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Streszczenie

Celem pracy byla préba okreslenia aktywno$ci przeciwutleniajacej herbat zielonych

jako czynnika ksztaltujacego prozdrowotne wlasciwosci tychze herbat. Badaniu

poddano napary chinskich herbat zielonych pochodzace od szesciu réznych produ-
centow. Okreslono wlasciwosci przeciwrodnikowe analizowanych prob za pomoca

testu z rodnikiem DPPH (rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylowy). Ponadto

oznaczono zawarto$¢ zwiagzkéw polifenolowych ogdtem metoda Folina-Ciocalteu’a.
Stwierdzono znaczne zréznicowanie aktywnosci przeciwutleniajacej oraz zawartosci

zwigzkow polifenolowych. Zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych wynosita od 35,29

do 91,32 mg/100 ml naparu. Zdolno$¢ dezaktywacji DPPH przez badane surowce

ksztaltowala si¢ na poziomie od 25,3 do 59,8% poczatkowej ilo$ci rodnika.

Summary

The aim of this study was to determine the antioxidant activity of green teas as a factor
shaping pro-health properties of these teas. The study involved the infusions of Chinese
green teas from six different producers. The antiradical properties of the analyzed samples
were determined by means of the DPPH radical test (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
radical). In addition, the total polyphenol compounds were determined using the
Folin-Ciocalteu method. Significant differentiation of antioxidant activity and content
of polyphenol compounds was found. The content of polyphenolic compounds ranged
from 35.29 to 91.32 mg / 100 ml of infusion. The deactivation capacity of DPPH was
25.3 t0 59.8% of the initial amount of the radical by the tested raw materials.
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Wstep

Herbata jest aromatycznym naparem, powszechnie przygotowywanym poprzez
zalewanie goracg lub wrzacg woda lisci i pakow krzewu herbacianego (Camellia
sinensis L.). Wedlug chinskich legend herbate spozywano juz od III wieku p.n.e.,
a pierwsze pisemne wzmianki o herbacie mozna znalez¢ w tzw. Ksiedze Chou
Huna, z 770 roku p.n.e. Poczatkowo napar herbaciany, przygotowywany z lisci
dziko rosngcych drzew i krzewdw, stosowano jako lek oraz srodek wzmacniajacy
i poprawiajacy samopoczucie. Obecnie napar herbaciany jest drugim, zaraz po
wodzie, najczesciej spozywanym napojem na $wiecie [1, 2].

Herbate zielong, uzyskuje si¢ ze $wiezo zebranych lisci, ktére poddawane s
natychmiastowemu suszeniu lub wstepnemu dziataniu goracej pary wodne;j,
a nastepnie ich wysuszeniu. W takich warunkach inaktywacji ulega oksydaza
polifenolowa, co zapobiega utlenianiu i przemianom zwigzkéw polifenolowych
oraz degradacji obecnych wlisciach witamin. Pozwala to na uzyskanie produktu
o sktadzie chemicznym podobnym do $wiezo zebranych lisci [3, 4]. Szacuje sie,
ze kazdego roku na calym $wiecie wytwarzanych jest ok. 2,5 miliona ton lisci
herbacianych, przy czym ok. 20% produkciji stanowi herbata zielona, spozy-
wana gtownie w Azji, Afryce Péinocnej, Stanach Zjednoczonych i Europie [5].

Herbata jest produktem catkowicie naturalnym, nie zawiera srodkéw suszg-
cych, sztucznych barwnikéw oraz aromatéw. Napoj herbaciany spozywany bez
dodatku cukru i mleka posiada praktycznie zerowg kaloryczno$¢ oraz odgrywa
wazng role w utrzymaniu odpowiedniego poziomu nawodnienia organizmu [6].

