterol, A%?*-stigmastadienol i 24-
metilen-kolesterol potvrdili su se kao karakteristiéni za ulja od Crne, dok su se ulja od Rosinjole
razdvojila na osnovi faktorskih optere¢enja relativnog udjela i koncentracije kampesterola
(Slika 23). Navedeno upucuje na zaklju¢ak da promjene tijekom starenja ulja nisu znacajnije
utjecale na njihov potencijal kao pokazatelja sortnog podrijetla. S druge strane, relativni udio
kampestanola i koncentracija uvaola koji su se pokazali korisnim u razdvajanju svjezih ulja
(Slika 23), nisu doprinijeli uspjednosti PCA analize kada su u model uklju¢ena i skladiStena
ulja.

Da bi se potvrdila moguénost uspjesne statistiCke klasifikacije i diferencijacije te u€inkovitost
pokazatelja sortnog podrijetla i u svjezim i u skladiStenim maslinovim uljima, LDA analiza
primijenjena je na set podataka dobiven analizom 18 svjezih i 54 skladistenih ulja te 34
varijable (koncentracije i relativni udjeli pojedinacnih sterola i triterpenskih diola i ukupnog [3-
sitosterola). Model u kojem je sorta odabrana kao grupirajuci faktor postigao je 100 % to¢nu
klasifikaciju maslinovih ulja na osnovi sorte neovisno o stupnju zrelosti i vremenu, odnosno
temperaturi skladiStenja. Razdvajanje uzoraka i projekcija standardiziranih koeficijenata
uklju€enih varijabli prikazani su na Slici 57. Izdvojene su iste tri varijable koje su se prethodno
pokazale uCinkovitim u razdvajanju svjezih ulja na osnovi sorte (Slika 24), uz razliku da je
model sa skladi$tenim uljima umjesto relativnog udjela uklju¢io koncentraciju A°-avenasterola.

Varijabla koja je prva uklju¢ena u model bila je koncentracija B-sitosterola, Sto je ispravno
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klasificiralo sve uzorke sorte Crna i &ak 90,28 % svih uzoraka iz seta. Ukljugivanje relativnog
udjela kampesterola klasificiralo je ispravno i sve uzorke Buze, dok je uklju€ivanjem posljednje
varijable, koncentracije A%-avenasterola, bilo moguce ispravno klasificirati sve uzorke na
osnovi sortnog podrijetla. Kao i kod svjezih ulja, najviS8e koncentracije B-sitosterola i AS-
avenasterola pronadene su u uljima od sorte Crna, a najnizi u uljima Buze, dok je udio
kampesterola bio najvi$i u uljima Rosinjole, a najnizi u uljima od sorte Crna.

S ciliem utvrdivanja postojanosti sterola i triterpenskih diola kao pokazatelja stupnja zrelosti
koji su najmanje ovisni o sorti, ali i o vremenu i uvjetima skladistenja ulja, provedena je PCA
analiza s uzorcima 18 svjezih i 54 skladiStena ulja. Nakon preliminarnih poku$aja, razdvajanje
uzoraka ulja na osnovi stupnja zrelosti postignuto je sa sedam odabranih varijabli (Slika 58).
lako su tendencije grupiranja uzoraka na osnovi stupnja zrelosti bile vrlo jasne, razdvajanje
nije bilo potpuno te je utvrdeno manje preklapanje uzoraka razli€itih stupnjeva zrelosti. Prve
dvije glavne sastavnice zajedno su sadrzavale 86,77 % ukupne varijance. Neke od sedam
odabranih varijabli, kao §to su koncentracija ukupnog PB-sitosterola te relativni udjeli AS-
avenasterola, 24-metilen-kolesterola i eritrodiola, prethodno su se pokazale korisnim za
razdvajanje svjezih ulja na osnovi stupnja zrelosti (Slika 25), dok su neke varijable izgubile
svoj potencijal za razdvajanje te nisu ukljuCene u model sa skladiStenim uzorcima. Uvedene
su odredene nove varijable koje su poboljSale razdvajanje, kao sto su omjeri 24-metilen-
kolesterola i B-sitosterola, stigmasterola i A’-kampesterola te kampestanola i stigmasterola.
Utvrden je znaCajan rasap uzoraka sva tri stupnja zrelosti kao posljedica sorthog podrijetla.
Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti postignuto je uglavnom uzduz PC1, gdje je jedino omjer
kampestanola i stigmasterola uvjetovao razdvajanje uzoraka ranijeg stupnja zrelosti (1), dok su
viSe vrijednosti varijabli s negativnim faktorskim opterecenjima, kao $to su koncentracija 24-
metilen-kolesterol, relativni udjeli A>-avenasterola i eritrodiola te omjeri 24-metilen-kolesterola
i B-sitosterola, odnosno stigmasterola i A’-kampesterola, bili karakteristi¢ni za uzorke kasnijeg
stupnja zrelosti (Ill). Kao i kod svjezih ulja, uzorci iz srednjeg stupnja zrelosti (ll) bili su
smijesteni izmedu druga dva stupnja zrelosti, oko sjecista osi PC 1 i PC2, uz nekoliko iznimki.
Linearna diskriminantna analiza sa stupnjem zrelosti kao grupiraju¢im faktorom primijenjena
je na set podataka s 18 svjezih i 54 skladiStena ulja te 34 varijable. Postignuta je ispravna
klasifikacija od 97,22 % (Slika 59). Dva uzorka srednjeg stupnja zrelosti (Il) pogresno su
klasificirana kao po uzorak iz ranijeg (I), odnosno kasnijeg stupnja zrelosti (lll). Dobiveni
rezultat upucivao je na to da su promjene tijekom skladiStenja ipak donekle utjecale na
stabilnost, odnosno ucinkovitost pokazatelja stupnja zrelosti medu sterolima i triterpenskim
diolima utvrdenim za svjeza ulja. Navedeno je potvrdio i odabir varijabli koje su se samo
djelomiéno podudarale s onima ucinkovitim za klasifikaciju svjezih ulja (Slika 26). Model je

ukljuéivao, redom: omjer 24-metilen-kolesterola i B-sitosterola, koncentracije eritrodiola i A’-
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avenasterola, relativni udio 24-metlien-kolesterola, stigmasterola i uvaola te, kao posljednju

varijablu, koncentraciju A’-stigmastenola.
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5.5. UTJECAJ SKLADISTENJA NA SASTAV ALIFATSKIH
ALKOHOLA

Prosje¢ne koncentracije (mg/100 g ulja) i relativni udjeli (%) alifatskih alkohola u maslinovim
uljima hrvatskih sorti Buza, Crna i Rosinjola proizvedenim od maslina ubranih u tri razligita
stupnja zrelosti (I, Il i lll) i skladiStenim na tri temperature (promjenjiva sobna temperatura,
temperatura hladenja od + 4 °C i temperatura zamrzavanja od - 20 °C) prikazani su u Tablici
7.

