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Zmodyfikowana metoda impedymetryczna w ocenie
zanieczyszczen mikrobiologicznych piwa niepasteryzowanego

Streszczenie. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne piwa skutkuje pojawieniem sie szeregu wad produktu. Celem niniejszej pracy byto zastosowanie
spektroskopii impedancyjnej w ocenie stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego w produkcji piwa niepasteryzowanego. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze pomiary impedancji mogg byc szybkg metodg oceny stopnia zanieczyszczenia.

Abstract. The microbiological beer contamination results in a number of product defects. The aim of this study was to use impedance spectroscopy
for the microbial contamination degree assessment in the unpasteurized beer production. The results obtained indicate that impedance
measurements can be used as a quick method for the contamination degree assessing. (Modified impedimetric method in the unpasteurized

beer microbiological contamination assessment)

Stowa kluczowe: spektroskopia impedancyjna, obwdd zastepczy, zanieczyszczenie mikrobiologiczne, piwo niepasteryzowane.
Keywords: impedance spectroscopy, equivalent circuit, microbiological contamination, unpasteurised beer.

Wstep

Piwo to napoj niskoalkoholowy otrzymywany w wyniku
fermentacji alkoholowej brzeczki piwnej. Ze wzgledu na
sktad i wysokg stabilnos¢ uznawane jest za napdj
bezpieczny i trwaly. Czynnikami hamujgcymi rozwdj
mikroorganizméw w piwie sg: wysokie stezenie dwutlenku
wegla, obecnosé izo-a-kwaséw z chmielu, obecnos¢
alkoholu etylowego, niskie pH, niski poziom tlenu, a takze
niski poziom weglowodandw i aminokwaséw. Pomimo tego,
zanieczyszczenia mikrobiologiczne sg stale wystepujgcym
problemem w przemysle browarniczym [1- 3].

Rozwdj niepozadanych mikroorganizméw w piwie
skutkuje pojawieniem sie szeregu wad produktu. Sg nimi:
zmiana barwy piwa, lepkosé, zmetnienie, wady smakowe i

zapachowe, zmiany w wygladzie, utrata stabilnosci
koloidalnej. Dlatego szybkie wykrycie i identyfikacja
drobnoustrojow  jest waznym elementem poprawy

srodowiska browaru i jakosci piwa [4, 5].

Piwo rzemieslnicze jest duzo bardziej narazone na
zanieczyszczenia mikrobiologiczne, poniewaz najczesciej
nie jest pasteryzowane i/lub mikrofiltrowane, jak to ma
miejsce w przypadku piw z duzych koncernow
piwowarskich. Ponadto browary rzemieslnicze zazwyczaj
nie sg wyposazone w laboratoria mikrobiologiczne, w
ktérych mozna na biezgco kontrolowa¢ proces produkcyjny.
Dlatego piwa niepasteryzowane majg stosunkowo krotki
termin waznos$ci, a ich produkcja wigze sie z duzym
ryzykiem niepowodzenia procesu technologicznego [6].

Metody detekcji i identyfikacji zanieczyszczen piwa
wywotanych przez drobnoustroje mozna podzieli¢ na
metody tradycyjne i szybkie. Metody tradycyjne, w tym

posiewy na podioza selekcyjne oraz  badania
mikroskopowe, sg powszechnie wykorzystywane w
pierwszym  podejsciu do wykrycia i identyfikacji

mikroorganizméw. Sg to jednak metody czasochionne.
Ponadto, nie istnieje uniwersalne podfoze mikrobiologiczne,
ktére umozliwitoby wykrycie wszystkich gatunkéw bakterii i
grzybow, stanowigcych zanieczyszczenia piwa [7, 8].
Szybkie metody detekcji to metody fizyczne, biochemiczne i
molekularne, ktérych przeprowadzenie wymaga znacznie
mniej czasu, niz w przypadku metod tradycyjnych. Ponadto,
charakteryzujg sie wiekszg doktadnoscig identyfikaciji
mikroorganizméw oraz tatwoscig wykonania.

