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Przeprowadzono ocene jakosci mikrobiologicznej 17 rynkowych olejow
tloczonych na zimno. Ogolna liczba drobnoustrojow w badanych olejach
ttoczonych na zimno wahata si¢ od 0 do 1,4 103 jtk/cm3, natomiast liczba drozdzy
od 0 do 1,2102 jtk/em3. W badanych olejach nie stwierdzono obecnosci plesni
oraz bakterii lipolitycznych i beztlenowych. W siedmiu probkach nie stwierdzono
wzrostu zadnych drobnoustrojow.

Stowa kluczowe: oliwa z oliwek extra virgin, oleje ttoczone na zimno, jakos$¢
mikrobiologiczna, drobnoustroje.
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Oleje ttoczone na zimno, a wérdd nich ceniona od wiekow dziewicza oliwa (extra
virgin) to oleje uzyskane, wylacznie metodami mechanicznymi przez tloczenie
lub odwirowanie oleju. Oleje te nie sa poddawane chemicznemu oczyszczaniu
- dopuszczona jest jedynie naturalna dekantacja, filtrowanie lub odwirowanie
zanieczyszczen statych (1).

Jako$¢ olejow tloczonych na zimno zalezy gtownie od jako$ci surowca uzytego do
tloczenia (2, 3). Niska jakos$¢ surowca (uszkodzenie nasion/owocdw, wysoki stopien
zanieczyszczenia chemicznego - metale cigzkie, pozostatosci $rodkow ochrony
ro$lin, WWA- wysokie zanieczyszczenie mikrobiologiczne nasion - liczne bakterie,
drozdze, czy plesnie — mikotoksyny) wptywa na zta jakos¢ oleju, dyskwalifikujac
go pod wzgledem bezpieczenstwa zdrowotnego (4, 5, 6). Oleje charakteryzuja
si¢ $§ladowa iloscia wody, wigc nie sa odpowiednim $rodowiskiem do rozwoju
drobnoustrojow, jednakze wykorzystanie tych olejow do celow kulinarnych do
przygotowania sosOw, majonezow czy satatek moze stwarza¢ zagrozenie zwigzane
z rozwojem mikroorganizméw (7). Jednoczesnie brakuje danych literaturowych,
szczegblnie nowych, dotyczacych bezpieczenstwa mikrobiologicznego olejow
ttoczonych na zimno z nasion poza nielicznymi dotyczacymi dziewiczej oliwy z
oliwek (8, 9, 10).
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Celem pracy byto opracowanie wtasciwej metodyki oznaczen mikrobiologicznych
1 proby oceny czysto$ci mikrobiologicznej wybranych olejow tloczonych na zimno,
w tym dziewiczej oliwy z oliwek.

MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowito 17 olejow, w tym 8 prob oliwy z oliwek extra virgin
oraz 9 olejoéw z nasion (2 stonecznikowe, 1 kukurydziany, 1 z pestek winogron, 1
z pestek dyni, 1 arachidowy, 1 sezamowy, 1 sojowy, 1 rzepakowy), zakupionych
w handlu detalicznym. Byly to marki dominujace na rynku polskim, pochodzace z
Hiszpanii, Wloch, Grecji, Niemiec, Polski, Austrii. Wszystkie oleje byly w okresie
przydatnosci do spozycia, w butelkach z ciemnego szkta. Przechowywano je w
ciemnym i suchym miejscu w temperaturze pokojowe;j.

