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1. UVOD

Buca (Cucurbita pepo L.), odnosno njezine sjemenke, vrlo je raSirena sirovina za dobivanje
ulja u kontinentalnoj Hrvatskoj, posebice u njezinom sjeverozapadnom dijelu. Domovinom
tikve smatra se Amerika, odakle je u Europu doSla zahvaljujuéi otkricem Amerike. Ovisno 0
strukturi i udjelu celuloze u ljusci poznajemo dvije vrste kostice: kostice s ljuskom i kostice bez
ljuske (golica). Mesnati dio ploda najcesce se koristi u kulinarstvu za pripremu kolaca, dok je
koStica namijenjena za grickanje i proizvodnju ulja. Bucino ulje vrlo je cijenjeno i kao takvo
postaje sve atraktivnije za patvorenje. Upravo odredivanje sastava sterola jedan je od najboljih

nacina utvrdivanja autenti¢nosti biljnih ulja, a tako i bucinog.

Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti razlike u sastavu sterola izmedu uzoraka bucinog ulja iz
10 Zupanija kontinentalne Hrvatske te pokusati utvrditi jesu li utvrdene razlike, ukoliko ih ima,
rezultat razli¢itih klimatskih uvjeta u kojima su plodovi dozrijevali. Takoder, ispitano je postoje
li razlike u sastavu sterola kod razli¢itih kultivara te mogu li takve razlike predstavljati

potencijalnu prepreku u utvrdivanju autenti¢nosti ulja.

Odredivanje sterola provedeno je HRN EN ISO 12228:2004 metodom. Nakon saponifikacije
bucinog ulja neosapunjiva frakcija ekstrahirala se otapalom dietileterom na koloni ispunjenoj
aluminijevim oksidom. Zatim se iz neosapunjive frakcije izdvojila sterolna frakcija pomocu
tankoslojne kromatografije i na koncu se dobivena frakcija prevodila u trimetilsililestere te

analizirala plinskim kromatografom s plameno-ionizacijskim detektorom.

Analizom varijance dobivenih podataka ispitane su razlike izmedu bucinih ulja razli¢itih
kultivara i iz razli¢itih Zupanija te je izracunat koeficijent korelacije izmedu sastava sterola i

odredenih klimatskih uvjeta tijekom ljeta 2020., kada su plodovi buce dozrijevali.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BUCA

Buca (tikva ili bundeva) je jednogodiSnja zeljasta biljka roda Cucurbita iz obitelji
Cucurbitaceae. Iako je njezina povijest tek djelomi¢no poznata, postoje arheoloski dokazi o
njezinoj prisutnosti u davnoj proslosti. Najstarije pronadene sjemenke stare su desetke tisuca
godina — u Meksiku je pronadena sjemenka koja datira u 9 000. god. pr. Kr., a na Floridi 30
000. god. pr. Kr. (Teppner, 2000). Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAO) procjenjuje da
se u svijetu u 2011. god. uzgojilo 24,3 milijuna t buce na oko 1,7 milijuna h. Prilagodljivost
ovog roda na razliite klimatske uvjete pruza mogucnost za jos rasireniji uzgoj i ve¢u upotrebu
u industriji hrane (Sharma i Ramana Rao, 2013). Tri su botani¢ke vrste iz roda Cucurbita koje
se uzgajaju kao povrce: obi¢na buca (Cucurbita pepo L.), buca pecenica (Cucurbita maxima
Duch.) i muskatna bu¢a (Cucurbita moschata Poir.). U Hrvatskoj je najrasprostranjenija
Cucurbita pepo L. var. styriaca (Slika 1).




2.1.1. Plod buce

Korijenje buce je vretenasto i vrlo razvijeno, glavni korijen prodire u dubinu od 1 m, dok se
boc¢no korijenje rasprostranjuje na sve strane i doseze dubinu od ¢ak 4 m. Puzave stabljike
nazivaju se vrijeze i najéesce se protezu u duljinu od 3 do 4 m, iako postoje vrste u kojima su
vrijeze krace, ali i mnogo duze. Listovi su joj razli¢itog oblika (okrugli, potkovicasti, itd.) te su
jako veliki i mogu biti obrasli dlakama, ali i bez njih. Cvjetovi su veliki, intenzivno Zute do
naranéaste boje, ljevkastog oblika, a sastoje se od 5 latica koje su medusobno srasle. Biljka
dugo cvate, obi¢no od kraja lipnja pa sve do pocetka rujna. Plodovi bu¢e dolaze u razli¢itim
oblicima te mogu biti okrugli, elipti¢ni, cilindri¢ni, jajoliki, spljoSteni pa ¢ak i u obliku diska
(Pleh i sur., 1998).

Boja ploda takoder je raznolika, iako je to uglavnom Zuta, narancasta i zelena boja. Boja
najcesc¢e ovisi o udjelu karotena i luteina. Buce s vise karotena imat ¢e izraZeniju narancastu
boju, dok ¢e one s vise luteina imati viSe zutu boju (Murkovic i sur., 2002). Veli¢ina i tezina
ploda najviSe ovisi o varijetetu kultivara te o stadiju zrelosti. Bu¢e pripadaju biljkama tople
klime te im je za rast i razvoj potrebno mnogo topline, otvoreni i osuncani polozaj i dovoljno
vlage u tlu. Klijanje sjemena buce pocinje tek iznad 13,7 °C. Za rast i razvitak vrijeza potrebna
je temperatura od najmanje 12 do 15 °C, a za razvoj ploda optimalna je temperatura 25 do 27
°C. Buce su vrlo osjetljive na mraz, no tijekom kraceg razdoblja mogu podnijeti hladno i vlazno
vrijeme. Velika otpornost korijenskog sustava prema niskim temperaturama i nepovoljnim
promjenama vlage u tlu dozvoljavaju uzgoj buca i u hladnijim podru¢jima. Takoder,
karakteristi¢no je da se nakon nicanja stabljike dosta sporo razvijaju, a nakon 35 do 45 dana
pocinju vrlo brzo rasti, prolazec¢i fazu intenzivnog rasta, razvijajuci duge vrijeze i velike listove.
S obzirom na veliki udio vode i samim time laku probavljivost, buca je vrlo prikladna za

prehranu osoba koje imaju problema s probavom i crijevima (Pleh i sur., 1998).

2.1.2. Kostica bude

Plod buce sadrzi sjemenke (Slika 2) za koje je uobicajen naziv kostice, a njihova koli¢ina u
plodu nije velika te varira ovisno o varijetetu i kultivaru. Pojedina¢ni plod moze sadrzavati 100
do 400 sjemenki, a one ¢ine 2 do 3 % mase kod plodova uobic¢ajene tezine od 4 do 8 kg. Sjeme
bundeve je elipti¢no, spljostenog oblika s jasno izrazenim rubom. Kod golica (bu¢ina kostica
bez ljuske) dugo je 12 do 20 mm, a Siroko 7 do 10 mm, a kod onih s ljuskom 17 do 30 mm dugo
i 11 do 14 mm Siroko. Debljina kostica je 1 do 3 mm. Masa 1 000 zrna je od 200 do 440 g, a
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hektolitarska masa 35 do 42 kg. Boja sjemena je blijedozuta, bijela ili svijetlosmeda kod
sjemenki s ljuskom, a kod golica je zelena, maslinastozelena ili sivkastozelena. Sjeme sadrzi
37 do 54 % ulja (Pleh i sur., 1998).

Bucine kostice s ljuskom imaju pet slojeva: epiderm, hipoderm, sklerenhim, erenhim i
klorenhim. S obzirom da se ljuska vecinom sastoji od celuloze, u proslosti su znanstvenici
pokusavali stvoriti bucu koja ¢e imati koStice s tanjom ljuskom, a samim time i kostice iz kojih
¢e dobivati viSe ulja. Tako su oplemenjivanjem prirodnih mutanata nastale buce koje sadrze
sjemenke bez bijele celulozne ljuske - golice (Teppner, 2000). Sjemenke bez ljuske nastale su
spontanom mutacijom prije nekih stotinjak godina na podruéju Stajerske, u danasnjoj Austriji,
po ¢emu je sorta Cucurbita pepo L. var. Styriaca dobila ime s obzirom da je latinski naziv za
Stajersku Styria. Upravo je ta mutacija bila polaziste za uzgoj kultivara Gleisdorfer, koji je
najrasireniji na podru¢ju Autrije, Madarske, Slovenije i Hrvatske (Winkler, 2000). S
vremenom, iz kultivara Gleisdorfer razvijeni su hibridi GL Opal, GL Rustikal, GL Diamant i
GL Classic kao napoznatiji, te niz drugih hibrida koji ¢e biti koristeni u ovom istrazivanju
(Adam i sur., 2018). lako razlog zaSto neke koStice ne razvijaju ljusku jo$ uvijek nije u
potpunosti jasan, neki istrazivaci to pripisuju nemogucénosti mutanta da odrveni tijekom razvoja
ljuske, dok su analize pokazale da koStice bez ljuske sadrze smanjene koli¢ine lignina,
strukturnih polisaharida i proteina, a povecane koli¢ine tvari topivih u etanolu u odnosu na
kostice s ljuskom (Stuart i Loy, 1983).

Izmedu razlicitih vrsta postoje male razlike u sastavu sjemenki. Tako se recimo vrsta Cucurbite
lanatus razlikuje od ostalih po izrazenoj koli¢ini bjelanéevina u zrnu, pogotovo kineska i
egipatska podvrsta (Al-Khalifa, 1996). Sjemenke biljke Cucurbita pepo L. sadrZze 4,8-5,8 %
vode, 37,1-44,4 % bjelancevina, 34,4-43,6 % masti, 9,9-21,9 % ugljikohidrata i 5,1-6,3 %
pepela. Sto se ti¢e masnih kiselina najzastupljenije su redom linolna, oleinska, palmitinska i
stearinska. Takoder, $to se tice minerala golice sadrZe najviSe kalija, magnezija i kalcija te neSto
manje cinka, bakra, Zeljeza i mangana (Idouraine i sur., 1996). Sjeme sadrZi i znatne koli¢ine
vitamina B1 (0,24 mg kg), vitamina B2 (0,19 mg kg?) i niacina (2,4 mg kg) (Pleh i sur.,
1998).

Sjeme buce se najcesce jede peeno, a rjede kuhano. Przene sjemenke (s ljuskom) su vrlo
ukusne i ¢esto se upotrebljavaju za grickanje. U domacinstvu se mogu koristiti umjesto oraha,
ljeSnjaka i badema. Takoder postoje zapisi da su se kostice bundeve koristile kao sredstvo za

CiS¢enje crijevnih parazita, poput djecjih glista i trakavice (Pleh i sur., 1998).



Slika 2. Bucine sjemenke (Anonymous 1, 2021)

2.2. BUCINO ULJE

Najcesc¢i nacin koristenja bucinih kostica je proizvodnja bucinog ulja (Slika 3) koje postaje sve

zastupljenije na podrucju kontinentalne Hrvatske.

Slika 3. Buc¢ino ulje (Anonymous 2, 2021)



2.2.1. Proizvodnja djevi¢anskog bucinog ulja

Prema medunarodno prihva¢enim propisima ,,Djevi¢ansko jestivo biljno ulje se proizvodi
preSanjem uz prethodno ciS¢enje (odstranjivanje neéistoca), ljustenjem i usitnjavanjem
mehani¢kim putem (kod odredenih sirovina). Pri izdvajanju ulja dozvoljeno je zagrijavanje
materijala za preSanje — kondicioniranje, odnosno hidrotermic¢ka obrada. Djevicansko jestivo
biljno ulje moZe se procis¢avati isklju¢ivo pranjem s vodom, talozenjem, filtracijom, i
centrifugiranjem (Codex, 2019). Prema Pravilniku o jestivim uljima i mastima (2019) u
Hrvatskoj se djevicanska ulja definiraju kao proizvodi koji se dobivaju iz odgovarajuéih
sirovina, mehani¢kim postupcima, primjerice preSanjem, uz primjenu topline. Moze se provesti
1 postupak ciS¢enja odnosno bistrenja pranjem vodom, dekantiranjem, filtriranjem 1

centrifugiranjem.

