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Wiasciwosci antyoksydacyjne herbaty Matcha

Streszczenie: W ostatnich latach zwiekszyto sie zainteresowanie antyoksydantami i ich wptywem na organizm
czfowieka. Antyoksydanty sq to zwigzki wystepujgce w matych stezeniach, ktére posiadajg wtasciwos$ci chronigce przed
szkodliwym wptywem rodnikéw. Rodniki sq to atomy, czgsteczki lub jony posiadajgce przynajmniej jeden niesparowany
elektron. Za miare mocy antyoksydacyjnej zwigzkow uznaje sie potengiat redoks lub statq szybkosci reakgji z rodnikami.
Mozna je stosowac tylko do czystych zwigzkéw, do badania probek rzeczywistych okredla sie sumaryczne wiasciwosci
antyoksydacyjne, definiowane jako Catkowity Potencjat Antyoksydacyjny (CPA). Celem pracy byto wyznaczenie CPA dla
hematy Matcha i poréwnanie wynikéw z wybranymi produktami spozywczymi o sinych wfasciwosciach
antyoksydacyjnych. CPA zostato zbadane spektrofotometrycznie, wykorzystujgc reakcje z rodnikiem DPPH, rodnikami
peroksylowymi generowanymi z rozpadu AAPH, ABTS++, odczynnikiem Folina - Ciocalteu’a, oraz HPLC/RP z detekcjg
elektrochemiczng. Hemata Matcha posiada bardzo duzg iloS¢ zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym. Wyniki
otrzymane réznymi metodami réznig sie od siebie. Jestto spowodowane réznicq w mocy uzytych rodnikow.

Stowa kluczowe: catkowity potencjat antyok sydacyjny, antyoksydanty, wolne rodniki, herb ata Matcha

Antioxidant properties of Matcha tea

Abstract: Free radicals play an important role in the functioning of living organisms. Most of them are very reactive. They
are the reason, transition step, product or side-effect of many disease and aging. Free radicals are atoms, compounds or
ions with the odd numbers of electrons, characterized by paramagnetic properties. Excess of the free radicals and/or
oxidants are removed by the free radical scavengers and/or antioxidants. It turns out that the antioxidant properties of
real samples are often better described by the, so called, total antioxidant potential (TAP). The aim of this work was the
improvement of new methods for the determination of TAP and demonstrates their practical use in food research.
Elaborated assays were used to test the antioxidative properties of food products such as tea Matcha. The results were
compared with the standard photometric measurement based on ABTS+e, DPPH, peroxyl radicals and the total
concentration of polyphenolsin the sample.

Keywords: total antioxidant potential, free radicals, Matcha tea

1. Wstep
(Introduction)

W ostatnich latach zwiekszyto sie zainteresowanie antyoksydantami i ich wptywem na organizm
cztowieka. Antyoksydanty sg to zwigzki wystepujace w matym stezeniu, zdolne do usuwania wolnych
rodnikow. Chronig one komorki organizmu przed szkodliwym wptywem wolnych rodnikéw. Utlenianie
zwigzkdéw, zaburzenie struktury zwigzkéw wysokoczgsteczkowych, takich jak biatka, ttuszcze czy kwasy
nukleinowe, powoduje zaburzenie struktury i funkcji organelli komérkowych. W szczegdélnosci dotyczy to bton
komoérkowych. Moze spowodowaé to stan chorobowy, a nawet doprowadzi¢ do $mierci organizmu. Aby
mogto dojs¢ do utleniania, do organizmu musi dosta¢ sie tlen. Jest on pobierany do ptuc, gdzie wigze sie z
hemoglobing wystepujacga w czerwonych krwinkach, nastepnie zostaje przeniesiony do komoérek, gdzie
bierze udziat w oddychaniu komérkowym. W kazdej zywej komérce i jej otoczeniu, po dostarczeniu do niej
tlenu, powstajg reaktwne formu tlenu (RFT).
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Antyoksydanty mozna podzieli¢ ze wzgledu na: polarnos¢ - antyoksydanty hydro- i lipofilowe; wielkos¢
czagsteczek - niskoczagsteczkowe (nieenzymatyczne) i enzymatyczne; miejsce wytwarzanie — endogenne
(dostarczane ze s$rodowiska np. w postaci pozywienia) i egzogenne; krotnos¢ reakcji - "zuzywalne" i
odnawialne [1, 2].

