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Uvod 
Maslinarska proizvodnja u Hrvatskoj ima dugotrajnu tradiciju i veliki gospodarski značaj 

(Gugić i sur., 2010). Maslina se najčešće uzgaja u većim nasadima, a maslinici čine najveći udio 
površina u voćarskoj proizvodnji (18.683 ha; Statistički ljetopis, 2018). U Hrvatskoj je maslinar- 
ska proizvodnja primarno usmjerena proizvodnji ulja (37.463 hl/2017. godina; Statistički ljeto- 
pis, 2018), ali značajno je naglasiti da list masline, iako vrlo vrijedan nusprodukt proizvodnje, 
ostaje uglavnom neiskorišten. 

List masline stoljećima se koristi u narodnoj medicini, a poznato je da sadrži veću koncen- 
traciju pojedinih fenolnih spojeva u usporedbi sa zrelim plodom masline (Silva i sur., 2006). 
Unatoč tome što je list masline značajan izvor različitih fenolnih spojeva, njegova primjena u 
proizvodnji lijekova, kozmetike, nutraceutika i funkcionalne hrane tek je nedavno prepoznata 
(Talhaoui i sur., 2015, Pasković i sur., 2019a). 

Fenolni spojevi dio su obrambenog mehanizma masline, a koncentracija pojedinog feno- 
lnog spoja u listu masline mogući je pokazatelj tolerantnosti sorte na specifične bakterijske 
i gljivične patogene (Markakis i sur., 2010). Verbaskozid je fenolni spoj značajnije zastupljen 
u sortama masline koje se smatraju tolerantnima na patogene Pseudomonas savastanoi pv. 
savastanoi i Verticillium dahliae (Markakis i sur., 2010). Također, verbaskozid ima dokazano anti- 
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Sažetak 
Bor (B) je esencijalni biogeni element neophodan za rast i razvoj masline, a nedostatak B općenito se 
smatra jednim od najčešćih nedostataka mikroelemenata u maslinarstvu. Iako nedostatak B može dovesti 
do promjene koncentracije različitih fenolnih spojeva u listu masline utjecaj ishranjenosti masline B na 
fenolni profil lista udomaćenih sorata masline nije dovoljno istražen. 
Stoga, cilj ovog istraživanja bio je utvrditi utjecaj primjene hranive otopine s (B+) (30 μM B) ili bez (B-) (0 
μM B) bora na fenolni profil lista masline (Olea europaea L.) sorte 'Istarska bjelica'. Pokus je postavljen 
kao slučajni blokni raspored u četiri ponavljanja na ukupno 40 sadnica masline sorte 'Istarska bjelica'. 
Uzorkovanje lista provedeno je nakon 60 dana od početka pokusa. 
Koncentracija B u listu masline bila je značajno veća u B+ tretmanu, dok su utvrđene koncentracije ukupnih 
fenola i verbaskozida u listu masline bile značajno veće u B- tretmanu. Gnojidba B nije značajno utjecala na 
koncentraciju ostalih fenolnih spojeva. Značajno veća koncentracija ukupnih fenola i verbaskozida u listu 
sorte 'Istarska bjelica' kod B- tretmana može se povezati s fiziološkim odgovorom biljke na nedostatak B. 
Ključne riječi: Olea europaea L., orto-difenoli, cis-dihidroksil molekule, ukupni fenoli, verbaskozid 
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kancerogeno, protuupalno i antimikrobno djelovanje što omogućuje primjenu lista masline u 

medicinske svrhe (Tekaya i sur., 2016). 