Proizvodnja prehrambenih proizvoda biljnog porijekla zapocinje Zetvom, a njezin se pocetak
definira tehnoloskom zrelos¢u sjemena. Tehnoloska zrelost sjemena podrazumijeva udio vode
u sjemenu koji omogucuje da kvaliteta sjemena ostane oc¢uvana tijekom svih postupaka koji
prethode skladistenju (Skevin, 2016). Kod bude prvi znak zrelosti sjemena je susenje zelenih
dijelova biljke, $to se dogada u razdoblju od 15. rujna do 20. listopada. Potom slijedi otkidanje
plodova i formiranje redova kako bi ih stroj mogao pokupiti, a takvi se plodovi ostavljaju od 7
do 10 dana na zemlji kako bi sjeme dozrjelo. Nakon dozrijevanja sjemena, prilagodeni kombajn
kupi plodove iz redova i izdvaja sjemenke (Martinov i sur., 2010). Tijekom ubiranja sjemenki
kod spomenutih strojeva javljaju se i sljede¢e poteskoce: stavljanje buca u redove, ru¢no
ubacivanje plodova u stroj (veliki fizi¢ki napor) i uestali zastoji (zbog kvarova i povremenog
¢iS¢enja bubnja). Gubici prilikom strojnog ubiranja kre¢u se od 4,4 do 7,8 %, ovisno o sorti

(Sito i sur., 2009), sto je manje od 10 % koliko navode Martinov i sur. (2010).

Nakon toga slijedi transport proizvoda, a kod rasutog tereta kao Sto su kostice koristi se
pneumatski transport. Princip je prijenos materijala strujom zraka koja se postiZze usisavanjem
(vakuum pumpa na kraju cjevovoda) ili se kompresorom zrak tlaci u transportni cjevovod, pri
¢emu je moguca i kombinacija ove dvije metode. Rasuto sjeme se iz nekog pocetnog spremnika
dozira uredajem za punjenje (puzni transporter, dozator ili sl.) u zra¢ni transporter, koji
naizmjeni¢no upuhuje zrak i materijal u sustav i tako se cjevovodom transportira do odrediSnog
spremnika (Skevin, 2016).

Uljarsko sjeme cisti se kod ulaza u skladiSte, prije suSenja, poslije suSenja te prije prerade.

Ciscenje se provodi u svrhu uklanjanja negistoéa koje mogu stetno djelovati na uskladisteno



sjeme, onecistiti ulje, pogacu ili sa¢mu te time umanjiti njihovu vrijednost. Osim toga, necistoce
mogu ostetiti i uredaje za preradu sjemena. Necisto¢e u sjemenu mogu biti strane (strane
primjese) i vlastite (dio biljke ili ploda ili sjemena), dok prema porijeklu mogu biti anorganske
(zemlja, prasina, kamencici, komadi¢i metala i metalni predmeti) i organske (strano sjeme,

dijelovi stranog bilja i zivotinja).
Ciséenje je zapravo odvajanje kruto-kruto, a odvija se na nekoliko nacina:

a) natemelju razlike u veli¢ini sjemena i necistoca (prosijavanje),

b) natemelju nejednakih aerodinamickih svojstava sjemenja i ne¢istoca (provjetravanje),
c) prema obliku,

d) natemelju magnetizma,

e) mehanic¢ko odvajanje sitnih necistoca s povrsine pranjem ili cetkanjem,

f) natemelju nejednakosti specifi¢ne teZine (flotacija) (Skevin, 2016).

Kod sjemenki buce ¢iséenje se odvija odmah pri Zetvi. Prvi stroj koji je ubirao i istio sjemenke
buce bio je modificirani kombajn 1976. god. Po slicnom principu, mada osuvremenjeni, rade i
danasnji strojevi za izdvajanje sjemenki buce. Kombajn se sastoji od uredaja za drobljenje,
bubnjastog separatora koji odvaja sjeme od komada mesa te vakuumskog separatora koji isisava

sluz i sitne ostatke mesa (Martinov i sur., 2010).

Nakon ciSc¢enja slijedi susenje sjemenki. SuSenje je izuzetno vazna tehnoloska operacija jer se
sadrZaj vlage u sjemenki smanjuje do razine na kojoj prestaju bioloSke i enzimske aktivnosti,
Sto je osnovni preduvjet za sigurno i kvalitetno skladiStenje. Smanjenje vlage sprjecava
poveéanje kiselosti ulja, intenzivno razmnozavanje mikroorganizama i djelovanje enzima.

Voda se u koSticama moze nalaziti kao:

a) slobodna voda, koja se uglavnom zadrzava na povrsini, ali i lako odstranjuje,

b) higroskopska voda, koja ovisi o relativnoj vlaznost zraka i teze se odstranjuje i

c) kristalna voda, koja se moZe odstraniti jedino primjenom poviSene temperature (Rac,
1964).

Kod proizvodnje hladno preSanih ulja suSenje sjemenki provodi se odmah nakon zetve, bez
obzira kakvi ¢e biti uvjeti i nacini skladiStenja. Razlog tomu je Sto toplinski tretman sjemenki
prvenstveno ima za cilj inaktivaciju enzima, kako bi se usporio proces hidrolize, koji uzrokuje

povecanje kiselosti sjemenki tijekom ¢uvanja (Dimi¢ i sur., 2003).



Kod bucinih sjemenki prije susenja ide pranje sjemenki, koje za cilj ima uklanjanje ostataka
mesa, ali i ljepljive sluzi. Voda koja se koristi za pranje na razini je vode za pi¢e uz dodatak do
0,2 mg L1 CIO2 i do 0,05 mg L™ ozona. Ti sastojci kasnije tijekom susenja ispare iz sjemenki.
Za pranje sjemenki najcesce se koriste peracice s dvostrukom perforiranim bubnjem i dva reda
mlaznica. Potro3nja vode je oko 3000 L t* opranog sjemena, a problem predstavlja zbrinjavanje
vode nakon ispiranja, posebno ako nema kanalizacije (Martinov i sur., 2010).

Sto se ti¢e temperature susenja, veéina istraZivanja ukazuje da je optimalna temperatura susenja
60 °C, dok brzina agensa za susenje ne bi trebala biti veéa od 0,2 m s, zato §to poveéanje
brzine agensa dovodi do puno veée potro$nje energije, a brzina suSenja sjemenki nije
proporcionalno brza. U industriji se najée$¢e primjenjuju Sarzne susare, a sjemenke se u njoj
mijeSaju kako bi se sprijecilo stvaranje gruda. Unato€ rezultatima istrazivanja, najcesce je
temperatura agensa 50 °C. Ta temperatura je dovoljna i za smanjenja broja mikroorganizama u
sjemenu. Takoder, istrazivanja su pokazala da je najbolji fazni model susenja pri ¢emu se prva
faza suSenja dogada do udjela vlage 32 %, a potom se povisuje temperatura 1 model rada se
mijenja u otvoreni recirkulacijski dok udio vlage ne padne na ravnoteznih 7,5 % (Martinov i
sur., 2010).

Kod bucinih sjemenki specifi¢an je postupak poliranja kojim se odstranjuje tanka opna koja
pokriva bucino sjeme. Postupak se obavlja u polirki u kojoj se pod pritiskom cetki sjeme trlja
od sito 1 na taj nacin se odvaja opna. Kod bucinih sjemenki specificno je i odvajanje sjemena
koje je potpuno ogoljeno, odnosno koje nema zelenu opnu. To se trenutno provodi ru¢no na
inspekcijskim stolovima, $to je ujedno i1 najjednostavniji, ali i najneproduktivniji nacin.
Takoder, postoje i strojevi koji takve sjemenke odvajaju pomocu foto Celije ili foto kamera.
Medutim, takvi uredaji nisu u Sirokoj upotrebi, foto ¢elije zbog ograni¢enja u kapacitetu, a foto

kamere zbog cijene (Martinov i sur., 2010).

Kako bi se ulje Sto lakSe otpustilo i izdvojilo iz uljarice, sirovinu je potrebno prethodno
pripremiti. Eleoplazma ima strukturu gela te se u njoj nalaze bjelancevine i masti koje su
povezane unutarnjim silama. Za izdvajanje ulja iz tog stabilnog sistema potrebno je narusiti
prirodnu ravnotezu, a to se postize mehanickim putem (mljevenjem i djelovanjem topline) te
kemijskim putem (vlaZzenjem) (Rac, 1964). Nacin mljevenja ovisi o daljnjoj preradi. Ukoliko
se ulje proizvodi ekstrakcijom organskim otapalima sjeme se melje u formu listica (omoguéen
je bolji prolaz otapala), a ako je postupak proizvodnje preSanje, sjeme se uglavnom melje u
formu krupice (Skevin, 2016). Pri proizvodnji djevi¢anskog buginog ulja usitnjavanje kostica
je obvezna operacija koja se izvodi neposredno prije termic¢ke obrade. Samljevena jezgra zatim
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odlazi u mijeSalicu gdje joj se dodaje voda i kuhinjska sol. Materijal se mijeSa i homogenizira
dok se ne dobije meka pulpa koja se zove tijesto (Rac, 1964).

Kod proizvodnje djevi¢anskog ulja zatim slijedi postupak kondicioniranja, kojega nema kod
proizvodnje hladno preSanog ulja. U Sirem smislu kondicioniranje obuhvaca i mljevenje i
toplinsku pripremu dok u uzem samo toplinsku pripremu. Ono se primjenjuje u svrhu
poboljSavanja iskoriStenja preSanja (ili ekstrakcije organskim otapalima) jer se tijekom

kondicioniranja odvijaju sljede¢e promjene:

1. bubrenje i koagulacija bjelancevina eleoplazme — zbog poremecene unutarnje ravnoteze
prestaju djelovati medumolekulske sile,

2. pucanje stani¢nih stijenki — zbog povecanja volumena eleoplazme,

3. razbija se gel struktura eleoplazme stanice,

4. smanjuje se viskoznost ulja i

5. ulje se skuplja u kapljice i lak3e cijedi (Skevin, 2016).

Jedan od nacina kondicioniranja je direktno zagrijavanje kostica. Tijesto bucinih sjemenki se
zagrijava na temperaturi od 100 do 120 °C. Vrijeme pecenja je obi¢no oko 60 min pri 100 °C
ili 30 min pri viSim temperaturama. (Murkovic i sur., 2004). Druga metoda je da se osusene

samljevene kostice mijeSaju s vodom i zagrijavaju na minimalno 90 °C (Lankmayr i sur., 2004).

Nakon kondicioniranja slijedi preSanje. PreSanje je najstariji nacin proizvodnje ulja i
namijenjeno je za manji kapacitet sirovine. Primjenjuju se dva tipa presa: hidrauli¢ke prese koje
zahtijevaju rucni rad i imaju manju produktivnost, te kontinuirane preSe ili puzne automatske
prede (Skevin, 2016). Hidrauli¢ke prese omoguéile su dobivanje veéeg pritiska pomoc¢u malih
sila (Fireston, 2005), a uvodenjem puznih preSa omogucen je kontinuirani proces izdvajanja
ulja preSanjem (Doosselaere, 2013). Djevi¢ansko ulje dobiva se preSanjem pripremljenog

materijala na hidraulickim preSama.