Promjene uzrokovane skladiStenjem zabiljeZzene su samo sporadi¢no za pojedine alifatske
alkohole. Nisu utvrdeni znacajniji ponavljajuci obrasci, iako se u vecini slu€ajeva u kojima su
zabiljezene statisticki znacajne razlike radilo o snizenju koncentracija. Promjene relativnih
udjela bile su slabije izrazene (Tablica 7). Medu mogucéim uzrocima promjena vrijedi istaknuti
degradaciju alifatskih alkohola zbog njihove oksidacije u odgovarajuée aldehide i masne
kiseline i esterifikaciju s masnim kiselinama u voskove (Mariani i Venturini, 2006.). S druge
strane, njihova koncentracija mogla je porasti kao posljedica razgradnje duljih masnih kiselina
(Caradec i sur., 2004.) ili pak hidrolizom voskova (Mariani i sur., 2018.).

S ciliem boljeg sagledavanja promjena u sastavu alifatskih alkohola kao posljedice
skladistenja, odnosno temperature na kojem je ono provedeno, provedena je PCA analiza s
uzorcima svjezih i skladistenih ulja. Medutim, nakon brojnih pokusaja nije postignuto vidljivo
razdvajanje te rezultati PCA analize nisu prikazani.

S ciliem prepoznavanja mozebitnih zajedni¢kih znacCajki i promjena u sastavu alifatskih
alkohola u uljima skladiStenim na istoj temperaturi neovisno o sorti i stupnju zrelosti, podaci su
obradeni i LDA analizom s temperaturom skladiStenja kao grupiraju¢im faktorom. LDA analiza
primijenjena je na set koji je uklju€ivao 18 uzoraka svjezih i 54 uzorka skladistenih ulja te 14
varijabli (koncentracije i relativni udjeli pojedinacnih alifatskih alkohola). Takav model izdvojio
je 13 varijabli i postigao ispravnu klasifikaciju samo 78,33 % svih uzoraka ulja na osnovi
temperature skladiStenja. Nepotpuno razdvajanje uzoraka ulja LDA analizom na osnhovi
temperature skladistenja prikazano je Slici 60 a, dok su varijable uklju¢ene u model prikazane
na Slici 60 b. Unato¢ slabom medusobnom razdvajanju razli¢itih grupa ulja, uoCene su
tendencije razdvajanja svjezih ulja od ostalih, kao i uzoraka skladiStenih na sobnoj temperaturi
od onih skladitenih na - 20 °C.

Postojanost alifatskih alkohola kao pokazatelja sorte i stupnja
zrelosti nakon 12 mjeseci skladiStenja — multivarijatna analiza

S ciliem utvrdivanja postojanosti alifatskih alkohola kao pokazatelja sortnog podrijetla koji su
najmanje ovisni o stupnju zrelosti, ali i 0 vremenu i uvjetima skladiStenja ulja, provedena je
PCA analiza s uzorcima 18 svjezih i 54 skladiStena ulja. Nakon preliminarnih poku$aja,

relativno uspjesno, ali ipak nepotpuno razdvajanje uzoraka ulja na osnovi sorte postignuto je
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s pet odabranih varijabli (Slika 61 a). Prve dvije glavne sastavnice zajedno su sadrzavale
95,44 % ukupne varijance. Tri od pet upotrijebljenih varijabli prethodno su se pokazale
korisnim za razdvajanje svjezih ulja na osnovi sorte i to koncentracija i relativni udio
pentakozanola te koncentracija heptakozanola (Slika 61 b). Navedeno upucéuje na zaklju¢ak
da promjene tijekom starenja ulja nisu zna¢ajnije utjecale na njihov potencijal kao pokazatelja
sortnog podrijetla. Svjezi i skladisteni uzorci ulja od sorte Buza bili su smjeSteni u prvom i
Cetvrtom kvadrantu Kartezijevog koordinatnog sustava s pozitivnim PC 1 vrijednostima te su
negativno korelirali sa svim odabranim varijablama. Za razdvajanje uzoraka Crne od ostalih
najzasluznija varijabla bio je relativni udio pentakozanola, dok je odvajanje uzoraka Rosinjole
bilo snazno uvjetovano polozajem heksakozanola, heptakozanola i oktakozanola s negativnim
faktorskim opterecenjima na PC1.

Da bi se potvrdila moguénost uspjesne statistiCke klasifikacije i diferencijacije te ucinkovitost
pokazatelja sortnog podrijetla u svjezim i u skladistenim maslinovim uljima, LDA analiza
primijenjena je na set podataka s 18 svjezih i 54 skladistena ulja te 14 varijabli (koncentracije
i relativni udjeli pojedinaénih alifatskih alkohola). Takav model postigao je 100 % ispravnu
klasifikaciju maslinovih ulja na osnovi sorte neovisno o stupnju zrelosti i vremenu, odnosno
temperaturi skladiStenja. Razdvajanje uzoraka i projekcija standardiziranih koeficijenata
uklju€enih varijabli prikazani su na Slici 62 a. Izdvojene su tri od Cetiri varijable koje su se
prethodno pokazale ucinkovitim u razdvajanju svjezih ulja na osnovi sorte (Slika 62 b), uz
razliku da je umjesto koncentracije tetrakozanola model sa skladiStenim uljima ukljuéio relativni
udio heksakozanola. Prve dvije varijable ukljuéene u model bile su koncentracija i relativni udio
pentakozanola, §to je ispravno klasificiralo 90,28 % svih uzoraka iz seta, dok je ukljucivanje
preostale dvije varijable rezultiralo ispravnom klasifikacijom i preostalih uzoraka.

