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Wptyw pulsacyjnego pola elektrycznego (PEF) na parametry
ultrastabej luminescenciji oraz redukcje liczby komérek
wybranych drobnoustrojow w ekstraktach kawy typu cold brew

Streszczenie. W pracy badano poziom ultrastabej luminescencji jako emisje fotondw z ekstraktéw kawy typu cold brew po oddziatywaniach
pulsacyjnych pél elektrycznych (PEF). Analizowano réwniez intensywno$¢ emisji fotonéw w trakcie trwania eksperymentu. Okreslono takze poziom
inaktywacji bakterii gronkowca oraz drozdzy po utrwalaniu PEF. Nie stwierdzono réznicy emisji fotondw z niepasteryzowanych ekstraktach kawy
typu cold brew w poréwnaniu do préb poddanych oddziatywaniom PEF, co uznac nalezy za potencjalnie korzystne zjawisko. Oddziatywania PEF w
skuteczny sposéb, w poréwnaniu do préby kontrolnej, obnizyty liczbe komérek bakterii (gronkowcéw) - o 0,3358D oraz drozdzy — o ponad 2,5315D.

Abstract. The level of ultra-weak luminescence as the emission of photons from cold brew coffee extracts after the pulsed electric fields (PEF)
treatment was examined. The intensity of photon emission during the experiment was also analyzed. The level of inactivation of staph bacteria and
yeast after PEF treatment was also determined. There was no difference in photon emission from unpasteurized cold brew coffee compared to
samples exposed to PEF, which should be considered a potentially beneficial phenomenon. PEF treatment effectively reduced the number of
bacterial (staphylococci) cells by 0.3358D and yeast - by over 2.6315D compared to the control sample.

(Impact of pulsed electric field (PEF) on the parameters of ultra-low luminescence and reduction of the number of cells of selected

microorganisms in cold brew coffee extracts).

Stowa kluczowe: ekstrakty kawy typu cold brew, pulsacyjne pola elektryczne, ultra staba luminescencja, redukcja drobnoustrojow
Keywords: cold brew coffee extracts, pulsed electric fields, ultra weak luminescence, reduction of microorganisms

Wstep

Pulsacyjne pola elektryczne (PEF) sa jedng z metod
utrwalania ptynnych produktdw spozywczych, rowniez w
ramach tzw. technologii ptotkowej [1]. Ogdélng idea
utrwalania PEF jest inaktywacja  drobnoustrojow
znajdujgcych sie w plynie spozywczym za pomocg
wysokonapieciowych  impulséw. Utrwalane  medium
znajdowac sie musi pomiedzy dwoma elektrodami. Mozliwy
jest stacjonarny tryb pracy lub przeptywowy. Oddziatywania
PEF sg skuteczne wzgledem wegetatywnych form
drobnoustrojéw, zas mato skuteczne lub nieskuteczne w
przypadku form  przetrwalnikujgcych [2]. Gtéwnym
powodem coraz wiekszej popularnosci technologii PEF jest
jej stosunkowo mniejszy wplyw na pogorszenie cech
sensorycznych, fizycznych i chemicznych utrwalanych
produktow w poréwnaniu do innych technologii, gtéwnie
termicznych. Innym atutem oddziatywan PEF jest
zazwyczaj mniejsza energochfonnosé procesow
technologicznych w poréwnaniu do klasycznych metod
utrwalania  [3]. Oddziatywania PEF mogg by¢
ukierunkowane na zastosowanie wysokich wartosci
natezenia pola elektrycznego (powyzej 25 kV/cm) oraz
duzej liczby impulséw (powyzej 200). Przy tego typu
wysokoenergetycznych oddziatywaniach efekt utrwalania
ptynnego produktu spozywczego moze byé rownie
skuteczny jak klasyczna pasteryzacja. W przypadku
zastosowania  nizszych  wartosci  natezenia  pola
elektrycznego (ponizej 15 kV/cm) oraz mniejszej liczby
impulséw PEF (ponizej 100) zazwyczaj niezbedne jest
zastosowanie innego czynnika utrwalajgcego dla uzyskania
odpowiedniego bezpieczenstwa mikrobiologicznego. W
zaleznosci od surowca i jego sktadu chemicznego oraz
kwasowosci czynnej czesto uzywa sie dodatkowego
czynnika lub grupy czynnikdw wzmacniajgcych efekt letalny
w odniesieniu do mikroorganizmdw obecnych w utrwalanym
produkcie. Do takich dodatkowych czynnikow zaliczyé
mozna m.in. promieniowanie UV, wysokoenergetyczne
impulsy Swiatta, zastosowanie wybranych dodatkow,
oddziatywania wysokich cisnien i inne.

