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Streszczenie

Cydr jest napojem alkoholowym szczegdlnie popularnym w Europie Zachodniej, otrzymywanym me-
toda tradycyjng w nastgpujacych po sobie dwodch procesach fermentacji: alkoholowej i jabtkowo-
mlekowej. Rowniez wérdd polskich konsumentoéw obserwuje si¢ wzrost zainteresowania tym napojem.
Sktonito to autorow do podjecia proby oceny wilasciwoscei przeciwutleniajacych kilku dostepnych na
polskim rynku cydrow. W ramach prowadzonych badan oznaczono ogodlng zawartos¢ polifenoli. Aktyw-
nos¢ przeciwrodnikowa badanych cydrow oznaczono metoda spektrofotometryczna z wykorzystaniem
rodnika DPPH'. Prowadzone badania mialy na celu takze ocene¢ potencjatu przeciwutleniajacego TEAC.
Do okres$lenia zaleznosci pomigdzy parametrami zwigzanymi z wlasciwosciami przeciwutleniajacymi
zastosowano analize sktadowych gtownych PCA.

Uzyskane wyniki wskazuja na zréznicowanie cydrow dostgpnych na polskim rynku pod wzgledem
zawarto$ci polifenoli ogotem (239,54 + 582,44 mg/l). Potwierdzeniem tej zawartosci byly wartosci sily
redukujacej FRAP i potencjatu przeciwutleniajacego TEAC. Wartosci parametru ECsy oraz APpppy byty
zréznicowane i nieproporcjonalne do uzyskanych pozostalymi metodami. W rezultacie prowadzonych
badan stwierdzono, ze wlasciwosci przeciwutleniajace cydrow sa stabsze w porownaniu np. z wlasciwo-
$ciami win.

Stowa kluczowe: wlasciwosci przeciwutleniajace, polifenole, cydr, metoda FRAP, metoda DPPH-, meto-
da Folina-Ciocalteu’a

Wprowadzenie

Cydr jest popularnym napojem alkoholowym w Europie Zachodniej, szczeg6lnie
w regionach, w ktorych uprawa winorosli jest ograniczona ze wzgledu na uwarunko-
wania klimatyczne. Tradycyjne metody wytwarzania cydru sa bardzo proste. Poczat-
kowo miazdzy si¢ owoce za pomocg prasy mechanicznej w celu wycisnigcia soku.
Zachodzaca nastepnie fermentacja odbywa si¢ w sposob naturalny przy udziale mikro-

Dr D. Kwasniewska, dr inz. D. Wieczorek, Katedra Technologii i Analizy Instrumentalnej, Wydz. Towa-
roznawstwa, Uniwersytet Ekonomiczny w Poznaniu, al. Niepodlegtosci 10, 61-875 Poznan. Kontakt:
dobrawa.kwasniewska@ue.poznan.pl



OCENA WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACYCH CYDROW 81

flory zasiedlajgcej owoce, elementy prasy lub beczki fermentacyjne. Cydr uzyskany
metodami tradycyjnymi charakteryzuje si¢ roznorodno$cig aromatow, nierzadko jed-
nak tradycyjne metody wytwarzania tego trunku obarczone sg zagrozeniami wynikaja-
cymi z nickontrolowanej fermentacji [22]. Tradycyjny proces wyrobu cydru sktada sig¢
z dwoch nast¢pujacych po sobie proceséw fermentacji. Pierwszy z nich stanowi kon-
wersja cukrow do etanolu przy udziale drozdzy w ramach fermentacji alkoholowe;.
Drugim natomiast jest proces fermentacji mlekowo-jablkowej polegajacy na prze-
ksztatceniu kwasu jabtkowego w mlekowy. Skutkiem tego etapu jest takze zmniejsze-
nie kwasowosci cydru [32]. Wigkszo$¢ dostepnych na rynku cydréw wytwarzana jest
jednak metoda przemystowa, ktora obejmuje jedynie etap fermentacji alkoholowe;.

Na jako$¢ cydru, poza przebiegiem fermentacji, duzy wptyw ma zawarto$¢ poli-
fenoli. Zwiazki te odpowiedzialne sg za barwe, cierpkos¢ oraz aromat cydru. Dowie-
dziono takze, ze inhibituja dziatanie mikroorganizméw, np. Zymomonas mobilis, od-
powiedzialnych za psucie cydru [2, 9, 17].