Kao i kod svjezih ulja, najniza koncentracija pentakozanola pronadena je u uljima sorte Buza,
dok je najvisi relativni udio istog alifatskog alkohola bio karakteristiéan za ulja sorte Crna.
Dokozanol je pokazivao tendenciju ka najnizoj koncentraciji u uzorcima od sorte Crna.

S ciliem utvrdivanja postojanosti alifatskih alkohola kao pokazatelja stupnja zrelosti koji su
najmanje ovisni o sorti, ali i 0 vremenu i uvjetima skladistenja ulja, provedena je PCA analiza
s uzorcima 18 svjezih i 54 skladistena ulja. Nakon preliminarnih poku$aja, slabo razdvajanje
uzoraka ulja na osnovi stupnja zrelosti postignuto je sa Sest odabranih varijabli (63 a). Prve
dvije glavne sastavnice zajedno su sadrzavale 87,65 % ukupne varijance. Varijable su
uglavnom odabrane na osnovi njihove uspjeSnosti u razdvajanju na osnovi stupnja zrelosti
analizom varijance (na osnovi visokih F vrijednosti), ali u kombinaciji s drugim odabranim
varijablama s ciliem postizanja vizualno Sto uocljivijeg razdvajanja uzoraka na osnovi tog
faktora. Cetiri od osam odabranih varijabli, kao $to su koncentracija i relativni udio

pentakozanola, koncentracija dokozanola te relativni udio oktakozanola, prethodno su se
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pokazale korisnim za razdvajanje svjezih ulja na osnovi stupnja zrelosti (Slika 63 b). Ostale
varijable su uvedene kako bi donekle poboljSale razdvajanje.

Tendencije grupiranja uzoraka na osnovi stupnja zrelosti mogle su se nazrijeti, pa se, na
primjer, poloZaji uzoraka ranijeg (l) i kasnijeg (Ill) stupnja zrelosti uglavnom nisu preklapali. S
druge strane, polozaji uzoraka srednjeg stupnja zrelosti (II) preklapali su se s uzorcima iz
ostalih grupa. Uocen je i nastanak medusobno razdvojenih manjih klastera unutar svake
pojedine grupe, najvjerojatnije pod utjecajem sortnog podrijetla. Na osnovi prethodne analize
i dobivenih podataka pretpostavljen je snazan utjecaj sorte, ali i odreden utjecaj vremena i
uvjeta skladistenja, Sto je rezultiralo gubitkom dijela informacije o stupnju zrelosti sadrzane u
sastavu alifatskih alkohola. Ipak, uzorci ranijeg stupnja zrelosti (I) tezili su razdvajanju prema
negativnim vrijednostima PC 1, pri ¢emu su donekle korelirali s koncentracijom i relativnim
udjelom pentakozanola i relativnim udjelom oktakozanola. S druge strane, uzorci kasnijeg
stupnja zrelosti (lll) grupirali su se uglavnhom prema pozitivnim vrijednostima PC 1 te su bili
karakterizirani varijablama s visokim pozitivnim faktorskim opterecenjem na PC 1,
koncentracijom dokozanola i relativnim udjelima trikozanola i tetrakozanola.

Kada je LDA analiza primijenjena na set podataka s 18 svjezih i 54 skladiStena ulja i 14 varijabli
sa stupnjem zrelosti kao grupirajuc¢im faktorom, postignuta je ispravna klasifikacija vecine ulja
uklju€enih u istraZivanje, njih 83,33 %. Ispravno je klasificirano 91,67 % uzoraka stupnja
zrelosti |, 83,33 % uzoraka stupnja zrelosti Il te samo 75,00 % uzoraka stupnja zrelosti lll. Svi
pojedinacni slucajevi pogresSne klasifikacije odnosili su se na susjedne grupe (npr. uzorak
stupnja zrelosti | pogresno klasificiran kao uzorak stupnja zrelosti Il). Razdvajanje uzoraka i
projekcija standardiziranih koeficijenata uklju€enih varijabli prikazani su na Slici 64 a. Model
je odabrao Sest varijabli, od kojih su se tri prethodno pokazale ucinkovitim u razdvajanju svjezih
ulja na osnovi stupnja zrelosti (Slika 64 b) i to koncentracija pentakozanola te relativni udjeli
trikozanola i oktakozanola. Umjesto relativhog udjela, za razdvajanje svjezih i skladistenih ulja
model je uklju€io koncentraciju dokozanola, dok su preostale dvije uklju¢ene varijable bili
relativni udjeli tetrakozanola i pentakozanola.

Tendencije grupiranja uzoraka na osnovi stupnja zrelosti mogle su se nazrijeti, pa se tako
polozaji uzoraka ranijeg (l) i kasnijeg (1) stupnja zrelosti nisu preklapali. S druge strane, uzorci
srednjeg stupnja zrelosti (ll) preklapali su se s uzorcima iz ostalih grupa. Potvrden je snazan
utjecaj sorte, ali i odreden utjecaj vremena i uvjeta skladistenja, $to je rezultiralo gubitkom
dijela informacije o stupnju zrelosti sadrzane u sastavu alifatskih alkohola.

Unato¢ interakciji s faktorom sortnog podrijetla, na osnovi prethodne analize i podataka moglo
se uociti da su prosje€na koncentracija dokozanola i relativnih udjeli trikozanola i tetrakozanola
uglavnom bili u porastu, dok su relativni udjeli pentakozanola i oktakozanola pokazivali

tendenciju snizavanja vrijednosti promjenama stupnja zrelosti od | do 11l
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5.6. UTJECAJ SKLADISTENJA NA SASTAV TRITERPENSKIH
ALKOHOLA

ProsjeCne koncentracije (mg/100 g ulja) i relativni udjeli (%) triterpenskih alkohola u
maslinovim uljima hrvatskih sorti Buza, Crna i Rosinjola proizvedenim od maslina ubranih u tri
razli¢ita stupnja zrelosti (I, Il i lll) i skladiStenim na tri temperature (promjenjiva sobna
temperatura, temperatura hladenja od + 4 °C i temperatura zamrzavanja od - 20 °C) prikazani
su u Tablicama 8 i 9.