Za miare wiasciwosci antyoksydacyjnych uznaje sie potencjat redoks lub statg szybkosci reakcji
antyoksydantow z rodnikami. Nie mozna ich zastosowa¢ do prébek rzeczywistych, czesto o nieznanym
sktadzie, zawierajgcych wiele zwigzkéw réznej mocy i o roznym stezeniu. Dlatego wygodniej jest okresli¢
catkowity potencjat antyoksydacyjny (CPA). Oznaczajac catkowity potencjat antyoksydacyjny, otrzymujemy
informacje bardziej wiarygodne niz okreslajac kazdy ze skfadnikéw oddzielnie [3]. Dzieje sie tak, poniewaz w
przypadku rzeczywistych prébek natrafiamy na zjawisko zwane synergizmem. Polega ono na interakcji
miedzy zwigzkami o wlasciwosciach antyoksydacyjnych zawartymi w probkach, dzieki czemu dochodzi do
wzrostu lub spadku mocy antyoksydacyjnej. Metody pomiaru CPA mozna podzieli¢ na dwie grupy: metody
bezposrednie i posrednie. Do metod bezposrednich zaliczamy metody elektrochemiczne, np. potencjometrie
i metody woltametryczne. Natomiast do metod posrednich te polegajace na reakcji trwatych lub
wytworzonych rodnikéw z probka i detektorem (inaczej nazywanych putapkg spinowg lub sensorem) [4, 5,
10].

W pracy wyznaczony zostat CPA herbaty Matchy oraz innych produktéw spozywczych uwazanych za
L.dobre” zrodto antyoksydantéw. Do pomiaru CPA wykorzystano metody spektrofotometryczne, oparte o
reakcje probki z rodnikami DPPH, peroksylowymi (powstatymi z rozpadu AAPH) oraz odczynnikiem Folina-
Ciocalteu’a i wysokosprawng chromatografie cieczowg w ukitadzie faz odwréconych z detekcja
elektrochemiczng (RP-HPLC/ED) [6].

2. Czesc¢eksperymentalna
(Experimental)

W badaniach korzystano z nastepujacych odczynnikéw chemicznych: woda tréjkrotnie destylowana
(otrzymana w laboratorium z wykorzystaniem aparatu kwarcowego wody, Heraeus Quarzglas, Destamat,
Niemcy), metanol (99,9% czysty do HPLC), (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy), DPPH (2,2-difenylo-1-
picrylohydrazyl),  (Sigma-Aldrich,  Steinheim, Niemcy), AAPH (2,2-diazobis-(2-amidinopropano)-
dihydrochlorek), (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy), odczynnik Folina-Ciocalteu’a, kwas galusowy,
diwodoroortofosforan sodu (Chempur, Piekary Slaskie, Polska), wodoroortofosforan disodu (Chempur,
Piekary Slaskie, Polska), bufor fosforanowy w tabletkach o pH 7,4, PBS (phosphate buffered saline), DCFH
— dihydrodichloro fluoresceina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy).

Do przygotowania prébek i wykonania pomiaréw stosowano: wysokosprawny chromatograf cieczowy
(HPLC) firmy Knauer (Berlin, Niemcy) (skfadajacy sie z: interfejsu Smartline Manager 5000 z wbudowanym
degazerem, dwuttokowej pompy Smartline 1000 o przeptywie fazy ruchomej w granicach 0,001 — 50 ml/min,
kolumny analitycznej Eurospher 5 C18, 4 x 150 mm, autosamplera Smartline 3800, detektora
amperometrycznego EC3000 (ukfad trojelektrodowy: elektroda pracujaca - wegiel szklisty, elektroda
pomocnicza - Pt, elektroda odniesienia - Ag/AgCl), komputera z oprogramowaniem do rejestracji i obrébki
danych ClarityChrom).

Pomiary spektrofotometryczne wykonano na spektrofotometrze mikroptytkowym Epoch™ (BioTek
Instruments, Inc. USA) sterowanym za pomocag programu Gen5 (wszystkie pomiary zostaty wykonane z
wykorzystaniem ptytek 96-dotkowych). Ponadto korzystano z wirdwki laboratoryjnej Centrfuge MPW - 251
(MPW Med. Instruments, Polska), wagi analitycznej (RADWAG, WAA 100/C/1, Radom, Polska) o
doktadnosci 10™ g, wagi analitycznej (Sartorius, Werke GmbH, Géttingen, Niemcy) o doktadnosci 10°® g oraz
tazni ultradzwiekowej (Sonorex RK 250H, Bandelin, Niemcy). Materiaty badawcze oraz sposéb ich
przygotowania zostaty przedstawione w Tabeli 1.

Tabela 1. Materiaty badawcze oraz sposdb przygotowania.
Table 1. Research materials and prepatarion.

