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WPLYW TEMPERATURY PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTOW
HERBATY BIALEJ NA SKEAD FLAWAN-3-OLI I ICH
ODDZIALYWANIE NA DOSTEPNOSC SKEADNIKOW

ODZYWCZYCH Z PASZTETU MIESNEGO

Streszczenie

Badano wplyw temperatury ekstrakcji herbaty biatej na sktad flawan-3-oli. W ekstraktach wodnych
herbaty biatej przygotowanych w temperaturze: 40°C, 60°C, 70°C, 80°C, 100°C oznaczono zawarto$¢
flawan-3-oli (EGCG, ECG, EC, GCG, CG, C). Wysoka temperatura ekstrakcji (80 i 100°C) generowata
reakcj¢ epimeryzacji, czyli przejscia (-) epi-form (2R, 3R) w (-) formy (2S, 3R). Nastgpnie sprawdzano
wplyw ekstraktow herbaty bialej na strawno$¢ biatek, weglowodanow i lipidow pasztetu wieprzowego.
Strawnos¢ zwiazkow odzywczych badano metoda in vitro symulujaca uktad trawienny czlowieka. Stwier-
dzono, ze dodatek ekstraktow przygotowanych w roznej temperaturze powodowat zmniejszenie ilosci
uwalnianych do dializatu produktéow hydrolizy badanych zwiazkéow odzywczych. Proces epimeryzacji

.....

Stowa kluczowe: herbata biata, temperatura ekstrakcji, polifenole, strawnos¢, trawienie metoda in vitro

Wstep

Podstawowymi komponentami herbaty sa zwiazki polifenolowe, ktore stanowia
36 % suchej masy lisSci. Wsérod polifenoli herbat niefermentowanych najliczniejsza
grupe stanowia flawan-3-ole (katechiny). W czasteczce flawan-3-oli w pier§cieniu C
przy atomach wegla C-2 1 C-3 wystgpuja dwa centra asymetrii. Katechiny herbaty maja
przy atomie wegla C-3 zawsze konfiguracje R. Ze wzgledu na rézna stereoizomerig
przy weglu C-2 katechiny mozna podzieli¢ na dwie grupy: (-) epi-formy (2R, 3R) i (-)
formy (28, 3R), (rys. 1).
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Rys. 1.  Stereochemiczna struktura katechin herbaty.
Fig. 1.  Stereo-chemical structure of tea catechins.

(-) Epi-formy (2R, 3R) to zwiazki, w ktorych podstawniki w pierscieniu C przy
weglu 2 1 3 sa skierowane za plaszczyzng (forma cis) [16]. Do tej grupy naleza:
(-) EGCG (galusan epigalokatechiny), (-) ECG (galusan epikatechiny), (-) EC (epikate-
china). (-) Epi-formy (2R, 3R) stanowia ponad 90 % wszystkich polifenoli naturalnie
wystepujacych w li§ciach herbaty. Druga grupa katechin sa (-) formy (2S, 3R), w kto-
rych w pierscieniu C podstawnik przy weglu drugim jest skierowany przed ptaszczy-
zng, a przy weglu trzecim za ptaszczyzng (forma trans). Przyktadowe katechiny nale-
zace do (-) form (2S, 3R) to: (-) GCG (galusan galokatechiny), (-) CG (galusan kate-
chiny), (-) C (katechina). W wysokiej temperaturze, w warunkach beztlenowych za-
chodzi reakcja epimeryzacji, w wyniku ktorej liczniejsze (-) epi-formy (2R, 3R) prze-
chodza w (-) formy (2S, 3R) [19]. Sugeruje to, ze ekstrakty przygotowane w réznych
warunkach moga odznacza¢ si¢ innym udziatem poszczegdlnych frakcji stereoizome-
réw. Stereoizomeria katechin moze mie¢ wptyw na interakcje z enzymami trawienny-
mi i sktadnikami pokarmow.



WPEYW TEMPERATURY PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTOW HERBATY BIALEJ NA SKEAD... 125

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu temperatury przygotowania eks-
traktow herbaty biatej na sktad flawan-3-oli i ich oddzialywanie na strawnos¢ sktadni-
kéw odzywezych z modelowego pasztetu migsnego.

