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Povzetek

V Sloveniji, kjer oljkarski sektor zaznamujejo majhne kmetije, razdrobljenost povrsin, omejeni financni
viri in pomanjkanje ustrezne infrastrukture za nadaljnjo obdelavo tropin, je bila neposredna uporaba
oljénih tropin na kmetijskih zemljis¢ih prepoznana kot tehnolosko preprosta in ekonomsko
sprejemljiva reSitev. V podporo neposredni uporabi (neposreden nanos) oljcnih tropin na kmetijskih

.....

list RS, $t.10/22), ki dovoljuje uporabo tropin in rastlinske vode kot gnojilo samo v omejenem
¢asovnem okviru — v povpreéju najve¢ sedem dni od njihovega nastanka. Ce se olj¢ne tropine v
predpisanem ¢asu ne uporabijo na kmetijski povrsini, se po veljavnih predpisih (Uredba o odpadkih,
Uradni list RS, $t. 184/15) ponovno obravnavajo kot odpadek. V praksi pa pogoste padavine, neugodne
vremenske razmere ter razmoceni in spolzkih tereni onemogocajo pravocasno uporabo tropin na
kmetijskih povrsinah, kar oljarja postavlja pred nove finan¢ne in okoljske izzive.

Stevilne raziskave so pokazale, da je glavna fenolna spojina oljénih tropin hidroksitirozol.
Hidroksitirozol je antioksidant z dokazanimi pozitivnimi ucinki na zdravje ljudi, vendar pa visoke
koncentracije v olj¢nih tropinah zaradi fitotoksi¢nih u¢inkov (zaviranje rasti rastlin) in antimikrobnega
delovanja (negativen vpliv na mikroorganizme) omejujejo neposredno uporabo oljénih tropin v
kmetijstvu.

Rezultati raziskave so pokazali, da imajo tropine iz predelanih oljk v Sloveniji z dvofaznim tehnoloskim
postopkom primerljivo vsebnost skupnih fenolnih spojin (2—8 g/kg mokrih tropin) s podatki iz
preteklih studij (2—8 g/kg). Pri tem je treba poudariti, da je bila ugotovljena velika medletna
variabilnost v vsebnosti fenolnih spojin, ki je posledica vpliva sorte oljk, tehnologije predelave,
vremenskih razmer in agrotehnicnih ukrepov. Pomembna variabilnost v vsebnosti in sestavi fenolnih
spojin je bila ugotovljena tudi med skladis¢enjem. V svezih oljénih tropinah, odvzetih takoj po
lo¢evanju olja od trdnih delcev in vode, so prevladovale kompleksnejSe fenolne spojine, kot sta
oleacein in verbaskozid, medtem ko se je med skladis¢enjem povecala vsebnost razgradnih produktov,
predvsem enostavnejSih fenolnih spojin z najvedjim delezem hidroksitirozola. NajizrazitejSe
spremembe so bile zabeleZene Ze v prvih sedmih dneh skladi$¢enja, ko je vsebnost hidroksitirozola
narasla z 0,94 na 5,82 g/kg s.s., medtem ko se je vsebnost oleaceina moc¢no zmanjsala s 6,03 na 0,21
g/kg s.s.). Dejstvo je, da so oksidativni, encimski in mikrobioloski procesi v ¢asu skladis¢enja vplivali na
razgradnjo kompleksnejsih sekoiroidnih spojin v enostavnejSe aromatske alkohole.

Zaradi omenjenega tveganja, ki lahko nastane pri neposrednemu nanosu olj¢nih tropin na tla, so
drzave ¢lanice EU vzpostavile razlicne zakonodajne mehanizme, ki opredeljujejo nacin ravnanja
(skladis€¢enja) in uporabe ostankov oljkarske industrije na kmetijskih tleh. Zakonodajni okviri in
regulativni ukrepi, ki urejajo uporabo oljcnih tropin, so obicajno prilagojeni specificnim regionalnim
okoljskim in gospodarskim razmeram ter usklajeni z nacionalnim okoljevarstvenimi strategijami in
organiziranostjo javne uprave. Neposredna implementacija zakonodaje iz drugih drzav ni smiselna.
Zakonodaijni okvir je treba oblikovati v skladu z lokalnimi ekoloskimi, agronomskimi in prostorskimi
dejavniki, ob hkratnem uposStevanju koli¢ine nastalih tropin, potrebnih vlaganj v obdelavo ter
dolgorocnih ucinkov na okolje in agroekosisteme.



Abstract

In Slovenia, the olive-growing sector is characterised by small farms, fragmented land parcels, limited
financial resources, and inadequate infrastructure for further processing of olive pomace.
Consequently, the direct application of olive pomace to agricultural land has been recognised as a
technologically simple and economically viable solution. To support this practice, the Government of
the Republic of Slovenia adopted the Decree on the Use of Olive Pomace and Vegetation Water for
Fertilisation (Official Gazette RS, No. 10/22), which permits the use of pomace and vegetation water
as fertiliser only within a restricted time frame — on average, no more than seven days after their
production. If olive pomace is not applied to agricultural land within the prescribed period, it is again
classified as waste under the applicable regulations (Waste Management Decree, Official Gazette RS,
No. 184/15). In practice, however, frequent rainfall, unfavourable weather conditions, and
waterlogged or slippery terrain often prevent the timely application of pomace to agricultural land,
creating additional financial and environmental challenges for olive mills.

Numerous studies have shown that the predominant phenolic compound in olive pomace is
hydroxytyrosol. Although hydroxytyrosol is a potent antioxidant with well-documented health
benefits, its high concentrations in olive pomace limit its direct agricultural use due to phytotoxic
effects (inhibition of plant growth) and antimicrobial activity (negative effects on soil
microorganisms).

The findings of this study indicate that pomace derived from Slovenian two-phase extraction systems
contains levels of total phenolic compounds (2—8 g/kg fresh pomace) comparable to those reported
in previous research. Substantial year-to-year variability in phenolic content was observed, arising
from differences in olive variety, processing technology, climatic conditions, and agronomic practices.
Significant variability in both the content and composition of phenolic compounds was also recorded
during storage. In fresh olive pomace collected immediately after oil separation, more complex
phenolic compounds — such as oleacein and verbascoside — predominated, whereas during storage
the content of degradation products increased, particularly simpler phenolics dominated by
hydroxytyrosol. The most pronounced changes occurred within the first seven days of storage, during
which hydroxytyrosol content increased from 0.94 to 5.82 g/kg DM, while oleacein sharply declined
from 6.03 to 0.21 g/kg DM. These changes reflect oxidative, enzymatic, and microbiological
degradation processes leading to the breakdown of complex secoiridoid compounds into simpler
aromatic alcohols.