Promjene uzrokovanje skladiStenjem zabiljezene su sporadi¢no i za vecinu triterpenskih
alkohola nisu utvrdeni ponavljajuéi obrasci. U nekoliko ulja zabiljeZen je porast koncentracije
O-amirina nakon skladiStenja na promjenjivoj sobnoj temperaturi. Najizrazenije promjene
utvrdene su za obtusifoliol. Koncentracija i relativni udio tog spoja porasli su u viSe uzoraka
ulja sorti Buze i Crne, iako u pojedinim sludajevima bez statistitke znadajnosti. Navedeni
porast bio je izrazeniji u uljima skladiStenim pri - 20 °C, osim kod pojedinih ulja sorte Rosinjola.
Zbroj relativnih udjela gramisterola i i cikloeukalenola u viSe je slu€ajeva bio viSi u svjezim
uliima i uljima skladiS$tenim na sobnoj temperaturi u odnosu na ulja skladiStena na
temperaturama + 4 °C i - 20 °C. U viSe uzoraka skladistenih na - 20 °C zabiljezeno je snizenje
relativnog udjela citrostadienola. U uljima Rosinjole zabiljeZene su izrazenije promjene
koncentracija ukupnih 4-metil-sterola, 4,4'-dimetil-sterola, kao i ukupnih triterpenskih alkohola.
Dok je u viSe sluCajeva nakon skladistenja na sobnoj temperaturi zabiljeZzeno poviSenje
ukupnih koncentracija tih grupa spojeva, u uljima skladiStenim na - 20 °C viSe je puta zabiljezen
njihov pad. Promjene relativnih udjela ukupnih 4-metil-sterola i 4,4'-dimetil-sterola bile su
obrnuto proporcionalne. Zabiljezena je pravilnost porasta udjela prve i sniZzenja relativhog
udjela druge skupine u uljima skladidtenim na sobnoj temperaturi, dok je obrnuto utvrdeno u
viSe ulja skladistenih na - 20 °C. Bilo je i iznimki (Tablice 8 i 9). U postojecoj literaturi nisu
pronadeni podaci o promjenama triterpenskih alkohola tijekom skladiStenja maslinovog ulja i
sli€nih matrica. Pretpostavljeni moguci uzroci zapazenih promjena bile su razliCite kemijske,
ali i mikrobioloSki potaknute transformacije, ukljuCujuéi oksidaciju, medusobne konverzije
razliCitih triterpenskih alkohola i sterola uslijed zaostale enzimatske aktivnosti, cijepanje
glikozidnih i esterskih veza i oslobadanje slobodnih triterpenskih alkohola, ali i njihove reakcije
i vezanje s drugim spojevima iz maslinovog ulja (Muffler i sur., 2011.).

S ciliem boljeg sagledavanja promjena u sastavu triterpenskih alkohola kao posljedice
skladistenja, odnosno temperature na kojem je ono provedeno, provedena je PCA analiza s
uzorcima svjezih i skladistenih ulja. Za varijable su odabrani triterpenski alkoholi s najvisSim F-
vrijednostima u jednosmjernoj analizi varijance s temperaturom skladiStenja kao faktorom
(rezultati nisu prikazani). Na Slici 65 a prikazane su projekcije pojedinih uzoraka istrazivanih

ulja uzduz PC 1i PC 2, dok su na Slici 65 b prikazane projekcije varijabli, odnosno triterpenskih
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alkohola na osnovi kojih je razdvajanje postignuto. Prve dvije glavne sastavnice zajedno su
obuhvacale 77,85 % ukupne varijance. Za razliku od sterola i triterpenskih diola, zapazene su
relativno jasne tendencije medusobnog razdvajanja grupa skladistenih uzoraka, dok se poloZaj
grupe svjezih ulja preklapao s uljima skladistenim na promjenjivoj sobnoj temperaturi.
Posljednje dvije spomenute grupe korelirale su sa zbrojem koncentracija, a posebno sa
zbrojem relativnih udjela gramisterola i cikloeukalenola. Uzorci skladisSteni na + 4 °C bili su
povezani s cikloartenolom i citrostadienolom, dok su uzorci ulja skladistenih na - 20 °C bili
jasno odredeni poviSenim relativnim udjelom obtusifoliola (Tablice 8 i 9).

S ciliem lak8eg prepoznavanja mozebitnih zajednickih znaCajki i promjena u sastavu
triterpenskih alkohola u uljima skladistenim na istoj temperaturi neovisno o sorti i stupnju
zrelosti, podaci su obradeni i LDA analizom s temperaturom skladistenja kao grupirajuéim
faktorom. LDA analiza primijenjena je na set koji je ukljuCivao 18 uzoraka svjezih i 54 uzorka
skladistenih ulja te 16 varijabli (koncentracije i relativni udjeli pojedinaénih triterpenskih
alkohola). Takav model izdvojio je 13 varijabli i postigao ispravnu klasifikaciju 100 % ulja
skladistenih na + 4 °C i 100 % ulja skladistenih na - 20 °C, odnosno 94,44 % svih uzoraka ulja
na osnovi temperature skladiStenja. Klasifikacija sa spomenutim stupnjem ispravnosti
postignuta je ve¢ nakon uvrstenja prvih osam varijabli i to redom: relativnog udjela obtusifoliola,
zbroja relativnih udjela gramisterola i cikloeukalenola, koncentracije butirospermola, relativnog
udjela d-amirina te koncentracija cikloartenola, d-amirina, gramisterola + cikloeukalenola i
obtusifoliola. Relativni udio obtusifoliola se potvrdio kao varijabla na koju temperatura
skladidtenja moze znacajno utjecati, jer je nakon njegovog uvrstenja u model kao prve varijable
ispravno klasificirano 77,78 % uzoraka svjezih ulja i 83,33 % uzoraka skladistenih na
temperaturi od - 20 °C. Razdvajanje uzoraka ulja LDA analizom na osnovi temperature
skladistenja prikazano je Slici 66 a, dok su varijable uklju¢ene u model prikazane na Slici 66
b. Uoceno je relativnho dobro medusobno razdvajanje sve Cetiri grupe ulja, uz odredeni stupan;
preklapanja svjezih ulja s uljima skladistenim na + 4 °C. Multivarijatna analiza potvrdila je da
ne samo skladistenje, vec¢ i temperatura skladistenja ima jasan utjecaj na koncentracije i

relativne udjele pojedinih triterpenskih alkohola.

