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MAGDALENA MIKA, AGNIESZKA WIKIERA, KRZYSZTOF ZYLA

WPLYW CZASU I TEMPERATURY EKSTRAKCJI NA ZAWARTOSC
KATECHIN W WODNYCH EKSTRAKTACH HERBATY BIALEJ

Streszczenie

Herbata niefermentowana jest zrodtem flawan-3-oli, ktore wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajace.
W ostatnich latach wykazano, ze katechiny zawierajace w czasteczce reszt¢ kwasu galusowego moga
zmniejsza¢ absorpcje jelitowa cholesterolu i lipidow z pokarmu. Zrdéznicowana efektywnos$¢ dziatania
galusanow katechin wynika z ich stereoizomerii. Najskuteczniej eliminujg cholesterol z miceli kwasow
z6lciowych galusany katechin nalezace do (-) form (25, 3R). Wysoka temperatura powoduje epimeryzacj¢
flawon-3-oli 1 wzrost ilosci (-) form (2S, 3R). W pracy zbadano wptyw temperatury i czasu ekstrakcji
suchych lisci herbaty bialej na sumaryczng ilo§¢ flawan-3-oli, procentowy udziatl frakcji (-) form (2S, 3R)
i procentowy udziat katechin zawierajacych w czasteczce resztg kwasu galusowego. Wykazano, ze po-
przez zmiang warunkow ekstrakcji mozna modelowac sktad otrzymywanych preparatow katechinowych.

Slowa kluczowe: flawan-3-ole, ekstrakcja, herbata biata, galusany katechin

Wstep

Liscie herbaty zawieraja duzo polifenoli (do 36 % s.m.) i metyloksantyn (do
9,5 % s.m.). Glowna grupa polifenoli li§ci herbaty sa flawan-3-ole (katechiny), ktore
stanowig migdzy 20 — 30 % s.m. lisci. Ze wzgledu na stereoizomeri¢ naturalnie wyste-
pujace katechiny dzieli sig¢ na dwie grupy: (-) epi-formy (2R, 3R) i (-) formy (2S, 3R)
[17]. (-) Epi-formy (285, 3R) stanowia okoto 90 % naturalnie wystepujacych w lisciach
herbaty katechin. Wigkszo$¢ flawan-3-oli herbaty to estry kwasu galusowego. Gtowna
kateching wystepujaca w lisciach herbaty niefermentowanej jest galusan epigalokate-
chiny (EGCQ), stanowi on od 5 do 18 % s.m. lisci. Zawarto§¢ pozostalych katechin
w suchej masie liSci wynosi 0,1 — 1,2 % epigalokatechiny (EGC), 1 — 5 % galusanu
epikatechiny (ECQG), 0,2 — 1,2 % epikatechiny (EC), 0,2 — 1,5 % galusanu galokatechi-
ny (GCG), ponizej 0,1 % katechiny (C) [10]. Sumaryczna ilo§¢ flawan-3-oli oraz ich
wzajemne proporcje w liSciu $§wiezej herbaty zaleza od okresu zbioru [11], wieku lisci
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[8] i warunkéw uprawy [18]. Na ilos¢ uwolnionych do ekstraktu katechin oczywisty
wplyw maja warunki przygotowania roztworéw: rodzaj rozpuszczalnika [14, 16] sto-
sunek masy herbaty do ilo$ci rozpuszczalnika, stopien rozdrobnienia lisci, czyli po-
wierzchnia kontaktu herbata-rozpuszczalnik [15], czas i temperatura ekstrakcji. Fla-
wan-3-ole herbaty ze wzgledu na wlasciwosci przeciwutleniajace [5, 13] znalazty za-
stosowanie w przemyS$le farmaceutycznym, kosmetycznym i spozywczym [19].
W ostatnich latach wykazano, ze galusany katechin moga ogranicza¢ absorpcjeg jelito-
wa cholesterolu [2, 3] i produktow hydrolizy lipidow [1, 4, 7]. Najskuteczniej eliminu-
ja cholesterol z miceli kwasow zotciowych galusany katechin nalezace do (-) form (2S,
3R) [3]. Preparaty katechinowe bogate w galusany katechin nalezace do (-) form (2S,
3R) mogtyby znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym jako stabilizatory zyw-
nosci wysokotluszczowej bogatej w cholesterol.

Celem pracy byto okreslenie wptywu warunkéw ekstrakcji wodnej lisci herbaty
biatej na ilo$¢ i procentowy udzial poszczegdlnych frakcji flawan-3-oli.