Jednym ze sposobdéw kontroli mikrobiologicznej
produktéw spozywczych, w tym piwa, jest metoda

impedymetryczna, wykorzystujgca pomiary impedancji jako
miary aktywnosci metabolicznej mikroorganizmoéw. Metoda
ta znacznie skraca czas analiz oraz zmniejsza naktad pracy
i materiatéw, co jest niezwykle wazne w sytuacji, kiedy
potrzebna jest szybka ocena jakosci mikrobiologicznej
produktu [9, 10].

Wszystkie materiaty biologiczne wykazujg wiasciwosci
dielektryczne. Jest to zwigzane bezposrednio z ich budowg
czgsteczkowg oraz tym, ze podczas wzrostu bakterie
przeksztatcajg nienatadowane Ilub stabo natadowane
zwigzki chemiczne (wielkoczgsteczkowe zwigzki, takie jak
biatka, weglowodany czy lipidy) w silnie natadowane
(przede wszystkim matoczgsteczkowe aminokwasy i kwasy
organiczne). Powoduje to zmiane wiasciwosci
elektrycznych srodowiska hodowlanego. Nastepuje spadek
wartosci impedancji, czyli wzrost admitancji. Pomiary jednej
z tych wartosci lub obu, moga by¢ narzedziem do
wykrywania obecnosci mikroorganizméw lub tez ich
aktywnosci metabolicznej w badanym $rodowisku. Na
podstawie pomiaru czasu detekcji (czasu wykrycia), czyli
czasu liczonego od rozpoczecia badania do pojawienia sie
istotnej zmiany na wykresie impedancji, mozna oszacowaé
liczbe drobnoustrojow w okreslonej objetosci materiatu [11-
12].

Metodg badawczg dedykowang mikroorganizmom,
wywodzgcg sie ze spektroskopii impedancyjnej, jest
impedancja mikrobiologiczna. Urzgdzenia dedykowane
impedancji mikrobiologicznej sg najczesciej w peni
zautomatyzowane i dzielg sie na dwa gtéwne rodzaje: takie,
gdzie bakterie wzrastajg bezposrednio w podiozu
hodowlanym oraz takie, gdzie wykorzystuje sie biosensory
[13-14]. Sposdb wykonywania pomiaru w przypadku, gdy
bakterie wzrastajg na podtozu dzieli sie na bezposredni i
posredni. W przypadku pomiaru bezposredniego elektrody
zanurzone sg w plynnej pozywce, w ktérej wzrastajg
zaszczepione bakterie pobrane z badanego materiatu.
Wzrost mikroorganizmdéw powoduje zmiane sktadu pozywki,
a w konsekwencji takze jej zdolnosci do przewodzenia
prgdu. W przypadku metody posredniej urzadzenie
pomiarowe sktada sie z dwoch zbiornikéw, potgczonych w
taki sposob, aby umozliwi¢ wymiane gazowa [15].

Badanie zanieczyszczeh mikrobiologicznych piwa jest
czestym tematem prac badawczych, jednak sprawdzenie
go pod kgtem witasciwosci elektrycznych, z wykorzystaniem
analiz wartosci impedanciji jest podejsciem niszowym.
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Spektroskopia impedancyjna piwa

Spektroskopia impedancyjna polega na badaniach
impedancji probki w okreslonym zakresie czestotliwosci. W
podejsciu potencjostatycznym, badana jest warto$¢ pradu
ptyngcego przez badang materie (celke pomiarowg) na
skutek przytozonego napiecia sinusoidalnie zmiennego o
bardzo matej amplitudzie (zazwyczaj do 20 mV). Niewielka
wartos¢ napiecia ma na celu wprowadzenie do uktadu
zaburzen, ktére nie sg w stanie wywota¢ dodatkowych
reakcji lub  zjawisk w  probce. W  podejsciu
galwanostatycznym natomiast badana jest warto$¢ napiecia
powstajgcego na skutek wymuszonego przeptywu pradu
sinusoidalnego  przez  uktad. Pomiary impedanc;ji
powtarzane sg dla kazdej ze zdefiniowanych wartosci
czestotliwosci, zazwyczaj rozpoczynajgc od wartosci
najwyzszej, konczac na najnizszej [16, 17].