Pomiary ultrastabej luminescencji (USL) mogg by¢ jedng
z uzupetniajacych fizycznych metod analizy jakosci
produktéw spozywczych. Intensywnosé emisji fotonéw z
zywnosci moze by¢ posrednio zwigzana ze stopniem jej
technologicznego przetworzenia. W chwili obecnej nie ma
dowodoéw wskazujgcych, ze zywnos¢ o okreslonym
poziomie emisji fotondw jest lepsza od podobnej zywnosci,
ale charakteryzujgcej sie inng emisjg fotonéw. Wprawdzie
sg hipotezy wskazujgce, Zze produkty spozywcze o
optymalnym poziomie emisji fotonédw moga w fizyczny
spos6b wspomagaé procesy zwigzane z metabolizmem
cztowieka, to nie wiadomo jaki doktadnie bytby to
mechanizm [4]. Niezaleznie od stanu faktycznego w tej
kwestii  dotychczasowe badania wiasne dotyczace
ultrastabej luminescencji wykazaty statystycznie istotne
zréznicowanie zalezne od rodzaju produktu spozywczego
oraz sposobu jego wytworzenia [5].

W przypadku kawy napoje na bazie palonego ziarna
przygotowywane sg réznymi metodami. Sposoby
wytworzenia mozna podzieli¢ na dwa rodzaje — metode
przelewowg i immersyjng. Metoda przelewowa polega na
przelaniu strumienia cieptej wody przez warstwe
zmielonych ziaren umieszczonych w filtrze, w ktdérym
zachodzi proces ekstrakcji i grawitacyjnego odsgczania
powstajgcego napoju do umieszczonego ponizej zbiornika.
W domowych warunkach najczesciej wykorzystywanymi do
przygotowania danego rodzaju kawy sg ekspresy
przelewowe, w ktérych woda po uprzednim podgrzaniu
zostaje przepompowana z zbiornika buforowego réwnymi
strumieniami przez ziarna. W metodzie immersyjnej woda
catkowicie zakrywa zmielone ziarna, co skutkuje petniejszg i
bardziej rownomierng ekstrakcjg [6].

Nowatorskim rozwigzaniem dla metody immersyjnej jest
kawa typu cold brew. Z technologicznego punktu widzenia
cold brew coffee jest produktem dtugotrwatej ekstrakcji
palonej i mielonej kawy, ktéra pozostaje w bezposrednim
kontakcie z wodg. Zimne parzenie jest przeprowadzane
w temperaturze pokojowej (20-25 °C lub nizszej) przez
dtuzszy czas niz tradycyjne metody parzenia na gorgco, z
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typowymi czasami zaparzania od 8 do 24 godzin [7]. W tym
sposobie to czas, a nie wysoka temperatura pozwala
otrzymaé napdj kawowy o odmiennych wilasdciwosciach
fizykochemicznych i sensorycznych w poréwnaniu do
produktow uzyskanych tradycyjnymi metodami parzenia.
Zmieniajgc typowy, gorgcy profil ekstrakcji na cold brew
uzyskuje sie produkt w odczuciu o mniejszej kwasowosci,
ktory bardziej odzwierciedla naturalny smak i aromat
surowca.