S obzirom na nacin na koji se slaze materijal hidraulicke preSe mogu biti otvorene i zatvorene,
medutim za presanje bucinih sjemenki koriste se samo zatvorene. Kod zatvorenih preSa izmedu
dvije glave nalazi se porozni cilindar (koS) u koji se puni materijal za preSanje. Unutar tog
cilindra materijal se ravnomjerno rasporeduje na situ u tankom sloju te se na njega stavlja
Celicna ploca i tako naizmjeni¢no. Pritisak kod svih vrsta hidraulickih preSa ostvaruje se
pomoc¢u pumpi. Ovisno o konstrukciji preSe pritisak moZze biti od 300 do 360 bar. Nakon
preSanja zaostaje pogaca, bez obzira na tip preSe. Preradom bucine golice dobiva se pogaca

visoke nutritivne vrijednosti. Ona sadrzi preko 50 % proteina i povoljan aminokiselinski sastav,
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te se moze koristiti kao dodatak razli¢itim prehrambenim proizvodima: kruhu, tjestenini,

mlije¢nim proizvodima, zatim kao namaz, ali i kao sto¢na hrana (Rac, 1964).

U svjeZem preSanom ulju zaostaju neke necistoce. To su mehanicke, netopljive necistoce i
najcesce je to masna prasina te sitniji ili krupniji dijelovi sjemena, npr. jezgra ili ljuska. Stoga
se pristupa odvajanju necisto¢a iz ulja. Najjednostavniji nacin je prirodna sedimentacija ili
taloZenje, koje se odvija u rezervoarima u kojima ulje odleZava odredeno vrijeme. Ti rezervoari
na razli¢itim visinama imaju odgovarajuce ventile pomocu kojih se ispustaju bistri slojevi ulja,
a mehanicke necistoce se taloZze na dnu rezervoara. Ipak, filtriranje je puno efikasniji nacin
odvajanja mehanic¢kih necistoca. Filtrirati se moze pomocu vibracijskih sita i filtracijske
centrifuge, Sto pripada grubom filtriranju ili filter preSama, kontinuiranim filtrima ili
centrifugalnim separatorima, Sto pripada finijem filtriranju (Rac, 1964). Prema zakonskim
propisima sadrzaj netopivih necisto¢a u djevicanskom ulju ne smije biti ve¢i od 0,05 %

(Pravilnik, 2019). Pojednostavljena shema proizvodnje bu¢inog ulja nalazi se na Slici 4.
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Slika 4. Shema proizvodnje buc¢inog ulja (Vitko, 2017)

2.2.2. Pakiranje i skladistenje

Pakiranje i skladiStenje vrlo je bitan korak u proizvodnji ulja. Neadekvatnim pakiranjem i
skladiStenjem ulja moze doc¢i do njegova kvarenja, do promjene njegovih senzorskih svojstava
i prehrambene vrijednosti te do promjene dijela bioloski aktivnih tvari. Kvarenje ulja moZze biti

hidroliticko 1 oksidacijsko.
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Do hidrolitickog kvarenja moze do¢i jo§ u koSticama, prije i nakon Zetve te tijekom procesa
prerade, ali i tijekom skladiStenja. Ovim kvarenjem nastaju slobodne masne kiseline koje nisu
Stetne za zdravlje ljudi, ali ipak su nepoZeljne zato $to mogu uzrokovati koroziju i prelazak iona
metala u ulje ¢ime se smanjuje stabilnost ulja. Kod nerafiniranih ulja poput bu¢inog, posebno

je vazno obratiti paznju na hidroliticko kvarenje (Frega i sur., 1999).

S druge strane, oksidacijom ulja gubi se dio biolo3ki aktivnih spojeva kao Sto su esencijalne
masne Kiseline, vitamini i prirodni antioksidansi. Razgradni produkti oksidacije mogu inicirati
oksidacijske procese i time pospjesSiti pojavu razlicitih oboljenja. Najc¢es¢i oblik oksidacijskog
kvarenja Cistih ulja i masti je autooksidacija. Procesi autooksidacije odvijaju se u prisustvu
Kisika sami od sebe, ali ih moZe ubrzati poviSena temperatura, svjetlost i tragovi metala. Nisu
sva ulja jednako podloZna oksidaciji. Ulja sa sli¢cnim udjelom nezasi¢enih masnih kiselina mogu
imati razli¢itu odrzivost, Sto ovisi o udjelu i sastavu njihovih negliceridnih spojeva. Mnogi od
tih spojeva usporavaju oksidaciju, odnosno djeluju kao antioksidansi. Ulje sjemenki sezama
poznato je po svojoj izuzetnoj odrzivosti, bez obzira na veliki udjel nezasi¢enih masnih kiselina.
To se pripisuje upravo przenju sjemenki, pri ¢emu nastaju melanoidi koji posjeduju visoki

antioksidacijski potencijal (Kamal-Eldin, 2006).

Skladistenje i pakiranje ulja treba provesti pri niskim temperaturama, u odsutnosti svjetlosti i
bez moguénosti ulaska stranih tvari u ulje. Ulja lako upijaju razne mirise, koji mogu negativno
utjecati na kvalitetu, kao i vlaga koja pogoduje rastu mikroorganizama. Jestiva ulja se prije
punjenja drze u spremnicima koji mogu biti pomi¢ni ili fiksni. Ti spremnici najéesce su od
inoksa jer nije potrebna posebna unutarnja obrada. Ipak, idealan materijal tih spremnika bio bi
nehrdajuci Celik. Spremnici bi trebali biti laki za ¢is¢enje zbog taloga koji se skuplja na dnu,
trebali bi §titi od svjetlosti i zraka, a temperatura u njima mora biti konstantna izmedu 101 15

°C. Na toj temperaturi oksidacija je minimalna i ne dolazi do zamuc¢ivanja ulja (Glumbi¢, 2006).

Bucino ulje prije stavljanja na trziste u pravilu se pakira u obojene staklene boce tamne boje.
Kod ambalaze je vazno da osim osnovnih uvjeta koje mora ispuniti (zdravstvena ispravnost,
fizikalno-mehanicka, dimenzijska i barijerna svojstva), ima i oblik i dizajn koji su privla¢ni na

nacin da utjecu na zelje potrosaca.
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2.2.3. Sastav i karakteristike

Bucino ulje ima jednostavan sastav masnih kiselina pri ¢emu viSe od 98 % otpada na
palmitinsku (16:0), stearinsku (18:0), oleinsku (18:1) i linolnu (18:2) (Murkovic i sur., 1996).
Opc¢enito udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina je vec¢i nego udio jednostruko nezasi¢enih
masnih kiselina kao i zasi¢enih masnih kiselina (Fruhwirth i Hermetter, 2008). Takoder, postoji
razlika u udjelu oleinske i linolne kiseline s obzirom na to ima li sjemenka ljusku ili ne.
Sjemenke bez ljuske imaju manji udio linolne, a veéi udio oleinske kiseline u odnosu na one s
ljuskom (Naki¢ i sur., 2006). Izmedu udjela linolne i oleinske kiseline postoji korelacija,
odnosno linolna nastaje direktno desaturacijom oleinske kiseline. Buéine kostice koje sporije
dozrijevaju i beru se vrlo kasno tijekom godine imaju veéi udio linolne kiseline. Kada se srednje
vrijednosti udjela oleinske i linolne Kiseline u jednoj godini usporede s prosje¢nim
temperaturama u mjesecu dozrijevanja (srpanj, kolovoz, rujan i listopad) moze se primijetiti da
hladnija klima tijekom godine doprinosi vecem udjelu linolne kiseline (Murkovic i
Pfannhauser, 2000). Smatra se da se to dogada zato Sto hladnije temperature u kasnijem dijelu
godine podizu udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina zbog veceg djelovanja fosfatidil-
kolina. Opcenito s pove¢anjem temperature zraka tijekom dozrijevanja buce, povecava se udio
zasi¢enih 1 mononezasi¢enih masnih kiselina (Nederal i sur., 2014). Osim sastava masnih
kiselina, vrlo vazan je i njihov raspored te o njemu ovisi ve¢ina funkcionalnih svojstava ulja
(Wan, 2000).

Ulja i masti sadrze razlicite udjele negliceridnih sastojaka koji se ¢esto nazivaju i neosapunjivim
sastojcima jer nisu podlozni saponifikaciji. Bu¢ino ulje sadrzi izmedu 0,8 i 1,2 % neosapunjivih
tvari (Rac, 1964). Neki od negliceridnih sastojaka koje sadrzi bu¢ino ulje su klorofili,
karotenoidi, skvalen, steroli, tokoferoli, mineralne tvari i tvari arome. Klorofili su tetrapiroli
koji sadrze magnezij. Klorofil a je sivo-zelene, a klorofil b je Zuto-zelene boje, dok feofitini a
i b daju maslinasto-smedu boju. Iako udio klorofila u bu¢inom ulju nije pretjerano istrazen,
dostupni podaci govore da je udio ukupnih klorofila u bu¢inom ulju izmedu 8,4 i 27,3 mg kg2,
s time da je taj udjel opcenito veci u uljima iz kostice beskorke nego iz obi¢ne bucine kostice
(Strucelj, 1981). Osim zelene boje od klorofila, kostice buée imaju zuékasti pigment koji dolazi
od karotenoida, naj¢esc¢e luteina (Fruhwirth i Hermetter, 2008). Karotenoidi su polinezasi¢eni
ugljikovodici sastavljeni od izoprenskih jedinica. Sve nijanse boje ulja od Zute do crvene,
dolaze od prisutnih karotenoida, a intenzitet boje ovisi o njihovoj strukturi i udjelu. Ulja iz

golica imala su veéi udjel karotenoida od ulja iz obi¢ne kostice (8,40-36,31 mg kg™ prema
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13,89-15,41 mg kg™). Opéenito, od ukupnih karotenoida u ve¢ini biljnih ulja najznacajniji je
udio luteina, a u bu¢inom ulju ga ima oko 71 % (Strucelj, 1981).

Skvalen je spoj uljaste konzistencije, bez boje ili svijetlo Zute boje, netopljiv u vodi, ugodna
mirisa koji je u razli¢itim koli¢inama prisutan u svim zivotinjama i biljkama. On Stiti masne
kiseline od oksidacije tako Sto ,,hvata“ slobodne radikale (Dessi i sur., 2002). Udio skvalena u
bucinim sjemenkama opéenito je manji kod vrsti bez ljuske (od 2259 mg kgt kod industrijskih
sjemenki do 2962 mg kg™ kod laboratorijskih) nego kod vrsti s ljuskom (od 2630 mg kg kod
industrijskih do 3513 mg kg kod laboratorijskih) (Nakié i sur., 2006).

Biljni steroli ili fitosteroli ukljucuju vise od 250 razli¢itih sterola i sli¢nih spojeva u biljnim i
morskim vrstama. Oni se uglavhom nalaze u plazma membrani, vanjskoj membrani
mitohondrija i endoplazmatskom retikulumu te igraju veliku ulogu u odredivanju svojstva tih
membrana. Naime, steroli reguliraju propusnost membrana i vjerojatno imaju ulogu u
prilagodbi membrana na promjene temperature (Piironen i sur., 2000). Najzastupljeniji steroli
u biljnim uljima su 4-desmetil steroli koji se prema polozZaju dvostruke veze u prstenastom
sustavu najcesce klasificiraju kao AS- 1 A7-steroli te oni ¢ine vise od 85 % ukupnih sterola
(Breinholder i sur., 2002). Za razliku od sjemenki ostalih jestivih ulja, bucino ulje sadrzi vise
A7-sterola nego A-5 sterola, dok samo bucino ulje sadrzi 2-2,5 puta viSe sterola nego same
bucdine sjemenke (Fruhwirth i Hermetter, 2008). Opcenito, u buc¢inom ulju najzastupljeniji
steroli su f-sitosterol, A7-avenasterol, stigmastadienol, stigmastatrienol i spinasterol (Nakic i
sur., 2006). Upravo zbog visoke specifi¢nosti sterola u ulju, oni se Cesto koriste kao
identifikatori autenti¢nosti odnosno kao identifikacijska oznaka ulja. Odredivanjem sastava
sterola moguce je utvrditi patvorenje bu¢inog ulja kod dodatka od samo 2 % suncokretovog,

repicinog ili sojinog ulja (Mandl i sur., 1999).

