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SAZETAK

Maslina (Olea europaea L.) predstavlja jednu od najvaznijih
poljoprivrednih kultura mediteranskog podrucja. U Republici Hrvatskoj sorta
'Leccino' najzastupljenija je introducirana sorta u novim nasadima maslina.
Najpoznatiji proizvod masline je maslinovo ulje, koje se isti¢e visokim udjelom
mononezasi¢enih masnih kiselina te nizom korisnih bioaktivnih tvari, osobito
fenolnih spojeva. Osim ulja i plodova, listovi masline od davnina se koriste
u tradicionalnoj medicini, ponajprije zbog spojeva poput oleuropeina,
hidroksitirozola, tirozola 1 luteolina, poznatih po antioksidativnim,
protuupalnim i antitumorskim svojstvima. Na koncentraciju fenola u listovima
znacajno utjecu razliciti agroekoloski ¢imbenici, a ona je ujedno povezana i s
koncentracijama hraniva u biljci. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati kako
razli¢iti rokovi uzorkovanja (80, 110 i 140 dana nakon pune cvatnje, koja je
bila 1. lipnja, te tijekom rezidbe) utjecu na koncentraciju fenolnih spojeva i
mineralnih elemenata u listovima masline sorte 'Leccino'. Istrazivanje je
provedeno u Sikovu, u Zadarskoj zupaniji, u Hrvatskoj. Uzorkovano je 100
listova po stablu, od kojih svako predstavlja jedno ponavljanje. Nakon
uzorkovanja listovi su oprani, osuSeni, samljeveni i pripremljeni za daljnje
analize. Fenolni spojevi odredeni su HPLC metodom nakon metanolne
ekstrakcije, dok su mineralni elementi analizirani ICP-MS-om i FAAS-om.
Dobiveni podaci statisticki su obradeni jednosmjernom analizom varijance
(ANOVA), uz naknadno utvrdivanje znacajnih razlika LSD testom te
Pearsonovom korelacijom (p < 0,05). Rezultati su pokazali znafajan utjecaj
roka uzorkovanja na koncentraciju oleuropeina, oleaceina, oleanolne kiseline,
kao i elemenata P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, S, Si i Zn. NajviSe koncentracije
navedenih fenolnih spojeva zabiljezene su u vrijeme rezidbe, dok je u istom
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razdoblju utvrdena najniza koncentracija kalija (K) i najvisa koncentracija
magnezija (Mg). Ovi rezultati doprinose razumijevanju utjecaja razvojnog
stadija masline i sezonskih promjena na kvalitetu i sastav maslinovog lis¢a. Ta
saznanja izuzetno su vazna za prehrambenu i farmaceutsku primjenu ekstrakata
lista masline. Pradenje dinamike fenolnih spojeva i minerala u razliCitim
regijama Hrvatske omogucuje optimizaciju gospodarenja maslinicima, ¢ime se
doprinosi ostvarenju visih prinosa, poboljSanoj kvaliteti maslinova ulja i
ocuvanju nutritivne vrijednosti listova. Daljnja istrazivanja bit ¢e usmjerena na
iste parametre u listovima sorte 'Leccino’, kako bi se procijenio utjecaj razlicitih
agroekoloskih uvjeta i regionalnih specificnosti na kvalitetu lis¢a te potvrdila
op¢a primjenjivost dobivenih rezultata. Na taj nafin moguce je oblikovati
znanstveno utemeljene preporuke za odrzivo gospodarenje maslinicima u
Hrvatskoj 1 Sire.

Kljucne rijeci: sekundarni metaboliti, oleuropein, oleacein, oleanolna
kiselina, hranjiva