Due to the risks associated with the direct application of olive pomace to soils, EU Member States
have established various legislative mechanisms that define the handling (including storage) and use
of olive-processing residues on agricultural land. Legislative frameworks and regulatory measures
governing the use of olive pomace are typically adapted to specific regional environmental and
economic conditions and aligned with national environmental policies and administrative structures.
Therefore, the direct implementation of legislation from other countries is not appropriate. Instead,
regulatory frameworks should be designed according to local ecological, agronomic, and spatial
factors, while also considering the quantities of pomace produced, the required investments in
processing, and the long-term effects on the environment and agro-ecosystems.



1 Uvod

Oljéne tropine nastanejo kot ostanek pri predelavi oljk v oljéno olje (Uradni list RS, $t. 10/2022).
Sestavljene so iz trdega dela (koZica — eksokarp, meso — mezokarp, koscica — leseni endokarp), olja in
vode, delezZ katere je odvisen od tehnoloSkega postopka predelave oljk (Abbattista in sod., 2021). Pri
tradicionalnem tehnoloskem postopku predelave (preSe) nastanejo suhe olj¢ne tropine z 25-30 %
vode in rastlinska voda. V primeru sodobnejSe kontinuirane pridelave, pri kateri se za loCevanje
olj¢cnega olja od trdega del in vode uporablja dekanter, nastanejo olj¢ne tropine z vecjo vsebnostjo
vode, in sicer pri uporabi trofaznega dekanterja nastajajo vlazne olj¢ne tropine s 55 % vode in
rastlinska voda, pri uporabi dvofaznega dekanterja pa mokre tropine s priblizno 70 % vode (Podgornik
in sod., 2019).

Zastopanost tehnoloskih postopkov po posameznih drzavah je zelo razlicna. Tehnoloski postopki so
razlicni v posameznih drzavah. Medtem ko se v Italiji (55 %), Grciji (82 %), Tuniziji (58 %) in Turciji (71
%) za ekstrakcijo olj¢nega olja uporablja pretezno tehnoloski postopek s trofaznim dekanterjem, se v
Spaniji kot najvecji proizvajalki olj¢nega olja na svetu v kar 99 % uporablja sistem predelave z
dvofaznim dekanterjem (Gémez-Cruz in sod., 2024). Tudi v Sloveniji se za ekstrakcijo oljénega olja v
vecini oljarn uporablja tehnoloski postopek z dvofaznim dekanterjem (Podgornik in sod., 2022).
Dvofazni sistem je bil uveden za zmanj$anje porabe vode v procesu predelave in s tem manjse koli¢ine
odpadne vode, ki nastaja v postopku predelave (Gdmez-Cruz in sod., 2024). Ceprav je tehnologki
postopek pridobivanja oljcnega olja z dvofaznim dekanterjem okolju prijaznejsi, so tropine zaradi
sezonske narave (velike koli¢ine nastajajo v obdobju 3—4 mesecev) in visoke vsebnosti fenolnih spojin
Se vedno pomemben okoljski izziv. Dokazano je, da olj¢ne tropine, pridobljene v sistemu z dvofaznim
dekanterjem, vsebujejo viSje koncentracije fenolnih spojin v primerjavi z oljénimi tropinami,
pridobljenimi v sistemu s trifaznimi dekanterji (Fernandez-Bolafios in sod., 2006; Leouifoudi in sod.,
2015).

Stevilne raziskave (Fernandez-Bolafios in sod., 2002a, Japdn-Lujan in Luque de Castro, 2007; Rubio-
Senent in sod., 2012, Podgornik in sod. 2022) so pokazale, da je glavna fenolna spojina olj¢nih tropin
hidroksitirozol, ki je naravni antioksidant z dokazanimi pozitivnimi ucinki na zdravje ljudi (Fernaandez-
Bolanos in sod., 2002 b). Na podlagi splosno sprejetih znanstvenih dokazov o pozitivnih ucinkih olj¢nih
fenolnih spojin na zdravje je Evropska unija odobrila uporabo zdravstvene trditve. V skladu z Uredbo
(EU) $t. 432/2012 z dne 16. maja 2012 je dovoljeno navajati, da »polifenoli v olj¢nem olju prispevajo k
zasciti lipidov v krvi pred oksidativnim stresom«, e olj¢no olje vsebuje vsaj 5 mg hidroksitirozola in
njegovih derivatov (npr. kompleks olevropeina in tirozola) na 20 gramov oljénega olja. Fenolne spojine
se zaradi antioksidativnega, protibakterijskega in protivnetnega delovanjem s pridom uporabljajo v
prehranski in kozmeti¢ni industriji. Kljub vsemu pa visoke koncentracije fenolnih spojin v olj¢nih
tropinah zaradi fitotoksi¢nih ucinkov (zaviranje rasti rastlin) in antimikrobnega delovanja (negativen
vpliv na mikroorganizme) omejujejo neposredno uporabo olj¢nih tropin v kmetijstvu (Fiorentino in
sod., 2003; Pinho in sod., 2017).