Celem pracy byla analiza emisji fotondw z ekstraktéw
kawy typu cold brew przed i po oddziatywaniach pulsa-
cyjnych pédl elektrycznych z jednoczesnym okresleniem
poziomu inaktywacji wybranych drobnoustrojow po takich
oddziatywaniach.

Materialy i metody

Surowcem do badan byta nieutrwalona klasyczna
wersja ekstraktu kawy cold brew, w skitad ktérej wchodzita
woda oraz kawa Arabica, przygotowana wedtug receptury
stosowanej w firmie Etno Cafe sp. z 0.0. Prébag kontrolng
byt ekstrakt nie poddany oddziatywaniom PEF. Warianty
badawcze stanowity identyczne kawy poddane dwom
oddziatywaniom PEF o réznym stopniu intensywnosci.
Mniej intensywne oddziatywania charakteryzowaty sie
natezeniem pola elektrycznego na poziomie 27,40 kV/cm
przy 400 impulsach PEF =z interwalem czasowym
wynoszgcym 15 sekund. Silniejsze oddziatywania PEF
przeprowadzone byly przy natezeniu pola elektrycznego
wynoszgcym 34,25 kV/cm przy 400 impulsach z odstepem
czasowym pomiedzy nimi wynoszgacym 10 sekund.
Utrwalanie PEF przeprowadzono w urzadzeniu Ertec SU-1
(Rys. 1) w stacjonarnej celce (Rys. 2), w ktorej odlegtosc
pomiedzy elektrodami wynosita 0,73 cm, co odpowiadato
objetosci ekstraktu kawy poddanej oddziatywaniom PEF na
poziomie 8,5 cm® [8].

Do oznaczenia liczby fotonédw wykorzystano stanowisko
pomiarowe przedstawione na Rysunku 3, ktére stuzy do
badan ultrastabej emisji fotonowej z surowcow i produktow
pochodzenia roslinnego lub zwierzecego poprzez pomiar
zanikow fluorescencji metodg skorelowanego w czasie
zliczania pojedynczych fotonéw technikg TCSPC (Time-
Correlated Single Photon Counting) za pomoca
fotopowielacza umieszczonego nad komorg pomiarows,
ktérej parametry bylty regulowane przy wykorzystaniu
oryginalnego  oprogramowania BioLumi. Doktadng
metodologie pomiaru emisji fotonéw z prébek zywnosci w
ramach analizy ultrastabej luminescencji przedstawiono we

wczesniejszych pracach zespotu [9]. W biezacych
badaniach sposob oznaczenia emisji fotonow byt
standardowy wedtug odpowiednich procedur

laboratoryjnych [10].
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Rys. 1. Generator pulsacyjnych pél elektrycznych (PEF) ERTEC
SU-1 — widok ogdlny urzadzenia [11]
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W ramach analizy mikrobiologicznej oznaczono liczbe
bakterii (gronkowcoéw) oraz drozdzy do czego wykorzystano
metode seryjnych rozciehnczeh wediug Kocha i metode
ptytek lanych. Rozciehczenia badanego materiatu zostaty
wykonane przy uzyciu sterylnego roztworu  soli
fizjologicznej. Na ptytki Petriego przeniesiono po 1 cm® z
kazdego rozcienczenia i zalano odpowiednig pozywka.
Doswiadczenie wykonano w 2 powtdrzeniach. Do izolaciji
wykorzystano poditoza -YPD Medium (BioMaxima,

Warszawa, Polska) dla drozdzy oraz Brain Heart Infusion
Agar (BioMaxima, Warszawa, Polska) dla gronkowcéw.
Podioza zostaty wysterylizowane w autoklawie w 121°C w
ciggu 15 min.
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Rys. 2. Komora urzgdzenia do generowania pulsacyjnego pola
elektrycznego (PEF) ERTEC SU-1 z widoczng celkg badawczg i
elektroda [11]