W zielonej herbacie wystepuje ok. 4000 zwigzkéw bioaktywnych, wérod
ktérych najwazniejszymi sg polifenole. Stanowia one najliczniejszg grupe
zwigzkoéw, a ich zawartos¢ w suchej masie wynosi od 25 do 37%. Najwiekszy
udzial w polifenolach stanowig katechiny. Ponadto w herbacie wystepuja ami-
nokwasy, kwasy organiczne, garbniki, kofeina, weglowodany, biatko. Wysoka
zawartos¢ katechin powoduje, ze herbata zielona ma cierpki, orzezwiajacy smak.
Ponadto herbata jest bogata we fluor, glin, magnez oraz witaminy z grupy B,
C[7,8,9,1, 10, 11] - Tabela 1. Produkty pochodzace z zielonej herbaty to
glownie ekstrakty z zielonej herbaty w postaci plynnej lub sproszkowanej, ktére
réznig si¢ udzialem polifenoli (45-90%) i zawartosci kofeiny (0,4-10%) [5].

Tabela 1. Typowy sklad chemiczny lisci zielonej herbaty [5, 9]
Table 1. A typical chemical composition of green tea leaves [5, 9]

Skltadnik Zawarto$¢ (% masy suszonych lisci)
Polifenole 25-37
Weglowodany 5-7
Biatko 15-20
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Sktadnik Zawarto$¢ (% masy suszonych lisci)
Ligniny 6,5
Sktadniki mineralne 5
Aminokwasy 4
Kofeina 3
Lipidy 2
Kwasy organiczne 1,5
Chlorofil 0,5

Polifenole dziatajg posrednio jako przeciwutleniacze, hamujac czynniki tran-
skrypcyjne wrazliwe na zmiany rownowagi REDOX, przyczyniaja sie do hamowania
aktywnosci enzymdw ,,prooksydacyjnych’. Polifenole zawarte w zielonej herbacie
wykazujg zdolno$¢ do zmiatania reaktywnych form tlenu poprzez tworzenie
bardziej stabilnych rodnikéw fenolowych [12, 13]. Ma to szczegdlne znaczenie
ze wzgledu na to, ze wolne rodniki reagujac z czgsteczkami sacharydéw, lipidow,
bialek, powodujg ich utlenianie, czego konsekwencja jest niszczenie struktur komdr-
kowych i tkankowych, przyczyniajac sie do rozwoju wielu choréb [8]. Polifenole
r6znig sie miedzy sobg budowg chemiczng i wlasciwosciami biologicznymi.
Wspdlng cechg wszystkich polifenoli sg silne wlasciwosci antyoksydacyjne,
podobnie jak w przypadku witaminy C, tokoferolu czy karotenu [2]. Wolne
rodniki pochodzg z naturalnych przemian metabolicznych oraz w wyniku
dziatania na organizm substancji chemicznych, takich jak: ksenobiotyki, jony
metali ciezkich, zwigzki aromatyczne, cytostatyki oraz czynnikéw fizycznych:
promieniowanie UV, ultradzwigki, promieniowanie jonizujace [14].

Ze wzgledu na wilasciwosci zielonej herbaty, jej spozywanie przynosi wiele
korzysci zdrowotnych. Polifenole obecne w herbacie stanowig istotne czynniki
w walce ze szkodliwymi dla organizmu wolnymi rodnikami. Spozywanie pro-
duktéw bogatych w te zwigzki znacznie zmniejsza ryzyko wystepowania stanéw
zapalnych, alergii, chordb ukladu krazenia. Zielona herbata dziala antybakteryjnie
(przeciwko Escherichia coli, Streptococcus salivarius i Streptococcus mutant oraz
groznej Helicobacterpylori) oraz przeciwwirusowo. Herbaciane flawonoidy zmniej-
szajg stan zapalny, dzialajg przeciwbakteryjnie i zapobiegaja prochnicy zebow
[2, 17]. Picie zielonej herbaty moze obniza¢ ryzyko wystapienia nowotworéw
piersi, prostaty, jelita grubego i cienkiego, odbytu, pecherza moczowego, zotad-
ka, trzustki, watroby, przetyku czy ptuc [17, 18]. Regularna konsumpcja herbaty
zielonej moze takze wspomagac¢ walke z otyloscig i cukrzycg [15, 16]. Celem
niniejszej pracy byta préba okreslenia aktywnosci przeciwutleniajacej herbat
zielonych jako czynnika ksztaltujacego prozdrowotne wlasciwosci tych herbat.
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Materiat i metody badan