ABSTRACT

Olive (Olea europaea L.) is one of the most significant agricultural crops in the
Mediterranean region. In Croatia, the 'Leccino' cultivar is the most widely
introduced variety in new olive plantations. The most prominent olive product is
olive oil, which is notable for its high content of monounsaturated fatty acids and
various beneficial bioactive compounds, particularly phenolic compounds. In
addition to olive oil and fruit, olive leaves have long been used in traditional
medicine, primarily due to compounds such as oleuropein, hydroxytyrosol, tyrosol,
and luteolin, known for their antioxidant, anti-inflammatory, and antitumor
properties. The concentration of phenolic compounds in leaves is significantly
influenced by different agroecological factors and is also correlated with nutrient
concentrations within the plant. The aim of this research was to determine the
impact of different sampling dates (80, 110 and 140 days after full bloom, which
occurred on June 1, and during pruning) on the concentration of phenolic
compounds and minerals in the leaves of the olive cultivar Leccino’. The study
was conducted in Sikovo, Zadar County, Croatia. A total of 100 leaves per tree
were sampled, each tree representing one replicate. After sampling, the leaves
were washed, dried, ground, and prepared for further analyses. Phenolic
compounds were quantified using HPLC after methanolic extraction, while
mineral elements were analyzed using ICP-MS and FAAS. Data were statistically
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analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by LSD test for
significant differences and Pearson correlation (p < 0.05). The results indicated a
significant effect of sampling date on concentrations of oleuropein, oleacein,
oleanolic acid, and the elements P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, S, Si, and Zn. The highest
concentrations of these phenolic compounds were recorded during pruning, when
the lowest potassium (K) and highest magnesium (Mg) concentrations were also
observed. These results contribute to understanding the influence of the
developmental stage of olive and seasonal changes on the quality and composition
of olive leaves. These findings are particularly important for the nutritional and
pharmaceutical application of olive leaf extracts. Monitoring the dynamics of
phenolic compounds and minerals in different regions of Croatia enables the
optimization of orchard management, thereby contributing to increased yields,
improved olive oil quality, and preservation of the nutritional value of the leaves.
Further research will focus on the same parameters in the leaves of 'Leccino'
cultivar to assess the influence of different agroecological conditions and regional
specificities on leaf quality and to confirm the general applicability of the results.
In this way, it will be possible to develop scientifically based recommendations for
sustainable olive orchard management in Croatia and beyond.

Keywords: secondary metabolites, oleuropein, oleacein, oleanolic acid,
nutrients

UvOD

Maslina (Olea europaea L.) smatra se jednom od najznacajnijih uzgajanih
kultura mediteranskog podrucja, ponajprije zbog maslinovog ulja koje se
dobiva iz njezinih plodova. Maslinovo ulje poznato je po svom specificnom
mirisu i okusu zahvaljuju¢i hlapivim aromatskim spojevima, no ono se posebno
cijeni zbog toga jer sadrzi spojeve korisne za ljudsko zdravlje kao Sto su
mononezasi¢ene masne kiseline, fenolni spojevi i druge bioloski aktivne tvari
(Jimenez-Lopez i sur., 2020.). Fenolni spojevi kao §to su oleuropein i oleacein
poznati su po izrazenoj antioksidativnoj aktivnosti, a osim toga dokazano je i
njihovo protuupalno, antiaterogeno i antitumorsko djelovanje (Omar, 2010.;
Cetinkaya i sur., 2016.; Lozano-Castellon i sur., 2020.). Uz njih, oleanolna
kiselina je takoder spoj prisutan u maslini s nizom dokazanih farmakoloskih
ucinaka, medu kojima se osobito istice hepatoprotektivno djelovanje (Liu,
1995.). Takvi spojevi sve se vise istrazuju zbog njihove izrazene antioksidativne
aktivnosti, $to ih c¢ini posebno zanimljivima za primjenu ponajvise u
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farmaceutskoj, ali i u kozmeti¢koj te prehrambenoj industriji, osobito zbog
potencijala za produljenje roka trajanja hrane i razvoj funkcionalnih
prehrambenih proizvoda (Nicoli i sur., 2019). Unato¢ tome S§to se
antioksidativna svojstva masline naj¢e$¢e povezuju s maslinovim uljem, brojna
istrazivanja pokazuju da upravo ekstrakti lis¢a sadrze znatno viSe oleuropeina i
pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost od maslinovog ulja (Silva i sur., 2006.;
Xie i sur., 2015.). Jo§ jedan od razloga za koriStenje ekstrakata maslinovog lis¢a
jest 1 Cinjenica da se ono u velikim koli¢inama stvara kao nusprodukt tijekom
proizvodnje maslinovog ulja, a jo§ viSe tijekom rezidbe. Nazalost, u vecini
slucajeva se liS¢e odbacuje bez ikakve daljnje uporabe, iako sadrzi bioloski
korisne spojeve s potencijalom za daljnje koristenje (Mattioli i sur., 2018.).

Maslina ima sustav obrane od stresnih uvjeta tako da sintetizira sekundarne
metabolite, od kojih su najznacajniji upravo fenoli koje stvara metabolickim
putem Sikimske kiseline (Santos-Sanchez i sur., 2019.). Stresni uvjeti poput
visokih temperatura, suse i visoke ozracenosti karakteristi¢ni su za Mediteran, a u
studiji iz 2020. godine dokazano je da za vrijeme takvih ljetnih stresnih uvjeta
dolazi do znacajnog povecanja sinteze oleuropeina od ¢ak za 41 %, Sto potvrduje
ulogu ovog spoja u obrambenom mehanizmu masline (Brito i sur., 2019.).