Zaradi velikih okoljskih tveganj, ki jih visoke koncentracije fenolnih spojin prinasajo za okolje in
naravne ekosisteme, so bili kot mogoce resitve za obdelavo oljénih tropin iz sistemov z dvofaznimi
dekanterji predlagani razlicni postopki obdelave (veliki odprti izparilni bazeni za zacasno skladis¢enje
olj¢nih tropin, toplotna obdelava oziroma susenje in ekstrakcija preostalega olja s topilom, uporaba
tropin kot naravni herbicid ali insekticid, ekstrakcija fenolnih spojin za nadaljnjo uporabo, uporaba
tropin za pridobivanje bioetanola in bioplina, kompostiranje) (Skaltsounis in sod., 2015). Med
navedenimi velja kompostiranje za eno izmed najbolj priporocenih bioloskih metod za obdelavo
olj¢nih tropin, saj omogoca hitrejSo razgradnjo fenolnih spojin (Garcia-Randez in sod., 2023). Pri tem



je treba poudariti, da ucinkovito kompostiranje zahteva ustrezno infrastrukturo, prostorske
zmogljivosti, tehnic¢no znanje ter zadostne organizacijske in financne vire ob hkratnem upostevanju
predpisov, ki urejajo predelavo bioloSko razgradljivih odpadkov in uporabo komposta ali digestata
(Uradni list RS, $t. 99/13, 56/15, 56/18 in 44/22 —ZVO-2). To pa je lahko za marsikatero mikro- in malo
podjetje v oljkarskem sektorju pomembna ¢asovna in ekonomska ovira (Garcia-Randez in sod., 2023).
V sled temu so bile narejene Stevilne raziskave (Nasini in sod., 2013; Proietti in sod., 2015; Podgornik
in sod., 2022; Garcia-Randez in sod., 2023), ki so pokazale, da lahko tudi neposredna uporaba
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drZzave proizvajalke olj¢nega olja primorane v okviru lastnih okoljskih politik oblikovati zakonodajne
okvire za ravnanje z olj¢nimi tropinami. Med drzavami ¢lanicami Evropske unije se zakonodajni okviri
uporabe olj¢nih tropin mocno razlikujejo, saj so ti odvisni od nacionalnih praks, razpoloZljivih
tehnologij za predelavo oljk in proizvodnjo stranskih produktov, lokalnih agroekoloskih razmer,
prostorske porazdelitve oljkarske dejavnosti ter institucionalnih zmogljivosti za nadzor in izvajanje
okoljskih predpisov.

V Sloveniji, kjer oljkarski sektor zaznamujejo majhna posestna struktura, razdrobljenost kmetijskih
povrsin, omejeni investicijski viri in pomanjkanje ustrezne tehni¢ne infrastrukture za nadaljnjo

.....

.....

januarja 2022 sprejela Uredbo o uporabi olj¢nih tropin in rastlinske vode za gnojenje (Uradni list RS,
$t.10/22), ki dovoljuje uporabo tropin in rastlinske vode kot gnojilo samo v omejenem ¢asovnem
okviru —v povpreéju najve¢ sedem dni od njihovega nastanka. Ce se oljéne tropine v predpisanem ¢asu
ne uporabijo na kmetijski povrsini, se po veljavnih predpisih (Uredba o odpadkih, Uradni list RS, st.
184/15) ponovno obravnavajo kot odpadek. V praksi pa je zaradi pogostih padavin, neugodnih
vremenskih razmer ter razmocenih in spolzkih terenov pravocasna uporaba velikokrat onemogocena,
kar postavlja oljarja pred nove financne in okoljske izzive.

Zato je Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano v sodelovanju z Javno agencijo za
znanstvenoraziskovalno in inovacijsko dejavnost Republike Slovenije (ARIS) novembra 2022 podprlo
raziskovalni projekt CRP V4-2216 — Ohranjanje in izboljSanje proizvodnega potenciala tal za trajnostno
pridelavo oljk (GO-TO S-OlIL), v okviru katerega smo v delovnem sklopu 4 raziskovali vpliv skladis¢enja
na oljéne tropine in moznosti njihove uporabe tudi po daljSem obdobju shranjevanja.



2 Material in metode

2.1 Vpliv skladis¢enja na vsebnost fenolnih spojin
2.1.1 Vzor¢enje

Za proucevanje vpliva skladis¢enja na vsebnost fenolnih spojin v olj¢nih tropinah so bile v poskus
skladis¢enja vkljucene tri oljarne z obmoc¢ja slovenske Istre (Marezige, Krkavée, Smarje), ki so po
koli¢inski predelavi med vecjimi oljarnami. Za locevanje olj¢cnega olja od trdega dela in vode
uporabljajo oljarne tehnoloski postopek kontinuirane pridelave oljk z dvofaznim dekanterjem, pri
katerem nastajajo mokre oljcne tropine. Zaradi laZjega odvzema vzorcev je bil v vsaki izbrani oljarni
namescen 200-litrski nepropustni zabojnik z odzracevalniki, v katere so bili takoj po lo¢evanju olja od
trdnih delcev in vode shranjene mokre olj¢ne tropine (slika 1).

Slika 1: Shranjevanje in vzorcenje olj¢nih tropin 26. oktobra 2023

Spremljanje vsebnosti fenolnih spojin v shranjenih olj¢nih tropinah je potekalo dve zaporedni leti. V
letu 2022 so bile tropine v zabojnik shranjene 26. oktobra, v letu 2023 pa 6. novembra. Za dolo¢anje
vsebnosti fenolnih spojin v mokrih olj¢nih tropinah so bili vzorci odvzeti na sedem datumov (okvirno
0, 15, 45, 90, 180, 365 dni od zacetka skladis¢enja). V sezoni 2022/2023 so bila vzor¢enja izvedena na
te datume:1. vzoréenje 26. 10. 2022; 2. vzorenje 2. 11. 2022; 3. vzoréenje 10. 11. 2022; 4. vzorlenje
9.12. 2022; 5. vzorcenje 30. 1. 2023; 6. vzorCenje 24. 4. 2023 in 7.vzorcenje 23. 10. 2023. V sezoni
2023/2024 pa so bila izvedena na te datume: 1. vzoréenje 6. 11. 2023; 2. vzorcenje 13. 11. 2023;
3. vzorCenje 21. 11. 2023; 4. vzorcenje 20. 12. 2023; 5. vzorcenje - 6. 2. 2024; 6. vzorcenj 7. 5. 2024,
7.vzorCenje 15. 11. 2024).

Pred vsakim izvedenim vzorcenjem so bile oljéne tropine premesane, da bi zagotovili ¢im vecjo
homogenost vzoréene mase. Homogenizaciji je sledil odvzem vzorca. V vsakem zabojniku smo na
izbrane datume odvzeli 5 L vzorca oljénih tropin (slika 2). Odvzeti vzorci (1 vzorec/oljarno) so bil nato
v laboratoriju z meSalom ponovno homogenizirani. Za zagotovitev reprezentativnosti in ponovljivosti
so bili iz vsakega osnovnega vzorca odvzeti trije podvzorci.