Polifenole sa grupa zwigzkoéw, wsrod ktorych wyrdznia si¢ kilka klas, a mianowi-
cie: kwasy fenolowe, flawonoidy (flawonole, flawony, flawanony, flawanonole, izo-
flawony i antocyjanidyny), stylbeny oraz lignany. Poza wplywem na profil sensorycz-
ny owocow, warzyw 1 produktow ich przerobu dowiedziono, ze polifenole dziataja
jako przeciwutleniacze, a tym samym zapobiegaja procesom utleniania LDL-
lipoprotein, agregacji plytek krwi oraz uszkodzeniu czerwonych krwinek. Polifenolom
przypisuje si¢ takze dziatanie antykancerogenne, antymutagenne, przeciwbakteryjne,
a takze chelatujace metale [5, 11]. Dane te wskazuja, ze warto swiadomie sigga¢ po
produkty bogate w zwiazki zaliczane do polifenoli.

Profil polifenolowy jabtek, a tym samym cydru, zalezy od: odmiany jabtek, kli-
matu, stopnia dojrzatosci, przechowywania oraz przetwarzania. Przyjmuje si¢, ze spo-
srod roznych klas polifenoli w jabtkach najwigcej jest procyjanidow — 40 +~ 89 %, ko-
lejnym pod wzglgdem zawartosci jest kwas hydroksycynamonowy, nastepnie
dihydrochalkony, flawonole, antocyjany oraz flawon-3-ole [23].

Celem niniejszej pracy byla ocena wiasciwosci przeciwutleniajacych pieciu do-
stepnych na rynku cydrow.

Material i metody badan

Badaniom poddano pi¢¢ cydrow zakupionych w handlu detalicznym. Byty to,
z wyjatkiem cydru nr 2, napoje wyprodukowane w Polsce. Zgodnie z deklaracjg pro-
ducenta cydry charakteryzowaly si¢ taka sama zawartos$cig alkoholu, tj. 4,5 %. Kazdy
z produktow poddanych badaniom byt gazowany, czyli zwieral dodany dwutlenek
wegla.

Ogolng zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w cydrach oznaczano metodg spektrofo-
tometryczng z zastosowaniem odczynnika Folina-Ciocalteu’a [13, 24, 25]. Jako wzo-
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rzec stosowano kwas galusowy. Wykorzystano procedurg analityczng opisang w litera-
turze [15, 21]. Pomiar wykonywano trzykrotnie, za wynik przyjmowano wartos¢ sred-
nig. Zawartos¢ zwigzkow fenolowych ogdtem, w przeliczeniu na kwas galusowy, wy-
znaczano z krzywej wzorcowej, wykreslonej na podstawie rownania y = 0,1238x.

Wszystkie analizy spektrofotometryczne w niniejszych badaniach wykonywano
przy uzyciu spektrofotometru Metertech UV/VIS SP- 8001 (Metertech, Taiwan).

Site redukujacag oznaczano metoda FRAP. Z kazdego badanego cydru przygoto-
wano po pie¢ roztworow o doswiadczalnie dobranym stezeniu. Jako rozpuszczalnika
uzywano alkoholu metylowego. W celu wykonania oznaczenia zastosowano procedury
analityczne opisane w literaturze [6, 15, 19, 21, 26]. Krzywa wzorcowg stanowita za-
leznos¢ absorbancji wodnego roztworu (FeSO47H,0) od jego stezenia. Na podstawie
poréwnania katow nachylenia krzywej doswiadczalnej i krzywej wzorcowej wyzna-
czano warto$¢ FRAP roztworéw cydrow.

W cydrach oznaczano potencjatl przeciwutleniajacy TEAC. Metoda polega na
okresleniu zmiany warto$ci absorbancji zachodzacej podczas redukeji kationorodnika
ABTS " do ABTS w wyniku dziatania zwiazkéw redukujacych zawartych w produkcie
[4, 18]. Oznaczenie wykonywano zgodnie z procedura opisang w literaturze [30].
Uwzgledniono pigé¢ rozcienczen cydrow o eksperymentalnie dobranym st¢zeniu. Przy-
gotowano takze krzywa wzorcowa, ktorag stanowita zalezno$¢ absorbancji roztworu
metanolowego troloksu (TE) od jego stezenia. Iloraz wspolczynnikow kierunkowych
odpowiednio krzywej doswiadczalnej oraz krzywej wzorcowej stanowig koncowa war-
tos¢ FRAP.