Materiat do badan stanowity zielone herbaty lisciaste pochodzace z Chin od
szesciu producentow (Bentley’s - A, Biofix - B, Mayo - C, Loyd - D, Malwa - E,
Irving — F). Zostaly one zakupione w sklepach na terenie Krosna (wojewodz-
two podkarpackie). Badania dla kazdej probki przeprowadzane byly w tem-
peraturze pokojowej (20°C). Ekstrakcje prowadzono w sposéb odpowiadajacy
warunkom zalecanym przez producenta do przygotowania naparow z tego typu
herbat (1glisci + 100 ml wody o temp. 80°C przez 3 minuty). Uzyskane napary
po przesaczeniu przeznaczano do analizy. W naparach oznaczano aktywnos¢
przeciwutleniajacg (test z rodnikiem DPPH) oraz ogélng zawartos¢ zwigzkow
fenolowych metoda Folina-Ciocalteu’a.

Zawartos¢ zwigzkow fenolowych ogélem w badanych naparach oznacza-
no metodg kolorymetryczng z zastosowaniem odczynnika Folina-Ciocal-
tewa. Pomiaréw absorbancji dokonywano przy dtugosci fali A = 765 nm po
30 minutach inkubacji przy uzyciu spektrofotometru firmy Jenway. Zawar-
to$¢ zwigzkow polifenolowych ogétem w badanym ekstrakcie obliczono na
podstawie krzywej wzorcowej wyznaczonej dla kwasu galusowego, dla ktdrej
wspolczynnik determinacji wynosit R*=0,999. Zawartos¢ zwigzkow fenolo-
wych w przeliczeniu na kwas galusowy odczytywano z krzywej wzorcowej
i wyrazono w mg kwasu galusowego (mg/100 ml ekstraktu) (Rysunek 1).
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Rysunek 1. Krzywa wzorcowa do oznaczania zawartosci zwiazkéw polifenolowch ogotem
w przeliczeniu na kwas galusowy

Figure 1. Standardization curve to determine total polyphenolic compounds expressed as
gallic acid equivalents
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Wilasciwosci przeciwrodnikowe badanych naparéw oznaczano testem
zrodnikiem DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylhydrazyl) wg metodyki opracowanej
przez Sanchez-Moreno i wsp. [21] z modyfikacjg Szlachty i Maleckiej [19]
polegajaca na ustaleniu czestotliwosci pomiaréw i dobraniu optymalnego
stezenia etanolowego roztworu DPPH. Metoda ta pozwala na okre$lenie
stopnia wygaszania rodnika DPPH w okreslonym czasie, zainicjowanego
w obecnosci przeciwutleniacza. Rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylowy
jest stabilny, wykazuje maksimum absorpcji przy dtugosci fali A = 515 nm.
W obecnosci przeciwutleniacza ulega on redukgji, ktorg charakteryzuje zmiana
barwy etanolowego roztworu DPPH' z fioletowej na z6itg. Aktywnos¢ prze-
ciwutleniajaca napar6w zostala wyrazona jako procent wygaszonego rodnika
DPPH po inkubacji z badang prébka w okreslonym czasie (t = 10 minut)
w odniesieniu do probki kontrolne;j.

Zdolnos¢ antyoksydacyjng badanego naparu obliczono, korzystajac ze wzoru:

A -A

t

Redukcja rodnika DPPH [%] = T - 100

0

gdzie:
A, - absorbancja probki kontrolnej
A, - absorbancja badanej probki po uptywie okreslonego czasu (t = 10 minut)

Redukcja DPPH mierzona jako spadek absorbancji roztworu jest uwa-
runkowana wlasciwosciami przeciwutleniajagcymi préby. Im silniejsze sg
wlasciwosci danej probki, tym zmniejszenie absorbancji odzwierciedlajace
redukcje rodnika DPPH jest wieksze. Probki o mniejszej zdolnosci dezakty-
wacji wolnego rodnika wykazujg niewielki spadek absorbancji.