Materialy i metody badan

Do badan zastosowano biata herbatg lisciasta zakupiona w lokalnym sklepie
z herbatami. Zostata ona wybrana sposrdd pigciu herbat niefermentowanych. Jako kry-
terium wyboru przyjeto skuteczno$¢ w ograniczaniu dostgpnosci lipidow w procesie
trawienia in vitro [12]. Ekstrakty wodne herbaty sporzadzano poprzez odwazenie 0,3 +
0,0001 g suchych, rozdrobnionych lisci i dodanie 15 ml wody redestylowanej o tempe-
raturze: 40, 60, 70, 80 i 100°C i w kazdej z nich prowadzono ekstrakcje przez 2, 5, 15,
30, 60 1 120 min przy stalym wytrzasaniu. Uzyskane probki saczono przez twarda bi-
bule filtracyjna. Otrzymane ekstrakty ptukano gazowym azotem i przechowywano
w temp. -20 °C.

Oznaczanie zawartosci katechin w ekstraktach herbaty wykonywano metoda wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej opisana przez Lin i wsp. [10]. Do oznaczen
uzyto chromatografu cieczowego (Biorad Lab., Herkules, CA. USA), detektor spektro-
fotometryczny A=280 nm; kolumng LUNA C18(2) (250x4,6 mm). Wzorce flawan-3-
oli oraz napary herbat przed analiza przesaczano przez filtry o $rednicy poréw
0,45 um. Stosowano przeptyw 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 mrowko-
wy/wode redestylowana (20:0,3:79,7 v/v/v), a jako faz¢ B zastosowano metanol/kwas
mréwkowy (99,7:0,3 v/v).

Do poréwnania ilosci oznaczonych zwigzkow zastosowano jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji ANOVA. Istotno$¢ réznic pomigdzy wartosciami $rednimi weryfi-
kowano testem LSD Fishera przy poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wiyniki i dyskusja

Ilo$ci uwolnionych do roztworu katechin:(-)-galusanu epigalokatechiny EGCG,
(-)-galusanu epikatechiny ECG, (-)-epikatechiny EC, (-)-galusanu galokatechiny GCG,
(-)-galusanu katechiny CG 1 (-)-katechiny C przedstawiono w tab. 1. Ekstrakcje pro-
wadzono w warunkach beztlenowych, w celu wyeliminowania proceséw oksydacyj-
nych i polimeryzacyjnych katechin, ktére mogtyby powodowaé spadek sumarycznej
ilosci polifenoli [8, 9,14]. Zawartos¢ oznaczonych zwiazkéw i ich wzajemne proporcje
byly zalezne od warunkéw przygotowania ekstraktow. Maksymalng sumaryczng za-
warto$¢ katechin w roztworze oznaczono po 2-godzinnej ekstrakcji w temp. 100 °C,
wynosila ona 24,88 % s.m. lisci. Natomiast najmniejsza ilos¢ flawan-3-oli oznaczono
w ekstraktach przygotowanych w temperaturze 20 °C. Ilo$¢ uwolnionych katechin
w tej temperaturze, w zalezno$ci od czasu ekstrakcji, miescita si¢ w zakresie od 3,49
do 8,15 % s.m. lisci. Na rys. 1A przedstawiono wptyw temperatury i czasu ekstrakcji
na sumaryczna ilos¢ flawan-3-oli.

Tabela l
Tlos¢ flawan-3-oli (EGCG, ECG, EC, GCG, CG, C) uwolniona z lisci herbaty do ekstraktow przygotowa-
nych w réznych warunkach [% s.m. lisci].

Amounts of flawan-3-ols (EGCG, ECG, EC, GCG, CG, C) released from tea leaves into extracts prepared
under different conditions [% d.m. of leaves].

Temperatura ['C] | Czas[min] | poos | peg EC GCG CG C
Temperature[°C] Time[min]

2 1,94° 0,89* 0,30° 0,18° 0,01° 0,17

5 2,36 1,01° 0,38° 0,23% 0,00° 0,24°

20 15 2,61% 1,16 0,48% 0,35 0,01° 0,29
30 2,96° 1,25 0,51 0,39°% 0,01° 0,33%%

60 4,47 1,83 0,56" | 0,51 | 0,01° 0,45

120 4,56° 1,86°¢ | 0,68" 0,60 0,01° 0,44

2 3,02° 1,64% 0,39° 0,29%¢ 0,00° 0,26°

5 3,874 1,86% 0,42% 0,35 0,01° 0,36%

40 15 5,551 2,40 | 0,719 | 0,48%% | 0,01° 0,44
30 5,58 2,42° 0,30" 0,53°" | 0,01° 0,48