Materialy i metody badan

Do badan uzyto bialej herbaty liSciastej, zakupionej w lokalnym sklepie z herba-
tami. Herbatg wybrano sposrdd pigciu herbat niefermentowanych. Jako kryterium wy-
boru przyjeto skutecznos¢ w ograniczaniu dostepnosci lipidow w procesie trawienia in
vitro [10]. Ekstrakty wodne herbaty sporzadzano poprzez odwazenie 0,3 g + 0,0001 g
suchych, rozdrobnionych lisci i dodanie 15 ml wody redestylowanej o temperaturze:
40, 60, 70, 80 i 100 °C i prowadzono trzydziestominutowa ekstrakcje¢ przy stalym wy-
trzasaniu. Po tym czasie uzyskane probki saczono przez twarda bibule filtracyjna.
Otrzymane ekstrakty ptukano gazowym azotem i przechowywano w temp. -20 °C.

Zastosowany do badan modelowy produkt migsny - pasztet ,,LUPPO” pochodzit z
firmy Igloomeat. Zostal wykonany na bazie migsa wieprzowego, thuszczu wieprzowe-
go, watroby wieprzowej, skor wieprzowych, biatka i skrobi. W 100 g produktu znaj-
dowato sig Srednio: 7,6 g biatka, 30,7 g tluszczu, 3,7 g weglowodandw. Wartos¢ ener-
getyczna produktu wynosita 1347,7 kJ.

Strawno$¢ biatek, weglowodanow i lipidow badano stosujac metode in vitro, sy-
mulujaca uklad trawienny czlowieka, opracowana na podstawie metody Millera [12],
Woltersa [17] i Zyty [20]. W dializacie oznaczano: glicerol wedlug metody opisane;j
przez Fossati i wsp. [2], biatko metoda Lowry’ego [9] i cukry metoda Millera [11].

W metodzie in vitro stosowano dwa roztwory enzymow. Pierwszy przygotowano
przez rozpuszczenie 45,3 mg pepsyny (firmy Sigma o aktywno$ci 4750 U/mg) w 20 ml
0,1 M HCI. Drugi roztwor przygotowano przez rozpuszczenie 66,7 mg pankreatyny
(firmy Sigma o aktywnos$ci rownej 8 x U.S.P.) i 833,3 mg zo6lci (bile extract porcie
firmy Sigma) w 10 ml 0,1 M NaHCO;. Do strzykawek (5 ml) z odcigtymi koncowkami
nawazano 0,5 g + 0,0001 g pasztetu i dodawano po 0,5 ml naparu herbaty (probki wia-
sciwe) lub 0,5 ml wody redestylowanej (probki kontrolne). Przygotowano tez proby
zerowe zawierajace tylko ekstrakt herbaty bez pasztetu. Probki wiasciwe, kontrolne
i zerowe wykonano w szesciu powtoérzeniach. Probki zakwaszano do pH = 2,0. Na-
stgpnie dodawano 0,75 ml roztworu pepsyny oraz wodg redestylowana w ilosci zapew-
niajacej jednakowa objetos¢é wprowadzanych roztworow réwna 2 ml. Po doktadnym
wymieszaniu wszystkich sktadnikéw strzykawki zaklejano parafilmem i inkubowano
w tazni wodnej w temp. 37 °C przez 2 h. Nastgpnie do probek dodawano NaHCOs;,
w ilo$ci zapewniajacej pH = 7,0, wodg redestylowang oraz 0,375 ml roztworu pankre-
atyny i zotci. llos¢ dodawanej wody redestylowanej zapewniata jednakowa sumarycz-
na objetos¢ wprowadzanych roztworow rowna 1,15 ml. Zawartos¢ strzykawek doktad-
nie mieszano i przenoszono ilosciowo do workow dializacyjnych. Worki zapinano
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klipsami i umieszczano w kolbach stozkowych zawierajacych po 50 ml buforu imida-
zolowego o pH 7,0. Probki inkubowano przy stalym wytrzasaniu przez 4 h w temp.
37°C. W uzyskanych dializatach oznaczano zawarto$¢ wolnego glicerolu, biatka
i cukrow uwolnionych z trawionego pasztetu.