Aktywno$¢ przeciwrodnikowa cydrow oznaczano metodg spektrofotometryczng
z wykorzystaniem rodnika DPPH’, wedtug procedur opisanych w literaturze [8, 19].
Czas rejestracji absorbancji wynosit 15 min, z czgstoscig probkowania wynoszacg 2 s.
Na podstawie zarejestrowanych krzywych kinetycznych oraz krzywej wzorcowej
o réwnaniu y = 0,0104x, przedstawiajacej zalezno$¢ absorbancji metanolowego roz-
tworu DPPH' od jego stezenia, wyznaczano st¢zenie rodnika DPPH™ w uktadzie reak-
cyjnym, a nastgpnie zawarto$¢ pozostatego rodnika z rownania:

[DPPH],_;; |
[DPPH],_,

% DPPHP0? = 00 %,

w ktérym:

%DPPH poz — procentowa zawarto$¢ pozostatego, niezredukowanego rodnika DPPH’,
[DPPH ],.;5s — zawarto$¢ rodnika DPPH" w ukltadzie reakcyjnym z dodatkiem badanej
probki po 15 min,

[DPPH ], — poczatkowa zawarto$¢ rodnika DPPH w uktadzie reakcyjnym bez dodat-
ku badanej probki.
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Na podstawie zawartosci pozostatego rodnika DPPH™ w ukladzie reakcyjnym dla
kazdego st¢zenia badanej probki wyznaczano parametr ECs,, czyli zawarto$¢ badane;j
probki potrzebnej do zmniejszenia poczatkowej zawartosci DPPH o 50 %. Nastepnie,
podobnie jak Maisuthisakul i wsp. [20], okre$lano aktywno$¢ przeciwutleniajaca
APpppy cydrow zdefiniowang jako 1/ECsy.

Analize statystyczng przeprowadzono w programie Statistica 12. Do analizy sta-
tystycznej zastosowano technike wielowymiarowg PCA oraz statystyke podstawowag —
macierz korelacji przy poziomie istotnosci p < 0,05.

Wyniki badan i analiza

Literatura dostarcza stosunkowo duzo informacji na temat wtasciwosci przeciwu-
tleniajacych napojow alkoholowych, w szczegdlnosci win [14, 16] oraz piw [10, 28],
natomiast dane dotyczace cydrow dostepnych na polskim rynku sg bardzo ograniczone.
Cydry badane w pracy charakteryzowaty si¢ zréznicowang zawarto$cig polifenoli ogo-
tem (239,54 + 582,44 mg/l). Cydry 1., 2. i 3. zawieraly dwukrotnie mniej polifenoli niz
cydry 4. i 5. (tab. 1). Dysproporcja taka jest naturalna, poniewaz na zawarto$¢ polife-
noli wptywa wiele czynnikow. Alonso-Salces 1 wsp. [3] wskazuja na znaczne réznice
pod wzgledem zawartosci polifenoli, np. w cydrach otrzymanych z jablek pochodza-
cych z Francji byto ich 0,28 + 217 mg/l, z kolei cydry baskijskie otrzymywane z jabtek
galicyjskich charakteryzowaly si¢ wigkszg zawartoscig polifenoli — 21 + 512 mg/l.
Dostepne sg takze dane dotyczace porownania zawartosci polifenoli cydrow baskij-
skich i francuskich oznaczonych metoda chromatograficzng [1, 12]. W cydrach baskij-
skich zawartos¢ polifenoli wynosita 24 + 331 mg/l, a w cydrach francuskich — 143 +
2488 mg/l. Podkreslono rownoczesnie, ze wyniki uzyskane metoda Folina-Ciocalteu’a
s zawyzone w stosunku do wynikow uzyskanych metodami chromatograficznymi.
Autorzy niniejszego artykutu nie znajg odmian jabtek, z ktorych byly wyprodukowane
badane przez nich cydry, stad nie mogg oceni¢ wplywu odmiany na zawarto$¢ polife-
noli.

Na podstawie poréwnania zawartosci polifenoli w cydrach z danymi literaturo-
wymi mozna stwierdzi¢, ze wina czerwone charakteryzuja si¢ znacznie wyzszym stg-
zeniem tych zwigzkéw 1 w przeliczeniu na kwas galusowy jest to zakres 1390 +
1600 mg/l. W jednej z najbardziej cenionych odmian winorosli wtasciwej, jaka jest
odmiana Cabernet Sauvignon, zawarto$¢ polifenoli wynosi 1412 mg kwasu galusowe-
go w jednym kilogramie owocow. Znacznie mniejsza zawarto$¢ polifenoli wystepuje
w winogronach biatych, np. w odmianie Chardonnay — 575 mg/kg [27, 31]. Z kolei
w piwach zawarto$¢ polifenoli wynosi 150 + 300 mgGA/I.