Ptytki byty inkubowane w temperaturze 37°C przez 24h
dla bakterii oraz w temperaturze 28°C przez 72h dla
drozdzy. Po okresie inkubacji zliczono kolonie na ptytkach,
nastepnie zawarto§¢ mikroorganizméw przeliczono na
jednostki tworzace kolonie — CFU. Liczbe jednostek
tworzgcych kolonie obliczono wg wzoru:

liczba kolonii * rozciefczenie

CFU =

objetosc inokulum

Dodatkowo stopien redukcji liczby mikroorganizmoéow
obliczono wg wzoru:

R=log N/No

gdzie: N — liczba komérek, zdolna do wytworzenia kolonii,
znajdujgca sie w 1 cm® probki kontrolnej ; No — liczba
komorek, zdolna do wytworzenia kolonii, znajdujgca sie w 1
cm?® probki utrwalonej. Wielkos¢ redukcji odpowiadajgca 1
rzedowi redukcji (1D) réwna jest 90% inaktywacji
drobnoustrojéw w odniesieniu do proby kontrolne;.

Rys. 3. Prototypowy ukfad pomiarowy umozliwiajgcy rejestracje
liczby fotonéw emitowanych z produktéw spozywczych: a-element
$wiattoczuty (fotopowielacz), b-komora pomiarowa, c-interfejs, d-
komputer, e-program BioLumi [10]
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Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej (analiza
wariancji, test Duncana) wykorzystujac do tego program
Statistica 12.5.

Wyniki

Emisja fotonéw z kontrolnego ekstraktu kawy wynosita
63umownych jednostek emisji fotonéw (JEF) i stanowita
poziom odniesienia dla emisji prob poddanych
oddziatywaniom PEF, dla ktérych wartosé ta wynosita 57 i
70 JEF (Rys. 4). Oddziatywania PEF nie wptynety w sposéb
statystycznie istotny na emisje fotonéw, co traktowaé¢ nalezy
jako zjawisko potencjalnie korzystne wskazujgce na
neutralnos¢ technologii PEF w odniesieniu do wielkosci
emisji fotonéw. Przyczyny wiekszej lub mniejszej emis;ji
fotondw po oddziatywaniach réznych technologii na
zywnos¢ trudno jest w tej chwili jednoznacznie wyjasnic.
Zjawisko to moze by¢ zwigzane zaréwno z tzw. emisjg
spontaniczng jak i wymuszong elektronéw znajdujgcych sie
na poziomach wzbudzonych i wracajgcych na nizsze
poziomy energetyczne przy réwnoczesnej emisji fotonow.
Niemniej zarejestrowana podczas naszego eksperymentu
emisja fotonébw moze byé uzalezniona od wielu,
nierozpoznanych na chwile obecng czynnikéw zmiennosci,
dlatego trudno jest w tej chwili stawia¢ jednoznaczne
hipotezy, bez przeprowadzenia wigkszej ilosci podobnych
eksperymentow.

Dodatkowo przeprowadzono analize emisji fotondw
(podczas 10 minutowego pomiaru) ze wszystkich wariantow
ekstraktow kawy typu cold brew. W tym celu caty okres
pomiaru podzielono na 8 grup pomiarowych. Pierwsza
grupa pomiarowa odpowiadata pierwszym 75 sekundom
pomiaru czyli 75 zliczeniom odbywajgcym sie co 1 sekunde.
llo$¢ zliczen w kazdej grupie pomiarowej podana zostata na
rysunku 5 (dotyczacym proby kontrolnej) jako wartosé
procentowa odnoszaca sie do calego szesciuset-
sekundowego pomiaru, traktowanego jako 100%.
Wszystkie 8 grup pomiarowych zostato poréwnanych ze
sobg z wykorzystaniem analizy wariancji oraz testu
Duncana (post hoc).