Zmierzone wartosci impedancji mogg nastepnie
postuzy¢ do wyznaczenia wzglednej przenikalnosci
elektrycznej badanego materialu lub dopasowania

parametrow elektrycznego obwodu zastepczego. Obwdd
taki modeluje zjawiska i reakcje zachodzace w prébce [18].
W przypadku badania impedancji mieszaniny o stosunkowo
skomplikowanym sktadzie, jakiej przyktadem jest piwo,
analiza otrzymanych wynikéw jest utrudniona, lecz nie
niemozliwa.

We wspomnianych badaniach mikrobiologicznych, gdzie
wykonywane sg pomiary impedancji probki, szacuje sie
gesto$¢ mikroorganizméw [12]. Mierzona probka jest
pozywka dla badanych drobnoustrojow, zatem jej skfad jest
z gory znany i stosunkowo nieskomplikowany. Stad
mozliwe jest stosowanie elektrycznego  obwodu
zastgpczego w postaci rezystora i kondensatora,
potaczonych szeregowo [13, 19]. Reprezentujg one
odpowiednio rezystancje roztworu oraz pojemnos$¢ warstwy
podwojnej. Proba dopasowania parametréw elementow
takiego obwodu zmierzonymi wartoSciami impedancji
mieszaniny, skutkuje nieakceptowalnie duzymi btedami.
Stad na potrzeby eksperymentu zmodyfikowano system
pomiarowy impedancji mikrobiologicznej, gdzie piwo
stanowi osrodek odpowiadajacy ptynnej pozywce.
Niezbedne zatem byto uzycie innego elektrycznego obwodu
zastepczego. Autorzy proponujg nowatorski (jak na badanie
wiasciwosci piwa) obwod, skiadajacy sie z rezystora R,
pojemnosci warstwy podwojnej Cq, elementu statofazowego
CPE (ang. constant phase element) i rezystora Ry (Rys. 1).
Modelujg one kolejno: rezystancje roztworu proébki,
pojemnos$¢ warstwy podwojnej oraz dyfuzje (CPE wraz z
Ra).

Ca

R4 PE ¢
—{ R 1

Rys.1. Schemat elektrycznego
wykorzystanego w badaniach

obwodu zastepczego

Impedancja elementu CPE jest okreslona zaleznoscig:

1
(1 Lepe(@)=—
Q(jo)"
zatem impedancja catego proponowanego obwodu
zastepczego jest wyrazona wzorem:
Ry

2  Z(o)=R+— —
1+ jaCyRy +Q(jw)'Ry
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w ktorym Q jest wartoscig admitancji 1/|Z| elementu CPE
przy w = 1 rad/s, a n jest utamkiem zawierajgcym sie w
przedziale 0 < n < 1. Przy n = 1 element CPE jest tozsamy z
idealnym kondensatorem.

System pomiarowy

Do badan uzyto skomputeryzowanego systemu do
elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej firmy
EG&G/Princeton Applied Research, skladajgcego sie z
potencjostatu/galwanostatu 263A, detektora fazoczutego
typu lock-in amplifier 5210 oraz oprogramowania
PowerSINE. Schemat systemu zaprezentowano na rys. 2.

potencjostat / galwanostat

celka
z zanurzonymi
detektor fazoczuty elektrodami

Rys.2. Schemat systemu pomiarowego

Impedancje probek mierzono dwuprzewodowo przy
napieciu 20 mV RMS, bez polaryzacji DC i 25 nastawach
czestotliwosci w przedziale 0,1-1 kHz, przy czym pomiary
rozpoczynaty sie od najwyzszej czestotliwosci. Jedna tak
ustawiona sekwencja pomiarowa trwata okoto 16 minut, z
uwagi na zastosowane usrednianie trzech pomiaréw dla
kazdej czestotliwosci pomiarowej. Testy przeprowadzone w
duzo szerszym zakresie czestotliwosci nie wykazaty
potrzeby wykonywania pomiaréw dla nizszych wartos$ci.
Para jednakowych elektrod (rys. 3) o powierzchni 5,6 cm?
kazda, wykonana byta z laminatu pokrytego warstwg miedzi
oraz ztota, w technologii znanej z produkcji obwodow
drukowanych. Materiat ten byt wystarczajgco stabilny
elektrochemicznie, uwzgledniajgc wstepny charakter badan.