Uloga fenolnih spojeva s izraZzenom antioksidativnom aktivnosti je
ublazavanje negativnih u¢inaka do kojih dovode stresni uvjeti, a to su ponajprije
nakupljanje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i smanjene ucinkovitosti
Calvinova ciklusa (Stefi i sur., 2021.). Poznato je da na koncentraciju fenolnih
spojeva moze utjecati mnogo razli¢itih ¢imbenika. Jedan od tih ¢imbenika je
geografska lokacija, naime, dokazano je da koncentracija fenolnih spojeva
u listovima masline izmedu ostalog varira ovisno o mjestu uzorkovanja
(Giannakopoulou i sur., 2011.). Osim toga, dokazano je da listovi masline
uzgojene u uvjetima smanjene dostupnosti vode razvijaju obrambene
mehanizme protiv oksidativnog stresa, Sto ukljuCuje povecanje ukupne
koncentracije fenolnih spojeva (Bacelar i sur., 2006.). Utvrdeno je i da
smanjena dostupnost vode moze dovesti do smanjenja aktivnosti polifenol
oksidaze (PPO), enzima koji je ukljuen u razgradnju fenolnih spojeva,
§to posljedicno dovodi do povecanja koncentracije fenolnih spojeva i1
njihovom nakupljanju u listovima (Sofo i sur., 2005.). Gnojidba takoder
moze znaCajno utjecati na promjenu koncentracije fenolnih spojeva u
listovima masline. Primjerice, primjena pripravka Brotomax, koji sadrzi dusik,
bor i cink, rezultirala je poveéanjem ukupne koncentracije fenola u listu
(Del Rio i sur., 2003.).
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Koncentracija oleuropeina i ostalih korisnih spojeva u plodu i listu masline
uvelike varira s obzirom na rok uzorkovanja (Paskovi¢ i sur., 2020.; Luki¢ i
sur., 2020.; Poli¢ Paskovi¢ i sur., 2023.). Njihove koncentracije u plodu masline
najvise su u pocetnoj fazi sazrijevanja, takozvanoj zelenoj fazi, kada je plod jos§
uvijek tvrd, zelen i izraZzeno gorkog okusa kojeg uzrokuje visoka prisutnost
oleuropeina. Tijekom sazrijevanja ploda, koncentracija oleuropeina znacajno se
smanjuje u plodu, dok se u listovima ona povecava (Ortega-Garcia i sur., 2008.;
Alagna i sur., 2012.). U potpuno zrelom, tamnom plodu oleuropein je prisutan u
najmanjoj koli¢ini (Sueishi i Nii, 2020.).

Minerali su esencijalni nutrijenti za maslinu, a njihova je dostupnost i
ravnoteza kljuéna za njezin normalan rast i razvoj. Koncentracije minerala,
odnosno hranjiva, u listovima masline odrazavaju njezin op¢i nutritivni status,
Sto ih ¢ini korisnim pokazateljem za procjenu ishranjenosti stabla (Fernandez-
Escobar 1 sur., 1999.). Oni sudjeluju u raznim fizioloskim procesima biljke
kao Sto su fotosinteza, regulacija enzima, sinteza primarnih i sekundarnih
metabolita.

Ovo je istrazivanje provedeno s ciljem pracenja dinamike koncentracija
fenolnih spojeva i minerala u maslinovom lis¢u sorte 'Leccino'. Sorta 'Leccino’
poznata je po tome Sto u lis¢u sadrzi vise koncentracije fenola u usporedbi s
mnogim drugim sortama (Poli¢ Paskovi¢ i sur., 2023.). Hipoteza istrazivanja
bila je da se koncentracija fenolnih spojeva i mineralnih elemenata u
maslinovom liS¢éu znacajno mijenja tijekom razlic¢itih rokova uzorkovanja.
Svrha istrazivanja bila je utvrditi optimalan period berbe liS¢a za dobivanje
ekstrakata s maksimalnim udjelom bioloski aktivnih spojeva pogodnih za
primjenu u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetickoj industriji.

MATERIJALI I METODE

Pokus je postavljen u masliniku u Sikovu, Zadarska zupanija, Hrvatska.
Odabrana su stabla u punoj zrelosti sorte 'Leccino'. Primijenjene su standardne
poljoprivredne prakse u skladu s integriranom zastitom bilja (IPM), ukljucujuéi
gnojidbu tla s 1 kg NPK gnojiva (7-20-28) po stablu u jesen (2021.) te 1 kg
KAN:-a po stablu u proljece (2022.) kako bi se osigurali optimalni uvjeti za rast.