Intensywnosc emisji fotonow z ekstraktu kawy niepasteryzowanego
i poddanego oddzialywaniom PEF

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci
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Rys. 4. Intensywno$¢ emisji fotonéw z niepasteryzowanego

ekstraktu kawy oraz poddanego oddziatywaniom PEF (p<0,05)

Stwierdzono, ze emisja fotondw z ekstraktu kawy dla
wszystkich wariantéw badawczych nie zmieniata sie w
statystycznie istotny sposéb podczas analizy, tak samo jak
wczesniej przeanalizowana pod tym wzgledem w innych
pracach emisja fotonéw z probek ziemniakéw, marchwi, jaj
oraz piw rzemiesiniczych [12, 13, 14]. Inng zalezno$¢
stwierdzono we wczesniejszych badaniach w stosunku do
prébek gruszek i jabtek, gdzie zauwazono statystycznie
istotny spadek emisji fotondw z tych owocéw podczas
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trwania pomiaréw [12]. Intensywno$é emisji fotondéw z
ekstraktu kawy typu cold brew podczas przeprowadzonych
analiz byta na podobnym poziomie réwniez w probach po
oddziatywaniach PEF. Oznacza to, ze utrwalanie
ekstraktow kawy typu cold brew pulsacyjnymi polami
elektrycznymi nie powodowato zmiany intensywnosci emis;ji
fotondw w trakcie pomiaréw ultrastabej luminescencji.

Intensywnosc emisji fotonow [%] z niepasteryzowanego ekstraktu kawy
Pionowe stupki oznaczajq 0,95 przedzialy ufnosci
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Rys. 5. Intensywnos$¢ emisji fotonéw z niepasteryzowanego

ekstraktu kawy w trakcie trwania pomiaru (10 minut) w zalezno$ci
od grupy pomiarowej (czasu) (p<0,05)

Na podstawie przeprowadzonych analiz
mikrobiologicznych stwierdzono redukcje liczby komorek
bakterii (gronkowcéw) oraz drozdzy w badanych prébkach
po oddziatywaniach PEF (Tab. 1).

Oddziatywania PEF byty skuteczng technologig
powodujgcg obnizenie liczby komorek bakterii
(gronkowcow) w ekstraktach kawy (o 0,2688D-0,3358D) w
poréwnaniu do proby kontrolnej. W jeszcze wiekszym
stopniu miata miejsce redukcja liczby komérek drozdzy po
oddziatywaniach PEF przy natezeniu pola elektrycznego
wynoszgcym 34,25 [kV/cm], gdyz byta ona na poziomie
ponad dwoéch rzedéw (ponad 2,5315D) w odniesieniu do
liczby komérek drozdzy w niepasteryzowanym ekstrakcie
kawy. Silniejsze oddzialywania PEF o natezeniu pola
elektrycznego wynoszacym 34.25 kV/cm skutkowaty
statystycznie istotnie wiekszg redukcjg zaréwno bakterii
gronkowca jak i drozdzy w poréwnaniu do stabszego
utrwalania PEF, tj. na poziomie 27,40 kV/cm.

Tabela 1. Stopien redukcji bakterii gronkowcéw oraz drozdzy
po oddziatywaniach pulsacyjnego pola elektrycznego (n=2). Rézne
litery (w kolumnach) oznaczajg rézne grupy jednorodne (p<0,05)

Bakterie

gronkowce)

Drozdze

CFU

D

CFU

D

Kontrola

65

3,4*10°

PEF
27,40
[kV/icm]
400
impulséw
co 15
sekund

35

0,2688°

50

0,8325°

PEF
34,25
[kV/em]
400
impulséw
co 10
sekund

30

0,3358°

<1

>2,5315°
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Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan nie stwierdzono
réznicy emisji fotonéw z niepasteryzowanej kawy typu cold
brew w poréwnaniu do préb poddanych oddziatywaniom
PEF, co uzna¢ nalezy za potencjalnie korzystne zjawisko.
Oddziatywania PEF w skuteczny sposéb, w poréwnaniu do
préby kontrolnej, obnizyly liczbe komdrek bakterii
(gronkowcow) o 0,3358D oraz drozdzy — o ponad 2,5315D.
Przedstawione wyniki wskazujg na przydatno$¢ metody
PEF jako alternatywnego sposobu utrwalania ekstraktow
kawy sporzgdzonych na zimno.
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