Oznaczenie zawartosci katechin w naparach herbaty, przygotowanych w réznej
temperaturze, wykonano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej, opisang
przez Lin i wsp. [8]. Oznaczenia wykonano za pomocao chromatografu cieczowego
(Biorad Lab., Herkules, CA. USA) z detektorem spektrofotometrycznym A = 280 nm;
w kolumnie LUNA C18(2) (250 x 4,6 mm. Wzorce: galusan (-)-epikatechiny, galusan
(-)-epigalokatechiny, galusan (-)-galokatechiny i galusan (-)-katechiny oraz napary her-
bat przed analiza przesaczano przez filtry o $rednicy poréw 0,45 pum. Stosowano prze-
pltyw fazy ruchomej réwny 1 ml/min i elucj¢ gradientowa (0 - 10 min - 100 % fazy A -
elucja izokratyczna; 10 - 25 min - 100 % — 90 % fazy A, 0 % — 10 % fazy B - gradient
liniowy; 25 - 60 min - 90 % — 70 % fazy A, 10 % — 30 % fazy B - gradient liniowy).
Jako fazg A zastosowano metanol/kwas mrowkowy/wodg redestylowana (20:0,3:79,7
v/v/v), a jako fazg B zastosowano metanol/kwas mréwkowy (99,7:0,3 v/v).

Do poréwnania ilo$ci oznaczonych zwiazkow zastosowano jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji ANOVA. Istotno$¢ roznic pomigdzy warto§ciami $rednimi zbadano
testem LSD Fishera na poziomie istotnosci p < 0,05.

Wiyniki i dyskusja

W tab. 1. przedstawiono zawarto$¢ poszczegdlnych flawan-3-oli w ekstraktach her-
baty bialej, przygotowanych w roéznej temperaturze. Analizowane katechiny nalezaly do
dwoch grup (-) epi-form (2R, 3R) i (-) form (2S5, 3R). llo$¢ uwalnianych z lisci katechin
rosta wraz ze wzrostem temp. ekstrakcji, az do 80 °C. Podniesienie temp. ekstrakcji do
100 °C powodowato dalszy wzrost stezen katechin nalezacych do (-) form (285, 3R), przy
réwnoczesnym zmniejszeniu stgzen katechin nalezacych do (-) epi-form (2R, 3R).
W ekstraktach uzyskanych w temperaturze 80 i 100 °C nie obserwowano istotnych réznic
migdzy sumarycznymi zawartosciami wszystkich oznaczonych katechin.

W tab. 2. przedstawiono procentowy udziat (-) epi-form (2R, 3R) i (-) form (2S,
3R) w poszczegolnych ekstraktach. Wzrost procentowego udzialu (-) form (2S, 3R)
stwierdzono w temp. 80 i 100 °C. Zmiana procentowego udzialu stereoizomerdéw naj-
prawdopodobniej wynikata z przebiegu reakcji epimeryzacji (-) epi-form (2R, 3R) do
(-) form (28, 3R), ktora byla generowana przez dziatanie wysokiej temperatury [1, 19].

Przeprowadzone badania trawienia in vitro wykazaly inhibicyjny wplyw zwiaz-
kow herbaty na strawno$¢ biatka zwierzecego (tab. 3). Dodatek ekstraktow herbaty do
trawionego in vitro pasztetu zmniejszal ilo$¢ biatka niskoczasteczkowego uwalnianego
do dializatu od 15 do 28 % wzgledem proby kontrolnej. Stwierdzono, ze migdzy ilo-
Scia bialka uwalnianego do dializatu a sumaryczna ilo$cia wprowadzonych flawan-3-
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oli wystepuje silna korelacja wyrazona wspotczynnikiem determinacji R*= 89 %. Wy-
nika ona z duzego powinowactwa polifenoli herbaty do biatek. Grupy fenolowe kate-
chin wiaza si¢ z biatkami na skutek oddziatywan hydrofobowych, jak rowniez poprzez
wiazania wodorowe [14]. Powstale kompleksy polifenole-biatko ograniczaja dostep-
no$¢ substratu enzymom proteolitycznym. W ostatnich latach w literaturze pojawity si¢
doniesienia potwierdzajace inhibitujacy wptyw polifenoli zielonej herbaty na aktyw-
no$¢ pepsyny i trypsyny [3]. Otrzymane wyniki dowodza braku roznic w sile inhibitu-
jacego dziatania migdzy probkami z dodatkiem ekstraktow przygotowanych w tempe-
raturze 80 i 100 °C, co sugeruje, ze stereoizomeria katechin nie wptywa istotnie na
proces trawienia biatka.