Postojanost triterpenskih alkohola kao pokazatelja sorte i stupnja
zrelosti nakon razdoblja skladiStenja — multivarijatna analiza

S ciliem utvrdivanja postojanosti triterpenskih alkohola kao pokazatelja sortnog podrijetla koji
su najmanje ovisni o stupnju zrelosti, ali i o vr.emenu i uvjetima skladistenja ulja, provedena je
PCA analiza s uzorcima 18 svjezih i 54 skladistena ulja. Postignuto je relativno uspjesno
razdvajanje uzoraka ulja na osnovi sorte (Slika 67 a). Prve dvije glavne sastavnice zajedno su
sadrzavale 76,09 % ukupne varijance. Koridteno je Sest varijabli, odnosno koncentracija i

relativnih udjela triterpenskih alkohola koji su se pokazali znacajnim u razlikovanju na osnovi
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sorte u analizi varijance (s visokim F vrijednostima). Pet od Sest upotrijebljenih varijabli
prethodno se pokazalo korisnim za razdvajanje svjezih ulja na osnovi sorte (Slika 67 b). Isto
tako, ulja pojedinih sorti bila su povezana s gotovo istim varijablama kao u slu¢aju PCA analize
samo sa svjezim uljima: uzorci BuZe pozitivho su korelirali s relativnim udjelom 24-metilen-
cikloartenola, a negativnho s ostalim varijablama. Polozaj uzoraka Rosinjole bio je ponajviSe
odreden s faktorskim opterecenjima relativnih udjela cikloartenola i 3-amirina te koncentracije
B-amirina, ali i koncentracije citrostadienola koja ih je posebno razdvajala od uzoraka Buze.
Za razdvajanje uzoraka Crne od uzoraka ostalih sorti, poglavito BuZe, uglavnom je bila
zasluzna koncentracija butirospermola.

Kada je LDA analiza sa sortom kao grupiraju¢im faktorom primijenjena na set podataka s 18
svjezih i 54 skladiStena ulja te 16 varijabli postignuta je 100 % ispravna klasifikacija neovisno
o stupnju zrelosti i vremenu, odnosno temperaturi skladistenja. Razdvajanje uzoraka i
projekcija standardiziranih koeficijenata ukljuenih varijabli prikazani su na Slici 68 a.
Izdvojeno je Sest varijabli koje su bile sli€ne onima koje su se prethodno pokazale udinkovitim
u razdvajanju svjezih ulja na osnovi sorte (Slika 68 b), uz razliku da je umjesto relativnih udjela
pojedinih varijabli LDA model sa skladiStenim uzorcima uklju€io njihove koncentracije ili
obrnuto.

Kao i u slu€aju svjezih ulja, postotni udio B-amirina pokazao je najsnazniji potencijal za
razdvajanje ulja na osnovi sorte jer je nakon ukljucenja te varijable 100 % uzoraka Rosinjole
te 87,50 % svih uzoraka bilo ispravno klasificirano. Dodatkom koncentracije butirospermola u
model ispravno su klasificirani i svi uzorci sorte Crna, a postotak ukupno to&no klasificiranih
uzoraka porastao je na 98,60 %. Ispravna klasifikacija svih uzoraka postignuta je uklju€ivanjem
koncentracije cikloaertenola u model, dok je ukljuCivanje koncentracije d-amirina i relativnih
udjela zbroja gramisterola i cikloeukalenola te cikloartenola dodatno pobolj$alo razdvajanje.
Najvisi prosjec¢ni relativni udio B-amirina bio je karakteristiCan za ulja sorte Rosinjola, dok su
najnize vrijednosti pronadene u uljima sorte Crna. Rosinjola je bila karakterizirana i najvi§im
prosje¢nim vrijednostima koncentracije i relativnog udijela cikloartenola, dok je najvisa
prosjeéna koncentracija butirospermola pronadena u uljima sorte Crna.

S ciljem utvrdivanja postojanosti triterpenskih alkohola kao pokazatelja stupnja zrelosti koji su
najmanje ovisni o sortnom podrijetlu, ali i o vremenu i uvjetima skladistenja ulja, provedena je
PCA analiza s uzorcima 18 svjezih i 54 skladistena ulja. Relativno uspje$no razdvajanje
uzoraka na osnovi stupnja zrelosti postignuto je pomocu 10 varijabli (Slika 69 a). Prve dvije
glavne sastavnice zajedno su sadrzavale 69,17 % ukupne varijance. Pojedine varijable, kao
8to su koncentracije 24-metilen-cikloartenola i cikloartenola te relativni udjeli f-amirina, &-
amirina, obtusifoliola i citrostadienola, prethodno su se pokazale korisnim za razdvajanje

svjezih ulja na osnovi stupnja zrelosti (Slika 69 b ). Novouvedene varijable, poput
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koncentracije i relativnog udjela zbroja gramisterola i cikloeukalenola, relativnog udjela
butirospermola te koncentracije obtusifoliola, poboljSale su razdvajanje.

Razdvajanje na osnovi stupnja zrelosti, uz manja preklapanja susjednih grupa, postignuto je
uglavnhom uzduz sastavnice PC1. Relativni udjeli &-amirina, butirospermola, obtusifoliola i
citrostadienola korelirali su s uzorcima ranijeg stupnja zrelosti (I), dok su koncentracije 24-
metilen-cikloartenola i cikloartenola uvjetovale polozaj ulja kasnijeg stupnja zrelosti (Ill). Uzorci
srednjeg stupnja zrelosti (II) bili su smjesteni izmedu dvije spomenute skupine te su zajedno s
dijelom uzoraka kasnijeg stupnja (lll) bili donekle povezani s varijablama s negativnim
faktorskim optere¢enjima na PC 2, odnosno zbrojem koncentracija i relativnih udjela
gramisterola i cikloeukalenola te koncentracijom obtusifoliola. Rasap uzoraka iz istih grupa te
preklapanja uzoraka iz razliitih grupa vjerojatno su barem djelomic¢no bili posljedica utjecaja
sorte, a moguce i vremena i uvjeta skladistenja.