Site redukujgca FRAP cydrow okre$lono na podstawie zdolnosci do redukcji
zwiazku Fe’ ' TPTZ do Fe*' TPTZ. Przyjmuje si¢, ze im wyzsza wartos¢ FRAP badanej
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substancji, tym wigksza jest jej sita redukujaca. Sposrod przebadanych probek naj-
wiegkszg sitg redukujgcg charakteryzowat si¢ cydr 5., a nastepnie 4. (tab. 1).

Potencjatl przeciwutleniajgcy TEAC badanych cydréw wynika z ich zdolnosci do
redukcji kationorodnika ABTS™". Podobnie jak w przypadku metody FRAP, przyjmuje
sie, ze wyzszy potencjatl przeciwutleniajacy odpowiada wyzszym wartosciom TEAC.
Wykazano, ze najwyzszg warto$cig TEAC charakteryzowat si¢ cydr 4., a nastepnie 5.
Wartosci ABTS badanych cydréw byly znaczaco nizsze niz win czerwonych, w ktd-
rych wskaznik ten wedlug danych literaturowych wynosi $rednio 14,1 mM TE/ml [27].

Nalezy podkresli¢, ze wyniki uzyskane metodg FRAP, jak i TEAC, uwidaczniajg
znaczne réznice pomigdzy analizowanymi probkami cydrow. Réwnoczesnie mozna
zauwazy¢ wystepowanie korelacji pomigdzy sita redukujaca i potencjatem przeciwu-
tleniajacym. Najwyzsze warto$ci obu parametrow oznaczono bowiem w cydrach 4.1 5.
i byly one 2- lub 3-krotnie wyzsze niz w cydrach 1., 2.1 3. (tab. 1).

Zdolnos¢ do wygaszania rodnika DPPH' przez badane cydry wyrazono za pomoca
dwoch parametréw: ECsy oraz APpppy. Im nizszg warto$¢ uzyskuje parametr ECsy, tym
wyzszg aktywnos$¢ przejawia dany przeciwutleniacz. Badane cydry wykazywaly zroz-
nicowang zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH'. Wartosci ECsy cydrow 2. i 3. wynosity
odpowiednio [% v/v]: 0,39 i1 0,64 (tab. 1). Aktywno$¢ przeciwutleniajagca APpppy Cy-
drow zdefiniowana jako 1/ECs, [20] to warto$¢ bedaca odwrotnoscig ECs, stad im jest
ona wyzsza, tym wyzszg aktywnoS$cig przeciwrodnikowg charakteryzuje si¢ dany prze-
ciwutleniacz. Zatem najwyzsza warto$¢ tego parametru sposrod analizowanych cydrow
stwierdzono w probcee 3. (tab. 1).

Tabela 1. Zawarto$¢ polifenoli ogolem oraz wartosci parametrow opisujacych wlasciwosci przeciwutle-
niajace cydrow

Table 1.  Content of total polyphenols and values of parameters that describe antioxidant properties of
cides
Polifenole ogotem FRAP
Cydr Total pOlyphe— [mmol Fe3+/ml] ABTS EC50 APDPPH
Cider nols[mgGA/1] <+s/SD [umol TE/ml] [%] (1/ECsp)
X+s/SD Xes
1 243 + 15,8 1010+ 7,9 0,26 0,43 2,33
2 239+17,3 930+ 8,7 0,20 0,37 2,70
3 273+ 214 600 £ 10,3 0,27 0,64 1,56
4 574+ 11,6 1950 + 12,0 0,82 0,39 2,56
5 582+245 2910+ 11,7 0,72 0,48 2,08