Badaniamikrobiologiczne obejmowaty oznaczenieogdlnejliczby drobnoustrojow,
oznaczenie liczby grzybow, oznaczenie liczby bakterii lipolitycznych oraz liczby
bakterii beztlenowych. Wszystkie oznaczenia wykonano w trzech powtdrzeniach.
Ogolna liczbe drobnoustrojow oznaczano metoda hodowlana, ptytkowa posiewajac
wglebnie 1 cm?® probki bezposrednio lub po rozcienczeniu 1:10 na podioze
bulionowe z agarem (11). Po 48-72 h hodowli w temp. 28°C liczono kolonie, wyniki
interpretowano zgodnie z PN-ISO 4833. Oznaczenie liczby grzybow (drozdzy i
plesni) wykonano na podtozu Sabouranda z glukoza. Probki inkubowano w temp.
28-30°C przez 48-96 h (12). Oznaczenie liczby bakterii lipolitycznych
przeprowadzono na podlozu z tributyryna (11). Probki inkubowano 72 h w
temperaturze 30°C. Liczbg bakterii beztlenowych oznaczano na podlozu Wilson
- Blaira (12). Po wykonanym metoda wgl¢bna posiewie na ptytki wylewano
dodatkowo 2% agar w celu oddzielenia hodowli od tlenu atmosferycznego. Do
izolacji wyrostych kolonii wykorzystano bulion zwykty, brzeczke (11) i podtoze
Mc Conkey’a (12).

Identyfikacje¢ wyizolowanych szczepow prowadzono wedlug schematu
Vanderzanta i Nickelsona w modyfikacji (13). Do identyfikacji drozdzy zastosowano
réwniez paski diagnostyczne Api 20 C AUX [BioMerieux], a do identyfikacji
gronkowcoéw, mikrokokoéw 1 spokrewnionych rodzajow zestaw Api Staph
[BioMerieux]. Oznaczenia wykonano w trzech powtorzeniach.

Do oznaczenia poszczeg6lnych grup drobnoustrojow potrzebna byta modyfikacja
zastosowanych podtozy i plynéw do rozcienczen poprzez dodatek odpowiedniej
ilosci czynnika zestalajacego i emulgatora. Optymalna dawka agaru Bacto do
podtozy wynosita 4%. Do przygotowania ptynow do rozcienczen uzyto 8 cm?® ptynu
Ringera i 1 cm® Tweenu 80. W posiewie bezposrednim zastosowano 1 cm?® 25%
Tweenu 80.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Dotychczasowe polskie wymagania dotyczace jako$ciolejow ttoczonych na zimno
i oliwy z oliwek pomijaja aspekty mikrobiologiczne. Brakuje norm jak rowniez
metodyki wykonania oznaczen mikrobiologicznych dla tego rodzaju produktéw, co
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miedzy innymi byto przedmiotem niniejszych badan. Ustalono optymalna dawke
agaru Bacto do podtozy, ktora wynosita 4% oraz opracowano sktad ptyndéw do
rozcienczen. Stwierdzono, ze do przygotowania plynow do rozcienczen powinno
stosowac si¢ 8 cm® ptynu Ringera i 1 cm® Tweenu 80. W posiewie bezposrednim
réwniez wprowadzono modyfikacje¢ uzywajac dodatkowo 1 cm? 25% Tweedu 80.