Rys.3. Elektrody wykorzystane w eksperymencie

Czas prowadzonych badan byt wystarczajgco krétki, by nie
dopusci¢ do zaklamania pomiaréw poprzez wprowadzenie
do badanej substancji zwigzkéw miedzi. Odstep pomiedzy
elektrodami wynosit 2 mm. W trakcie pomiaréw elektrody
zanurzone byty w badanych probkach, zawsze na
jednakowej wysoko$ci, w takiej samej objetosci badanego
materialu. Temperatura byta stale  monitorowana
stabilizowana.

Zmierzone wartosci impedancji probek zostaty uzyte do
dopasowania parametréw elementéw  elektrycznego
obwodu zastepczego za pomocg programu pyZwx [20].

Materiat do badan

Materiat do badan stanowity probki piwa pszenicznego,
niepasteryzowanego, niefiltrowanego typu  Weizen,
warzonego i poddanego lezakowaniu wedtug receptury
producenta (lokalnego browaru rzemiesiniczego) oraz
butelkowanego wedlug ustalonego przez producenta
schematu. Badano piwo pochodzgce z jednej partii, z 4
réznych butelek, ktére byto przechowywane w temperaturze
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pokojowej do czasu otwarcia i poddania analizom w
odstepach kilkutygodniowych. Pomiaréw dokonywano w
dniu otwarcia butelki. Na czas badan piwo przelewane byto
do sterylnych kolb. Prébki cechowaty sie znaczaca
niejednorodnoscig, z czego wynikata koniecznosé¢ ich
mieszania w trakcie pomiaréw. Uzyto w tym celu mieszadta
magnetycznego.

Wyniki pomiaroéw i dyskusja

Zmierzone wartosci impedancji czterech probek zostaty
ukazane na rys. 4. Probka 2 byta piwem otwartym tydzien
poézniej niz prébka 1, probka 3 po trzech tygodniach, za$
prébka 4 dotyczy butelki otwartej szes¢ tygodni po

pierwsze;j.
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Rys.4. Zmierzone wartosci impedancji badanych probek

Parametry obwodu zastepczego zostaty przedstawione
w tabeli 1, wraz z odpowiadajgcymi btedami dopasowania
modelu.

Tabela 1. Parametry obwodu zastepczego oraz btgd dopasowania

Parametry | Prébka1 | Prébka 2 Prébka 3 Probka 4
R, Q 16,82 17,65 16,88 16,66
R4, kKQ 8,698 7,462 6,715 5,918
Q, pS-s” 126,6 218,7 259,3 297,7
n 0,665 0,648 0,681 0,715
Cai, WF 29,44 33,12 27,12 18,51
Btad x° 0,0010 0,0009 0,0007 0,0005

Z biegiem czasu w piwie, nawet pozostajgcym w
zamknietej butelce, dochodzito do namnazana sie
drobnoustrojéw, réwniez tych  stanowigcych  jego
mikrobiologiczne zanieczyszczenie, co zostato
potwierdzone w posiewach mikrobiologicznych na
podtozach  hodowlanych. = Widoczne na  wykresie
zmniejszajgce sie Srednice potokregdw majg zwigzek z
rosngcg konduktancjg, czyli malejagcymi wartosciami
rezystancji Rqs w obwodzie zastepczym. Wynika to ze
wzrostu liczebnosci mikroorganizméw oraz ich produktéw
przemiany materii, ktére znaczaco zwiekszajg przewodnos¢
elektryczng roztworu. Zmniejszajgce sie natomiast warto$ci
rezystancji Ry wigzg sie przewaznie ze wzrostem poziomu
Q elementu CPE, co jest jednak trudniejsze do odczytania
wprost z wykresu. Wystepowanie obu zjawisk jednoczesnie
potwierdzajg wartosci przedstawione w tabeli 1.