Bor (B) je esencijalan biogeni element čiji nedostatak može značajno ograničiti rast, razvoj, 

prinos i kvalitetu ploda masline (Fernández-Escobar, 2016). Folijarna primjena gnojiva s B uobi- 

čajena je praksa u maslinarskoj proizvodnji (Perica i Čmelik, 2007), međutim odgovor masline 

na nedostatak B nije dovoljno istražen (Chatzissavvidis i Therios, 2010). Bor sudjeluje u razli- 

čitim fiziološkim i biokemijskim procesima u   stanicama (Mousavi i Motesharezadeh, 2020), 

a metabolizam fenolnih spojeva jedan je od tih procesa (Broadley i sur., 2012). Poznato je da 

nedostatak B može utjecati na promjene u fenolom profilu biljke (Tekaya i sur., 2016). Naime, 

nedostatak B može dovesti do povećanja koncentracije fenola u listu masline različitim meha- 

nizmima, poput: i) indukcije fenilpropanoidnog biosintetskog puta reduciranjem porasta biljke 

i ugradnjom ligninskih perkursora, ii) povećanjem aktivnosti fenilalanin-amonij-lijaze (PAL), iii) 

povećanjem koncentracije fenolnih kiselina (cis-dihidroksil struktura) koje formiraju kompleks 

cis-dihidroksil-borata s citoplazmatskom bornom kiselinom (Liakopoulos i Karabourniotis, 

2005). 

U maslinarskoj proizvodnji Hrvatske, jedna od najzastupljenijih udomaćenih sorata je 'Istar- 

ska bjelica' (Benčić i sur., 2009). Značajne karakteristike ove sorte su visoki sadržaj fenola i tole- 

rantnost na pojedine abiotičke i biotičke stresove (Perica i sur., 2008; Benčić i sur., 2009). Ipak, 

prema dostupnoj literaturi, utjecaj ishranjenosti B na fenolni profil lista masline sorte 'Istarske 

bjelica' do sada nije istražen (Liakopoulos i Karabourniotis, 2005; Hegazi i sur., 2018; Pasković i 

sur., 2019a). 

Stoga, provedeno istraživanje imalo je za cilj utvrditi utjecaj primjene hranive otopine s 

(B+) ili bez (B-) bora na koncentraciju ukupnih fenola kao i pojedinačnih fenolnih spojeva lista 

masline sorte 'Istarska bjelica'. 
 

Materijal i metode 
Pokus je postavljen na šest mjeseci starim sadnicama masline sorte 'Istarska bjelica'. Nakon 

ispiranja korijena, sadnice su presađene u lonce zapremnine 3,5 L, koji su sadržavali neutralnu 

smjesu perlita i kvarcnog pijesaka u jednakom omjeru. Sadnice masline uzgajane su u plasteni- 

ku Instituta za poljoprivredu i turizam (Poreč, Hrvatska) tijekom ljeta 2018. godine. 

Pokus je postavljen kao slučajni blokni raspored s dva gnojidbena tretmana: (I) hraniva Ho- 

aglandova otopina bez bora (B-); (II) hraniva Hoaglandova otopina s borom (B+) (30 μM B), u 

četiri ponavljanja (Hoagland i Arnon, 1950). Ukupan broj biljaka u pokusu bio je 40. 

Dinamika primjene hranivih otopina prilagođena je klimatskim uvjetima i potrebama pre- 

sadnica. Nakon 60 dana trajanja pokusa listovi su uzorkovani sa središnjeg dijela mladice. Pri- 

kupljeni listovi prvo su oprani u običnoj vodi, zatim u deioniziranoj vodi uz dodatak 1 % octene 

kiseline te završno samo u deioniziranoj vodi (Pasković i sur., 2019b). Listovi za daljnje analize 

sušeni su na zraku do konstantne težine. 

Uzorci biljnog materijala pripremljeni su suhim spaljivanjem u mufolnoj peći. Sitno samlje- 

veni list sušen je na 80 °C kroz 48 sati, a zatim je do vaganja držan na 60 °C (Delgado i sur., 1994). 

Vagano je 0,5 g uzorka u porculanske lončiće koji su 24 sata držani u otopini s 10 % klorovodič- 

nom kiselinom (V:V). Lončići s listom stavljeni su na žarenje u mufolnu peć koja je zagrijavana 

2 °C/min do 550 °C i na toj temperaturi je žareno 8 sati. Pepeo je otopljen dodatkom 5 ml 6 M 

klorovodične kiseline, a lončić je zagrijavan na električnom kuhalu oko 15 min na 500 °C. Zatim 
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se otopina filtrirala u PE epruvete i nadopunila destiliranom vodom do 50 ml (Stateras i Mou- 

stakas, 2017). Koncentracija B u listu određena je pomoću masenog spektrometra s induktivno 

spregnutom plazmom (ICP-MS) Nexion 300x (PerkinElmer Instruments, Waltham, MA, SAD). 