Uzyskane wyniki zestawiono i poddano weryfikacji statystycznej za po-
mocg programu Statistica, wersja 13.3 (StatSoft). W opracowaniu wynikéw
uwzgledniono $rednie arytmetyczne oraz odchylenie standardowe. Istotno$¢
réznic miedzy srednimi weryfikowano testem Tukey’a przy dwdch poziomach
istotnosci P<0,05 i P<0,01.

Wyniki i ich omdwienie
Badane napary zielonych herbat charakteryzowaly si¢ zréznicowang zawar-
to$cig zwigzkéw fenolowych: od 35,29 do 91,32 mg/100 ml naparu. Srednia
zawarto$¢ polifenoli w badanych naparach wynosita 60,66 mg/100 ml naparu
(Tabela 2).

36



Wtasciwosci przeciwutleniajgce wybranych herbat...

Tabela 2. Zawartos¢ zwigzkdw fenolowych ogoétem
Table 2. Content of total phenolic compounds

Badana prébka Zawartos¢ polfenoli ogélem [mg/100ml SEM
naparu]
A 68,96+0,3324 0,19
B 35,29+0,548 0,31
C 38,07+0,36 0,21
D 79,90+0,66° 0,38
E 50,34+0,49¢E 0,28
F 91,32+0,36' 0,21
Srednia 60,66
Objasnienia:

a—-f — wartosci w kolumnie oznaczone réznymi literami réznig si¢ istotnie (P< 0,05)
A-F - wartosci w kolumnie oznaczone r6znymi literami réznig sie istotnie (P< 0,01)

Analiza ilosciowa naparéw zielonych herbat wykazata istotne réznice w za-
wartos$ci polifenoli ogétem. Najwiekszg zawartoscig polifenoli charakteryzo-
wala si¢ herbata zielona oznaczona symbolem F (91,32 mg/100 ml naparu),
za$ najmniej zwigzkow fenolowych zawieraly herbaty oznaczone symbolem
B oraz C (odpowiednio 35,29 i 38,07 mg/100 ml naparu).

Wolosiak i wsp. [22] uzyskali zawarto$¢ polifenoli na poziomie od 9,7 do
68,5 mg/100 ml. Wigkszg zawarto$¢ polifenoli ogétem obserwowali w herba-
tach, ktorych liscie byly najbardziej rozdrobnione (pochodzace z Cejlonu i Nepalu,
odpowiednio 68,5 i 48,0 mg/100 ml), zas mniejsza w herbatach o lisciach zwinie-
tych (pochodzacych z Tajwanu i Tanzanii, odpowiednio 9,7 i 31,7 mg/100 ml).
Cieslewicz i Grzelakowska [20] uzyskaly zawarto$¢ polifenoli w réznych
herbatach od 9,5 do 47,3 mg GAE/g s.m. (kwasu galusowego) w przypadku
pierwszego parzenia i od 6,7 do 22,1 mg GAE/g s.m. w przypadku parzenia
drugiego. Muzolf-Panek [10] uzyskala zawartos¢ polifenoli w sze$ciu badanych
herbatach zielonych na poziomie od 224,9 do 448,8 mg/g ekstraktu. Badania
Satoha i wsp. [23] dowodzg o zawartosci zwigzkow polifenolowych na poziomie
312,5 mg zwigzkow polifenolowych w 1 g ekstraktu. Spotykane w literaturze
zawartosci polifenoli w herbatach zielonych mieszczg si¢ w bardzo szerokich
granicach. Porownywanie uzyskiwanych wynikéw utrudnia fakt stosowania
réznych rozpuszczalnikéw — woda, metanol, ale takze sposob przedstawiania
wynikéw w przeliczeniu na ekwiwalenty kwasu galusowego czy katechiny na
1 g suchej masy herbaty badz objetos¢ 100 lub 200 ml [20].