Wyznaczone przez program pyZwx btedy dopasowania
poszczegdlnych elementdw obwodu nie przekraczaty 6%,
co jest w petni akceptowalng wartoscig. Widoczne na rys. 4
wartosci impedancji przyjmujg ksztalty przypominajgce
potokregi, ktérych centra sg obnizone wzgledem osi czesci
rzeczywistej impedancji (Z.). Oznacza to, ze proba
dopasowania modelu za pomocg idealnego kondensatora,
przy  wykluczeniu elementu CPE, skutkowataby
nieakceptowalnie duzg wartoscig btedu modelowania.
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Z tabeli 1 wynika, ze wartosci rezystancji roztworu Rs,
zgodnie z oczekiwaniem, nie ulegajg wiekszej zmianie i
oscylujg w okolicach 16,8 Q. Podobng statoscig cechuje sie
parametr n elementu CPE, przyjmujac wartosci od 0,6 do
0,7. Warto$¢ pojemnosci warstwy podwojnej Cgy
poczgtkowo wzrosta z 29 do 33 pF, a nastepnie zaczeta
male¢ do wartosci 18 yF, co moze sie wigza¢ z
obumarciem czesci drobnoustrojéow. Najbardziej znaczace
réznice, potwierdzajace zmiany wtasciwosci elektrycznych
badanego materiatu, widoczne sg dla rezystora Ry oraz
parametru Q elementu CPE. Wartosci rezystora Ry malaty
znaczaco od 8,6 (Probka 1) do 5,9kQ (Probka 4).
Natomiast wartosci Q rosty od 126 (Probka 1) do 298 uS-s”
(Probka 4). Tak zauwazalne rdznice mogg wynikaé ze
znaczgco zmienionej wzglednej przenikalnosci elektrycznej
prébek.

Na wynik pomiaru wptyw majg czynniki zewnetrzne i
wewnetrzne, tj. temperatura badanej substancji, jej sktad
czy konsystencja. Piwo wykorzystane do badania byto
niefiltrowane i niepasteryzowane, zatem od poczatku
charakteryzowato sie niejednorodng struktura.
Uwiarygodnienie wynikdw wymagato zatem utrzymywania
statych parametrow. Mieszanie piwa w czasie badania
powoduje unoszenie sie materii z dna kolby i zmiane
wartosci mierzonej impedancji. Mieszanie probki przez
dtuzszy czas sprawia, ze wynik kazdego kolejnego pomiaru
jest bardzo zblizony do poprzedniego. Przypadkowos$¢
zbadanego zjawiska wykluczajg takie same zmiany
obserwowane w kolejnych pomiarach. Do mieszania piwa
zostato uzyte mieszadto elektromagnetyczne. Jego zaletg
byt niewielki rozmiar oraz materiat niezaktécajgcy pomiar.
Jednak  dlugotrwate  mieszanie  powoduje  wzrost
temperatury uktadu, a to za$ przektada sie wyniki samych
pomiaréow impedancji. Dlatego bardzo wazne w ftrakcie
prowadzenia tego typu analiz jest utrzymywanie statej
temperatury uktadu.

Szereg prowadzonych réwnolegle przez autoréow badan
wiasciwosci réznych rodzajow piw niepasteryzowanych
potwierdza nieprzypadkowos¢ opisanych w pracy wynikow
(dane niepublikowane). Przedstawiane spostrzezenia nie
wynikajg zatem jedynie z prezentowanych wynikéw
pomiarow jednego rodzaju piwa.

W literaturze dostepne sg nieliczne dane dotyczgce
analiz  zywnosci z  wykorzystaniem  mikrobiologii
impedancyjnej, prezentujg jednak odmienng metodyke i
wykorzystanie aparatury komercyjnej. W badaniach
Vasavada [21] czy Czajkowskiej i Witkowskiej-Gwiazdy [22]
wykorzystywany byt system monitorujgcy Bactometer firmy
BioMerieux (Francja). Gotowy zestaw celek pomiarowych
umozliwit dokonywanie szeregu pomiaréw i potwierdzenie,
ze metoda impedymetryczna moze z powodzeniem
zastgpi¢ konwencjonalne metody mikrobiologiczne w
ocenie stopnia zanieczyszczenia zywnosci. Kowalik i in.
[11] oraz Pompei i in. [19] w swych badaniach skupiali sie
na analizach z wykorzystaniem jednej czestotliwosci, w
zatozeniu charakterystycznej dla okreslonego drobnoustroju
stanowigcego zanieczyszczenie. Tak wykonywane pomiary,
analizowane w czasie, dawaty informacje o czasie detekcji,
czyli momencie, w ktérym bakterie zaczynaly gwattownie
wzrastaé w pozywce. Metoda impedymetryczna moze byé
takze wykorzystana do okreslenia liczby drobnoustrojéw w
badanym materiale [23]. Liczba ta jest skorelowana z
czasem detekcji drobnoustrojow, a sam pomiar jest
porownywalny z klasycznymi metodami wykorzystujgcymi
liczenie drobnoustrojow na podtozach mikrobiologicznych.