Listovi su uzorkovani u 4 razlicita roka uzorkovanja, s 4 ponavljanja, gdje
svako stablo predstavlja jedno ponavljanje — R1 (sredina kolovoza — 80 dana od
pune cvatnje), R2 (sredina rujna — 110 dana od pune cvatnje), R3 (sredina
listopada — berba — 140 dana od pune cvatnje), R4 (sredina ozujka sljedece
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vegetacijske sezone — prije rezidbe). Uzorkovanje je napravljeno na ukupno
4 zdrava i uniformna stabla, u dobi od 13 godina. Sa svakog stabla, sa
srediSnjeg dijela ovogodisnjih izboja, prikupljeno je 100 listova koji su
preneseni u laboratorij gdje su bili dalje analizirani.

Pojedinacni fenolni spojevi i minerali analizirani su po ve¢ prije opisanom
protokolu (Paskovi¢ i sur., 2024.). Za ekstrakciju fenolnih spojeva lisce je bilo
preneseno u laboratorij i isprano vodovodnom vodom, otopinom 1 %-tne octene
kiseline, te zatim dvaput u deioniziranoj vodi. Isprano li§¢e je zatim osuSeno u
susioniku na 48 sati i 55°C, nakon Cega je samljeveno. Zatim je 30 mg
samljevenog uzorka suspendirano u 1,5 mL mjesSavine metanol/voda (80:20).
Uzorci su sonificirani 15 minuta u ultrazvu¢noj kupelji (Sonorex Digitec,
Bandelin electronic, Berlin, Njemacka), centrifugirani 5 minuta na 5000 rpm
(Domel Centric 350, Zelezniki, Slovenija) te filtrirani kroz 0,45 pm filtere prije
HPLC analize. Analiza je provedena na HPLC sustavu (Shimadzu Nexera
LC-40DX3, Kyoto, Japan) opremljenom s C18 kolonom (2.1 mm x 150 mm,
2.7 um, Agilent, Palo Alto, SAD) na 30 °C. Ispiranje je provedeno u gradijentu
s dvije faze: (A) voda s 0,1 % mravlje kiseline i (B) acetonitril s 0,1 % mravlje
kiseline. Gradijent je tekao sljede¢im rasporedom: pocetnih 95% A i 5% B
provedeno je 2 minute, zatim linearna promjena do 50 % A i 50 % B kroz 18
minuta, nakon ¢ega je unutar 1 minute promijenjeno na 5 % A i 95 % B, koje se
provodilo 2 minute, a sustav se potom nakon 7 minuta vratio na pocetni sastav.
Brzina protoka mobilne faze bila je 0,35 mL/min, a volumen injektiranja 5 pL.
Detekcija je provedena UV/Vis detektorom pri razli¢itim valnim duljinama:
280 nm za oleuropein i oleacein, te 210 nm za oleanolnu kiselinu. Identifikacija
i kvantifikacija fenolnih spojeva u listu masline provedena je usporedbom
vremena zadrzavanja 1 povrSina vrhova s odgovaraju¢im analitickim
standardima. Kvantifikacija je izvrSena eksternom metodom standarda koristeci
kalibracijske krivulje dobivene serijskim razrjedivanjem otopina standarda.

Za odredivanje mineralnih elemenata, 500 mg osuSenog i samljevenog lis¢a
vagano je u porculanskim posudicama i spaljeno suhim Zarenjem na 550 °C
kroz 8 sati. Dobiveni pepeo otopljen je u 5 mL 0,6 M klorovodic¢ne kiseline
(Merck, Njemacka) uz zagrijavanje 15 minuta na 60 °C. Otopina je filtrirana
(Munsell No. 388) i dopunjena deioniziranom vodom na 50 mL. Koncentracije
P, Fe, Mn, S, Si i Zn odredene su na ICP-MS uredaju (NexION 300x,
PerkinElmer Instruments, Waltham, SAD), dok su Mg i K odredeni plamenom
atomskom apsorpcijskom spektroskopijom (FAAS, PerkinElmer AAS800).
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Podaci o fenolnim spojevima i mineralnim elementima analizirani su
jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s razinom znac¢ajnosti p < 0,05,
a za naknadnu usporedbu skupina koriSten je LSD test radi utvrdivanja
medu kojima od njih postoje znacajne razlike. Za odredivanje odnosa izmedu
koncentracije fenolnih spojeva 1 koncentracije minerala u listu masline
napravljena je Pearsonova korelacija (p < 0,05).