Pojedinačni fenoli određeni su metodom tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti 
(HPLC) pomoću Thermo Ultimate 3000 sustava (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD). 
Analitička kolona bila je Lichrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm, 5 μm) s predkolonom Lichros- 
pher 100 (4x4 mm, 5 μm) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD). Mobilna faza sastojala se 
od dvije tekuće faze: (A) 0,2% fosforne kiseline i (B) metanol:acetonitril (1:1, V:V). Identifikacije 
su provedene uspoređujući vremena zadržavanja ciljanih spojeva u ekstraktima uzoraka s vre- 
menima zadržavanja čistih standarda. 

Maseni udjeli ukupnih fenola u lišću određeni su prema metodi Marinova i sur. (2005). Op- 
tička gustoća određena je UV/VIS spektrofotometrom (HACH DR/400, Colorado, SAD) nakon 
reakcije ekstrakta fenolnih tvari s Folin-Ciocalteu reagensom. Apsorbancije su izmjerene na 
750 nm. 

Podatci su obrađeni analizom varijance (ANOVA) dok je za višestruku usporedbu srednjih 
vrijednosti tretmana primijenjen Tukeyev post-hoc test. Statistička analiza provedena je stati- 
stičkim računalnim programom Statistica (13.3, Tibco, Inc.). 

 

Rezultati i rasprava 
Analizom koncentracije B u listu sadnica masline sorte 'Istarska bjelica', utvrđene su značaj- 

no veće koncentracije bora u B+ tretmanu (27 mg/kg suhe tvari (ST)) u odnosu na B- tretman 
(17 mg/kg ST; Grafikon 1). Optimalnom koncentracijom B u listu masline smatra se raspon od 
19 do 150 mg/kg ST (Fernández-Escobar, 2019), ali ona se može značajno razlikovati između so- 
rata masline (Failla i sur., 2004). Tako Fernández-Escobar i sur. (2016) navode da su se simptomi 
nedostatka B kod sadnica sorte 'Picual' razvili pri koncentraciji nižoj od 33 mg/kg ST, dok Pa- 
sković i sur. (2019a) i pri dvostruko nižim koncentracijama nisu zabilježili simptome nedostatka 
B kod sorte 'Leccio del Corno'. 

U ovom istraživanju koncentracija ukupnih fenola bila je značajno veća u B- tretmanu (2034 
mg/100g ST) u odnosu na B+ tretman (1779 mg/100g ST; Grafikon 1). Liakopoulos i Karabour- 
niotis (2005) navode da je nedostatak B uzrokovao značajno nakupljanje pojedinačnih feno- 
lnih komponenata i ukupnih fenola u listovima dvogodišnjih sadnica masline sorte 'Manaki' 
uzgajanih u polu-hidroponskom sustavu. 

Koncentracija jednostavnih fenola (hidroksitirosola, tirosola) i sekoiridoida oleuropeina nije 
se razlikovala između gnojidbenih tretmana (Tablica 1). Oleuropein se često smatra najdomi- 
nantnijim spojem u listu masline (Tekaya i sur., 2016). Ipak, rezultati ovog istraživanja pokazali 
su nižu koncentraciju oleuropeina (46-53 mg/ 100 g ST) u odnosu na razinu hidroksitirosola 
(203-229 mg/100 g ST) ili luteolina (88-91 mg/100 g ST; Tablica 1, Tablica 2). Pasković i sur. 
(2019a) zaključuju da folijarna primjena B nije imala značajan utjecaj na promjenu koncentra- 
cije jednostavnih fenola u listu masline sorte 'Leccio del Corno'. 