Linearna diskriminantna analiza sa stupnjem zrelosti kao grupiraju¢im faktorom primijenjena
je na set podataka koji je uklju€ivao 18 svjezih i 54 skladistenih ulja te 16 varijabli. Postignuta
je ispravna klasifikacija 91,67 % uzoraka. Po dva uzorka svakog od tri stupnja zrelosti
pogresno su klasificirana kao uzorci iz susjedne skupine. Dobiveni rezultat upuéivao je na to
da su promjene tijekom skladiStenja ipak donekle utjecale na stabilnost, odnosno u€inkovitost
pokazatelja stupnja zrelosti medu triterpenskim alkoholima utvrdenim za svjeza ulja. Navedeno
je potvrdio i odabir varijabli koje su se djelomiéno podudarale s onima ucinkovitim za
klasifikaciju svjezih ulja (Slika 53). Razdvajanje uzoraka ulja LDA analizom na osnovi stupnja
zrelosti prikazano je Slici 70 a, dok je projekcija standardiziranih koeficijenata varijabli
uklju€enih u model prikazana na Slici 70 b.

Prva varijabla uklju€ena u model bila je koncentracija 24-metilen-cikloartenola Sto je omogucilo
ispravnu klasifikaciju 87,50 % svih uzoraka ulja. Model je dalje uklju€ivao, redom, relativni udio
cikloartenola, koncentraciju B-amirina, relativne udjele &-amirina, obtusifoliola i citrostadienola
te koncentracije citrostadienola i cikloartenola.

Prosje€ne koncentracije 24-metilen-cikloartenola i cikloartenola bile su u porastu s
promjenama stupnja zrelosti od | do lll, dok su se prosjecni relativni udjeli d-amirina,
obtusifoliola i citrostadienola istovremeno snizavali. Najniza prosje¢na koncentracija B-amirina

zabiljezena je u uzorcima ranijeg stupnja zrelosti (l).
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6. Zakljuéci

Na osnovi rezultata dobivenih u ovom istrazivanju, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Reazultati ovog rada pokazali su da sorta i stupanj zrelosti imaju znaCajan utjecaj na
koncentracije i relativne udjele pojedinacnih i ukupnih sterola, triterpenskih diola te
alifatskih i triterpenskih alkohola u maslinovim uljima hrvatskih sorti Buza, Crna i Rosinjola.

2. Utvrdeno je da spomenuta dva faktora zna€ajno interagiraju, odnosno da se utjecaj sorte
mijenja sa stupnjem zrelosti, kao i da utjecaj stupnja zrelosti nije jednak za sve izu€avane
sorte.

3. lako su pojedini steroli, triterpenski dioli te alifatski i triterpenski alkoholi posluzili kao
pojedinacne varijable za razlikovanje izu€avanih ulja na osnovi sorte i/ili stupnja zrelosti,
uspjedno razlikovanije i klasifikacija ulja na osnovi sorte ili stupnja zrelosti postignuti su
pomoc¢u multivarijatnin metoda statisticke analize, uzimajuci viSe varijabli odjednom u
obzir. Pojedini steroli, triterpenski dioli te alifatski i triterpenski alkoholi, odnosno njihove
kombinacije, pokazali su se kao pouzdani pokazatelji sortnog podrijetla ili stupnja zrelosti
unatoc interferirajuéem utjecaju drugog faktora.

4. Za maslinova ulja sorte Buza, neovisno o stupnju zrelosti, u odnosu na druge dvije
izuCavane sorte mogu se istaknuti sljedece karakteristike:

a. najvisi relativni udio kolesterola, dokozanola, 24-metilen-kolesterola i ukupnih 4,4-
dimetil-sterola;

b.  najniza koncentracija kampesterola, klerosterola, B-sitosterola, AS-avenasterola,
A%?*-stigmastadienola, A’-stigmastenola, ukupnog B-sitosterola, ukupnih sterola i
obtusifoliola;

C. najnizi relativni udio pentakozanola i citrostadienola te

d. vrlo niske do niske koncentracije ukupnih sterola (117,8 — 145,0 mg/100 g), ovisno
o stupnju zrelosti.

5. Za maslinova ulja sorte Crna, neovisno o stupnju zrelosti, u odnosu na druge dvije
izuCavane sorte mogu se istaknuti sljedecée karakteristike:

a. najviSa koncentracija 24-metilen-kolesterola, klerosterola, B-sitosterola, AS-
avenasterola, A%?*-stigmastadienola, ukupnog B -sitosterola i ukupnih sterola;

b. najvisi relativni udio B-sitosterola i pentakozanola;

C. najnizi relativni udio kampesterola i -amirina te

d. visoka do vrlo visoka koncentraciju ukupnih sterola (207,8 — 227,7 mg/100 g), ovisno
o stupnju zrelosti.

6. Za maslinova ulja sorte Rosinjola, neovisno o stupnju zrelosti, u odnosu na druge dvije
izuCavane sorte mogu se istaknuti sljedece karakteristike:

a. najviSa koncentracija B-amirina, cikloartenola, heptakozanola i ukupnih alifatskih
alkohola;

b. najvisi relativni udio kampesterola, stigmasterola, f-amirina i cikloartenola;
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C. najnizi relativni udio ukupnog B-sitosterola i 24-metilen-kolesterola te

d. niska do srednja koncentracija ukupnih sterola (148,3 — 181,3 mg/100 g), ovisno o
stupnju zrelosti.

Relativni udio ukupnog B-sitosterola u uljima Rosinjola srednjeg i kasnijeg stupnja

zrelosti bio je nizi od regulativom propisanog minimuma od 93 % za djevianska

maslinova ulja, dok je relativni udio A’-stigmastenola u uzorku Rosinjole srednjeg stupnja
zrelosti bio viSi od najvise dopustene vrijednosti od 0,5 %. Ovakva odstupanja mogla
bi izazvati probleme kod provjere autentiCnosti maslinovog ulja ove sorte te je svakako

potrebno provesti dodatna istrazivanja i utvrditi je li u pitanju bila slu€ajna devijacija ili

sortna karakteristika.

Za multivarijatnu klasifikaciju i medusobno razlikovanje maslinovih ulja triju sorti bez obzira

na stupanj zrelosti bile su najkorisnije koncentracije B-sitosterola i AS-avenasterola te

relativni udio kampesterola medu sterolima, relativni udio B-amirina medu triterpenskim
alkoholima te koncentracija i relativni udio pentakozanola medu alifatskim alkoholima.