Ogolna liczba drobnoustrojow w badanych oliwach z oliwek wahala si¢ od 0
do 1,6¢ 107 jtk/cm?, natomiast liczba drozdzy od 0 do 4,6°10' jtk/cm? (ryc. 1). Bez
zanieczyszczen mikrobiologicznych byta jedna probka oliwy. Prawdopodobnie
wigkszos¢ produkowanych probek oliwy byla rozlewana przez dystrybutoréw,
co moglo byé przyczyna wigkszego zanieczyszczenia mikrobiologicznego.
Poniewaz oliwa jest czesto sktadnikiem majonezéw, sosow 1 satatek jej stopien
zanieczyszczenia drobnoustrojami moze decydowaé o jakosci mikrobiologicznej
produktow powstatych z jej udziatem. Z posrod badanych probek olejow ttoczonych
na zimno tylkow 3 olejach (pochodzacych od tego samego producenta) arachidowym,
sezamowym i sojowym, stwierdzono obecno$¢ drobnoustrojow, zarowno bakterii,
jak i drozdzy. W oleju arachidowym s$rednia liczba bakterii wynosita 1,62107 jtk/cm?,
sezamowym 1¢10? jtk/cm?, a sojowym 3,7¢101 jtk/cm? (ryc. 2). W oleju arachidowym
$rednia liczba drozdzy wynosita 3,2¢10' jtk/cm?, w sezamowym i sojowym po
4,310" jtk/cm?®. Na tak zroznicowana jako$¢ mikrobiologiczna badanych olejow
uzyskiwanych na zimno na pewno mial wplyw stopien zanieczyszczenia surowca
oraz higiena produkcji. Laniewska - Moroz i in. (1995) wykazali, ze w poréwnaniu
do surowca otrzymane oleje zawieraty od 10 do 100 razy mniej drobnoustrojow.
Biorac pod uwage temperature procesu technologicznego, ktéra nie przekracza
40°C wystepowanie mikroflory wydaje si¢ nieuniknione (7). Jednak w sze$ciu
probkach olejow tloczonych na zimno nie stwierdzono obecno$ci drobnoustrojow,
co mozna thumaczy¢ niekorzystnymi warunkami do rozwoju drobnoustrojow, jakie
stwarzaja te produkty lub warunkami higienicznymi w czasie produkcji, czysto$cia
zbiornikéw i opakowan. W badanych olejach i oliwach nie stwierdzono obecnosci
plesni, bakterii lipolitycznych i bakterii beztlenowych.
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Ryc. 1. Liczba drobnoustrojéw w badanych oliwach extra virgin (n=3)
Fig. 1. The number of microorganisms in the analyzed extra virgin olive oil (n=3)
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Ryc. 2. Liczba drobnoustrojow w badanych olejach ttoczonych na zimno, gdzie: 1) stonecznikowy
(1), 2) kukurydziany, 3) z pestek winogron, 4) stonecznikowy (2), 5) z pestek dyni, 6) arachidowy, 7)
sezamowy, 8) sojowy, 9) rzepakowy(n=3)

Fig. 2. The number of microorganisms in the analyzed cold-pressed oils, where: 1) sunflowerseed (1),
2) corn, 3) from grape seeds, 4), sunflowerseed (2), 5) from pumpkin seeds, 6), peanut, 7), sesame, 8),
soybean 9) rapeseed(n=3)

W badanych prébkach olejow wyizolowano a nastgpnie zidentyfikowano
bakterie z rodzaju Tetracoccus i Staphylococcus oraz drozdze z rodzaju Candida,
Pichia i Rhodotorula. Z oliwy wyizolowano: bakterie z rodzaju Tetracoccus oraz
drozdze z rodzaju Candida i Rhodotorula (ryc. 3). Z pozostatych olejow tloczonych
na zimno wyizolowano drozdze z rodzaju Candida i Pichia oraz bakterie z rodzaju
Tetracoccus 1 Staphylococcus (ryc. 4).

W oliwach najliczniejsza grupa spos$rdod wyizolowanych drobnoustrojow
stanowity drozdze z rodzaju Candida (w czterech oliwach stanowity 100%
mikroflory a w pozostatych od 95 do 97%) (ryc. 3). Bakterie z rodzaju Tetracoccus
oraz drozdze z rodzaju Rhodotorula wystepowaly sporadycznie i w niewielkiej
liczbie (ich obecnos¢ stwierdzono tylko w dwoch badanych prébkach oliwy).
Obecnos¢ w oliwie tak licznej grupy drozdzy z rodzaju Candida potwierdzaja
badania prowadzone przez Ciafardini i Zullo (2002) w $rodowisku produkcyjnym.
Izolowali oni gtéwnie drozdze z rodzaju Candida i okazjonalnie plesnie Aspergillus
spp. Biorac pod uwagg cykl produkcyjny oliwy wystepowanie tej mikroflory jest
nieuniknione (8).