60 5,828 | 2,50f 0,86° 0,60 0,01° 0,51¢"

120 6,89 2,69 0,96° 0,628 0,01° 0,57"

2 5,66 1,77 | 0,43%¢ | 0,32% 0,01° 0,32%

5 6,17" 2,78" 0,54 0,42°% | 0,01° 0,38°

60 15 7,49{ 3,42_*1_ 0,77 0,57@ 0,02 0,47“%

30 7,79 3,981 0,78™ | 0,598 | 0,03%¢ | 0,53"

60 9,69 | 4,41M™ | 0,96 0,71 0,02% 0,60’

120 9,71 4,47 0,99 0,74% | 0,03% 0,60/
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c.d. Tab. 1
531" 2,09% | 0,47 | 0,33% | 0,02% 0,32
5 6,17" 2,888 0,655 | 0,44% | 0,02 0,38°
70 15 9,69 4,047k 0,86° 0,68" 0,03% | 0,53"
30 10,22" | 4414™ | 0,96% 0,75 0,05 0,60’
60 10,80™ | 4,95 | 0,95™ 0,874 0,06 | 0,714
120 10,52!™ | 4,85" | 0,93 0,98 0,08 0,77™
2 5,27 2,78 0,628 0,42°% | 0,07% 0,36%
5 7,89 3,891 0,754 | 0,56 | 0,09 | 0,47%
%0 15 9,44k 4,28 0,87° 0,74 0,11% 0,518
30 11,36" 5,04° 0,99' 1,05™ 0,15" 0,714
60 10,91™ | 4,73™ | 0,86° 1,43" 0,31* 0,75™
120 9,24% 4.47™ | 0,90%" 1,80° 0,42" 1,08°
2 527 2,63% | 0,665 | 0,50%% | 0,12 0,38°
5 7,89 3,63 0,72 0,66" 0,21! 0,44
100 15 9,44* 4.46™ | 0,74%mn 1,02' 0,27 0,66
30 11,16" | 4,61™ | 0,75K™ | 215P 0,34 0,89"
60 10,91™ | 5,06° 0,80 3,87 0,67™ 1,20°
120 9,24% 5,637 0,89 6,41° 0,98" 1,73

Objasnienia: / Explanatory notes:
Rozne litery superskryptu oznaczaja roznice statystycznie istotne migdzy warto$ciami $rednimi.
Different superscript letters express statistically significant differences among mean values.

Najwigkszy procentowy udzial flawan-3-oli we wszystkich ekstraktach stanowit
(-)-galusan epigalokatechiny. Udziat tej glownej katechiny w catkowitej ilosci flawan-
3-oli, uwolnionych do roztworu, wynosit od 37 do 60 %. Druga co do ilosci kateching
byt (-)-galusan epikatechiny, ktorego procentowy udziat zawierat si¢ w zakresie od 22
do 29 %.

Wyjatek stanowit ekstrakt otrzymany po 2-godzinnej inkubacji w temp. 100 °C,
w ktorym druga co do ilosci kateching byt (-)-galusan katechiny, ktorego udziat stano-
wit 26 % wszystkich flawan-3-oli. W pozostatych roztworach udziat (-)-galusanu kate-
chiny mies$cit si¢ w przedziale od 4 do17 %. Wzrost procentowej zawartosci flawan-3-
oli, nalezacych do (-) form (2S, 3R): (-)-galusanu katechiny i (-)-katechiny, w ekstrak-
tach przygotowanych w wysokiej temperaturze wynikat z procesu epimeryzacji [6,
17].

Waznym parametrem opisujacym preparaty katechinowe jest procentowy udziat
(-) form (2S, 3R) (rys. 1 B). W temperaturze ekstrakcji 20 °C procentowy udzial (-)
form (285, 3R) zawierat si¢ w przedziale od 10,3 do 13,4 %. Ze wzrostem temperatury
obserwowano zmniejszenie udziatu tej frakcji. Najmniejszy procentowy udzial (-) form
(28, 3R) wynoszacy od 7 do10 % oznaczono w ekstraktach przygotowanych w tempe-
raturze 60 1 70 °C. W ekstraktach przygotowanych w temperaturze z przedzialu 20 —
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70 °C nie obserwowano wptywu czasu inkubacji na procentowy udziat poszczegdlnych
stereoizomerow. Wzrost temperatury do 80 °C zwlaszcza przy dluzszym czasie inku-
bacji wplywat istotnie na przyrost udziatu (-) form (2S, 3R). Zaobserwowano, ze pro-
ces epimeryzacji katechin zachodzit juz przy 15-minutowej inkubacji w temp. 80 °C.
Maksymalng zawarto$¢ (-) form (2S, 3R) wynoszaca 36,7 % oznaczono w ekstraktach
przygotowanych po 2-godzinnej ekstrakcji w temp. 100 °C. Wang wykazat, ze w obec-
nosci jonéw metali proces epimeryzacji moze zachodzi¢ juz w temp. 40 °C, jednak
obecno$¢ jonow katalizowala takze procesy utlenienia i polimeryzacji flawan-3-oli
[17].