Tokoferoli su najvazniji i Siroko rasprostranjeni prirodni antioksidansi. Zbog svoje vazne
funkcije u organizmu nazvani su E vitaminom, a danas ih je poznato osam. Biljna ulja sadrze
Cetiri vrste tokoferola (a-, B-, y- 1 8-) u razli¢itim omjerima i Cetiri tokotrienola koji su s njima
u bliskoj vezi. Udio tokotrienola u uljima obi¢no je puno nizi nego udio tokoferola osim u
palminom ulju i ulju pSeni¢nih klica (Kamal-Eldin i Appelqgvist, 1996). U bu¢inom ulju udio o-
i y-tokoferola izuzetno varira pri ¢emu je udjel y-tokoferola 5-10 puta veéi (41-620 mg kg™?) u
odnosu na a-tokoferol (0-91 mg kg™), dok je udio B- i 5-tokoferola vrlo nizak (Murkovic i sur.,
1996). Tokoferoli su zastupljeniji u bu¢inim sjemenkama s ljuskom u odnosu na one bez ljuske

pri ¢emu je udio y-tokoferola ¢ak 50 puta ve¢i u odnosu na a-tokoferol (Naki¢ i sur., 2006). U
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istrazivanju Stevensona i sur. (2007) udio y-tokoferola bio je 2-8 vec¢i nego udio a-tokoferola

pri ¢emu je udjel tokoferola jako ovisio o kultivaru.

Sto se ti¢e mineralnih tvari, u bu¢inom ulju najvise se moze naé¢i magnezija, natrija, vanadija,
Zeljeza i bakra. Kroma, kalcija, titanija, cinka, kadmija i molibdena ima manje od 10 mg kg,
dok aluminija, kobalta, nikla, mangana, fosfora, kalija i olova ima ispod granica detekcije
(Juranovic i sur., 2003). U procesu przenja bucinih kostica pri temperaturama od 100 do 130
°C prilikom proizvodnje buc¢inog ulja, dolazi do formiranja tipi¢ne arome koja se opisuje kao
orasasta, po przenom, zacinima, zelenom i masti. Pove¢anjem temperature kondicioniranja
dolazi do =znaCajne promjene sastava hlapljivih sastojaka. Pri nizim temperaturama
kondicioniranja prevladavaju aldehidi i alkoholi koji daju svjezu aromu, dok viSa temperatura

doprinosi nastajanju pirazina koji daje specifi¢nu aromu po przenome (Poto¢nik i KoSir, 2017).

2.3. PATVORENJE BILINOG ULJA
2.3.1. Nacini patvorenja biljnih ulja

Patvorenje ili krivotvorenje je proces kojim se dobivaju patvorine, odnosno manje vrijedni
proizvodi koji su naizgled sli¢ni pravim, punovrijednim proizvodima, a izvor su nezakonite
zarade. Termin se najceS¢e odnosi na patvorine namirnica, kozmetic¢kih proizvoda 1 lijekova,
ali i odjece, obuce i tehnicke robe. Pod patvorenjem namirnica razumijeva se svako namjerno
mijenjanje svojstava i sastava namirnice dodavanjem tvari koje nisu njezini prirodni sastojci,
zbog Cega namirnica izgleda vrjednije nego Sto jest, ali je njezina prehrambena vrijednost

smanjena, neprikladna, ili ¢ak opasna za zdravlje (Hrvatska enciklopedija, 2021).

Krivotvorenje je Cetvrta najunosnija djelatnost na svijetu, nakon prodaje oruzja, narkotika i
prostitucije. Prema nekim procjenama izmedu 5 i 7 % godiSnjeg prometa na trziStu odnesu
krivotvoreni proizvodi, a vise stotina tisuc¢a ljudi u Europi na godis$njoj razini izgubi posao zbog
krivotvorenih proizvoda. Krivotvorenje originalnom proizvodacu nanosi $tetu ¢etverostruko.
Prvo kroz primarnu prodaju, kada kupci kupuju krivotvoreni proizvod i na taj na¢in materijalno
ostecuju proizvodaca originala. Drugi je posredni gubitak prodaje jer proizvodac originala gubi
ugled kod kupaca zbog njihova nezadovoljstva. Treé¢i oblik je gubitak trzista, koji utjece na
investicije, marketing i place. Konac¢no, Cetvrti, ali ne najmanje vaZan nacin je ugrozenost

zdravlja kupaca, pogotovo kod krivotvorene hrane, kada kupci kupuju proizvode ¢iji je

prehrambeni profil snizen zbog unosa jeftinijih, a samim time i manje kvalitetnih sastojaka.
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Krivotvorenje hrane izravno utje¢e na prehrambeni profil hrane, mijenja ga na loSije, a
potro$acu smanjuje mogucnost provodenja pravilne prehrane, posebice kada su prehrambeno

vrijedni sastojci zamijenjeni manje vrijednim ili prehrambeno bezvrijednim i opasnim.

S toga gledista, to postaje i zdravstveni problem, a kod nekih krivotvorenja nedopustenim
tvarima takva hrana sama po sebi je zdravstveno neispravna (Sarkanj i sur., 2010).

Dva najc¢esc¢a nacina patvorenja biljnih ulja su mijesanje hladno presanog ili djevi¢anskog ulja
s rafiniranim uljem ili zamjena skupih ulja i masti s onim rafiniranim. Hladno preSana i
djevicanska ulja su skupa, a potraznja za njima sve vise raste zbog njihove kvalitete. S obzirom
da je preSanje skuplja metoda dobivanja ulja nego rafinacija, poneki proizvodaci dolaze u
iskuSenje da u skupo ulje dobiveno presanjem dodaju jeftinije rafinirano ulje. Drugi nacin je
potpuna zamjena skupljeg ulja s onim jeftinijim, najéeS¢e zamjena hladno preSanog ili
djeviCanskog ulja rafiniranim, iako je takva metoda vrlo rijetka. Osim $to takva ulja nisu
kvalitetna kao originalna, moguée su i ozbiljne zdravstvene posljedice za konzumente
patvorenih ulja. Poznat je slucaj iz Spanjolske iz 1981. god. kada se medu stanovni§tvom
pojavila nepoznata smrtonosna bolest od koje je preminulo preko 600 ljudi. Utvrdeno je da su
umrli od sindroma otrovnog ulja kojeg su razvili jer su konzumirali nejestivo ulje uljane repice
koje im je prodano kao jestivo ulje uljane repice ili ¢ak kao maslinovo ulje (Azadmard-

Damirchi i Torbati, 2015).

2.3.2. Metode za detekciju patvorenja ulja

Drzave i proizvodaci kvalitetnog ulja na razli¢ite naCine bore se protiv patvorenja. Postoje
razli¢ite metode otkrivanja patvorenja, ali one se razlikuje ovisno o sirovini iz koje se dobiva
ulje. Patvorenje djeviCanskog maslinovog ulja moze se utvrditi pomoc¢u odredivanja sastava
masnih kiselina. Na taj nac¢in moze se otkriti patvorenje iako je dodatak rafiniranog ulja (npr.
sojino, uljane repice ili kikirikija) manji od 5 %. Maslinovo ulje najcesce se patvori uljem
ljesnjaka s obzirom na sli¢an sastav masnih kiselina. Ipak, ako je udio ljeSnjakovog ulja manji
od 20 %, vrlo tesko ¢e se otkriti patvorenje na temelju sastava masnih kiselina. Jedan od nac¢ina
utvrdivanja patvorenja biljnih ulja je analiza koli¢ine i sastava sterola. Kod maslinovog ulja kao
marker se ¢esto koristi lupeol, koji je prisutan u ulju ljesnjaka, a nije prisutan u maslinovom
ulju. Na taj nacin, moZe se otkriti patvorenje uljem ljeSnjaka od samo 5 %. Takoder se koriste
1 masena spektrometrija i analiza hlapljive frakcije, medutim te metode nisu ucinkovite kao

analiza sterola (Azadmard-Damirchi i Torbati, 2015).
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2.3.3. Patvorenje bucinog ulja

Bucino ulje definirano je kao ulje dobiveno iz bu¢inih kostica (Cucurbita pepo L.) (Pravilnik,
2019). U Pravilniku o jestivim uljima i mastima navedeni su zahtjevi kvalitete za ulja biljnog

porijekla kao i za frakcije ulja biljnog porijekla, izmedu ostalog i za bucino ulje (Tablica 1).

Tablica 1. Zahtjevi kvalitete za bucino ulje (Pravilnik, 2019)

Identifikacijski zahtjevi Budino ulje
Gustoca 0,916 — 0,923
°C ulja/vodana 20 °C 20°C/20°C
Indeks refrakcije 1,470 — 1,475 (nD20 °C)
Jodni broj 105 -125
Broj osapunjenja (mg [KOH] g* [ulja]) 187 - 197
Neosapunjivo (%) <12
C14:0 (%) ND - 0,2
C16:0 (%) 616
C16:1 (%) 0-0,2
C18:0 (%) 3-13
C18:1 (%) 16 — 43
C18:2 (%) 38-58
C18:3 (%) ND-1,0
C20:0 (%) ND -1,0
C20:1 (%) ND - 0,5
C22:0 (%) ND -0,3
Ukupni steroli (mg kg™) 2100 - 5600
Kolesterol (%) <0,3
Brasikasterol (%) <0,1
Kampesterol (%) 0,1-0,5
Stigmasterol (%) 0,1-3,0
B-sitosterol (%) 1,0-0,8
Spinasterol (%) 20-40
Stigmastatrienol (%) 16 - 30
Stigmastadienol (%) 17 -40
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Zbog ugodnog okusa i arome te nutritivnih sastojaka bucino ulje izuzetno je cijenjeno, ali i
skupo. Kao takvo, meta je patvorenja jer se pokuSava smanjiti troSak proizvodnje, a da time
cijena proizvoda ostane jednaka. Razli¢iti su nacini utvrdivanja patvorenja ulja, a metode su
uglavnom utemeljene na plinskoj kromatografiji i1 tekudinskoj kromatografiji visoke

ucinkovitosti, ali koristi se i masena spektrometrija.

Kod buéinog ulja, patvorenje se utvrduje na temelju sastava sterola. Bu¢ino ulje razlikuje se od
drugih jestivih ulja po sadrzaju A5-sterola (stigmasterol, kampesterol ili B-sitosterol), ¢iji su
udjeli u buc¢inom ulju niski. Veéinu udjela ¢ine A7-steroli. Mandl i sur. (1999) razvili su metode
otkrivanja patvorenja bucinog ulja na temelju sastava sterola. Preko poveéanja udjela
kampesterola i p-sitosterola te promjena u koncentraciji sterola bilo je moguce identificirati
dodatak od samo 2 % suncokretovog, sojinog i ulja uljane repice. Osim toga, dokaz patvorenja
je 1 prisutnost drugih sterola poput brasikasterola ili stigmasterola kojih nema u prirodnom
buc¢inom ulju. Modifikacijom ove metode potvrdena je mogucost detekcije drugog ulja u ¢istom

buc¢inom ulju analizom udjela i sastava sterola (Wenzl i sur., 2002).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

Analiza je radena na 53 uzorka bucinog ulja s podrucja Republike Hrvatske, od ¢ega je 13
uzoraka bilo iz Varazdinske Zupanije (VZ), 10 iz Zagrebacke Zupanije (ZZ), po 8 iz
Koprivni¢ko-krizevacke (KKZ) i Krapinsko-zagorske Zzupanije (KZZ), 5 iz Viroviti¢ko-
podravske zupanije (VPZ), 4 iz Pozesko-slavonske Zupanije (PSZ), 2 iz Medimurske Zupanije
(MZ) i po 1 iz Brodsko-posavske (BPZ) i Sisadko-moslavacke Zupanije (SMZ) te Grada
Zagreba (GZ). Sto se ti¢e podjele po kultivarima, 37 uzoraka bilo je kultivara Gleisdorfer, 8
Rustikal, 5 mjeSavina kultivara Gleisdorfer i Rustikal te po 1 kultivar Retzer Gold, mjeSavina
Rustikala i Inka te Sonne (Tablica 2).