§m L A
Slika 2: Odvzeti vzorci olj¢nih tropin
2.1.2 Liofilizacija

Vzorci so bili nato do postopka liofilizacije shranjeni pri temperaturi —20 °C in pred postopkom
liofilizacije zdrobljeni na manjse dele. Liofilizacija (slika 3) je potekala v laboratorijskem liofilizatorju
Martin Christ ALPHA 1-2 LDplus. Liofilizacija je potekala kontinuirano vsaj 72 ur, dokler masa izbranega
vzorca ni dosegla konstantne vrednosti. Po koncani liofilizaciji so bile posusene tropine zdrobljene in
do priprave ekstraktov hranjene v hladilniku pri temperaturi 6 °C.

Slika 3: Laboratorijski liofilizator Martin Christ ALPHA 1-2 LDplus in liofiliziran vzorec oljénih tropin
2.1.3 Analiza vzorcev

Priprava standardov za umeritveno krivuljo



Osnovne kalibracijske raztopine tirozola, hidroksitirozola, luteolina, apigenina in olevropeina smo
pripravili tako, da smo zatehtali pribliZzno 10 mg posameznega standarda z natancnostjo 0,01 mg v
10 mL merilno bucko in dopolnili do oznake z raztopino metanol/voda (80/20 v/v).

Osnovno kalibracijsko raztopino verbaskozida smo pripravili tako, da smo v 25-mililitrsko merilno
bucko zatehtali 10 mg verbaskozida z natanc¢nostjo 0,01 mg in dopolnili do oznake z raztopino
metanol/voda (80/20 v/v).

Delovne kalibracijske raztopine smo pripravili z red¢enjem osnovnih kalibracijskih raztopin. Za vsako
kalibracijsko tocko (KAL 1-KAL 5) smo v 10-mililitrsko merilno buc¢ko odmerili ustrezen volumen
osnovne kalibracijske raztopine in osnovne kalibracijske raztopine verbaskozida po spodnjem
postopku:

— KAL 1: 0,1 mL osnovne kalibracijske raztopine + 0,25 mL osnovne kalibracijske raztopine
verbaskozida,

— KAL 2: 0,5 mL osnovne kalibracijske raztopine + 1,25 mL osnovne kalibracijske raztopine
verbaskozida,

— KAL 3: 1,0 mL osnovne kalibracijske raztopine + 2,5 mL osnovne kalibracijske raztopine
verbaskozida,

— KAL 4: 2,0 mL osnovne kalibracijske raztopine + 5,0 mL osnovne kalibracijske raztopine
verbaskozida,

— KALS5: 5,0 mL osnovne kalibracijske raztopine.

Poleg kalibracijskih raztopin smo pripravili tudi kalibracijsko raztopino za hidroksitirozol z visjo
koncentracijo. To smo pripravili tako, da smo v 10-mililitrsko merilno bucko zatehtali 20 -mg
hidroksitirozola z natanc¢nostjo 0,01 mg. Merilne bucke smo v vseh primerih dopolnili do 10 mL z
raztopino metanol/voda (80/20, v/v). Za peto kalibracijsko tocko verbaskozida smo uporabili kar
osnovno kalibracijsko raztopino verbaskozida.

Na tekocinskem kromatografu smo injicirali po 20 puL posamezne kalibracijske raztopine.

Priprava vzorcev

V 100-mililitrsko erlenmajerico smo zatehtali 1 g uprasenega vzorca in ga 30 min ekstrahirali z 12 mL
metanola na magnetnem mesalu pri 60 °C. Ohlajen vzorec smo prefiltrirali skozi filter papir modri trak
v 100-mililitrsko bucko z okroglim dnom, erlenmajerico in filter pa smo spirali z metanolom. Prefiltriran
ekstrakt v bu¢ki smo do suhega posusili na rotavaporju (BUCHI R-210 ali BUCHI R-300) pri 40 °C.
Posusen ostanek smo rekonstituirali z 2 mL raztopine metanol/voda (80/20 v/v). Ekstrakt vzorca smo
prefiltrirali skozi @ 13 mm ISO disc PVDF filter (0,45 pm) v 2-mililitrsko vialo.

HPLC-analiza

Za analizo fenolnih spojin smo uporabili visokotlaéni tekocinski kromatograf Agilent 1260, opremljen
z masnim spektrometrom s trojnim kvadrupolom Agilent 6420 (LC-MS/MS). V tropinah smo dolocili
devet fenolnih spojin: hidroksitirozol glukozid, hidroksitirozol, salidrozid, tirozol, verbaskozid, luteolin-
7-glukozid, oleacein, apigenin-7-glukozid, komselogozid, luteolin in apigenin. Dololitev posameznih
spojin je temeljila na primerjavi retencijskih ¢asov in masnih fragmentov z ustreznimi standardi, ce so
bili ti na voljo.

Kvantifikacijo fenolnih spojin smo izvedli z uporabo zunanjih standardov. Za spojine, za katere
standardi niso bili na voljo, in neasignirane fenolne spojine smo kvantifikacijo izvedli glede na
hidroksitirozol.



Analize smo izvedli na tekocinskem kromatografu Agilent 1260 z diodnim detektorjem (DAD) na koloni
Synergi 4u Hydro RP80A (H18-272538; KN18). Uporabljen eluacijski gradient je bil voda/mravlji¢na
kislina (99,9:0,1, v/v) (A) in acetonitril/metanol/mravlji¢na kislina (49,95:49,95:0,1, v/v) (B). Pretok je
bil 1 mL/min. Uporabljena sta bila dva gradientna sistema, in sicer: 0 min 4 % B, 40 min 50 % B, 45 min
60 % B, 60 min 100 % B, 70 min 100 % B, 72 min 4 %. Po analizi je sledil 10-minutni postopek za
uravnoteZenje in izpiranje kolone. Temperatura kolone je bila nastavljena na 20 °C, vbrizgani volumen
za vsak vzorec pa je znasSal 5 pL.

