648

Probl Hig Epidemiol 2013, 94(3): 648-652

Aktywnosc przeciwrodnikowa piwa

Antiradical activity of beer
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Cel badan. Przedstawienie wynikéw badai dotyczacych zawartosci
zwigzkoéw fenolowych oraz aktywnosci przeciwrodnikowej kilku prébek
piwa obecnego na polskim rynku.

Metoda. Aktywnos¢ przeciwrodnikowg okreslono stosujgc spektro-
fotometryczng metode oznaczania zawartosci zwigzkéw fenolowych oraz
pomiar kinetyki procesu wygaszania rodnika DPPH przez rézne objetosci
prébek piwa.

Wyniki i wniosek. Stwierdzono, ze zawarto¢ fenoli oznaczona w prébkach
piwa koreluje z ich aktywnoscig przeciwrodnikowa.

Stowa kluczowe: piwo, wolne rodniki, antyutleniacze, kinetyka

Aim. The description of the results of our experimental study on the total
phenolic content and the antiradical activity of several beers present on
the Polish market.

Method. The antiradical activity was determined by means of the
spectrophotometric method of phenolic content determination as well as
by using the kinetic measurements of the DPPH radical quenching process
in the presence of various amounts of beer samples.

Results & conclusion. The total phenolic content determined for the beer
samples is correlated to their antiradical activity.
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Wprowadzenie

Termin ,,wolne rodniki” oznacza pojedyncze
atomy, grupy atoméw lub czasteczki, ktére zawieraja
w swojej strukturze co najmniej jeden niesparowany
elektron [1-4]. Wolne rodniki charakteryzujg si¢
bardzo wysoka reaktywnoscig chemiczng. Dlatego
w celu stabilizacji wolnych rodnikéw przytaczaja
lub oddaja one elektrony czastkom znajdujacym
si¢ w ich najblizszym $rodowisku. Konsekwencja
wysokiej reaktywnosci chemicznej wolnych rod-
nikow jest ich szkodliwe dziatanie w stosunku do
zywych organizmoéw. Do najbardziej narazonych na
atak wolnych rodnikéw naleza te sktadniki zywego
organizmu, ktorych czasteczki zawieraja podwdjne
wigzania, polisacharydy, DNA lub wchodzg w sktad
bton komérkowych kwasy nienasycone, biatka, lipidy
(w tym cholesterol ) wystepujace we krwi. Starzenie
si¢ organizmu cztowieka jest jednym z zewnetrznych
przejawow procesow postepujacych wraz z uptywem
czasu. Do gléwnych czynnikéw stymulujacych pro-
cesy starzenia naleza: uposledzenie mitochondriow
(centréw energetycznych komorki), ekspresja genéw
odpowiedzialnych za procesy starzenia si¢ organizmu,

obnizenie aktywnos¢ polimerazy DNA (regulujacej
procesy naprawcze w komérkach), skracanie sie telo-
meréw oraz zmiany hormonalne (np. menopauza lub
andropauza). W przebiegu wigkszosci tych procesow
istotnag role odgrywaja wolne rodniki.

W ramach obrony przed wolnymi rodnikami
zaleca si¢ spozywanie produktéw o wysokiej zawar-
tosci przeciwutleniaczy, np. zwiazkéw polifenolowych
czy witamin o wlasciwosciach przeciwutleniajacych
(wit. C 1 E). Ze wzgledu na mechanizm dziatania
substancji o charakterze przeciwutleniaczy mozna
je podzieli¢ na dwie gtéwne grupy. Pierwsza z nich
obejmuje tzw. przeciwutleniacze pierwotne, ktérych
aktywnos¢ polega na przerywaniu tancucha reakeji
utleniania poprzez dostarczenie wodoru rodnikom
i wytworzenie bardziej stabilnych zwigzkéw. Mecha-
nizm ten obejmuje nastepujacy schemat reakeji:

AH+R" - A"+ RH
AH +RO"— A"+ ROH
AH + ROO" - A" +ROOH

gdzie: AH — przeciwutleniacz, RH — sktadnik utlenia-
ny, A", R", RO", ROO" — wolne rodniki.
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Przeciwutleniacze pierwotne obejmujg m.in.
naturalne i syntetyczne tokoferole, galusany propylu
(PG) lub oktylu (OG), butylohydroksytoulen (BHT),
butylohydroksyanizol (BHA) oraz zwiazki polifeno-
lowe wystepujace w wielu surowcach roslinnych.