Za maslinova ulja proizvedena od maslina ubranih u ranijem stupnju zrelosti, neovisno

o sorti, mogu se istaknuti sljedeCe karakteristike:

a. najniza koncentracija 24-metilen-kolesterola, stigmasterola, AS-avenasterola,
dokozanola, 24-metilencikloartenola, ukupnih 4,4-dimetil-sterola i ukupnih
triterpenskih alkohola;

b.  najvidi relativni udio &-amirina, obtusifoliola, butirospermola, citrostadienola i
ukupnih 4-monometil-sterola;

C. najnizi relativni udio 24-metilen-kolesterola, stigmasterola, A°®-avenasterola,
dokozanola, 24-metilencikloartenola i ukupnih 4,4-dimetil-sterola.

Za maslinova ulja proizvedena od maslina ubranih u srednjem stupnju zrelosti, neovisno

o sorti, bila je karakteristi¢na:

a. najvisa koncentracija B-sitosterola, ukupnog B-sitosterola i ukupnih sterola.

Za maslinova ulja proizvedena od maslina ubranih u kasnijem stupnju zrelosti, neovisno

o sorti, mogu se istaknuti sliedece karakteristike:

a. najviSa koncentracija eritrodiola, 24-metilencikloartenola, ukupnih 4,4-dimetil-
sterola i ukupnih triterpenskih alkohola;

b. najvisi relativni udio eritrodiola, tetrakozanola, cikloartenola i ukupnih 4,4-dimetil-
sterola;

C. nizi relativni udio B-sitosterola, pentakozanola, heksakozanola i oktakozanola nego
u uljima od maslina ubranih u ranijem stupnju zrelosti;

d. najnizi relativni udio &-amirina, obtusifoliola, butirospermola, citrostadienola i

ukupnih 4-monometil-sterola.
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Za multivarijatnu klasifikaciju i medusobno razlikovanje maslinovih ulja proizvedenih od
maslina tri razli¢ita stupnja zrelosti, bez obzira na sortu, bile su najkorisnije koncentracije
24-metilen-kolesterolai eritrodiola, relativni udio uvaola te omjer udjela sitostanola i uvaola
medu sterolima i triterpenskim diolima, relativni udjeli oktakozanola, trikozanola i
dokozanola medu alifatskim alkoholima te relativni udjeli obtusifoliola, &-amirina i
butirospermola medu triterpenskim alkoholima.

Utvrdeno je da vrijeme i temperatura skladistenja takoder imaju odredeni utjecaj na
koncentracije i relativne udjele pojedinacnih i ukupnih sterola, triterpenskih diola te
alifatskih i triterpenskih alkohola u izu€avanim maslinovim uljima. Promjene nakon
razdoblja skladiStenja od 12 mjeseci bile su znatno slabijeg intenziteta u usporedbi s
onima izazvanim utjecajem sorte i/ili stupnja zrelosti.

lako za vecinu izuCavanih spojeva nisu utvrdene pravilnosti i ponavljajuc¢i obrasci
promjena kao posljedice skladiStenja, utvrdena je tendencija snizenja koncentracija B-
sitosterola i AS-avenasterola te ukupnog B-sitosterola i ukupnih sterola, kao i koncentracije
i relativnog udjela A%?*-stigmastadienola, te poviSenje koncentracija i relativnih udjela
A>Z-stigmastadienola, A’-stigmastenola i obtusifoliola u skladi$tenim uljima. Utvrdene su
i odredene razlike u tendencijama spomenutih promjena ovisno o temperaturi skladiStenja.
Pojedini steroli, triterpenski dioli te alifatski i triterpenski alkoholi, kao i njihove kombinacije,
pokazali su se kao postojani pouzdani pokazatelji sortnog podrijetla ili stupnja zrelosti i
nakon razdoblja skladidtenja na razli€itim temperaturama, &to je potvrdilo tezu da bi ti
spojevi mogli biti korisni za provjeru autenti¢nosti svjezih i skladiStenih maslinovih ulja, za
razliku od mnogih drugih spojeva za koje su u prethodnim istrazivanjima dokazane
znacajne promjene tijekom i nakon skladistenja.

Za donoSenje jo$ opcenitijin zaklju¢aka, u buducéim istraZivanjima bilo bi poZeljno
obuhvatiti visSe godina berbe s razli€itim vremenskim uvjetima, kao i druge ¢imbenike koji
mogu utjecati na koncentracije i udjele sterola, triterpenskih diola te alifatskih i
triterpenskih alkohola u maslinovom ulju, kao §to su zemljopisna mikro lokacija te
parametri uzgoja i proizvodnje. Isto tako, mogle bi se ukljuciti i druge hrvatske sorte,
posebno one od gospodarskog znacaja. Navedeno bi omogucilo precizniju identifikaciju
sorti i stupnjeva zrelosti koji mogu proizvesti maslinova ulja s visokim koncentracijama
spomenutih spojeva kao dodatne nutritivne vrijednosti. S druge strane, takva produbljena
saznanja omogucila bi bolje gospodarenje sortama koje su u odredenim uvjetima sklone
dobivanju ulja u kojima prirodni sastav sterola i triterpenskih diola te alifatskih i
triterpenskih alkohola ne zadovoljava zakonom propisane granice. Na taj bi se naCin mogli
predvidjeti i izbjeCi potencijalni problemi u trzenju vezani uz dokazivanje njihove

autentiénosti.
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8. Prilozi

Prilog 1 Proizvodnja maslinovog ulja u Svijetu i u EU (sezone 2018/2019. — 2020./2021.)