Tablica 2. Raspodjela kultivara po zupanijama

Gleisdorfer Retzer Rustikal

Gleisdorfer Rustikal Sonne  Ukupno

i Rustikal Gold i Inka
Varazdinska 12 1 / / / / 13
Zagrebacka 7 1 1 1 / / 10
Koprivnicko- 4 3 / / / 1 8
krizevacka
Krapinsko- 6 1 / / 1 / 8
zagorska
Viroviticko- 4 1 / / / / 5
podravska
POzl / / 4 / / / 4
slavonska
Medimurska 1 1 / / / / 2
Brodsko- 1 / / / / / 1
posavska
Sisacko- 1 / / / / / 1
moslavacka
Grad Zagreb 1 / / / / / 1
Ukupno 37 8 5 1 1 1 53
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Sto se ti¢e podjele kultivara po Zupanijama, u Zupaniji iz koje dolazi najvise uzoraka,
Varazdinskoj, najvise je uzoraka kultivara Gleisdorfer, koji je ujedno i najzastupljeniji kultivar
medu analiziranim uzorcima. Iz Zagrebacke Zupanije imamo najraznolikije uzorke po pitanju
kultivara, najviSe je Gleisdorfera, dok je po jedan uzorak kultivara Rustikal, Gleisdorfer i
Rustikal i Retzer Gold. U Koprivnicko-krizevackoj zupaniji udio kultivara Gleisdorfer je
gotovo jednak udjelu Rustikala, dok su u Pozesko-slavonskoj zupaniji sva Cetiri uzorka
kultivara Gleisdorfer i Rustikal. U ostalim Zupanijama prevladava kultivar Gleisdorfer, $to je i

ocekivano s obzirom da je i najzastupljeniji kultivar medu 53 uzorka.

3.2. ODREDIVANIJE UDJELA I SASTAVA STEROLA

Za odredivanje udjela i sastava sterola u uzorcima bucinog ulja koristena je metoda HRN EN
ISO 12228:2004. Temelj ove metode je dodatak unutarnjeg standarda a-kolestenola bu¢inom
ulju te podvrgavanje saponifikaciji s etanolom otopinom KOH (c = 0,5 mol L™, otopi se 3 g
KOH u 5 mL destilirane vode i razrijedi etanolom do 100 mL). Ta neosapunjiva frakcija potom
se ekstrahira otapalom dietileterom na koloni ispunjenoj aluminijevim oksidom koji zadrzava
anione masnih kiselina, a propusta negliceridne komponente. Zatim se iz neosapunjive frakcije
izdvaja sterolna frakcija pomocu tankoslojne kromatografije na bazi¢nom silikagelu. Na koncu
se dobivena frakcija prevodi u trimetilsililestere te analizira plinskim kromatografom s

plameno-ionizacijskim detektorom.

3.2.1. Priprema neosapunjive frakcije

U eksperimentalnom dijelu rada odredivan je udio i sastav sterola na sljede¢i na¢in. U okruglu
tikvicu s ravnim dnom (100 mL) izvagano je 0,25 = 0,001 g bucinog ulja, nakon toga dodano
je 1 mL prethodno pripremljenog a-kolestanola (¢ = 1 mg mL?, u acetonu), 5 mL KOH (c =
0,5 mol L) te dvije, tri kuglice za vrenje. Tikvica je spojena na povratno zra¢no hladilo te je
zagrijavana na plameniku preko azbestne mrezice do vrenja. Ostavljena je da vrije tocno 15
min, a nakon odredenog vremena, tikvica je odvojena od zra¢nog hladila te je dodano 15 mL
etanola (Slika 5). Kada se tikvica u potpunosti ohladila, prelazi se na sljede¢i korak,

kromatografiju na stupcu.
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Slika 5. Priprema neosapunjive frakcije (Bosotin, 2016)

3.2.2. Priprema kolone za kromatografiju na stupcu

Za sam proces kromatografije prvenstveno je potrebno pripremiti kolonu. Koristi se kolona
duZzine 25 cm sa sinterom na dnu, unutarnjeg promjera 1,5 cm. Kolona je pri¢vrs¢ena na metalni
stalak, a na dno je stavljena vata koju je potrebno malo natopiti u etanolu kako bi Sto bolje
prionula uz sinter. Pomoc¢u staklenog Stapica istisnut je moguci preostali zrak u vati. Na vagi je
izvagano 10 g aluminijevog oksida koji se pomijeSa u staklenoj menzuri s 20 mL etanola i
kvantitativno prenese u kolonu za kromatografiju. Punjenje je potrebno odraditi oprezno kako
ne bi doSlo do nastanaka pukotina u stupcu aluminijevog oksida. Preostali visak etanola
potrebno je ispustiti toliko da nivo etanola bude pola centimetra iznad nivoa vrha stupca
aluminijevog oksida (Slika 6). Kada je pripremljena kolona za kromatografiju na stupcu,

zapocinje proces ekstrakcije neosapunjive frakcije.
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Slika 6. Kolona za kromatografiju (Bosotin, 2016)

3.2.3. Ekstrakcija neosapunjive frakcije kromatografijom na stupcu

Kod ekstrakcije neosapunjive frakcije kromatografijom na stupcu potrebno je ohladeni uzorak
iz tikvice pipetom prenijeti u pripremljenu kolonu. Eluiranje traje sve dok otopina ne dosegne
vrh sloja aluminijevog oksida. Eluat se skuplja u tikvicu okruglog dna od 100 mL. Potom je u
kolonu za kromatografiju dodano 5 mL etanola te se nastavio proces eluiranja. Tikvica u kojoj
se prethodno nalazio uzorak isprana je s 10 ml dietiletra i prenesena u kolonu. Kada dietileter
dosegne vrh aluminijevog oksida u kolonu se dodaje jo$ 2 x 10 mL dietiletra prilikom ¢ega
dolazi do zavrSetka eluiranja. Dobiveni eluat se otparava do suhoga pri 40 °C, na rotavaporu
(Slika 7).

Slika 7. Otparavanje na rotavaporu (Bosotin, 2016)
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3.2.4. Izdvajanje sterolne frakcije tankoslojnom kromatografijom

Nakon otparavanja slijedi izdvajanje sterolne frakcije tankoslojnom kromatografijom. Uzorak
neosapunjive frakcije otopi se u 2 mL dietiletra te nanese mikropipetom na prethodno
pripremljenu plocu sa silikagelom (Silikagel F254, veli¢ine 20 x 20 cm, debljine 0,25 mm) u
ravnoj liniji 2 cm od donjeg ruba ploce (Slika 8). Na istoj visini ispred linije nanese se 2-3 pL
referentne otopine o kolestanola i kolesterola (c = 1 mg mL™, u acetonu) kako bi se nakon
razvitka kromatograma mogli identificirati steroli. Ploca je stavljena u kadu za razvijanje u
kojoj je pripremljena smjesa 100 mL otopine heksan:dietileter (1:1, v/v) te je zatvorena
staklenim ili plasticnim poklopcem (Slika 9). Kromatogram se razvija na sobnoj temperaturi,
sve dok ne dosegne visinu od 1 cm ispod gornjeg ruba plo¢e. Nakon toga ploca je stavljena na
suSenje u digestor, a nakon suSenja ravnomjerno je poprskana metanolom. Prema referentnoj
mrlji odreduje se traka sterola. Rubovi mrlje iscrtaju se olovkom te se metalnom Spatulom
sastruze silikagel unutar oznac¢enih rubova, prah koji se dobije prebacuje se u lijevak s filter
papirom te mu se dodaje 0,5 mL 96 %-tne otopine etanola, a potom se ispire 3 puta s 5 mL
dietiletera. Sterolna frakcija skuplja se u tikvicu s okruglim dnom od 50 mL i kada se skupi
stavlja se na rotavapor gdje se otparava pri temperaturi od 40 °C do suhog. Tikvica u kojoj se
prethodno skupljala sterolna frakcija ispere se s 0,5 mL dietiletera, sadrzaj se prebaci u epruvetu
te se susi pod strujom duSika. Dobiveni suhi ostatak predstavlja sterolnu frakciju.
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Slika 9. Razvijanje kromatograma u kadi (Bosotin, 2016)

3.2.5. Priprema trimetilsililetera

U epruvetu koja sadrzi sterolnu frakciju doda se 100 pL reagensa za sililiranje, koji sadrzi
mjeSavinu piridina, heksametildisilazana i trimetilkolorsilana u omjeru 5:2:1 (v/v/v). Epruveta
se zacepli, protrese na Vortexu do potpunog otapanja sterola te se stavi u susionik na temperaturu
od 105 °C, 15 min. Nakon suSenja epruveta se hladi u eksikatoru te centrifugira 7 min na 7000
okretaja mint. Bistri supernatant se odvoji od taloga i prenese se u vijalice od 2 mL s insertom
100 pL.

3.2.6. Analiza sastava sterola plinskom kromatografijom

Tako pripremljeni uzorak analizira se na plinskom kromatografu Agilent Technologies 6890N
Network GC System (Santa Clara, SAD) (Slika 10). Kromatograf je opremljen s injekcijskim
sustavom i plameno-ionizacijskim detektorom (FID) koji je preko kanala spojen s ra¢unalom
na kojemu je instaliran ChemStation softver. Uvjeti analize zadani su nakon sto su provedena
preliminarna ispitivanja na temelju kojih su odabrani optimalni uvjeti (temperatura kolone,

detektora 1 injektora, protok plina te koli¢ina injektiranog uzorka) (Tablica 3).

23



Slika 10. Plinski kromatograf (Anonymous 3, 2021)

Tablica 3. Uvjeti rada plinskog kromatografa

Kolona
Stacionarna faza
Temperaturni program kolone

Trajanje analize

Plin nositelj

Protok plina nositelja
Temperatura injektora
Split

Temperatura detektora

Koli¢ina injektiranog uzorka

DB-17 (Agilent) 30 m x 0,32 mm, debljina
filma 0,25 pm

(50%-fenil)-metilpolisiloksan

180 °C do 270 °C uz 6 °C min*; 270 °C 30
min

45 min

Helij

1,5 mL min‘?
290 °C
13,3:1

250 °C

1,0 uL
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3.2.7. ldentifikacija i kvantifikacija pikova

Pojedinacni pikovi sterola odreduju se na temelju poznatih retencijskih vremena te usporedbom
s retencijskim vremenima trimetilsililestera standardnih mjeSavina sterola analiziranih pod

jednakim uvjetima. Udjel ukupnih sterola izraZzava se u mg kg™ i izra¢unava se po formuli [1]:

Ukubni steroli = 2451000 1
upni steroli A, -m [1]

gdje je:

As = povrsina svakog pojedina¢nog pika sterola
Aa = povrsina ispod pika a-kolestanola

m = masa uzorka bucinog ulja

Udjel pojedinacnih sterola izrazava se kao % od ukupnih sterola te se izracunava po formuli

[2]:

A-100%
YA [2]

% od ukupnih sterola =
gdje je:
A = povrsina ispod pika odredenog sterola (mg kg™)

Ai = povrsina ispod pika svakog pojedinog sterola

3.3. STATISTICKA ANALIZA

StatistiCka obrada rezultata napravljena je u programu XLSTAT (Addinsoft, Pariz, Francuska).
Rezultati mjerenja izraZzeni su kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom, a za
usporedbu uzoraka pod utjecajem dva faktora (kultivar i geografsko porijeklo) koristena je
analiza varijance (ANOVA) s Tukey post-hoc testom. Kao granica statisticke znacajnosti
postavljena je vrijednost za p < 0,05. Rezultati ANOVA-e prikazani su kao srednja vrijednost
dobivene metodom najmanjih kvadrata + standardna pogreska. Takoder, povezanost klimatskih
uvjeta u kojima su dozrijevale sirovine i sastava sterola u bu¢inom ulju utvrdena je Pearsonovim

koeficijentima korelacije. I u ovom slucaju, statisticka znacajnost je utvrdena na razini p <0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U uzorcima bucinog ulja analizirani su udjeli (%) kampesterola, 24-metilenkolesterola,
kampestanola, stigmasterola, klerosterola, A7-kampesterola, B-sitosterola, spinasterola, AS5-
avenasterola, stigmastatrienola, A7-stigmastenola, stigmastadienola i A7-avenasterola te
ukupni steroli u mg kg™