Tabela l
Zawarto$¢ katechin w ekstraktach herbaty biatej, przygotowanych w réznych warunkach temperaturo-
wych, w przeliczeniu na 100 ml ekstraktu; EGCG - galusan epigalokatechiny; GCG - galusan galokatechi-
ny; ECG - galusan epikatechiny.
The content of catechins in white tea extracts, prepared at different temperatures, per 100 ml of extract;
EGCQG - epigallocatechin gallate; GCG - gallocatechin gallate; ECG - galloepicatechin.

Temperatura (-) Epi-formy (2R, 3R) (-) Formy (2S, 3R)
ekstrakeji (-) Epi-forms (2R, 3R) (-) Forms (28, 3R) Suma katechin
Extraction [mg %] [mg %] Total catechins
temperature [mg %]
[°C] EGCG | ECG EC GCG CG C
40 7,75° 3,22¢ 1,04 0,75 0,13* 0,27 13,16*
60 11,85° | 4,32° 1,26° 0,86° 0,18° 0,48° 18,95°
70 13,69 5,88° 1,76° 1,12¢ 0,21° 0,59° 23,16°
80 14,84 | 6,71¢ 1,934 1,414 0,46° 1,25¢ 26,634
100 13,05 | 6,11° 1,78 3,18° 0,614 1,74° 26,474

Objasnienia: / Explanatory notes:
Rozne litery superskryptu oznaczaja roznice statystycznie istotne.
Different letters in superscript represent statistically significant differences.

Dodatek ekstraktow herbaty o najwigkszej sumarycznej zawartosci katechin spo-
wodowal maksymalne ograniczenie uwalniania weglowodanow do dializatu (tab. 3).
Podobnie, jak w przypadku trawienia biatka, nie stwierdzono jednak wptywu stereo-
izomerii flawan-3-oli na zawarto§¢ cukrow w dializacie. W literaturze wystepuja do-
niesienia potwierdzajace inhibitujace dziatanie polifenoli na aktywnos$¢ a-amylazy [3,
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7, 18]. He 1 wsp. [3] wykazali, Ze obecnos¢ polifenoli zielonej herbaty w stezeniu 0,05
mg/ml powodowata obnizenie aktywnosci a-amylazy nawet o 61 %.

Tabela 2
Procentowy udziat (-) epi-form (2R, 3R) i (-) form (25, 3R) w ekstraktach herbaty biatej, przygotowanych
w roznych warunkach temperaturowych.
Percentage rate of (-) epi-forms (2R, 3R) and (-) forms (2S, 3R) in white tea extracts prepared at different
temperatures.

Temperatura ekstrakeji Epi-forma (2S, 3S) Forma (2R, 3S)
Extraction temperature Epi-forms (28, 3S) Forms (2R, 3S)

[°C] [%] [%]

40 91,3* 8,7°

60 92,0* 8,0°

70 91,7% 8,3%

80 88,3 11,7°

100 79,1¢ 20,9¢

Objasnienie jak pod tab. 1./ Explanatory notes see Tab. 1

W przeprowadzonych badaniach in vitro wykazano takze inhibicyjny wptyw fla-
wan-3-oli uwolnionych w réznej temperaturze z lisci herbacianych na proces trawienia
thuszczow (tab. 3). Najwigksze zmniejszenie ilosci uwalnianego do dializatu glicerolu
(jednego z produktow hydrolizy lipidow), wynoszace 32 % wzgledem proby kontrol-
nej, stwierdzono po dodaniu do pasztetu ekstraktu przygotowanego w temperaturze
100 °C. Migdzy zawartoscia glicerolu w dializacie przy dodatku ekstraktu otrzymanego
temperaturze 80 1 100 °C wykazano istotng réznicg. Wskazuje to, ze stereoizomeria
flawan-3-oli moze mie¢ wplyw na intensywnos¢ hydrolizy lipidow. Skuteczniej ogra-
niczal hydrolizg thuszczow ekstrakt zawierajacy wigksza ilos¢ (-) form (2S, 3R). Wyni-
ki te sa zgodne z rezultatami badan Ikedy i wsp.[4]. Wykazali oni, ze galusany kate-
chin GCG i CG charakteryzuja si¢ znacznie wigksza efektywnos$cia w zmniejszaniu
aktywnosci lipazy niz ich epimery EGCE i ECG [4]. Ponadto udowodnili, ze lipaz¢
inhibituja tylko katechiny zwiazane w formie estrow z kwasem galusowym, a wolne
katechiny nie wptywaja na aktywno$¢ enzymow katalizujacych reakcjg hydrolizy lipi-
dow. Inhibitujacy wplyw katechin zielonej herbaty na aktywnos¢ lipazy zotadkowej
i trzustkowej przy zastosowaniu roznych substratow opisali Juhel i wsp. [5]. Wykazali
oni, ze sita inhibitujaca katechin zalezy od rodzaju lipazy, jak rowniez od rodzaju tra-
wionego tluszczu. Ponadto udowodnili, Ze w obecnosci katechin nastgpuje istotne
zmniejszenie emulgacji lipidow, co moze w znaczacy sposob ogranicza¢ dostgpnosé
lipaz do substratu i hamowa¢ proces wchtaniania produktow hydrolizy lipidéw. Inhibi-
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cyjny wpltyw katechin na trawienie ttuszczow potwierdzono rowniez w badaniach in