Herbaty zielone, wykorzystane w badaniach, wykazywaly zréznicowang
zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH, wyrazong w procentach, po uplywie
10 minut inkubacji roztworu rodnika DPPH z badanym naparem (Rysunek 2).
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Zaobserwowane rdznice w zawartosci polifenoli oraz zdolnosci wygaszania
rodnika DPPH w herbatach réznych marek mogg wynikac¢ z réznic gatunko-
wych, wieku rosliny oraz warunkdéw jej uprawy, jak réwniez procesu produk-
cyjnego [26, 27]. Tym samym badane herbaty moga r6znic si¢ zawartoscig
poszczegdlnych zwigzkow nalezacych do grupy polifenolowych.

Metody zaprezentowane w niniejszej pracy stuza do oznaczania zdolnosci
antyutleniajacych zwigzkéw wchodzacych w sktad badanych herbat. Metody
te oparte sg na réznych mechanizmach reakcji, przebiegaja w réznych $ro-
dowiskach, a takze r6znig si¢ odczynnikiem, ktdry jest redukowany przez
antyutleniacz.

509 aa

Badana probka
> W 0o U m

0 10 20 30 40 50 60 70
Redukcja rodnika DPPH [%]

Rysunek 2. Redukcja rodnika DPPH [%]
Figure 2. Reduction of DPPH radical [%]

Objasnienia:
a-f — wartos$ci oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie (P< 0,05)
A-F - wartosci oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie (P< 0,01)

Po 10 minutach inkubacji badane napary wygaszaty od 25,3 do 59,8%
DPPH. Najsilniejszymi wlasciwos$ciami przeciwutleniajacymi odznaczaly
sie herbaty oznaczone symbolem Fi A (odpowiednio 59,81 51,4%). Herbaty
zielone CiB dezaktywowaly odpowiednio 25,3 oraz 27,3% poczatkowej ilosci
rodnika DPPH (Rysunek 2).

Jak wykazaly badania [24, 23], spo$rod wszystkich rodzajow herbat: czarnej,
czerwonej i zielonej, herbata zielona charakteryzuje si¢ najwyzsza aktywnoscia
przeciwutleniajaca w tescie DPPH. W badaniach Fik i Zawislak [8] oznaczone
aktywnosci przeciwutleniajace zawieraly sie w przedziale od 53,7 do 61,0%.
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Wedlug Benzie i Szeto [7] wlasciwosci przeciwutleniajace herbat zielonych sg
zdecydowanie wigksze niz herbat oolong i czarnej, chociaz w obrebie kazdej
z tych grup produktéw wystepowaly od dwu- do trzykrotne réznice w ak-
tywnosci przeciwutleniajacej. Badania Betlej i wsp. [25] wykazaly rowniez
zréznicowang aktywnos¢ antyoksydacyjng herbat zielonych, a ich $rednia
warto$¢ wynosita 79,65%. Wsrdd herbat pochodzacych z Chin wartos¢ ta
wynosita od 75,19% do 84,27%. Wyzsze wartosci obserwowano w herbatach
pochodzacych z Ceylonu. Ponadto autorki [27] wykazaly wyzszg aktywnos¢
antyoksydacyjng herbat zielonych lisciastych w poréwnaniu do herbat gra-
nulowanych. Rowniez Muzolf-Panek [10] wykazala zréznicowang aktywnos¢
przeciwutleniajacg badanych herbat zielonych.

Whioski

Calkowita zawartosc¢ polifenoli byla zréznicowana w zaleznosci od marki
herbaty.

Zaobserwowane roznice w zawartosci polifenoli w herbatach zielonych
réznych marek, pochodzacych z Chin, mogg wynikac z réznic odmiano-
wych i wieku roéliny oraz warunkow jej uprawy.

Zielona herbata cechuje si¢ wysokim potencjalem przeciwutleniajacym,
charakteryzujacym si¢ zdolnoscig do dezaktywacji reaktywnych form tlenu.
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