3 Reuzultati in diskusija

3.1 Sestava fenolnih spojin v oljcnih tropinah

Olj¢no olje vsebuje 98-99 % triacilglicerolov (mascob) in 1-2 % minornih spojin. Zastopanost minornih
sestavin v olj¢nem olju je odvisna od Stevila biosinteti¢nih reakcij, ki so povezane s podnebjem, sorto,
padavinami, tlemi, agrotehni¢nimi ukrepi, zrelostjo plodov, nacinom predelave in skladiscenjem. Prav
zaradi vseh nastetih dejavnikov minorne sestavine niso vedno enako zastopane (Bucar-Miklavcic in
sod., 2016).

PomembnejSe minorne sestavine so: steroli (fitosteroli); vitamin E (alfa-tokoferol), hlapne in
aromatske spojine in fenolne spojine (imenovane tudi biofenoli ali polifenoli) (Buc¢ar-Miklavcic in sod.,
2016 a; Obied in sod., 2007).

Med glavnimi fenolnimi spojinami, ki jih najdemo v plodovih oljk, so: fenolni alkoholi (hidroksitirozol,
tirozol, salidrosid); sekoiridoidi (olevropein, ligostrozid, oleokantal, oleacein, komselogozid);
flavonoidi v prosti ali glukoidni obliki (luteolin, apigenin); lignani (pinorezinol) in fenolne kisline
(verbaskozid, kavna kislina, galna kislina) (Paz Otero in sod., 2021). Najpomembnejsi med nastetimi so
znacilni samo za oljke, oljcne liste in olj¢no olje.

Pri mehanski predelavi oljk pride do poskodb plodov in celi¢nih struktur, kar sproZi biokemicno
pretvorbo sekoiridoidnih spojin v derivate olevropeina in ligstrozida. Kljuéno vlogo imajo pri tem
endogeni encimi esteraze in B-glukozidaze, ki pri optimalni temperaturi med 10 in 45 °C (odvisno od
sorte oljk) katalizirajo hidrolizo sekoiridoidnih glikozidov (npr. olevropeina in ligstrozida), kar vodi do
nastanka njihovih aglikonskih oblik (olevropein aglikona (O-Agl); ligostozid aglikona (L-Agl))
(Romero-Segura in sod., 2009; Peres 2015). Nestabilni aglikoni se nato zaradi antioksidativhega
razpada pretvorijo v stabilnejsi obliki oleacein in oleokantal. Vse dokler sekoiridoidi ne zreagirajo do
svojih konénih oblik, to je aromatskih alkoholov tirozola (nastane iz ligstrozida) in hidroksitirozola
(nastane iz olevropeina) (Bucar-Miklavcic in sod., 2016 a).

Skupni fenoli

Fenolne spojine so topne v vodi, zato se med ekstrakcijo olj¢nega olja le manjsi deleZ (1-2 %) prenese
v oljno fazo, medtem ko vedji (priblizno 98 %) ostane porazdeljen med vodno (53 %) in trdno (45 %)
fazo (Rodis in sod., 2012). DeleZ fenolnih snovi in sestava sta mocno odvisna od sorte oljk, porekla,
podnebnih razmer, zorenja plodov, tehnologije pridelave in postopka predelave oljk (Obied in sod.,
2008). Rezultati analize olj¢nih tropin, odvzetih v treh izbranih oljarnah z obmodja slovenske Istre, kjer
za ekstrakcijo olja uporabljajo tehnologijo z dvofaznimi dekanterji, so pokazali, da so se vrednosti
vsebnosti skupnih fenolnih spojin v olj¢nih tropinah, gibale med 6,77 g/kg s. s. (1,93 g/kg) in 26,55 g/kg
s. s. (7,94 g/kg) (povpredje 14,62 g/kg s. s. oz. 3,72 g/kg) (preglednica 1). To je bilo ugotovljeno tudi v
predhodni raziskavi, ki je bila na obmocju slovenske Istre izvedena leta 2018 v okviru projekta CRP V4-
1621, kjer je bila analizirana fenolna sestava olj¢nih tropin pri razlicnih tehnologijah predelave oljk
(Podgornik in sod., 2019). Visje vsebnosti fenolnih spojin v olj¢nih tropinah slovenske Istre je mogoce
pripisati sorti 'Istrska Belica', saj je te sorte vec kot 50 % vseh olj¢nih dreves na tem obmocju (Register
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kmetijskih gospodarstev, 2022) in ta slovi po visoki vsebnosti fenolnih spojin. V olj¢nih oljih sorte
'Istrska belica' se vsebnost fenolnih spojin lahko giblje med 0,401 in 1,274 g/kg (Buéar-Miklavci¢ in
sod., 2016 b; Podgornik in sod., 2023, Podgornik in sod., 2024). Na vsebnost fenolnih spojin v olj¢nih
tropinah pa gotovo vplivajo tudi tehnologija pridelave in vremenske razmere. To je razvidno tudi iz
rezultatov, prikazanih na sliki 5, ki kaZejo izrazito medletno nihanje vsebnosti fenolnih spojin v olj¢nih
tropinah. V letu 2022, ko smo beleZili ekstremno suso in je skupno padlo pol manj padavin (669 mm)
kot v letu 2023 (1188 mm) so bile vsebnosti skupnih fenolov v olj¢nih tropinah izrazito visje (Podgornik
in sod., 2024). Susni stres je v letu 2022 vplival na vecjo dejavnost antioksidativnih encimov in
kopiéenje fenolnih spojin (Dias in sod., 2019; TomaZic¢, 2019). Zaradi tega so bile v olj¢nih oljih sorte
'Istrska belica' v letu 2022 izmerjene izjemno visoke koncentracije skupnih biofenolov 0,784-1,274
g/kg, medtem ko so bile v letu 2023 te znatno nizje (0,431-0,902 g/kg) (Podgornik in sod., 2024).