(I0C, 2020.b)
Udio u Udio u
Proizvodnja u tonama x 1000 svjetskoj proizvodniji
proizvodniji, % EU, %
I0C - EU
Spanjolska 1789,9 1125,3 1596,1 1503,8 47 70,3
Italija 173,6 366 255 264,9 12,4
Grcka 185 275 265 2417 11,3
Portugal 100,3 140,5 100 113,6 53
Cipar 4.7 7 6,1 5,9 0,2 0,3
Francuska 58 59 52 5,6 0,2 0,3
Hrvatska 3.4 4,1 4,6 4,0 0,1 0,2
Slovenija 0,9 0,3 0,8 0,7 0,0 0,0
Malta 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
EU 2263,7 1924 1 2232,8 2140,2 66 100,0
10C-neEU
Turska 193,5 225,0 210,0 209,5 7
Tunis 140,0 350,0 120,0 203,3 6
Moroko 200,0 145,0 160,0 168,3 5
Alzir 97,0 125,5 98,5 107,0 3
Egipat 41,0 42,0 40,0 41,0 1
Zemlje Mediterana ukupno: 93
Argentina 28,0 30,0 27,0 28,3 1
Jordan 21,0 34,5 25,0 26,8 1
Libanon 25,5 27,0 26,0 26,2 1
Palestina 15,0 39,5 12,0 22,2 1
Iran 11,5 14,0 17,5 14,3 0,4
Izrael 14,0 19,0 11,0 14,7 0,5
Ostale I0C-
neEU
Ne 10C
Sirija 104,0 120,0 115,0 113,0 4
Cile 20,0 17,0 20,0 19,0
Australija 18,5 20,0 20,5 19,7 1
SAD 16,0 16,0 16,0 16,0 0,5
Kina 55 7,0 7,5 6,7 0,2
Ostale ne I0C
Ukupna
svjetska 3262 3207 3197 3222,0 100
proizvodnja
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8. Prilozi

Prilog 2 Mikrosatelitni profili sorti maslina s kojima je utvrdena morfoloski identifikacija sorti
maslina iz ovog istrazivanje

Crna (sin. Pore¢ka

Sorta: Buza' rosulja)? Rosinjola®
Broj primke FRUO00260 FRU00262 FRUO00265
Marker Veli¢ina alela (bp)

EMO-090 186, 188 186, 188 186, 194
ssrOeUA-DCAO03 239, 253 239, 249 231, 243
ssrOeUA-DCAO5 206, 208 206, 208 198, 208
ssrOeUA-DCA04 132,132 134, 164 134, 166
ssrOeUA-DCA08 127,139 127,139 127, 137
ssrOeUA-DCA09 194, 204 194, 206 172, 204
ssrOeUA-DCA13 122, 140 120, 120 120, 120
ssrOeUA-DCA14 181, 191 191, 191 191, 191
ssrOeUA-DCA15 246, 246 246, 246 246, 246
ssrOeUA-DCA16 150, 174 150, 174 144, 154
ssrOeUA-DCA18 173,177 173,177 158, 177

GAPU71B 121,130 124, 144 124, 130

GAPU103A 136, 159 136, 159 159, 174
UDO099-043 176, 212 174,176 176, 218

1Cultivar: Buza (hapih.hr);
https://cpgrd.hapih.hr/gb/fruit/main/accession/391?document code=PASSPORT
2 Cultivar: Crna (syn. Poreéka rosulja) (hapih.hr); FRU00262 - Olea europaea L. (hapih.hr)
3 Cultivar: Rosinjola (hapih.hr);
https://cpgrd.hapih.hr/gb/fruit/main/accession/396?document code=PASSPORT
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Prilog 3 Zdravstvene tvrdnje koje se potencijalno mogu primijeniti na maslinovo ulje (EK,

2021.)
Hranjiva tvar,
o S . Referenca
hrana ili . Uvjeti koristenja tvrdnje et Datum
N Tvrdnja misljenja EFSA- .
kategorija o azuriranja
hrane
(1a)
Zamjena zasi¢enih masti u
Jednostruko . o .
nezasicene iil prehrani nezasi¢enim mastima
Y doprinosi odrzavanju normalne| Tvrdnja se smije koristiti samo| 2011;9(4):2069,
viSestruko . . o 12.12.2012.
nezasicene razine kolesterola u krvi za hranu koja je bogata 2011;9(6):2203
o (jednostruko nezasi¢ene i nezasi¢enim masnim
masne kiseline| | . . .
viSestruko nezasi¢ene masne | kiselinama, kako je navedeno
kiseline su nezasi¢ena mast) u tvrdnji BOGATO
(1b) NEZASICENIM MASNIM
Zamijena zasiéenih masti u KISELINAMA iz Priloga
Oleinska prehrani nezasiéenim mastima| Uredbe (EZ) br. 1924/2006.
Kiselina doprinosi odrzavanju normalne (EPiV, 2014.) 2011;9(4):2043| 12.12.2012.
razine kolesterola u krvi.
Oleinska kiselina je nezasicena
mast.
Tvrdnja se smije koristiti samo,
za hranu koja je izvor
najmanje one koli€ine
o o (2). - wtammal?kOJaJenavedenau 2010:8(10):181
Vitamin E Vitamin E doprinosi zastiti tvrdnji IZVOR [NAZIV 6 12.12.2012.
stanica od oksidativhog stresa VITAMINA] I/ILI [NAZIV -
MINERALA] iz Priloga Uredbe
(EZ) br. 1924/2006. (EPiV,
2014.)
Tvrdnja se smije koristiti samo,
za maslinovo ulje koje sadrzi
najmanje 5 mg hidroksitirozola|
3) i njegovih derivata (npr.
Polifenoli Polifenoli maslinovod ulia oleoeuropein kompleks i
maslinovog . i 1 gul . tirozol) u 20 g maslinovog ulja| 2011;9(4):2033| 12.12.2012.
, doprinose zaétiti lipida u krvi od oy . ,
ulja Za koristenje tvrdnje

oksidativnog stresa

potrosacu treba dati
informaciju da se blagotvorni
ucinak postize dnevnim

unosom 20 g maslinovog ulja.

Uvjet za tvrdnju (1 a i b): tvrdnja da je neka hrana bogata nezasi¢enim masnim kiselinama i
svaka tvrdnja za koju je vjerojatno da ima isto zna€enje za potroSaca, moze se navoditi ako
najmanje 70 % od ukupnih masnih kiselina prisutnih u proizvodu potje€e od nezasi¢enih masnih
kiselina, pod uvjetom da nezasi¢ene masne kiseline osiguravaju vise od 20 % energetske
vrijednosti proizvoda. Uvijet za tvrdnju (2): > 5 mg / 20g ulja (> 250 mg/kg) (EPiV, 2014,
2018.). Uvijet za tvrdnju (3): donja granica od 5 mg / 20g ulja odgovara koncentraciji 250

mg/kg proizvoda.
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