REZULTATI I RASPRAVA
Fenolni spojevi u listu masline sorte 'Leccino’

Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) provedena je za fenolne spojeve
oleuropein, oleacein i oleanolnu kiselinu u listovima masline kako bi se utvrdio
utjecaj roka uzorkovanja na njihovu koncentraciju (Tablica 1.).

Tablica 1. Koncentracije sekundarnih metabolita oleuropeina, oleaceina i oleanolne kiseline
u listovima masline, izraZene u mg/100 g suhe tvari (ST), uzorkovanima u Cetiri
razlifita razdoblja (R1 — 80 dana nakon pune cvatnje, R2 — 110 dana nakon pune
cvatnje, R3 — 140 dana nakon pune cvatnje i R4 — u rezidbi). Srednje vrijednosti
oznacene druk¢ijim slovima znacajno su razlicite uz p < 0,05 prema LSD testu
(srednje vrijednosti = SE, n=4).

Table 1 Concentrations of secondary metabolites oleuropein, oleacein and oleanolic acid in

olive leaves, expressed in mg/100 g dry weight (DW), sampled at four different
periods (R1 — 80 days after full bloom, R2 — 110 days after full bloom, R3 — 140
days after full bloom and R4 — during pruning). Means followed by different letters
are significantly different at p < 0.05 according to the LSD test (mean values = SE,

n=4).

Rok uzorkovanja Oleuropein Oleacein Oleanolna kiselina
R1 5945,73 £991,54 2 67,86 + 15,35 ° 1007,44 + 49,70 ®
R2 3284,13 £ 470,96 ° 51,01 +7,53° 923,68 + 450,81 °
R3 1639,34 +62,42° 5,90 + 3,86 ¢ 152,71 £8,42°
R4 5942,50 + 493,90 173,33 £ 13,55 ° 1089,60 + 55,61

Prosjecne koncentracije oleuropeina bile su znacajno vise od koncentracija
oleaceina i oleanolne kiseline, Sto se poklapa s istrazivanjem Paskovi¢ i sur.
(2024.) na istoj lokaciji. U ovom istrazivanju najvisa koncentracija oleuropeina
vidljiva je u rokovima uzorkovanja R1 i R4 s vrijednostima od preko
5900 mg/100 g ST. Kroz vegetacijsku sezonu dolazi do promjene njegove
koncentracije te je znacajno niza koncentracija oleuropeina zabiljezena u R2 i
R3 rokovima uzorkovanja s vrijednostima od 1639 do 3284 mg/100 g ST
(Tablica 1). Ovakav sezonski trend poklapa se s prethodnim istrazivanjima koja
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su pokazala da je koncentracija fenolnih spojeva u maslinovom lis¢u najvisa u
rano proljece te postupno opada prema jeseni, §to se objaSnjava smanjenjem
biosinteze u uvjetima viSih temperatura (R1) ili proljetnih mrazova (R4)
(Hashemi i sur.,, 2010.; Paskovi¢ i sur., 2020.; Luki¢ i sur., 2020.;
Giannakopoulou i sur., 2011.).

Slican trend vidljiv je i za sekoiridoid oleacein (3,4-DHPEA-EDA), Cije
su koncentracije u usporedbi s oleuropeinom i oleanolnom kiselinom znac¢ajno
nize, no unato¢ tome oleacein se smatra kao jedan od najzastupljenijih fenolnih
spojeva u maslinovom ulju (Poli¢ Paskovi¢ i sur., 2024). Njegova koncentracija
je takoder bila najvisa u rezidbi sljedece vegetacijske godine (R4), gdje je
iznosila 173 mg/100 g ST, a sli¢na vrijednost zabiljezena je i u prethodnoj
studiji koja je pokazala poviSene razine oleaceina tijekom razdoblja rezidbe
(Frani¢ i sur., 2024.). Tijekom vegetacije vidljiv je pad koncentracije oleaceina
te je tijekom listopada koncentracija bila znacajno niza u odnosu na zabiljeZene
koncentracije tijekom kolovoza i rujna (Tablica 1.). Sli¢na dinamika oleaceina 1
oleuropeina moze se objasniti njihovim srodnim biosintetskim putem (Poli¢
Paskovic i sur., 2024.).