Tablica 4. Prosjec¢na vrijednost = standardna devijacija (n = 53) udjela sterola i koli¢ine
ukupnih sterola u uzorcima buc¢inog ulja

Kampesterol ~ 24-metilenkolesterol Kampestanol Stigmasterol
Prosjecni udio - 11 1 03 0,77 £ 0,03 0,58 + 0,01 0,71 + 0,03
sterola (%)
Klerosterol A7-kampesterol B-sitosterol Spinasterol A5-avenatserol
Prosjecni
udio 2,28 +0,22 0,99 + 0,02 5,92 +0,13 2217+029  1,60+0,05
sterola
(%)
. . A7- . i AT- Ukupni steroli
Stigmastatrienol stigmastenol Stigmastadienol avenasterol (mg kg)
Prosjecni
st‘;‘:zﬁa 21,71+ 0,23 4,16+ 0,12 2322+045  1450+0,18 | 33933225259
(%)

Dobiveni rezultati (Tablica 4) sli¢ni su rezultatima iz istrazivanja Naki¢ i sur. (2006). U tom
istrazivanju ispitivan je udio osam sterola (kampesterol, stigmasterol, B-sitosterol, spinasterol,
stigmastatrienol, stigmastadienol, A7-stigmastenol i A7-avenasterol) te ukupna koli¢ina sterola
u mg kg. Prema rezultatima u ovom istraZivanju, najzastupljeniji steroli u bu¢inom ulju su
spinasterol, stigmastatrienol, stigmastadienol i neSto manje A7-avenasterol, medutim udjeli
najzastupljenijih sterola nesto su manji nego kod Naki¢ i sur. (2006). Udjeli ostalih sterola
usporedivi su s rezultatima istrazivanja Naki¢ i sur. (2006), dok je koli¢ina ukupnih sterola
odredena u ovom radu za 351 mg kg* veéa od rezultata Naki¢ i sur. (2006). Nadalje, dobiveni
rezultati su sli¢ni rezultatima istrazivanja Wenzl i sur. (2002) te Fruhwirtha i Hermettera (2008).
lako u njihovim istrazivanjima udjeli sterola nisu prikazani kroz postotke, razvidno je da su
upravo spinasterol, stigmastatrienol, stigmastadienol i A7-avenasterol najzastupljeniji steroli u

budinom ulju. Uz njih, prisutan je manji udio p-sitosterola i A7-stigmastenol (oko 5 %).
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4.1. RAZLIKE U SASTAVU STEROLA S OBZIROM NA KULTIVARE

Analizom varijance utvrdene su razlike u sastavu sterola s obzirom na kultivare. Vece razlike
u sastavu sterola utvrdene su medu kultivarima nego $to je to bio slucaj kod razliitog

geografskog porijekla uzorka.

Statisticki znac¢ajna razlika utvrdena je kod udjela 24-metilenkolesterola (Slika 11) gdje je kod
kultivara Rustikal 1 Inka utvrden statisti¢ki znacajno veéi udio ovog sterola, dok su kod
kultivara Rustikal i Sonne utvrdeni statisticki znacajno manji udjeli navedenog sterola (p-

vrijednost = 0,05).
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Razli¢itim slovima oznaceni su rezultati koji se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Slika 11. Srednja vrijednost + standardna pogreska udjela 24-metilenkolesterola po
kultivarima
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Statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je i u udjelu kampestanola (Slika 12), ¢iji je utvrdeni udio
statisticki znacajno veci kod kultivara Retzer Gold te Gleisdorfer i Rustikal (p-vrijednost =
0,01).
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Razli¢itim slovima oznaceni su rezultati koji se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Slika 12. Srednja vrijednost * standardna pogreSka udjela kampestanola po kultivarima

Velika raznolikost utvrdena je i kod udjela A7-kampesterola (Slika 13). Kod kultivara
Gleisdorfer i Rustikal te Rustikal utvrdeni su statisticki znacajno vec¢i udjeli A7-kampesterola
u odnosu na ostale kultivare, dok su kod kultivara Retzer Gold i Sonne utvrdeni statisti¢ki

znacajno manji udjeli navedenog kultivara (p-vrijednost = 0,01).
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Razli¢itim slovima oznaceni su rezultati koji se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Slika 13. Srednja vrijednost + standardna pogreska udjela A7-kampesterola po kultivarima
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Takoder, velike razlike utvrdene su i kod udjela stigmastadienola (Slika 14), gdje je kod
kultivara Gleisdorfer i Rustikal utvrden statisticki znac¢ajno manji udio stigmastadienola, dok

je kod kultivara Sonne taj udio statisti¢ki znacajno veéi (p-vrijednost = 0,01).
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Razli¢itim slovima oznaceni su rezultati koji se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Slika 14. Srednja vrijednost + standardna pogreSka udjela stigmastadienola po kultivarima

Suprotna situacija je kod udjela A7-avenasterola (Slika 15), gdje je kod kultivara Gleisdorfer i
Rustikal utvrden statisti¢ki znacajno veéi udio A7-avenasterola, dok je kod kultivara Sonne

utvrden statisticki znacajno manji udio navedenog sterola (p-vrijednost = 0,01).
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Razli¢itim slovima oznaceni su rezultati koji se medusobno statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05)

Slika 15. Srednja vrijednost £ standardna pogreSka udjela A7-avenasterola po kultivarima
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Kod ostalih sterola nije utvrdena statisticki znacajna razlika medu kultivarima, kao Sto je

vidljivo u Tablici 5.

Tablica 5. Srednja vrijednost + standardna pogreSka udjela ostalih sterola po kultivarima

Kampe- Stigma- Klero-  B-sito-  Spina- > Stigma- .M' Uku_pnl
avena- . stigma- steroli (mg
sterol sterol sterol sterol sterol statrienol 1
sterol stenol kg™)
Gleisdorfer 144+ 0,74 + 2,32 + 6,01+ 2265+ 154+ 2188+ 419+ 335255+
0,03 a 0,04 a 0,27 a 0,15a 0,29a 0,05a 0,25 a 0,14 a 56,59 a
Gleisdorfer 1,25+ 0,65+ 2,88 + 526+ 23,31+ 155+ 2133+ 451+ 344430+
i Rustikal 0,09 a 0,10 a 0,75a 0.42 a 0,79a 0,12a 0,68 a 0,39 a 15393 a
Rustikal i 127+ 0,67+ 1,39+ 6,19+ 1959+ 204+ 21,11+ 329+ 3790,63+
Inka 0,20 a 0,22 a 1,67 a 0,93 a 1,77a 0,28 a 151a 0,87 a 344,20 a
Rustikal 141+ 0,67+ 2,03 + 599+ 19,80+ 182+ 2045+ 4,05+ 355347+
0,07 a 0,08 a 0,59 a 0,33 a 063a 0,10a 0,54 a 0,31 a 121,69 a
Sonne 143+ 0,58+ 1,16 + 509+ 1846+ 194+ 2498+ 338+ 3351,07+
0,20 a 0,22 a 1,67 a 0,93 a 1,77a 0,28 a 151a 0,87 a 344,20 a
Retzer Gold 1,08+ 0,58+ 159 + 466+ 2401+ 128+ 2460+ 398+ 301045+
0,20 a 0,22 a 1,67 a 0,93 a 1,77a 0,28 a 151a 0,87 a 344,20 a
p-vrijednost 0,59 0,99 0,80 0,60 0,01 0,01 0,07 0,59 0,06

Razli¢itim slovima oznaceni su rezultati koji se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Uzimajuéi u obzir ove podatke, moZe se zakljuciti da je najviSe razlike u sastavu sterola
utvrdeno kod kultivara Sonne 1 hibrida Gleisdorfera i Rustikala. Kod kultivara Sonne
zabiljezena je statisticki znaCajna razlika u udjelu sterola pri ¢emu su udjeli 24-
metilenkolesterola, A7-kampesterola i A7-avenasterola manji, dok je udio stigmastadienola visi
od uobicajenog. S druge strane, kod hibrida Gleisdorfera i Rustikala, udjeli kampestanola, A7-
kampesterola i A7-avenasterola bili su visi nego kod ostalih kultivara, dok je udio
stigmastadienola bio nizi nego kod ostalih kultivara, ¢ime se moze potvrditi zakljucak da sastav
sterola viSe ovisi o kultivaru nego o mikroklimi podrucja na kojemu je biljka uzgajana. Kod
hibrida Rustikal zabiljezeni su nizi udjeli 24-metilenkolesterola i stigmastadienola te ve¢i udio
A7-kampesterola, kod kultivara Retzer Gold veéi udio kampestanola i manji udio A7-

kampesterola, dok je kod hibrida Rustikala i Inke zabiljezen veéi udio 24-metilenkolesterola.

Istrazivanja koja problematiziraju razlike u sastavu sterola s obzirom na razlicite vrste buce i

razlicite kultivare vrlo su rijetka. Istrazivanja koja usporeduju razlike u sastavu sterola medu

30



kultivarima koriStenima u ovom radu ne postoje. U istrazivanju Rabrenovi¢ i sur. (2014)
ispitivani su udjeli spinasterola + [-sitosterola, stigmastatrienola, stigmastadienola,
stigmasterola i A7-avenasterola kod hibrida F1 Olinka x G, F1 Olinka x 371B, Gleisdorfer
Express i komercijalnog sjemena K2. Rezultati istraZzivanja Rabrenovi¢ i sur. (2014) bitno se
razlikuju od rezultata u ovom radu, ali i od nekih drugih istrazivanja Naki¢ i sur. (2006).
Koli¢ina ukupnih sterola u istrazivanju Rabrenovi¢ i sur. (2014) gotovo je dvostruko vec¢a nego
u ovom radu i kreée se u rasponu od 7181 do 8978 mg kg*. Takoder, ukupni udjel spinasterola
i B-sitosterola kod Rabrenovic¢ i sur. (2014) je u rasponu od 41,1 i 52,1 %, dok su dobiveni
rezultati u rasponu od 23,12 do 30,20 %. Udjeli stigmastatrienola takoder su poviseni oko 5 %,
dok je velika razlika u udjelu stigmastadienola gdje udjeli variraju od 5,8 do 8,0 % kod
Rabrenovi¢ i sur. (2014) za razliku od rezultata dobivenih u ovom radu koji se kra¢u od 20,76
do 28,77 %. Isto tako, velike su razlike u udjelu stigmasterola i A7-avenasterola, gdje je kod
stigmasterola dobiveni raspon od 0,58 do 0,74% za razliku od raspona od 12,5 do 16,7 % kod
Rabrenovié i sur. (2014), dok je kod A7-avenasterola razlika od 1,6 do 4,4 % kod Rabrenovi¢ i
sur., a dobiveni rezultati su u rasponu od 11,88 do 16,12 %.