Koncentracija verbaskozida bila je signifikantno veća u B- (117 mg/100 g ST) u odnosu na 
B+ tretman (42 mg/100 g ST; Tablica 3). Iako tijekom ovog istraživanja na biljkama nisu uoče- 
ni specifični simptomi nedostatka B, poput apikalne kloroze ili novih listova u obliku rozete 
(Fernández-Escobar i sur., 2016), poznato je da se nedostatak B može povezati s nakupljanjem 
fenolnih kiselina s cis-dihidroksil strukturom koje formiraju kompleks cis-dihidroksil-borata 
(Liakopoulos i Karabourniotis, 2005). Nedostatak B može dovesti do smanjenog stvaranja cis- 
dihidroksil-borata što posljedično rezultira povećanom dostupnosti molekula s cis-dihidroksil 
strukturom. Upravo orto-difenoli, među koje ubrajamo i verbaskozid, najvažniji su predstavni- 
ci takvih spojeva (Haissig, 1986; Soufi i sur., 2014). Verbaskozid se smatra značajnim fenolnim 
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spojem u odgovoru masline na sprečavanje razvoja bakterijskih i gljivičnih bolesti (Markakis i 
sur., 2010). 

 

 
 

Grafikon 1. Utjecaj primjene bora (B) na koncentraciju bora (B) (I) i ukupnih fenola (UF) (II) 
u listovima masline 

Fig. 1. The effect of boron (B) application on B concentration in olive leaves (B) (I) and total 
phenolic content (TP) (II) 

Srednje vrijednosti označene drukčijim slovima značajno su različite uz p < 0,05 prema Tukey testu 
(srednje vrijednosti ± SE, n = 4) 

Mean values followed by different letters are significantly different at p < 0.05 according to Tukey's 
test (mean values ± SE, n = 4) 

 

Koncentracija katehina (13-14 mg/100 g ST), rutina (26-28 mg/100 g ST), luteolin-7-O-glu- 
kozida (18 mg/100 g ST), apigenin-7-O-glukozida (2-3 mg/100 g ST), luteolina i apigenina (7 
mg/100 g ST) nije se signifikantno razlikovala između tretmana (Tablica 2). Također, u koncen- 
tracijama vanilinske kiseline (2 mg/100 g ST), 4-hidroksibenzojeve kiseline (3-4 mg/100 g ST), 
kavske kiseline (3 mg/100 g ST) i ferulinske kiseline (2 mg/100 g ST) nisu utvrđene signifikantne 
razlike između B- i B+ tretmana (Tablica 3). 

 

Tablica 1. Utjecaj primjene bora (B) na koncentraciju hidroksitirosola, tirosola i oleuropiena 
u listovima masline 

Table 1. The effect of boron (B) application on hydroxytyrosol, tyrosol and oleuropein con- 
centration in olive leaves 

 
 

Tretman/ 
Treatment 

Hidroksitirosol/Hydroxytyrosol Tirosol/Tyrosol Oleuropein/Oleuropein 

mg/100 g ST / mg/100g DW 
 

B- 229,36 ± 8,46 25,15 ± 0,82 53,25 ± 3,62 

B+ 202,60 ± 10,42 25,68 ± 1,53 45,74 ± 5,30 

p n.s. n.s. n.s. 

Srednje vrijednosti označene drukčijim slovima značajno su različite uz p < 0,05 prema Tu- 
key testu (srednje vrijednosti ± SE, n = 4) 

Mean values followed by different letters are significantly different at p < 0.05 according to 
Tukey's test (mean values ± SE, n = 4) 
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Tablica 2. Utjecaj primjene bora (B) na koncentraciju flavonoida u listovima masline 
Table 2. The effect of boron (B) application on the concentration of fl  vonoids in olive leaves 

 
 

Flavonoidi (mg/100 g ST)/Flavonoids (mg/100 g DW) 
 

Tretman/ 
Treatment 

 
Katehin/ 

 
Rutin/ 

Luteolin-7- 
O-glukozid/ 

 
Apigenin-7-O-glukozid/ 

 
Luteolin/ 

 
Apigenin/ 

 Catechin Rutin Luteolin-7-O- 
glucoside 

Apigenin-7-O-glucoside Luteolin Apigenin 

B- 12,82 ± 0,88 27,85 ± 1,94 18,32 ± 1,05 2,64 ± 0,08 88,48 ± 4,79 6,95 ± 0,52 

B+ 14,20 ± 0,65 25,85 ± 2,81 17,63 ± 0,81 2,41 ± 0,13 90,55 ± 2,65 7,28 ± 0,32 

Srednje vrijednosti označene drukčijim slovima značajno su različite uz p < 0,05 prema Tu- 
key testu (srednje vrijednosti ± SE, n = 4). 