Razli¢iti trend zabiljezen je kod oleanolne kiseline. Rokovi uzorkovanja s
najvec¢om koncentracijom bili su R1 (1007 mg/100 g ST), R2 (923 mg/100 g ST)
i R4 (1089 mg/100 g ST) sa znacajno ve¢im vrijednostima u odnosu na rok R3,
odnosno berbu (Tablica 1.). Razli¢ite vrijednosti oleanolne kiseline na istoj
lokaciji u prethodnim istrazivanjima mogu se objasniti znacajnim utjecajem
godine odnosno razli¢itim agroekoloskim uvjetima uzgoja masline (Paskovi¢ i
sur., 2024.).

Na temelju ovih rezultata moze se zakljuciti da koncentracije oleuropeina,
oleaceina i oleanolne kiseline ovise o roku uzorkovanja.

Minerali u listu masline sorte Leccino’

Koncentracije minerala u listovima masline odrazavaju njezin op¢i
nutritivni status, §to ih ¢ini korisnim pokazateljem za procjenu ishranjenosti
stabla (Fernandez-Escobar i sur., 1999.).

Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) provedena je za minerale fosfor
(P), kalij (K), kalcij (Ca), magnezij (Mg), zeljezo (Fe), mangan (Mn), sumpor
(S), silicij (Si) i cink (Zn) u listovima masline kako bi se utvrdio utjecaj roka
uzorkovanja na njihovu koncentraciju (Tablica 2.).
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Tablica 2. Koncentracije minerala P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, S, Si, i Zn u listovima masline,
uzorkovanima u Cetiri razlic¢ita razdoblja (R1 — 80 dana nakon pune cvatnje, R2
— 110 dana nakon pune cvatnje, R3 — 140 dana nakon pune cvatnje i R4 — u
rezidbi). Srednje vrijednosti oznacene druk¢ijim slovima znac¢ajno su razlicite uz
p < 0,05 prema LSD testu (srednje vrijednosti + SE, n=4).

Table 2 Concentrations of minerals P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, S, Si, and Zn in olive leaves
sampled at four different periods (R1 — 80 days after full flowering, R2 — 110 days
after full flowering, R3 — 140 days after full flowering, and R4 — during pruning).
Mean values followed by different letters are significantly different at p < 0.05
according to the LSD test (mean values + SE, n = 4).

Rok uzorkovanja K g/kg Mg g/kg Fe mg/kg Mn mg/kg
R1 11,54+£030% | 1,00+0,02°¢ 5338 +1,08° 49,00 +0,22°¢
R2 12,08 £0,72% | 1,14+0,05° 98,88 +15,51% | 5622+2,96°
R3 11,91+092% | 1,27+0,03° 66,19 +9,35° 76,63 + 1,66 %
R4 7,42 +0,26° 1,31 + 0,04 ° 48,62 +7,42° 82,88 +3,14%

Rok uzorkovanja P g/kg S g/kg Si mg/kg Zn mg/kg
RI 1,19+0,10° 1,53+£0,14° 62,75+0,22° 8,52+0,01°
R2 1,34+0,10° | 1,65+0,03°%¢ | 139,53 +24,75% | 10,09 +0,46°
R3 1,73+0,06° | 1,94+0,04%% | 117,44+5,09% | 12,54+0,70°
R4 2,02+0,12° 2,07+0,11% | 14566+16,93% | 13,00+0,65°

Rezultati analize minerala pokazuju istaknute sezonske varijacije u
koncentracijama minerala u uzorkovanom lis¢u masline sorte 'Leccino’.

Za minerale Mg, Mn, P, S i Zn vidljiv je zajednicki trend gdje se njihova
koncentracija postepeno povecava kroz rokove uzorkovanja, te je najvisSa u
vrijeme rezidbe, R4.

Koncentracije magnezija (Mg) u listovima masline bile su najnize u prvom
roku uzorkovanja (R1) i statisticki su se razlikovale od svih ostalih rokova. U
drugom roku (R2) zabiljeZen je znacajan porast u odnosu na R1. U treCem (R3)
i Cetvrtom roku (R4) koncentracije su nastavile rasti, pri ¢emu nije utvrdena
statisticki znaCajna razlika izmedu R3 i R4, dok su obje vrijednosti bile
znacajno vise u odnosu na R1 i1 R2 (Tablica 2.).
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Koncentracija mangana (Mn) bila je najniza u R1, a statisticki se zna¢ajno
razlikovala u odnosu na sve ostale rokove. U R2 vrijednost se povecava i
znacajno se razlikuje od svih ostalih, dok su najviSe vrijednosti zabiljeZene
u R3 i R4, izmedu kojih nema znacajne razlike, ali su statisticki vise u odnosu
na R11R2 (Tablica 2.).