Zanalizowano réwniez wptyw parametrow ekstrakcji na procentowy udziat wol-
nych katechin (katechin niezawierajacych w czasteczce reszty kwasu galusowego) (rys.
1 C). Wolne katechiny (EC i C) stanowity od 8 do 16 % wszystkich flawan-3-oli. Od-
znaczaja si¢ one najmniejszymi masami sposrod flawan-3-oli, dlatego w niskiej tempe-
raturze byly tatwiej uwalniane z liSci herbaty. W ekstraktach przygotowanych w temp.
20 °C procentowy udziat flawan-3-oli niezawierajacych w czasteczce reszty kwasu
galusowego byt najwigkszy (do 16 %). Natomiast najmniejszym procentowym udzia-
fem wolnych katechin (8 — 9 %) charakteryzowaty si¢ ekstrakty przygotowane w wy-
sokiej temperaturze (80 — 100 °C) i w krotkim czasie (2 — 60 min). Wydhuzenie czasu
ekstrakcji do 120 min powodowalo zwigkszenie procentowego udziatu wolnych kate-
chin do 11 %, czyli najwigkszy procentowy udziat galusanow katechin byl w roztwo-
rach przygotowanych przez traktowanie liSci herbaty woda o temp. powyzej 80 °C
przez maksymalnie 60 min.

Zmniegjszenie procentowego udziatu galusandéw katechin przy dlugim czasie eks-
trakcji wynikat z procesu ich hydrolizy do wolnych katechin i kwasu galusowego. Ito
iwsp. [6] wykazali, ze na hydrolize zwiazké6w majacych w swojej strukturze kwas
galusowy wptywa gtownie czas przechowywania roztworéw galusanéw katechin, na-
tomiast dziatanie wysoka temperatura nie powodowato istotnych zmian.

Whioski

1. Wzrost temperatury i wydtuzenie czasu wodnej ekstrakcji herbaty biatej powodo-
waty wzrost ilosci uwalnianych do roztworu flawan-3-oli. Najwigksza sumaryczna
zawarto$¢ katechin oznaczono w roztworze przygotowanym po 2-godzinnej eks-
trakcji w temperaturze 100 °C.

2. Najwyzszy procentowy udzial stereoizomeréw nalezacych do (-) form (2S, 3R)
0zZnaczono w roztworze przygotowanym po 2-godzinnej ekstrakcji w temperaturze
100 °C. Udziat ten stanowit 36,7 % wszystkich flawan-3-oli.

3. Proces epimeryzacji katechin zachodzit juz przy 15-minutowej inkubacji w temp.
80 °C. W nizszych temperaturach proces epimeryzacji nie zachodzit.
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4.

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

Procentowy udziat katechin zawierajacych w czasteczce reszt¢ kwasu galusowego
byt najwyzszy w roztworach przygotowanych przez traktowanie li§ci herbaty woda
o temp. powyzej 80 °C przez maksymalnie 60 min.
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EFFECT OF EXTRACTION TIME AND TEMPERATURE ON THE CONTENT OF
CATECHINS IN WHITE TEA WATER EXTRACTS

Summary

Non-fermented tea is a rich source of flavan-3-ols that have antioxidative properties. Recently, it has
been proved that catechins containing gallic acid radical in their molecule are able to reduce intestinal
absorbance of cholesterol and lipids from foods. The varying efficiency of the activity of catechin gallates
is a consequence of their stereochemical structure. Catechin gallates, which belong to the (-) forms (2S,
3R) eliminate cholesterol from the micelles formed by bile acids in the most effective way. High tempera-
ture causes the epimerization of flavan-3-ols and the increase in the amounts of the (-) forms (2S, 3R). In
this paper, the effect of temperature and time of extraction of dried white tea leaves was investigated on
the total amount of flawan-3-ol, on the percent share of the (-) fraction of the forms (2S, 3R), and the
percent share of catechins containing gallic acid radical in their molecule. It was showed that the composi-
tion of catechin preparations could be moulded by changing the conditions of tea extraction.

Key words: flawan-3-ols, extraction, white tea, catechin gallates
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