Mean values followed by different letters are significantly different at p < 0.05 according to 
Tukey's test (mean values ± SE, n = 4). 

 

Tablica 3. Utjecaj primjene bora (B) na koncentraciju fenolnih kiselina u listovima masline 
Table 3. The effect of boron (B) application on the concentration of phenolic acids in olive 

leaves 
 

 

 
Tretman/ 

Fenolne kiseline (mg/100 g ST)/Phenolic acids (mg/100 g DW)  
 

Kavska 

 
 

Ferulinska 
Treatment Vanilinska kiselina/ 

Vanillic acid 
Verbaskozid/ 
Verbascoside 

4-hidroksibenzojeva  kiselina/ 
4-hydroxybenzoic acid 

kiselina/ 
Caffeic acid 

kiselina/ 
Ferrulic acid 

 

B- 1,83 ± 0,08 116,93 ± 16,33a    3,89 ± 0,18 2,68 ± 0,08 1,59 ± 0,11 
 

 

B+ 1,91 ± 0,09 42,42 ± 9,26b 3,46 ± 0,17 2,57 ± 0,01 1,67 ± 0,14 
 

 

Srednje vrijednosti označene drukčijim slovima značajno su različite uz p < 0,05 prema Tu- 
key testu (srednje vrijednosti ± SE, n = 4). 

Mean values followed by different letters are significantly different at p < 0.05 according to 
Tukey's test (mean values ± SE, n = 4) 

 

Zaključci 
Dodatak B (30 µM) u hranivu otopinu, kojom su tijekom 60 dana prihranjivane sadnice ma- 

sline, doveo je do povećanja koncentracije B u listu (27 mg/kg ST) u odnosu na sadnice koje 
su prihranjivane otopinom bez B (17 mg/kg ST). Pritom, kod sadnica prihranjenih hranivom 
otopinom bez B utvrđeno je značajno povećanje koncentracije ukupnih fenola i verbaskozida. 

Razlike u koncentraciji ostalih fenolnih kiselina, flavonoida, jednostavnih fenola i oleurope- 
ina nisu utvrđene između B+ ili B- tretmana. 
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Phenolic leaf profile of olive cultivar 'Istarska bjelica' 

at different boron concentrations in the nutrient solution 

 
Abstract 
Boron (B) is an essential nutrient for growth and development of olive, whereas B deficiency is among the 
most common micronutrient disorders in olive production. Boron deficiency contributes changes in the 
concentration of different phenolic compounds in olive leaves, the impact of B nutrition on the phenolic 
leaf profile of autochthonous olive varieties is mainly unknown. 
This study aimed to investigate the impact of nutrient solutions, with (B+) and without (B-) boron addition, 
on the phenolic profile in olive leaves of cultivar ‘Istarska bjelica’. 
The experiment was set up in random block design in four repetitions, on 40 olive plantlets of cultivar 
‘Istarska bjelica’. Olive leaves were sampled 60 days after the beginning of the experiment. 
Boron concentration in olive leaves was significantly higher in the B+ treatment, whereas total phenolic 
content and verbascoside concentration were significantly higher in the olive leaves of the B- treatment. 
Boron nutrition had no significant impact on other phenolic compounds. 
A significantly higher total phenolic content and verbascoside concentration, determined in olive leaves of 
cultivar ‘Istarska bjelica’, indicate the relation between physiological plant response and B deficiency. 
Keywords: Olea europaea L., ortho-diphenol, cis-hydroxyl groups, total phenolic content, verbascoside 