W prezentowanych w niniejszej pracy badaniach
metoda impedymetryczna zostata zmodyfikowana tak, ze
elektrody umieszczone byly bezposrednio w badanym
materiale. Dzigki takiemu podejSciu mozliwa byta
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obserwacja wszystkich zjawisk zachodzgcych w czasie
pomiaru. Nie byloby to mozliwe gdyby zastosowano inny
system pomiarowy. Samych pomiaréw dokonano natomiast
w dos¢ szerokim spektrum czestotliwosci (0,1 — 1000 Hz).
Dato to rowniez mozliwos¢ oceny zachowania sie piwa w
czasie analiz i moze stanowi¢ podstawe do modyfikaciji
eksperymentu w przysztosci.

Posiewy  mikrobiologiczne  badanego  materiatu,
prowadzone réwnolegle z pomiarami impedancji, $wiadczag
o tym, ze obserwowane zmiany mierzonych wartosci sg
wynikiem rozwoju drobnoustrojow w piwie i przemian
wynikajgcych z ich metabolizmu. Uproszczona aparatura
mierzgca warto$¢ impedancji mogtaby zosta¢ wdrozona
jako urzgdzenie kontrolne, na przykiad w browarnictwie, ze
wzgledu na stosunkowo prostg konstrukcje i tatwos¢ w
obstudze, w stosunku do czasochtonnych i pracochtonnych
metod tradycyjnych, wykorzystujgcych podstawowe techniki
mikrobiologiczne. Przemawia za tym zwtaszcza catkowity
czas pomiaru, ktéry w przypadku badania impedancji moze
sie ograniczy¢ do kilku minut, w przeciwienstwie do
trwajacych minimum dobe badan mikrobiologicznych.
Metoda impedymetryczna mogtaby zatem petni¢ funkcje
wstepnej, szybkiej oceny jakosci piwa, ktére w przypadku
wykrycia odstepstw od wczesniej zdefiniowanych norm,
powinno by¢ doktadniej przeanalizowane, na przyktad z
wykorzystaniem tradycyjnych technik laboratoryjnych.
Dalsze badania nad doborem optymalnego zakresu
czestotliwosci pomiarowych lub nawet ograniczeniem
pomiaru impedancji do tylko jednej czestotliwosci,
pozwolityby na znaczace uproszczenie budowy docelowego
systemu pomiarowego.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania miaty charakter wstepny i
stuzyly okresleniu mozliwosci uzycia metody spektroskopii
impedancyjnej do szacowania stopnia zanieczyszczenia
mikrobiologicznego piwa niepasteryzowanego. Uzyskane
wyniki pomiaréw znaczgco rdznig sie dla probek o réznym
stopniu zanieczyszczenia. Najwieksze réznice odnotowano
dla wartosci parametru Q elementu CPE oraz rezystancji Ry
w obwodzie zastepczym, co byto spodziewanym zjawiskiem
i potwierdza celowo$¢ uzycia proponowanej w pracy
metody.

Dalsze planowane badania dotyczg jednoczesnego
pomiaru impedancji piwa na réznych gtebokosciach tanku
fermentacyjnego w czasie produkcji piwa. Zdaniem autoréw
mogtoby to zniwelowaé wptyw niejednorodnosci mieszaniny
na badania, a co za tym idzie wyeliminowa¢ koniecznos¢
mieszania w trakcie pomiaréw.
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