Rezultati spremljanja dinamike fenolnih spojin v olj¢nih tropinah so pokazali, da se skupna vsebnost
fenolov med skladis¢enjem spreminja (slika 4). Zmanjsanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin je
mogoce pripisati oksidativni in mikrobni razgradnji fenolnih spojin, ki je odvisna od vpliva svetlobe,
temperature, kislin, baz in encimov (Johnson in Mitchell, 2018; Ramirez in sod., 2022 — hrvaska
diploma), sicer pa lahko razgradnja celi¢nih struktur vpliva na povecano vsebnost fenolnih spojin v
analiziranemu ekstraktu.
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Slika 4: Dinamika vsebnosti skupnih fenolnih spojin v olj¢énih tropinah v ¢asu skladis¢enja
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Preglednica 1: Primerjalna preglednica znacilnosti olj¢nih tropin takoj po predelavi in po 365 dneh skladis¢enja (CS — potrjene na osnovi standarda, MS —
potrjene na osnovi masnega spektra)

Parameter (na suho snov)

Sestava tropin — 2-fazni
dekanterji (Podgornik in

Sestava tropin — 2-fazni
dekanterji — 0 dni po

Sestava tropin — 2-fazni
dekanterji — 365 dni po

sod., 2022) predelavi oljk predelavi oljk
povprecje interval povprecje interval povprecje interval
(g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg) (g/kg)
asignirane fenilni alkoholi hidroksitirozol  glukozid 0,44 0,14-0,97 0,40 0,22-0,71 0,11 0,06-0,17
(znane) fenolne (MS)
spojine) hidroksitirozol 3,20 0,15-8,51 | 0,94 0,50-1,85 5,83 2,00-9,16
salidrozid 0,16 0,08-0,40 0,78 0,17-2,29
tirozol 0,53 0,18-0,96 | 0,25 0,11-0,38 1,27 0,62-1,80
feniletanoidni glukozidi verbaskozid 2,43 0,08-8,37 2,73 0,23-3,62 0,31 0,01-1,08
Flavonoidi luteolin-7-glukozid 0,34 0,09-0,90 0,00 0,00-0,01 0,01 0,00-0,02
oleacein 6,03 0,35-11,56 0,20 0,01-0,49
apigenin-7-glukozid 0,01 0,00-0,03 0,03 0,01-0,04
komselogozid 0,54 0,23-0,86 0,16 0,02-0,22
luteolin 0,71 0,31-1,37 | 0,27 0,10-0,40 0,26 0,13-0,39
apigenin 0,11 0,06-0,18 | 0,02 0,00-0,03 0,03 0,00-0,04
skupne asignirane (znane) fenolne spojine 6,77 1,39-0,01 11,36 3,33-17,77 8,99 4,36-13,47
skupne neasignirane (neidentificirane) spojine, izrazene kot 12,52 3,33-25,39 | 6,57 4,48-8,78 6,80 4,31-10,28
hidroksitrozol tirozol
skupne fenolne spojine 17,60 5,41-36,07 | 17,93 7,81-26,55 15,79 9,35-23,74
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Sestava fenolnih spojin

Pri predhodno izvedeni raziskavi v okviru projekta CRP V4-1621 (Podgornik in sod. 2022) je bilo
ugotovljeno, da v olj¢nih tropinah, pridobljenih s sistemom predelave z 2-faznim dekanterjem, med
fenolnimi spojinami prevladujeta hidroksitirozol (0,148—8,505 g/kg s. s.) in verbaskozid (preglednica
1). V olj¢nih tropinah iz sistema predelave z 2-faznim dekanterjem so bile ugotovljene tudi druge
fenolne spojine, kot so hidroksitirozol glukozid, tirozol glukozid, tirozol, luteolin-7-O-glukozid, luteolin
in apigenin, vendar v znatno manjsih koncentracijah. Rezultati raziskave so delno primerljivi s
Stevilnimi drugimi raziskavami (Japdn-Lujan in Luque de Castro, 2007; Rubio-Senent in sod., 2012), v
katerih je bilo ugotovljeno, da je hidroksitirozol (1,624 in 2,872 g/kg s. s.) glavna fenolna spojina olj¢nih
tropin. Olj¢ne tropine iz slovenske Istre se v primerjavi z oljcnimi tropinami iz drugih raziskav razlikujejo
po visji vsebnosti verbaskozida, ki najverjetneje izhaja iz stopnje (ne)zrelosti predelanih oljk in razlicne
vsebnosti rastlinske vode v olj¢nih tropinah.

Pri tem je treba poudariti, da so imele olj¢ne tropine, vzoréene v sezoni 2022 in 2023 v treh izbranih
oljarnah iz slovenske Istre, takoj po locevanju olja od trdnih delcev in vode drugacno zastopanost
fenolnih spojin. V sveZe odvzetih vzorcih olj¢nih tropin iz dvofaznega sistema sta kolicinsko
prevladovala oleacein (53%) in verbaskozid (24 %) (sliki 5 in 6). Kljub vsemu pa se je po letu dni
skladiscenja sestava fenolnih spojin v olj¢nih tropin izrazito spremenila in se koli¢insko pribliZala tisti,
ki je bila ugotovljena v predhodni raziskavi projekta CRP V4-1621 (Podgornik in sod., 2019).

Analiza je pokazala, da se je vsebnost hidroksitirozola (z 0,94 na 5,82 g/kg s.s.), tirozola (z 0,25 na 1,27
g/kg s.s.) in salidrozid (z 0,16 na 0,79 g/kg s.s.) moc¢no povecala, medtem ko se je vsebnost oleoceina
(s 6,03 na 0,21 g/kg s.s.) in hidroksitirozol glukozida (s 0,40 na 0,11 g/kg s.s.) mo¢no zmanjsala (sliki 6
in 7). S skladis¢enjem se je zmanjsala tudi vsebnost verbaskozida in komselogozida. Izrazito zmanjsanje
vsebnosti oleaceina in povecanje hidroksitirozola je najverjetneje posledica delovanja endogenih
encimov esteraze in B-glukozidaze, ki so kompleksne fenolne spojin razgradili v enostavnejse
produkte, kot je hidroksitirozol (sliki 6 in 7).