Najniza koncentracija fosfora (P) zabiljezena je u R1 i R2, izmedu kojih
nema statisticki znaCajne razlike. Izmedu R3 i R4 nema znaCajne razlike,
ali dolazi do znacajnog porasta koncentracije u odnosu na rokove R1 i R2
(Tablica 2.).

Najniza koncentracija sumpora (S) zabiljezena je u R1 i ona je statisticki
znacajno niZza u odnosu na rokove R3 i R4. Uzorak iz R2 nije se znacajno
razlikovao ni od R1 ni od R3, dok su R3 i R4 imale najvi$e koncentracije, bez
medusobne statisticki znacajne razlike (Tablica 2.).

NajniZe vrijednosti cinka (Zn) zabiljezene su u rokovima R1 i R2 i one se
medusobno ne razlikuju, ali su statisticki znacajno nize u odnosu na R3 i R4
izmedu kojih nije bilo statisticki znacajne razlike (Tablica 2.).

Koncentracije kalija (K) bile su relativno stabilne u prva tri roka
uzorkovanja gdje koncentracije nisu bile znacajno razlicite, a vrijednosti su bile
od 11,54 do 12,08 g/kg. U roku uzorkovanja R4 koncentracija se znacajno
smanjila u odnosu na prva tri roka (Tablica 2.).

Trend dinamike silicija (Si) bio je specifi¢an jer je znacajno najniza bila
koncentracija u liS¢u uzorkovanom u R1, dok izmedu koncentracija preostalih
triju rokova nije bilo znacajne razlike (Tablica 2.).

Koncentracija Zeljeza (Fe) bila je znacajno visa u drugom roku uzorkovanja
(R2) u odnosu na sve ostale rokove, dok su najnize vrijednosti zabiljezene u
R4. Koncentracije u R1 i R3 bile su medusobno slicne te se statisticki nisu
razlikovale (Tablica 2.).

Koncentracije elemenata Mg, Mn, P, S, Zn, K i Fe su u skladu s literaturom
definiranim optimalnim koncentracijama (Therios, 2009.; Connor i Fereres,
2005.). Za Si nema literaturom definirane optimalne koncentracije, ali su
vrijednosti u skladu s prethodnim istrazivanjima (Paskovic i sur., 2024.).
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Paskovi¢ i sur. (2020.) su u svojem istrazivanju utvrdili da su koncentracije
K i Fe bile najvise u listopadu, nakon ¢ega su se smanjile tijekom sije¢nja i
ozujka. S druge strane, koncentracije P, Mg i Zn slijedile su suprotan trend:
vrijednosti su bile nize u listopadu, dok je doslo do porasta u drugim rokovima
uzorkovanja, najznac¢ajnije u ozujku. Koncentracija Mn se smanjila u sije¢nju u
odnosu na listopad, ali je ponovno porasla u ozujku. Uz to, Poli¢ Paskovi¢ i sur.
(2023.) isto tako su otkrili sezonske varijacije u listovima masline, za sortu
'Leccino'. Trend smanjivanja koncentracije uocen je za K, Fe i Zn: njihova se
koncentracija u ozujku smanjila u odnosu na listopad. Suprotno tome,
koncentracija Mn u ozujku se blago povecala u odnosu na listopad, dok je
koncentracija Mg bila stabilna i nije se mijenjala.

Korelacija izmedu fenolnih spojeva i minerala

Za odredivanje odnosa izmedu koncentracije fenolnih spojeva i
koncentracije minerala u listu masline napravljena je Pearsonova korelacija, te
je izradena toplinska mapa Pearsonovih koeficijenata radi jednostavnijeg
prikaza rezultata. StatistiCka znacajnost odredena je na razini p < 0,05.
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Slika 1. Toplinska mapa Pearsonovih koeficijenata korelacije (p < 0,05) izmedu
koncentracija fenolnih spojeva (oleuropein, oleacein, oleanolna kiselina) i mineralnih
elemenata (P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, S, Si i Zn) u listovima masline sorte Leccino.
Plava boja oznacava negativne, a crvena pozitivne korelacije, pri cemu intenzitet boje
odgovara jacini povezanosti. Zvjezdicom (*) su istaknute znacajne korelacije izmedu
fenolnih spojeva i minerala, dok korelacije unutar skupine fenola
ili unutar skupine minerala nisu posebno oznacene.