Do drugiej grupy przeciwutleniaczy naleza tzw.
przeciwutleniacze wtérne (znane takze jako przeciwu-
tleniacze drugorzedowe, pomocnicze lub synergenty),
ktore opdzniaja procesy utleniania ttuszczéw przez
procesy inne niz przerywanie fancucha autooksydacji.
Nalezg do nich gléwnie procesy: cze¢$ciowej regeneracii
przeciwutleniaczy pierwotnych na drodze ich redukeji,
kompleksowanie jonéw metali katalizujacych reakcje
utleniania, tworzenie ochronnej warstwy granicznej
pomiedzy powietrzem a sktadnikami tluszczowymi,
wychwytywania tlenu, pochtanianie promieniowania
UV, rozktadu nadtlenkéw do produktéw nierodniko-
wych oraz dezaktywacje tlenu singletowego.

Piwo, podobnie jak wino, zawiera w swoim skta-
dzie liczne zwigzki polifenolowe. Zwigzki o takiej
strukturze wykazuja silne wlasciwosci przeciwutle-
niajace. Bioragc udziat w procesie zmiatania wolnych
rodnikéw przyczyniaja sie do zapobiegania skutkom
starzenia si¢ organizmu czlowieka. W niniejszej pracy
przedstawiono wyniki badan wstepnych majacych na
celu okreslenie zawartosci zwigzkéw polifenolowych
w wodnych roztworach handlowych prébek piwa oraz
okreslenie ich aktywnosci przeciwrodnikowej jako
funkcji stezenia probki.

Ocenia sig, ze ok. 80% zwiazkéw fenolowych obec-
nych w piwie pochodzi ze stodu, a ok. 20% z chmielu.
Do gtéwnych zwigzkéw fenolowych wystepujacych
w piwie naleza:

* kwasy fenolowe: chlorogenowy, ferulowy, wanili-
nowy, galusowy, o-kumarowy, p-kumarowy, cyna-
monowy, syringowy, kawowy;

* pochodne flawan-3-olu (katechinowe lub antocja-
nogeny): katechina, epikatechina, procjanidyna
(utlenione i wysokospolimeryzowane zwane sa
flobafenami), prodelfinidyny (pochodne galusanu
epikatechiny);

* glikozydy flawonowe: ramnozydy i glukozydy
kwercetyny, rutyna (kwercetyno-3-rutynozyd),
kampferatryna (kampferyloramnozyd).

W procesie warzenia piwa zwiagzki fenolowe
ulegajg przemianom chemicznym prowadzacym do
reakcji z biatkami 1 uzyskania wlasciwosci przeciwu-
tleniajacych. Do najbardziej reaktywnych chemicznie
zwiazkow fenolowych obecnych w piwie naleza flawo-
noidy ze wzgledu na wystapienie w ich czasteczkach
charakterystycznego ukladu tréjpierscieniowego
—w zaleznosci od zastosowanych surowcow jak i spo-
soboéw prowadzenia procesow filtracji.

Materiat i metody

Odczynnik Folina-Ciocalteu (POCh); kwas
galusowy (Sigma-Aldrich); DPPH (2,2-difenylo-1-
pikrylo-hydrazyl) (Sigma-Aldrich); metanol (POCh).
Probki handlowych piw obejmowaty nastepujace marki
dostepne na polskim rynku: Brok Export, Harnas, Pils
Lech, Pilzner Urquell, Premium Lech, Tatra, Tyskie,
Warka, Zubr.

W celu dokonania ilo$ciowej charakterystyki
badanych handlowych prébek piwa rozcienczano je
woda redestylowana. W tak otrzymanych roztworach
oznaczano zawarto$¢ fenolowych oraz aktywnos¢
przeciwutleniajaca.

Calkowitg zawartos$¢ zwiazkow fenowych w piwie
oznaczono metoda spektrofotometryczng z zastoso-
waniem odczynnika Folina-Ciocalteu stosujac jako
wzorzec kwas galusowy [6]. Wyniki oznaczen przeli-
czano na ilo$¢ mg kwasu galusowego przypadajaca na
1 g wyjsciowej probki piwa. W tym celu do kolby mia-
rowej o pojemnosci 10 cm® odmierzono 0,05-0,20 cm?®
roztworu piwa o stezeniu ustalonym doswiadczalnie,
0,5 cm® odczynnika Folina-Ciocalteu oraz 6 cm?® wody
redestylowanej. Tak otrzymany roztw6r wymieszano
i pozostawiono na 3 minuty. Po uptywie tego czasu doda-
no 1,5 ecm? 20% (w/w) wodnego roztworu weglanu sodu
iuzupelniono wodg redestylowang do kreski markowej.
Tak przygotowane prébki pozostawiono w ciemnosci na
2 godziny, a nastgpnie mierzono ich absorbancje przy
dtugosci fali 765 nm wobec préby zerowej.