Wsroéd wyizolowanych z pozostatych olejow ttoczonych na zimno drobnoustrojow
dominowaty rowniez drozdze Candida, w trzech olejach stanowity one 98,4%
(ryc. 4). Pozostale zidentyfikowane drobnoustroje to: drozdze z rodzaju Pichia
(0,8%) w dwoch olejach oraz bakterie z rodzaju Tetracoccus (1,8%), wyizolowane
z trzech probek olejow. W jednej probee oleju zidentyfikowano bakterie z rodzaju
Staphylococcus (2,7%).
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Ryec. 3. Udzial poszczegdlnych grup drobnoustrojéw wyizolowanych z badanych prob oliwy extra virgin
(n=3)

Fig. 3. Share of individual groups of microorganisms isolated from the analyzed samples of olive oil
extra virgin (n=3)
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Ryec. 4. Udzial poszczegolnych grup drobnoustrojow wyizolowanych z badanych prob olejow
tloczonych na zimno, gdzie: 1) stonecznikowy, 2) kukurydziany, 3) z pestek winogron, 4) stonecznikowy
(2), 5) z pestek dyni, 6) arachidowy, 7) sezamowy, 8) sojowy, 9) rzepakowy (n=3)

Fig. 4. Share of individual groups of microorganisms isolated from the analyzed samples of cold-pressed
oils, where: 1) sunflowerseed (1), 2) corn, 3) from grape seeds, 4), sunflowerseed (2), 5) from pumpkin
seeds, 6), peanut, 7), sesame, 8), soybean 9) rapeseed (n=3)

Rodzaj Candida nalezy do mikroflory wystepujacej na surowcach, w powietrzu w
pomieszczeniach produkcyjnych skad tatwo moga przenikna¢ do produktu. Bakterie
z rodzajow Tetracoccus 1 Staphylococcus oraz drozdze z rodzaju Rhodotorula to
drobnoustroje rozpowszechnione w powietrzu, ktére wraz z opadajacym pytem
moga dosta¢ si¢ do produktu (14). Bakterie z rodzaju Staphylococcus moga
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wystepowaé rowniez na powierzchni ciala czlowieka, zwierzat, w glebie, w wodzie.
Niektore gatunki z rodzaju Staphylococcus moga by¢ chorobotworcze (15). Nalezy
podkresli¢, ze przeprowadzona na tym etapie badan identyfikacja nie wykluczyta
obecnosci bakterii Staphylococcus aureus, wige ten produkt powinien by¢ poddany
bardziej wnikliwej analizie.

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono potrzebg¢ modyfikacji
metodyki badan — skladu podlozy i ptyndéw do rozcienczen przez dodatek
odpowiedniego emulgatora i czynnika zestalajacego.

2. Obecno$¢ drobnoustrojow stwierdzono w 10 olejach, sposrod 17 przebadanych.
Poziom zanieczyszczen w badanych probkach olejow nie przekroczyt 10° jtk/cm?.
Dominujaca mikroflorg byty drozdze z rodzaju Candida.

3. Badania miaty charakter pilotazowy, a zatem wymagaja kontynuacji celem
wiarygodnego stwierdzenia czy rodzaj i liczba wykrytych drobnoustrojow w olejach
ttoczonych na zimno nie stanowi zagrozenia dla zdrowia konsumenta.

M. Wroniak, E. Lipinska, S. Btazejak

ATTEMPTS TO MICROBIOLOGICAL QUALITY
ASSESSMENT OF MARKET COLD PRESSED OILS

Summary

The aim of the work was to develop research methodology and microbiological quality assessment of cold
pressed oils. The research material included 17 oils (8 of extra virgin olive oils and 9 cold pressed oils: 2
sunflowerseed, corn, grapeseed, pumpkinseed, peanut, sesame, soybean, rapeseed.

The optimal agar additive for microbiological nutrients as well as Tween 80 for dilution liquids has been
established. It was stated that total amount of microorganisms ranged from 0 to 1,4*10° cfu/cm?, whereas
the amount of yeast oscillated between 0 and 1,2*10* cfu/cm’. In the examined samples there were no
presence of mold, lipolitic and anaerobic bacteria found. In seven sample of cold pressed oils there was
no growth of microorganisms. During the experiment 5 strains of microorganisms were indentified and
isolated. There are Tetracoccus and Staphylococcus bacteria and Candida, Rhodotorula, Pichia yeast. The
most numerous group of microorganisms were Candida (mean ab. 97%).
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