Sestava fenolnih spojin v olj¢nih tropinah
0 dni po predelavi

hidroksitirozol glukozid; 0.40
luteolin; 0.27

=
A hidroksitirozol; 0.94

® | komselogozid; 0.54 /, IO
salidrozid; 0.

tirozol; 0.25

verbaskozid; 2.73

oleacein; 6.03

Slika 5: Sestava fenolnih spojin v oljénih tropinah v mg/kg s.s. 0 dni po predelavi oljk
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Sestava fenolnih spojin v oljénih tropinah

Qseec 365 dni po predelavi oljk D
luteolin; 0.26
= n
oleacein; 0.21 ‘ hidroksitirozol glukozid; 0.11
\
:  \
verbaskozid; 0.32
hidroksitirozol; 5.82
3 tirozol; 1.27
»
salidrozid; 0.79

Slika 6: Sestava fenolnih spojin v oljénih tropinah v mg/kg s.s. 365 dni po predelavi oljk

NajizrazitejSe spremembe v koncentracijah prevladujocih fenolnih spojin (oleaceina v zacdetku
skladis¢enja in hidroksitirozola ob koncu skladis¢enja) so bile ugotovljene v prvih sedmih dneh
skladiS$¢enja oljcnih tropin. Vsebnost oleaceina se je v prvem tednu skladiS¢enja v letu 2022 zmanjsala
za 51,05 % in sicer s 7,13 na 3,49 g/kg s. s. Do konca 365-dnevnega skladis¢enja se je koncentracija
znizala na samo 0,203 g/kg s. s. Podoben trend zmanjsevanja vsebnosti oleaceina smo zabelezZili tudi
v letu 2023, ko se je zaCetna koncentracija 1,86 g/kg s. s. po sedmih dneh skladis¢enja zmanjsala na
0,414 g/kg s. s. oziroma za 77,74 % in po koncanem skladis¢enju dosegla vsebnosti, nizje od 0,191 g/kg
s. s. (slika 7). Nasprotno pa se je koncentracija hidroksitirozola v ¢asu skladis¢enja znatno povecala. V
letu 2022 so je vsebnost hidroksitirozola z 0,79 g/kg s. s. po sedmih dneh skladis¢enja povzpela na
3,20 g/kg s. s. in ob koncu skladis¢enja dosegla vrednost 6,45 g/kg s. s. V letu 2023, ko smo zaradi
velikega napada oljéne muhe in zaradi tega velike poSkodovanosti plodov, ki je vplivala na aktivacijo
B-glukozidaze in razgradnjo olevropeina (Peres, 2015) Se pred predelavo oljk, beleZili nekoliko visje
zacetne koncentracije hidroksitirozola (1,52 g/kg s. s.), pa so se po sedmih dneh skladi$¢enja vrednosti
dvignile na 3,00 g/kg s. s. in ob koncu skladi$¢enja dosegle 4,38 g/kg s. s. (slika 7). Povecanje vsebnosti
hidroksitirozola v Casu skladis¢enjem so potrdili tudi Fekia in sod. (2006), ki so proucevali vpliv
skladis¢enja odpadne vode iz predelave oljk na vsebnost hidroksitirozola. Ugotovili so, da je vsebnost
hidroksitirozola narasla z 0,98 na 3,5 g/L. Povecanje vsebnosti hidroksitirozola med skladis¢enjem
olj¢nih tropin in odpadne vode lahko ob neposrednem nanosu na tla poveca okoljsko tveganje zaradi
antimikrobnih in fitotoksi¢nih ucinkov. Hkrati lahko negativno vpliva tudi na vodne organizme, saj je
dokazano, da se riba gambuzija (Gambusia affinis) in vodna bolha (Daphnia magna) lahko zastrupita
Ze po 15-minutni izpostavljenosti derivatom fenolnih spojin pri koncentraciji 0,04 g/L (Angus, 1983.
Mekki in sod., 2007).
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Slika 7: Dinamika vsebnosti oleaceina (%), hidroksitirozola (%), hidroksitirozol glukozida (%), tirozola
(%), verbaskozida (%) in salidrozida (%) v olj¢nih tropinah v ¢asu enoletnega skladis¢enj
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Zakonodaja

Zaradi zgoraj omenjenih okolijskih tveganj in koli¢inskih omejitev uporabe olj¢nih tropin na kmetijskih

.....

zakonodajne okvire za ravnanje z olj¢nimi tropinami.

V Sloveniji je bila leta 2015 sprejeta Uredba o odpadkih (Uradni list RS, $t. 184/15), s katero so bili med
odpadke uvrsceni tudi stranski produkti oljkarstva. V letu 2022 je Vlada RS sprejela Uredbo o uporabi
olj¢nih tropin in rastlinske vode za gnojenje (Uradni list RS, 5t.10/22), v kateri je dolo¢eno, da so oljéne
tropine in rastlinska voda organsko gnojilo, ¢e se za gnojenje uporabijo najpozneje v 24 urah od
njihovega nastanka oziroma Ce je od zacetka polnjenja skladis¢a oziroma od vsakega predhodnega
popolnega praznjenja skladi¢a preteklo najvec stirinajst dni. Ce se skladis¢e popolnoma ne izprazni v
14 dneh, te oljcne tropine in rastlinska voda postanejo odpadek, ki se mora predelati v skladu
s predpisom, ki ureja predelavo biolosko razgradljivih odpadkov in uporabo komposta ali digestata.

Na Hrvaskem je sistem obravnave olj¢nih tropin urejen z zakonom o ravnanju z odpadki (Zakon o
gospodarenju otpadom, Narodne novine, st. 84/21 in 142/23 — Odluka USRH) in pravilnikom o
ravnanju z odpadki (Pravilnik o gospodarenju otpadom, Narodne novine, st. 106/22), ki doloca da se
olj¢ne tropine lahko vpisejo v register stranskih proizvodov. Za vpis olj¢nih tropin v register stranskih
proizvodov je treba predloZiti:

— kopijo pogodbe ali drugega dokumenta, ki ureja poslovni odnos med imetnikom oljénih tropin
in lastnikom kmetijskega zemljis¢a, na katerem se bodo te uporabljale, ali izjavo proizvajalca
tropin o nameri, da jih bo uporabljal na svojem zemljiscu;

— dokazilo o razpolaganju s kmetijskim zemljis¢em;

— fizikalno-kemiéno analizo tropin iz akreditiranega laboratorija, v kateri so razvrs¢ene kot
gnojilo ali sredstvo za izboljSanje tal, opis in shemo tehnoloSkega postopka proizvodnje
olj¢nega olja in dokazilo o uporabi olj¢nih tropin kot gnojila ali sredstva za izboljSanje tal v
skladu s posebnim predpisom s podrocja kmetijstva (Ministarstvo poljoprivrede Republike
Hrvatske, 2025)

V Spanij, kjer prevladuje predelava oljk z uporabo dvofaznih dekanterjev, kraljevi odlok 506/2013
(BOE, 2013 — Real Decreto 506/2013) dovoljuje uporabo olj¢nih tropin na kmetijskih tleh za izboljsanje
fizikalno-kemicénih lastnosti tal, samo ce so te pred nanosom posusene ali predelane v kompost z
zahtevano vsebnostjo hranil, vlage (najve¢ 40%) in skupnih fenolnih spojin (0,8 % ali 8 g/kg) (BOE, 2022
— Orden TED/92/2022; BOE, 2013 — Real Decreto 506/2013).