W celu przygotowania roztworéw piwa do okre-
§lania aktywnosci przeciwrodnikowej z odczynnikiem
DPPH zastosowano nastepujacy sposob postegpowania.
Bezposrednio po otwarciu wychtodzonej butelki piwa
za pomoca pipety automatycznej pobierano probki ba-
danego piwa o objetosci: 0,5; 1,0; 1,5 oraz 2,0 cm?. Po-
brane prébki piwa przenoszono do kolb o pojemnosci
10 cm3, a nastepnie zawartos¢ kolb dopetniano woda
redestylowang do kreski markowej przy ostroznym
mieszaniu zawartosci kolb w celu zapobiezenia pie-
nieniu si¢ tak otrzymanych roztworéw. W ten sposéb
otrzymano wodne roztwory piwa o stezeniach: 5, 10,
15120%.

Odczynnik do oznaczania aktywnosci przeciwu-
tleniajacej probek piwa przygotowano w nastepujacy
sposéb: odwazano 7 mg DPPH, nawazke przenoszono
do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm?, rozpusz-
czono w niewielkiej ilosci metanolu, a nastepnie
kolbe uzupetniano metanolem do kreski markowe;.
W ten sposéb otrzymano roztwér DPPH o stezeniu
177,5 tM. W celu okreslenia aktywnosci przeciwutle-
niajacej probek badanego piwa w kolbie o pojemnosci
5 cm® umieszczano po 1 cm?® roztworu piwa, dodawa-
no 1 cm? metanolu. Do tak otrzymanej mieszaniny
szybko dodano 3 cm?® roztworu DPPH, jednocze$nie



650

Probl Hig Epidemiol 2013, 94(3): 648-652

rozpoczynajac rejestracje zmian absorbancji. W me-
todzie kinetycznej z zastosowaniem rodnika DPPH
[7] badania prowadzono przy maksimum absorpcji
wodno-metanolowego roztworu DPPH (A=515nm).
W badaniach spektrofotometrycznych stosowano
wodne roztwory badanych piw, przy czym stopien roz-
cienczenia handlowych prébek dobrano eksperymen-
talnie. Badania kinetyki procesu wygaszania rodnika
DPPH przez wodne roztwory piwa prowadzono przy
uzyciu spektrofotometru Genesys II (Milton Roy)
rejestrujac absorbancje prébek piwa przez okoto 200
sekund co 1 sekunde. Wyniki pomiaréw absorbancji
A, zapisywano w pamigci komputera klasy PC potaczo-
nego ze spektrofotometrem przez interface RS232C.
Kinetyke procesu wygaszania rodnika DPPH przez
wodne roztwory badanych probek piwa opisywano za
pomoca réwnania kinetycznego reakeji pseudopierw-
szorzedowej [7]:
A=A, +(A)—A.) e ™

gdzie: A, — absorbancja roztworu w czasie zerowym,
A, — absorbancja roztworu w czasie nieskonczenie

dtugim, k — stata szybkosci procesu wygaszania rod-
nika DPPH.

Na podstawie danych doswiadczalnych wyzna-
czono wartosci liczbowe parametréw réwnania kine-
tycznego: Ay, A.. oraz k przy zastosowaniu nieliniowej
metody najmniejszych kwadratéw z wykorzystaniem
algorytmu Levenberga i Marquadta zaimplementowa-
nego w narzedziu Solver arkusza kalkulacyjnego Excel
2010. W celu okreslenia aktywnosci przeciwrodniko-
wej badanych probek piwa przyjeto zatozenie, ze rze-
czywistg miarg tej aktywnosci moze by¢ poczatkowa
szybko$¢, 1, reakeji rodnika DPPH ze sktadnikami
wodnych roztworéw badanych prébek. Szybkosé te
mozna wyznaczy¢ na podstawie parametrow stosowa-
nego rownania kinetycznego jako wartos¢ graniczng
szybkosci wzglednej za pomocg réwnania [5]:

Wszystkie analizy piw wykonano w kilku powto-
rzeniach. Otrzymane wyniki opracowano statystycz-
nie przy zastosowaniu testu t Studenta.

Wyniki i oméwienie

Rycina 1 jest typowym przyktadem pomiaréw ak-
tywnosci przeciwrodnikowej probek piwa. Przedstawia
onawzgledng zmiang absorbancji wodnych roztwordéw
probek piwa jako funkcje czasu reakcji z rodnikiem
DPPH. Jak wynika z danych zamieszczonych na tym

rysunku wszystkie krzywe mozna opisa¢ réwnaniem
kinetycznym reakcji pseudopierwszorzedowej.