Figure 1 Heat map of Pearson correlation coefficients (p < 0.05) between the
concentrations of phenolic compounds (oleuropein, oleacein, oleanolic acid)
and mineral elements (P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, S, Si, and Zn) in olive leaves of the
Leccino cultivar. Blue indicates negative and red positive correlations, with color
intensity corresponding to the strength of the relationship. Significant correlations
between phenolic compounds and minerals are marked with an asterisk (*),
while correlations within the group of phenolics or within the group of minerals
are not specifically highlighted.
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Osim ocekivanih medusobnih korelacija izmedu pojedinih minerala te
izmedu fenolnih spojeva, uolene su dvije izrazito znaCajne povezanosti:
negativna korelacija izmedu koncentracije kalija i oleaceina (r = —0,8080) te
pozitivna korelacija izmedu koncentracije magnezija i oleaceina (r = 0,8975).
Ovi rezultati sugeriraju da dostupnost odredenih mineralnih elemenata moze
imati vaznu ulogu u regulaciji biosinteze fenolnih spojeva u listu masline.

Sli¢ne odnose opisali su Cetinkaya i sur. (2016.), koji su utvrdili pozitivnu
korelaciju koncentracije fenolnih spojeva s koncentracijom Ca, Mg, Fe 1 Zn.
Medutim, isti autori su utvrdili negativne korelacije izmedu ukupnog sadrzaja
flavonoida, koji takoder pripadaju skupini sekundarnih metabolita, i gotovo svih
analiziranih elemenata, ukljucuju¢i N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn i Mn. Nasi
rezultati stoga potvrduju i prosiruju prethodna opazanja, pokazujuci da pojedini
fenolni spojevi, poput oleaceina, mogu biti povezani s odredenim mineralima,
Sto naglasava slozenost odnosa izmedu mineralne ishrane i metabolizma fenola.

Moguée je da negativna korelacija izmedu kalija i oleaceina proizlazi iz
drugacijeg usmjeravanja resursa u razdoblju sazrijevanja ploda, kada se prioritet
daje akumulaciji nutrijenata i energetskih rezervi u plodu, dok se sinteza
sekundarnih metabolita u listovima smanjuje (Proietti i sur., 2006.). Nasuprot
tome, pozitivna povezanost magnezija s oleaceinom moze se tumaciti vaznom
ulogom ovog elementa u enzimskim reakcijama vezanima uz metabolizam
fenola. Takvi obrasci ukazuju na potencijalnu regulacijsku ulogu mineralnih
elemenata u sintezi i akumulaciji fenolnih spojeva u maslini, §to bi moglo biti
klju¢no u razumijevanju razlika u kvaliteti lista, a time i u funkcionalnim
svojstvima ekstrakata.

ZAKLIJUCAK

Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su hipotezu da se koncentracije
fenolnih spojeva i mineralnih elemenata u maslinovu li§¢u zna¢ajno mijenjaju
tijekom razli¢itih rokova uzorkovanja. Oleuropein je imao najvise vrijednosti
80 dana nakon cvatnje i za vrijeme rezidbe, dok su oleacein i oleanolna kiselina
pokazali sli¢an, ali blazi sezonski trend. Od mineralnih elemenata, Mg, P, S,
Mn i Zn povecavali su se do rezidbe, dok su K i Fe pokazali suprotnu dinamiku.
Osim sezonskih promjena, uoCene su i znacajne korelacije izmedu odredenih
minerala i fenolnih spojeva, negativna izmedu kalija i oleaceina te pozitivna
izmedu magnezija 1 oleaceina, Sto sugerira povezanost mineralne ishrane s
biosintezom fenola u liS¢u.
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Ovi rezultati naglaSavaju vaznost pravilnog odabira vremena uzorkovanja
lis¢a, jer koncentracije fenola dosezu najveée vrijednosti tijekom rezidbe. To
je posebno znaCajno za proizvodnju ekstrakata s mogucom primjenom u
farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetickoj industriji. Dodatno, upravo u
razdoblju rezidbe nastaje i najveca koli¢ina li§¢a kao nusprodukta, $to dodatno
povecava njegovu vrijednost kao sirovine.

Za buduca istrazivanja preporucuje se testiranje ovih obrazaca u razli¢itim
agroekoloskim uvjetima, tijekom viSe vegetacijskih sezona, u razliCitim
regijama Hrvatske, uzimaju¢i u obzir i fenomen alternirajuc¢e rodnosti masline.
Uz to, bilo bi korisno dodatno istraziti kako mineralni sastav tla i hranjivih tvari
utjeCe na biosintezu pojedinih fenolnih spojeva. Na taj nac¢in moglo bi se doci
do jasnijih zaklju¢aka koji se ticu prakticnih preporuka o optimalnom
gospodarenju maslinicima i koristenju lis¢a kao vrijedne sirovine.
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