U istrazivanju Srbinoske i sur. (2012) ispitivane su razlike u sastavu sterola u ulju dobivenom
iz Cucurbita maxima (golice i kostice s ljuskom) te Cucurbita pepo (golice i kostice s [juskom).
Vidljivo je da je kod svih vrsta ukupna koli¢ina sterola (od 2193,57 mg kg kod golice
Cucurbite pepo do 3046,77 mg kg kod kostice s ljuskom Cucurbita maxima) manja nego u
ovom istrazivanju (prosjeéno 3393,32 mg kg?). Ostali rezultati otprilike su jednaki,
najzastupljeniji steroli su spinasterol, stigmastatrienol, stigmastadienol i A7-avenasterol. Kod
Cucurbite maxime ve¢i je udio spinasterol i stigmastadienola i A7-stigmastenola u odnosu na
Cucurbitu pepo, dok je obrnuta situacija kod udjela stigmastatrienola i A7-avenasterola.
Opcenito, kod kostica s ljuskom udio B-sitosterola gotovo je dvostruko veci nego kod golica,

neovisno o vrsti, a ta se razlika kompenzira ve¢im udjelom A7-sterola.

Vanhanen i sur. (2003) istrazivali su razlike u sastavu sterola izmedu pet uzoraka Cucurbite
maxime i Cucurbite pepo. Ispitivan je samo dio sterola pri ¢emu oni najzastupljeniji u bu¢inom
ulju nisu dovoljno razradeni. Udjeli spinasterola i A7-avenasterola su usporedivi s dobivenim
rezultatima dok je udio stigmastadienola razmjerno nizak kod Cucurbite pepo (13,5 %), a udio
stigmastatrienola nije utvrden ve¢ je pripisan ostalim sterolima i drugim neosapunjivim
dijelovima, kojih ima 39,2 %. Udjeli sterola izmedu razli¢itih ispitivanih uzoraka u tom radu

usporedivi su i nema velikih razlika.
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4.2. RAZLIKE U SASTAVU STEROLA S OBZIROM NA GEOGRAFSKO PORIJEKLO

Razlike u sastavu sterola s obzirom na geografsko porijeklo utvrdene su analizom varijance.
Usporedivani su udjeli razlicitih sterola s obzirom na to iz koje Zupanije potjece uzorak.
Statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je kod udjela kampestanola (Slika 16) gdje su uzorci iz

Pozesko-slavonske i SisaCko-moslavacke Zupanije imali ve¢i udio kampestanola od uzoraka iz
ostalih Zupanija (p-vrijednost = 0,01).
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Razli¢itim slovima oznaceni su rezultati koji se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Slika 16. Srednja vrijednost + standardna pogreSka udjela kampestanola po Zupanijama

Kod stigmastadienola (Slika 17) takoder je utvrdena statisticki znacajna razlika gdje se moze
primijetiti da uzorci iz PozeSko-slavonske zupanije imaju statistiCki znac¢ajno manji udio

stigmastadienola u odnosu na uzorak iz Grada Zagreba (p-vrijednost = 0,01).
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Razli¢itim slovima oznaceni su rezultati koji se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Slika 17. Srednja vrijednost + standardne pogreske udjela stigmastadienola po Zupanijama

Kod A7-avenasterola (Slika 18) statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je kod uzoraka iz

Varazdinske, PozeSko-slavonske i Krapinsko-zagorske zupanije, pri ¢emu su uzorci iz

Varazdinske i Krapinsko-zagorske Zupanije imali statisticki zna¢ajno manji, a uzorci iz

Pozesko-slavonske statisticki znacajno veéi udio A7-avenasterola (p-vrijednost = 0,01).
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Razli¢itim slovima oznadeni su rezultati koji se medusobno statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Slika 18. Srednja vrijednost + standardna pogreSka udjela A7-avenasterola po Zupanijama
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Kod ostalih sterola temeljem Tukey testa nije utvrdena statistiCki znacajna razlika medu

uzorcima iz razli¢itih zupanija premda je kod A7-kampesterola, spinasterola i A5-avenasterola

ANOVA pokazala postojanje znac¢ajnih razlika (Tablica 6).

Tablica 6. Srednja vrijednost + standardna pogreska udjela ostalih sterola po Zupanijama

24-metilen-

Kampesterol Kolesterol Stigmasterol  Klerosterol  A7-kampesterol

Medimurska 160+0,14a 0,77+0,15a 069+0,15a 160+1,18a 1,02+0,09a

Varazdinska 147+006a 080x006a 0,78+006a 19+0,46a 0,90+0,03a

VirovitiCko- 142+009a 076+009a 070+010a 301+075a 1,01+005a

podravska
PozeSko-slavonska 1,27 +0,10a 0,68+0,10a 0,67+0,11a 3,43+0,84a 1,10 + 0,06 a
Koprivnitko- 1,40£007a 071+007a 072+008a 1,53+059a 1,03+0,04a

Kkrizevacka
Krapinsko-zagorska 1,43+0,07a 0,99+0,07a 0,69+0,08a 2,79+059a 0,96+0,04a

Zagrebacka 136+006a 0,70+£0,07a 0,71+007a 240+053a 1,01+0,04a
SisaCko-moslavacka 126+0,20a 066+0,21a 0,62+0,22a 1,79x167a 1,17+0,12a

Brodsko-posavska 1,29+0,20a 0,77+021a 057+£0,22a 120+1,67a 101+£0,12a
Grad Zagreb 126+0,20a 052%+0,21a 059+022a 164+167a 1,06+0,12a
p-vrijednost 0,59 0,05 0,99 0,80 0,01

. Ukupni
p-sitosterol Spinasterol AS- Stigma- AT steroli (mg
avenasterol  statrienol stigmastenol kg'l)

. 20,29 + 3654,09 +
Medimurska 568+066a 2122+125a 184+0,20a 107 a 471 +0,62a 24339 a
Varazdinska 580+026a 2273+049a 174+018a “vO% 49540045 S03229%

0,42 a 95,47 a
Viroviti¢ko- 22,32 £ 3501,37 +
podravska 6,28+042a 22,32x0,79a 141x0,13a 0,68 a 404+£0,39a 153.93 a
PoZesko- 21,95+ 344177 +
slavonska 523+0,47a 2413+088a 144+0,14a 0.76a 4,42 +0,44 a 172,10 a
Koprivnicko 22,02 + 3563,95 +
krizevacka 582+0,33a 2164+063a 154+0,10a 0.54 2 4,24+031la 12169 a
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*i;%%'p:li‘; 6,26+033a 21,07+0,63a 161+010a 2&?5: 364+03La 3142814, o
Zagrebatka 6,20+029a 2239+056a 1,55+0,09a 28,,;;); 4,17 +0.28 a 3f()7231,£; N
mi‘:‘l‘;il;‘;ka 520+093a 2035+177a 172+028a 2115415: 588+ 0,87 a 3314752522;
'sg;’:\fsklfa 580+093a 2255+177a 090+028a 2135416; 4,16+087a 3;:35;:
Zi;":_“ejb 468+093a 2050+177a 199+028a 2115213: 310+087a 45:&;’24 N
p-vrijednost 0,60 0,01 0,01 0,07 0,59 0,06

Razli¢itim slovima oznadeni su rezultati koji se medusobno statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

Najvise razlike utvrdeno je kod uzoraka iz Pozesko-slavonske Zupanije koja ima nesto vise
udjele kampestenola i A7-avenasterola i nesto nizi udio stigmastadienola. S obzirom da su sva
Cetiri uzorka iz Pozesko-slavonske zupanije hibrid Gleisdorfera i Rustikala, vjerojatnije je da
uzrok razlike upravo u svojstvima ovog hibrida, a ne u uvjetima rasta sjemenki iz kojih je

dobiveno ulje.

Kada su Zupanije grupirane u dvije regije u kojima se nalaze — Medimursku, Varazdinsku,
Krapinsko-zagorsku, Koprivni¢ko-krizevacku, Zagrebacku, Sisacko-moslava¢ku Zupaniju i
Grad Zagreb u Sjeverozapadnu i Sredisnju Hrvatsku, a Viroviticko-podravsku, PoZeSko-
slavonsku i Brodsko-posavsku zupaniju u Isto¢nu Hrvatsku dobiveni su nesto drugaciji rezultati
(Tablica 7). Ponovno je statisticki znacajna razlika utvrdena kod stigmastadienola i A7-
avenasterola, pri ¢emu je u uzorcima iz Sjeverozapadne i Sredi$nje Hrvatske utvrden statisticki
znacajno veci udio stigmastadienola u odnosu na uzorke iz Isto¢ne Hrvatske, dok je udio A7-
avenasterola bio statisticki znacajno veéi u uzorcima iz Istoéne Hrvatske u odnosu na one iz
Sjeverozapadne i srediSnje Hrvatske. Takoder, utvrdena je i statisticki znacajna razlika u udjelu
AS5-avenasterola, koji je statisticki znacajno vise bio zastupljen u uzorcima iz Sjeverozapadne i

srediSnje Hrvatske u odnosu na one iz Isto¢ne Hrvatske.
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Tablica 7. Srednja vrijednost + standardna pogreska udjela sterola po regijama

24- .
Kampesterol metilenkolesterol Kampestanol Stigmasterol
Isto¢na Hrvatska 1,35+ 0,06 a 0,73+£0,07 a 0,58+0,03a 0,68 £0,06 a
Sjeverozapadna i
sredisSnja 1,42 £0,03 a 0,78 +£0,04 a 0,58 +0,02 a 0,72+ 0,03 a
Hrvatska
p-vrijednost 0,29 0,50 0,95 0,52
Klerosterol A7- B-sitosterol Spinasterol AS-
kampesterol avenasterol
Istotna 299+050a 105+005a 582+029a 2307+067a 137+0,10b
Hrvatska
Sjeverozapa-
dnaisredisnja 2,11+0,24a 0,97+£0,02 a 594+0,14a 2196%032a 165%0,05a
Hrvatska
p-vrijednost 0,11 0,18 0,73 0,14 0,02*
Stigmastatrie- A7- Stigmastadie- A7- Ukupni steroli
nol stigmastenol nol avenasterol (mg kg?)
IstoCna 3479,39 +
Hrvatska 22,29+053a 420+027a 20,26+0,94b 1562+0,39a 12151
Sjeverozapa- 337330 +
dnaisrediSnja 2157+0,26a 4,15+0,13a 2391+045a 14,24+0,19b S
58,60 a
Hrvatska
p-vrijednost 0,23 0,86 0,01* 0,01* 0,44

Razli¢itim slovima oznadeni su rezultati koji se medusobno statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (p < 0,05)

* Zvjezdicom su oznacene p-vrijednosti koje oznacavaju statisticki znacajnu razliku
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4.2.1 Razlike u udjelima sterola s obzirom na vremenske prilike

Razlike u sterolima medu uzorcima iz razli¢itih Zupanija mozda se mogu objasniti razli¢itim
klimatoloSkim uvjetima. O utjecaju vremenskih prilika na sastav sterola u bu¢inom ulju ne
postoje radovi, medutim njihov utjecaj na sastav sterola ispitivan je u drugim uljima. Tako je
utvrdeno da se ukupna koli¢ina sterola u suncokretovom ulju povecava $to su vremenski uvjeti
ekstremniji, odnosno Sto je koli¢ina vode dostupne biljci manja. To se moZze objasniti
fizioloSkom ulogom sterola u regulaciji propusnosti membrane (Roche i sur., 2006). Detaljnije
su utjecaj vremenskih uvjeta istrazili Noorali i sur. (2014) na uzrocima maslinovog ulja koje je
uzgajano u razli¢itim podnebljima, na podru¢ju Gorgana koji se nalazi u blizini Kaspijskog
jezera te na podrucju Qoma, koji ima subpustinjsku klimu. Gorgan se nalazi u nizini na 13 m
nadmorske visine, dok je Qoma na preko 900 m nadmorske visine. Temperature zraka su sli¢ne,
medutim razlike izmedu minimuma i maksimuma vece su na podru¢ju Qoma. Ocekivano, puno
je vise padalina na podruc¢ju Gorgana te je 1 puno veca relativna vlaznost zraka, dok Qoma ima
puno vise sun¢anih sati mjese¢no od Gorgana. Takoder, utvrdeno je da se sastav, kao 1 koli¢ina
ukupnih sterola razlikuje izmedu dva podneblja. Ukupna koli¢ina sterola bila je veca na
podrucju Gorgana, gdje su vremenski uvjeti blazi, Sto je suprotno rezultatima istrazivanja
Rochea i sur. (2006). Medutim, udio najzastupljenijeg sterola, B-sitosterola, bio je veci u

uzorcima iz Qoma.