vivo [6, 13, 15].

tu, w zaleznosci od temperatury przygotowania dodawanych ekstraktow herbaty biale;j.

Amount of low molecular proteins, glycerol, and reducing saccharides released to dialyzate from 1 g of

paté depending on the extraction temperature of white tea extracts added.

Tabela 3
Tlo$¢ biatka niskoczasteczkowego, glicerolu i cukréw redukujacych uwolnionych do dializatu z 1 g paszte-

Temperatura ekstrakcji
Extraction temperature

Ilo$¢ uwalnianych do dializatu zwiazkow odzywczych [mg/g pasztetu]

Amounts of nutrients released to dialyzate [mg/g paté]

[°C] Biatka niskoczasteczkowe Cukry redukujace Glicerol
Low molecular proteins Reducing saccharides Glycerol
Proba kontrolna 4530 41.9° 18.2°
Control sample
40 36,4° 40,4 13,7°
60 36,0° 39,5° 9,9°
70 35.2¢ 40,5 9,4
80 31,14 32,7° 9,01
100 31,7¢ 32,8° 8,2°

Objasnienie jak pod tab. 1./ Explanatory notes see Tab. 1.

Whioski

1. Tlo$¢ uwalnianych z lisci herbaty bialej katechin rosta wraz ze wzrostem tempera-
tury ekstrakcji, az do osiagnigcia temperatury 80 °C. Wysoka temperatura ekstrak-
cji (801 100 °C) generowata reakcje epimeryzacji, czyli przejscia (-) epi-form (2R,

3R) w (-) formy (2S, 3R).

2. Dodatek ekstraktow herbaty bialej do pasztetu spowodowal zmniejszenie ilosci
uwalnianych do dializatu produktéw hydrolizy weglowodanow (max. o 10 %),
biatka (max o 28 %) i lipidow (max. o 32 %).

3. Zmniejszenie ilosci uwalnianych do dializatu produktéw hydrolizy biatka, weglo-
wodanéw i lipidow byt zalezny od ilosci wprowadzonych flawan-3-oli.

4. Procentowy udziat stereoizomeréw flawan-3-oli wptynat istotnie tylko na ilo$¢
uwalnianego do dializatu produktu hydrolizy lipidow (glicerolu). (-) Formy (28S,

3R) silniej ograniczaja strawnos$¢ lipidéw pasztetu niz (-) epi-formy (2R, 3R).
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THE IMPACT OF PREPARATION TEMPERATURE OF WHITE TEA EXTRACTS ON
THE COMPOSITION OF FLAVAN-3-OLS AND THEIR INTERACTION WITH
THE DIGESTIBILITY OF NUTRIENTS CONTAINED IN MEAT PATE

Summary

The impact of white tea extraction temperature on the composition of flavan-3-ols was investigated. In
the water extracts of white tea, prepared at 60°C, 70°C, 80°C, and 100°C, the contents of flavan-3-ols
(EGCG, ECG, EC, GCG, CG, C) were determined. The high temperature of extraction (80°C, 100°C)
generated an epimerization reaction, i.e. the conversion of (-) epi-forms (2R, 3R) into (-) forms (2S, 3R).
Next, the impact of white tea extracts on the digestibility of proteins, saccharides, and lipids in pork paté
was studied The digestibility of nutrients was investigated using an in vitro method simulating human
digestive system. It was found that the addition of extracts prepared at different temperatures to the pork
paté caused the amount of nutritive compounds being released to the dialyzate of the hydrolysis products
of the nutrients studied to decrease. The epimerization process intensified additionally the decrease in the
digestibility of lipids.

Key words: white tea, extraction temperature, polyphenols, digestibility, digestion by an in vitro method
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