Popolnoma drugacen sistem obravnave olj¢nih tropin in vegetacijske vode imajo v Italiji, kjer
prevladuje predelava oljk z uporabo trofaznih dekanterjev. Tam se na podlagi zakona o kmetijski
uporabi vegetacijske vode in vlaznih tropin (Utilizzazione agronomica delle acque di vegetazione e
delle sanse umide, $t. 574, 11. november 1996) rastlinska voda in vlazne olj¢ne tropine, ki nastanejo
pri mehanski predelavi oljk brez dodatkov, lahko nadzorovano uporabljajo kot naravno gnojilo za
stranka vsaj 30 dni pred uporabo predloziti strokovno porocilo o pedoloskih, geomorfoloskih in
hidroloskih lastnostih tal, okoljski ustreznosti lokacije, predvidenem casu nanosa in tehnologiji
razporejanja, kar zagotavlja preprecevanje onesnazenja. Omejitve glede raztrosa tropin so dolo¢ene
na nivoju lokalnih skupnosti v odvisnosti od tveganj onesnaZevanja z vodami in drugimi okoljskimi
dejavniki. S skladis¢enje rastlinskih voda in tropin je v nekaterih primerih omejeno na najvec 30 dni v
ustreznih silosih, cisternah ali zbiralnikih (podzemnih ali nadzemnih), ki so lahko namesceni v oljarni
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ali na drugih primernih mestih, s ¢cimer se zagotavlja varnost okolja in preprecuje nastanek neprijetnih
vonjav ali drugih okoljskih tveganj (Regione FVG, 2018).

4. Zakljucki

Rezultati raziskave so pokazali, da imajotropine slovenskega porekla podobno vsebnost skupnih
fenolnih spojin (2-8 g/kg), kar je primerljivo s podatki iz preteklih studij. Pri tem je treba poudariti, da
je bila ugotovljena velika medletna variabilnost v vsebnosti fenolnih spojin, ki je neverjetneje posledica
vpliva sorte oljk, tehnologije predelave, vremenskih razmer in agrotehnicnih ukrepov. Pomembna
variabilnost v vsebnosti in sestavi fenolnih spojin je bila ugotovljena tudi med skladis¢enjem. V sveZih
oljénih tropinah, odvzetih takoj po locevanju olja od trdnih delcev in vode, so prevladovali
kompleksnejse fenolne spojine kot sta oleacein in verbaskozid, medtem ko se je med skladis¢enjem
koli¢insko izrazito povecala vsebnost enostavnejsih fenolnih spojin, predvsem hidroksitirozola.
NajizrazitejSe spremembe so bile zabeleZene Ze v prvih sedmih dneh skladis¢enja, ko je vsebnost
hidroksitirozola narasla z 0,94 na 5,82 g/kg s.s., tirozola z 0,25 na 1,27 g/kg s.s., salidrozida z 0,16 na
0,79 g/kg s.s., medtem ko sta se vsebnosti oleaceina (s 6,03 na 0,21 g/kg s.s.) in hidroksitirozol
glukozida (s 0,40 na 0,11 g/kg s.s.) moc¢no zmanjsali. Dejstvo je, da so oksidativni, encimski in
mikrobioloski procesi v ¢asu skladis¢enja vplivali na razgradnjo kompleksnejsih sekoiroidnih spojin v
enostavnejse aromatske alkohole.

Ceprav derivati hidroksitirozol in hidroksitirozol dokazano pozitivno ucinkuje na zdravje ljudi, lahko
povisana vsebnost tega v skladis¢enih tropinah pomembno prispeva k povecanju okoljskega tveganja
ob neposrednem nanosu na kmetijska zemljis¢a. Skupni fenoli imajo namre¢ dokazano antimikrobno
in fitotoksi¢no delovanje, ki lahko ob povisanih koncentracijah v tleh inhibira rast rastlin ter negativno
vpliva na talne in vodne (mikro)organizme. Zaradi velikih okoljskih tveganj, ki lahko nastanejo pri
neposrednemu nanosu oljénih tropin na tla, so drzave ¢lanice EU vzpostavile razlicne zakonodajne
mehanizme, ki opredeljujejo nacin uporabe ostankov oljkarske industrije na kmetijskih tleh.

Zakonodajni okviri in regulativni ukrepi, ki urejajo uporabo oljénih tropin, so obi¢ajno prilagojeni
specificnim regionalnim okoljskim in gospodarskim razmeram ter usklajeni z nacionalnimi
okoljevarstvenimi strategijami in organiziranostjo javne uprave. Neposredna implementacija
zakonodaje iz drugih drzav ni smiselna. Zakonodajni okvir je treba oblikovati v skladu z lokalnimi
ekoloskimi, agronomskimi in prostorskimi dejavniki, ob hkratnem upostevanju koli¢ine nastalih tropin,
potrebnih vlaganj v obdelavo ter dolgorocnih ucinkov na okolje in agroekosisteme.

Pomembno je omejiti koli¢ine raztrosa od vodnih virov, koli¢ine tropin za raztros pa ovrednotiti glede
na okoljske razmere v odvisnosti od vsebnosti skupnih fenolov (tako kot je primer v Spaniji).

5. Zahvala

Avtorji se zahvaljujejo financerjem projekta (Javni agenciji za raziskovalno dejavnost, Ministrstvu za
kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano), oljarjem slovenske Istre, sodelavcem Instituta za oljkarstvo ZRS
Koper in vsem, ki so med letoma 2022 in 2025 kakor koli sodelovali pri izvedbi raziskave.
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