Nacelno, ljeto 2020. godine, kada su dozrijevale buce iz kojih je dobiveno buéino ulje za uzorke,
bilo je po pitanju temperature zraka u Republici Hrvatskoj nesto toplije uz iznimku krajnjeg
sjeverozapada Hrvatske (okolica Varazdina i zapadni dio Medimurske Zzupanije), jugozapada
Zagrebacke zupanije 1 zapada Sisacko-moslavacke Zupanije, barem §to se tiCe promatranog

podrucja iz kojeg dolaze uzorci (Slika 19).
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Slika 19. Srednja temperatura zraka u ljeto 2020. u odnosu na normalnu (DHMZ, 2021)

Sto se ti¢e koli¢ine padalina 2020. godine, na veéini podru¢ja Republike Hrvatske zabiljezeno
je ljeto s prosjec¢nom koli¢inom padalina (Slika 20). Kada govorimo o podru¢ju iz kojega dolaze
uzorci, iznimka je okolica Varazdina gdje je zabiljezeno vrlo kisno i ekstremno kidno ljeto, dok
je na podrucju sjeverozapadne Hrvatske (cijela Varazdinska i Krapinsko-zagorska Zupanija,
veliki dio Medimurske Zupanije, zapadni dio Koprivni¢ko-krizevacke zupanije, sjeveroistocni

dio Zagrebacke zupanije i sjeverni dio Grada Zagreba) proslo ljeto bilo kisno.
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Slika 20. Koli¢ina oborina u ljeto 2020. u odnosu na normalu (DHMZ, 2021)

Ipak, nije utvrdena povezanost izmedu klimatskih prilika tijekom perioda dozrijevanja ploda iz
kojega je proizvedeno ulje i sastava sterola (Tablica 8). Pozitivna korelacija (p-vrijednost =
0,01) utvrdena je jedino izmedu koli¢ine padalina i udjela kampesterola u ulju, pri cemu je visak
padalina u odnosu na normalu pozitivno korelirao s udjelom kampesterola u bu¢inom ulju,
odnosno Sto je viSe padalina tijekom razdoblja dozrijevanja ploda iz kojega se dobiva ulje, to
je udio kampesterola u ulju bio veé¢i. Ovo zapazanje je u skladu s istrazivanjem Noorali i sur.
(2014), gdje je udio kampesterola bio ve¢i u maslinovom ulju s podru¢ja gdje je bilo vise

padalina.
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Tablica 8. Korelacije izmedu temperature i padalina i udjela sterola

24-
Kampesterol metilenko Kampestenol Stigmasterol
lesterol
Temperatira Korelacija -0,56 -0,20 0,05 -0,32
p-vrijednost 0,10 0,59 0,88 0,37
Padaline Kor_(_elacija 0,76" 0,12 -0,28 0,55
p-vrijednost 0,01 0,75 0,44 0,10
AT A5-
Klerosterol kampe- B-sitosterol Spinasterol
avenasterol
sterol

Tempe- Korelacija -0,06 0,39 -0,14 -0,31 -0,01
ratura p-vrijednost 0,87 0,27 0,70 0,39 0,98
Padaline Korelacija -0,26 -0,23 0,08 -0,12 0,58
p-vrijednost 0,47 0,52 0,83 0,75 0,08

Stigma-  Stigma-  Stigma- AT- L;I::r;;rllio

statrienol stenol  stadienol avenasterol )

(mg kg)

Tempe-  Korelacija 0,08 -0,21 0,26 0,02 0,34
ratura  p-vrijednost 0,84 0,55 0,48 0,97 0,34
Padaline Korelacija -0,60 -0,18 0,40 -0,33 0,00
p-vrijednost 0,07 0,62 0,26 0,35 1,00

* Zvjezdicom su oznacene vrijednosti gdje je koeficijent korelacije statisticki znacajan

Kada su steroli grupirani u A5- (24-metilenkolesterol, B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol i
A5-avenasterol) i A7-sterole (spinasterol, stigmastadienol, stigmastatrienol, A7-kampesterol i
A7-avenasterol) nisu utvrdene korelacije izmedu temperature zraka i koli¢ine padalina S jedne

i udjela A5-1 A7-sterola u buc¢inom ulju s druge strane (Tablica 9).

Tablica 9. Korelacije izmedu temperature, padalina i udjela A5- i A7-sterola

A7-steroli AS5-steroli
Korelacija 0,37 -0,26
Temperatura
p-vrijednost 0,29 0,46
Korelacija -0,01 0,50
Padaline
p-vrijednost 0,97 0,14
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Sude¢i prema primjerima na drugim uljima, vremenske prilike zasigurno igraju ulogu u sastavu
i koli¢ini ukupnih sterola u ulju. Medutim, medu ispitivanim uzorcima bucinog ulja nije
utvrdena statisticki znaCajna razlika. Razlozi za to su viSestruki. Ljeto 2020. godine
klimatoloski je bilo nesto toplije od prosjeka, a koli¢ina padalina u sjeverozapadnoj Hrvatskoj
bila je visa od prosjeka, dok je u ostatku kontinentalne Hrvatske ona bila na razini normale. S
obzirom da prema dostupnim i relevantnim istrazivanjima na sastav i koli¢inu sterola utjecu
ekstremne vremenske prilike u vidu visoke temperature zraka i male koli¢ine padalina, koje u
Hrvatskoj nisu zabiljeZene, razumljivo je da nije bilo odstupanja u sastavu sterola. Dodatno,
nisu zabiljezene razlike u ta dva faktora koja utjecu na sastav sterola, osim u koli¢ini padalina
na sjeverozapadu Hrvatske. Medutim, ¢ini se da te razlike nisu bile toliko velike da bi se
odrazile na sastav sterola, s obzirom da je ostatak kontinentalne Hrvatske imao prosjecno ljeto
Sto se tice koli¢ine padalina. Temperaturno je kontinentalna Hrvatska bila prilicno jednoli¢na s
temperaturama zraka nesto ve¢ima od prosjeka pa se neke razlike u sastavu sterola uzrokovane
temperaturom zraka nisu mogle niti utvrditi. Za utvrdivanje stvarnog utjecaja vremenskih
prilika na sastav sterola potrebno je ispitivati uzorke tijekom viSe godina, pogotovo ako su ljetna

razdoblja izrazito susna i vruca.

4.3. UDJELI STEROLA S OBZIROM NA PRAVILNIK O JESTIVIM ULJIMA | MASTIMA

Kod 12 od 53 uzorka bucinog ulja utvrden je sastav sterola koji ne odgovara zahtjevima
navedenima u Pravilniku o jestivim uljima i mastima (2019). Ako promatramo odstupanja s
obzirom na kultivar, 6 uzoraka kultivara Rustikal, 3 uzorka kultivara Gleisdorfer te po 1 uzorak
kultivara Sonne, Gleisdorfer i Rustikal te Rustikal i Inka ne zadovoljavaju zahtjeve Pravilnika.
Sto se ti¢e podjele po Zupanijama, 4 uzorka su iz Koprivni¢ko-krizeva¢ke i Krapinsko-zagorske
zupanije te po jedan uzorak iz Varazdinske, Medimurske, Zagrebacke i PozeSko-slavonske
Zupanije.

U 10 uzoraka bucinog ulja odredena je vrijednost spinasterola koja odstupa od granice odredene
Pravilnikom o jestivim uljima i mastima (2019) za navedeni spoj koja iznosi od 20 do 40 %.
Spinasterol je u uzorcima zabiljezen u udjelu od 18,02 do 26,02%. U ovom sluc¢aju moguce je
da je uzrok odstupanja veca osjetljivost novih analitickih metoda koje su u stanju obuhvatiti
vise kemijskih spojeva (15 sterola) nego Sto je to bilo moguée kada su radena istrazivanja na
temelju kojih su postavljene granice u Pravilniku (8 spojeva). Naime, buduci da se sastav sterola

izraZzava u postotcima, pojava veceg broja spojeva moze umanjiti relativni udjel pojedinog
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spoja. Ukoliko se iz dobivenih rezultata izuzmu spojevi za koje Pravilnikom nije utvrdena
granica, a ostali normaliziraju na 100 % dolazi se do rezultata za spinasterol koji zadovoljava
granice. Takoder, buduci da je navedeno odstupanje primije¢eno ve¢inom kod uzoraka ulja
proizvedenih iz kultivara Rustikal, ova odstupanja mogu biti vezana i uz svojstva tog kultivara
uljne buce. Odstupanje od definiranog raspona stigmastadienola (od 17 do 40 %) primijeceno
je u 1 uzorku (15,88 %), a B- sitosterola koji je Pravilnikom definiran od 1 do 8 % u 2 uzorka
(8,69 9,40 %).
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5. ZAKLJUCCI

Ukupna koli¢ina sterola u ovom radu nesto je visa od koli¢ine u usporedivim istrazivanjima
(Naki¢ i sur., 2006). Sastav sterola je usporediv, pri ¢emu su spinasterol, stigmastatrienol,

stigmastadienol i A7-avenasterol najzastupljeniji steroli koji ¢ine 80 % ukupnih sterola.

Najvise razlike u sastavu sterola utvrdeno je kod kultivara Sonne i hibrida Gleisdorfera i
Rustikala. Kod kultivara Sonne zabiljezena je statisticki znacajna razlika u udjelu sterola pri
¢emu su udjeli 24-metilenkolesterola, A7-kampesterola i A7-avenasterola manji, dok je udio
stigmastadienola visi od uobicajenog. S druge strane, kod hibrida Gleisdorfera i Rustikala,
udjeli kampestanola, A7- kampesterola i A7-avenasterola bili su visi nego kod ostalih kultivara,
dok je udio stigmastadienola bio nizi nego kod ostalih kultivara, ¢ime se moze potvrditi
zakljucak da sastav sterola viSe ovisi o kultivaru nego o mikroklimi podruc¢ja na kojemu je

biljka uzgajana.

Kada uzmemo u obzir geografsko porijeklo, najviSe razlike u udjelu sterola zabiljezeno je kod
bucinog ulja iz Pozesko-slavonske Zupanije. Kod tih ulja zabiljezena je statisticki znacajna
razlika u udjelu kampestenola, stigmastadienola i A7-avenasterola, pri ¢emu je udio
kampestenola i A7-avenasterola bio ve¢i, a udio stigmastadienola manji u odnosu na bucina ulja

ostalih zupanija.

Sto se ti¢e utjecaja klime na udio sterola, utvrdena je samo korelacija izmedu udjela
kampesterola i koli¢ine padalina, pri ¢emu se udio kampesterola povecava s koli¢inom padalina
tijekom ljeta. Udio ostalih sterola i ukupna koli¢ina sterola ne koreliraju s koli¢inom padalina

tijekom ljeta niti temperaturom zraka tijekom istog razdoblja.

U odnosu na Pravilnik o jestivim uljima i mastima (2019), svi uzorci zadovoljavaju zahtjeve za
udjelom kampesterola, stigmasterola, stigmastatrienola kao i za koli¢inom ukupnih sterola, dok
samo dva uzorka ne zadovoljavaju zahtjeve Pravilnika o udjelu B-sitosterola, odnosno jedan o
udjelu stigmastadienola. Najvecéa odstupanja zabiljezena su kod udjela spinasterola, S obzirom
da je ukupno 10 uzoraka imalo manji udio spinasterola od onoga propisanog Pravilnikom.
Udjeli 24-metilenkolesterola, kampestanola, klerosterola i A7-kampesterola ne spominju se u
Pravilniku, dok udjeli A5-avenasterola, A7-stigmastenola i A7-avenasterola nisu definirani u

Pravilniku.
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1IZJAVA O I1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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