Wykorzystujac tak otrzymane dane doswiad-
czalne dla wszystkich probek badanych probek piwa
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Ryc. 1. Kinetyka procesu wygaszania rodnika DPPH przez wodne
roztwory piwa w temperaturze pokojowej. Stezenie piwa: A — 0%,
B-5%,C-10%,D-15%, E-20%

Fig. 1. Kinetics of DPPH radical quenching by aqueous solutions of
beer at room temperature. Concentrations of beer: A — 0%, B — 5%,
C-10%, D - 15%, E - 20%

wyznaczono wartosci liczbowe parametrow rownania
kinetycznego: A,, A., oraz k. Wartosci te stanowity
podstawe do wyznaczenia wzglednej wartosci po-
czatkowej szybkosci, r,, procesu wygaszania rodnika
DPPH przez probki badanych piw o réznych steze-
niach.

Na rycinie 2 przedstawiono typowy wykres zalez-
nosci szybkosci r, od stezenia piwa w badanej probce
poddanej reakeji z rodnikiem DPPH.

Na podstawie zaleznosci przedstawionej na ryci-
nie 2 wyznaczono wartos$¢ nachylenia prostoliniowej
zaleznosci otrzymujac dla kazdego piwa wartos¢
wspdtczynnika stanowigcego ilosciowa miare poczat-
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Ryc. 2. Wptyw stezenia piwa na warto3¢ poczatkowe] szybkosci wzgled-
nej procesu wygaszania rodnika DPPH przez wodne roztwory piwa
w temperaturze pokojowej

Fig. 2. Effect of beer concentration on the value of the initial relative
rate for the process of DPPH radical quenching by aqueous solutions
of beer at room temperature
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Ryc. 3. Aktywnos¢ przeciwrodnikowa handlowych prébek piwa
w temperaturze pokojowej

Fig. 3. Antiradical activity of commercially available samples of beer
at room temperature

Jak wynika z danych zamieszczonych na rycinie 3
aktywnos¢ przeciwrodnikowa handlowych préobek
piwa wyznaczona kinetyczna metoda z zastosowaniem
rodnika DPPH miesci sie w stosunkowo szerokim za-
kresie: 2,8-4,5 s' dm. Otrzymany wynik wskazuje, ze
chociaz badane piwa réznig si¢ miedzy sobg walorami
smakowymi to ich aktywnos$¢ przeciwrodnikowa jest
stosunkowo wysoka i tylko w pewnym stopniu zalezy
takze od handlowej marki piwa.

Na podstawie wynikow badan wstepnych stwier-
dzono, ze absorbancja probek wzorcowych roztwordw
kwasu galusowego zmienia sie liniowo ze stezeniem
tego kwasu zgodnie z réwnaniem: A=0,124 C
[mg/dm?]. Wykorzystujac tak przygotowany uktad
wzorcowy okreslono catkowity zawartos¢ zwigzkow
fenolowych w handlowych prébkach piwa, a wyniki
tych oznaczen zestawiono na rycinie 4.

Sumaryczna ilo$¢ zwigzkéw fenolowych w piwie
w wigkszosci przypadkéw miesci sie w przedziale od
150 do 300 mg/dm?, co jest zgodne z zalecanym ich
poziomem rekomendowanym przez European Brewery
Convention oznaczanym przy zastosowaniu metody
z odczynnikiem zelazowym [8]. Jedynie w dwdch
przypadkach zaobserwowano wyzszg zawarto$¢ zwigz-
koéw fenolowych w badanych handlowych prébkach
piwa.

Na rycinie 5 przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy
poczatkowa szybkoscig procesu wygaszania rodnika
DPPH przez substancje przeciwrodnikowe obecne
w badanych handlowych prébkach piwa wyznaczona

Szybkos¢ zmiatania rodnika [s'dm?]

200 300 400 500 600

Zawarto$¢ fenoli [mg/dm?]

0 100 700
Ryc. 5. Zaleznos¢ pomiedzy poczatkowa szybkoscig zmiatania wolnych
rodnikéw i zawartoscig zwigzkdw fenolowych obecnych w handlowych
prébkach piwa

Fig. 5. Relationship between the initial rate of free radicals scavenging
process and phenolic content in commercially available samples of
beer

przy zastosowaniu metody kinetycznej a wartoscia
zwigzkow fenolowych obecnych w tych préobkach.

Jak wynika z danych zamieszczonych na rysunku
5, istnieje staba korelacja pomiedzy wynikami przepro-
wadzonych oznaczen. Oznacza to, ze prawdopodobnie
obydwie stosowane metody pomiarowe wykazuja
réznice w czutosci w stosunku do tych sktadnikow
piwa.

Whniosek

Zarbéwno zawartos$¢ zwiagzkow polifenolowych,
jak 1 zawartos$¢ flawonoidéw oraz wlasciwosci prze-
ciwrodnikowe badanych roztworéw sporzadzonych
z r6znych handlowych piw, w gléwnej mierze zaleza
od ich pochodzenia.
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