Objasnienia / Explanatory notes:
X — warto$é érednia / mean value; s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation.
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Niewatpliwie istotnym elementem kompleksowej oceny parametréw zwigzanych
z wlasciwoséciami przeciwutleniajacymi jest ich wzajemna korelacja. W celu redukcji
liczby wymiarow oraz wyjasnienia struktury zmiennosci i korelacji danych zastosowa-
no analiz¢ sktadowych gtéwnych PCA. Obliczanie sktadowych gtéwnych wykonano
na podstawie macierzy korelacji, a redukcji wymiaru do 2 dokonano zgodnie z kryte-
rium Kaisera. Dwie sktadowe gtowne opisuja 96,7 % wariancji. Zaréwno z kierunku
i dlugosci wektora (rys. 1), jak i z wartosci obliczeniowych wspotrzednych czynniko-
wych zmiennych wynika jednoznacznie, ze pierwsza skltadowa koreluje silnie ze
zmiennymi FRAP, TEAC i zawarto$cig polifenoli, natomiast sktadowa druga ze
zmiennymi ECsy oraz APpppy. Wartosci zasobow zmiennosci wspoélnej dla dwoch
czynnikéw wynoszacej odpowiednio FRAP = 0,989, TEAC = 0,899, polifenole =
0,953, ECso = 0,996 oraz APpppy = 0,995 wskazuja, ze najpelniej opisywang przez no-
we czynniki zmienng rzeczywistg jest zmienna ECs,. Wzajemne ulozenie wektorow
wzgledem siebie wskazuje na silne dodatnie skorelowanie zmiennych FRAP, TEAC
i polifenoli. Oczywista jest natomiast silna ujemna korelacja pomigedzy ECsy a APpppy.
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Rys. 1. Projekcja zmiennych na ptaszczyzne sktadowych glownych
Fig. 1.  Projection of variables onto principal component plane
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Z kolei brak jest korelacji pomi¢dzy zmiennymi FRAP, TEAC i polifenolami
azmiennymi ECsy oraz APpppy. Podobne powigzania przedstawiono w literaturze
przedmiotu. Stratil i wsp. [26] oraz Casco 1 wsp. [29] wykazali brak korelacji pomig-
dzy zawartosciag zwigzkoéw fenolowych a zdolno$cig wygaszania wolnego rodnika
DPPH/, a ci sami autorzy oraz Benzie i Strain [6] stwierdzili istnienie silnej dodatniej
korelacji pomiedzy zawartoscig polifenoli a warto§ciami TEAC i FRAP. W badaniach
wlasnych potwierdzono wystgpowanie statystycznie istotnych (p < 0,05) korelacji po-
migdzy zmiennymi: zwigzki fenolowe a FRAP (r = 0,909), zwigzki fenolowe a TEAC
(r=0,988) oraz ECsy a APpppy. (r = -0,998). Wykazano, ze przy zatozonym poziomie
istotnosci pozostate korelacje parami byly statystycznie nicistotne. Na rys. 2. przed-
stawiono rzut przypadkow na plaszczyzne sktadowych gtownych, ktory obrazuje po-
dobienstwo pomigdzy badanymi cydrami. Wzajemne ulozenie analizowanych przy-
padkéw wzgledem siebie wskazuje, ze catkowicie odmiennymi wilasciwosciami
stanowigcymi przedmiot rozwazan charakteryzowat si¢ cydr 3. Zauwazy¢ mozna na-
tomiast podobienstwo pomi¢dzy cydrami 1.1 2. oraz 4.1 5.
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Rys. 2. Rzut przypadkow na plaszczyzne sktadowych glownych
Fig. 2.  Projection of data onto principal component plane
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Cydry dostgpne na polskim rynku sg zrdéznicowane pod wzglgdem zawartosci poli-
fenoli ogotem.

Zwigkszona zawartos¢ polifenoli byta skorelowana z wyzszg sitg redukujgcg FRAP
1 wyzszym potencjalem przeciwutleniajgcym TEAC cydrow.

Wartosci parametrow ECsy oraz APpppy byly zrdznicowane i nieproporcjonalne do
tych uzyskanych pozostatymi metodami.

Na podstawie wynikéw badan mozna stwierdzié, ze cydry sg zrodtem zwigzkoéw
fenolowych, lecz w poréwnaniu z innymi napojami alkoholowymi, np. winami,
wykazujg dos$¢ stabe whasciwosci przeciwutleniajace.
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ASSESSMENT OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF CIDERS
Summary

Cider is an alcoholic beverage that is particularly popular in Western Europe where a traditional meth-
od is applied to produce it, i.e. two consecutive fermentation processes: alcoholic and malolactic. Among
Polish consumers, there is a growing interest in this beverage. This fact encouraged the authors to attempt
to assess the antioxidant properties of several ciders available in the Polish market. Under the research
project, the total content of phenolic compounds was determined. The antioxidant activity of the ciders
analysed was determined by a spectrophotometric method using a DPPH- radical. A further objective of
the research study was to assess the TEAC antioxidant potential. A Principal Components Analysis (PCA)
was applied to determine the correlation degree amidst the parameters linked with the antioxidant proper-
ties.

The results obtained showed that the ciders available in the Polish market are differentiated as regards
the content of total polyphenols therein (239.54 + 582.44 mg/1). This was also confirmed by the values of
FRAP reducing power and TEAC antioxidant potential. The values of EC50 and APDPPH parameters
varied and were disproportionate to those obtained by other methods. Based on the results of the analysis
performed, it was found that the antioxidant properties of ciders were weaker compared to, for example,
that of wines.

Key words: antioxidant properties, polyphenols, cider, FRAP method, DPPH method, Folin-Ciocalteu
method B
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