Probka/ Sample Sposoéb przygotowanial/ Preparation
0,5 g prébki zalano 25 ml wrzacej wody destylowanej, po 10
Herbatg Mgtchg min ekstrakcji w ptuczce ultradzwiekowej otrzymano roztwér
(Cammelia sinensis) o stezeniu 0,02 g/ml.
Kolcowdj pospolity /jagody goji/ Jako materiat stuzyt sok wyttoczony na zimno, stezenie
(Lycium barbarum L.) wynosito 1 g/ml.
5 g sproszkowanej czekolady ekstrahowano w rozdzielaczu
Czekolada w 20 ml wody trojkrotnie destylowanej z dodatkiem 20 ml
(Theobroma cacao) heksanu przez 15 min, po rozdzieleniu do oznaczenia zostat

uzyty ekstrakt wodny o stezeniu 0,1 g/ml.
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Kawatki brokuta suszono w suszarce laboratoryjnej przez
godzine, nastepnie rozdrobniono w mozdzierzu, odwazono 5
g otrzymanego proszku do kolby 50 ml i ekstrahowano na
ptuczce ultradzwiekowej przez godzine otrzymujac ekstrakt o
stezeniu 0,1 g/ml.

Brokut
(Brassica oleracea)

Boréwka wysoka Jako materiat stuzyt sok wyttoczony na zimno, stezenie 1
(Vaccinium corymbosum L.) g/ml.

Euterpa warzywna /jagody acai/
(Euterpe oleracea)
Granat
(Punica granatum L.)

j-w.

j-w.

Oznaczanie CPAmetoda DPPH
(Determination of TAP using DPPH assay)

W odniesieniu do rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) miarg CPA byt spadek wartosci
absorbancji. Spowodowane byto to reakcjg rodnika DPPH 2z zawartymi w badanych probkach
antyoksydantami. Metanolowy roztwér rodnika DPPH ma barwe purpurowa. W wyniku reakcji z prébkg
barwa ulega zmianie na zo6ttg. Pomiar wykonuje sie przy 517 nm (rys. 1) [6]. Mierzy sie spadek wartosci
absorbancji w odniesieniu do prébki kontrolnej. W celu wykonania pomiaru kolejno dodano do jednego dotka
96-dotkowej ptytki: 150 pl badanej préobki i 150 uyl 0,2 mM metanolowego roztworu DPPH. Czas analizy
wyznaczono na 20 minut (po tym czasie réznice miedzy wtasciwosciami antyoksydacyjnymi byty
najwieksze). Wyniki badan przeliczono na ekwiwalent kwasu galusowego [mg GA/g prébki].

1 —Matcha —jagody goji
6 —Czekolada —proba $lepa
—granat —borowka wysoka
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Rys. 1. Zmiana absorbancjiw metodzie DPPH.
Fig. 1. Change ofabsorbance in DPPH assay.

Oznaczanie catkowitego stezenia polifenoli
(Determination of total polyphenols concentration)

Do wyznaczenia catkowitego stezenia polifenoli w badanych prébkach wykorzystano odczynnik
Folina-Ciocialteu (FC). Podczas reakcji z polifenolami odczynnik zmienia barwe z jasnozéitej na
ciemnoniebieska, a natezenie barwy jest proporcjonalne do stezenia polifenoli w préobce [6, 7]. W celu
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wykonania pomiaréw odmierzono 30 pl poszczegdlnych prébek, po czym dodano takg samag objetosc¢
odczynnika Folina-Ciocalteu’a. Po 3 minutach dodano 100 pl 20% weglanu sodu w celu zapewnienia
srodowiska alkalicznego, a nastepnie dopetniono do 300 pl wodg trojkrotnie destylowang. Catos¢
odstawiono na 30 minut w ciemne miejsce w celu ustabilizowania reakcji. Po tym czasie wykonano pomiar
fotometryczny przy dlugosci fali réwnej 765 nm, stosujac jako Slepg probe wode trojkrotnie destylowana.
Wyniki badan przeliczono na ekwiwalent kwasu galusowego [GAE = mg GA/g prébki].

Oznaczanie CPA metoda AAPH
(Determination of TAP using AAPH assay)

Metoda z wykorzystaniem AAPH (2,2-diazobis-(2-amidinopropano)-dihydrochlorek) polega na reakcji
rodnikoéw peroksylowych (powstatych w wyniku rozpadu AAPH pod wplywem temperatury otoczenia z tzw.
sensorem). Sensorem w tym przypadku byt DCFH*DA (dioctan dichlorodihydro fluoresceiny), ale moze by¢
nim kazdy zwigzek, ktéry zmienia barwe w wyniku reakcji z rodnikami peroksylowymi. Produkt reakcji
DCFH*DA z rodnikami peroksylowymi, DCF (dichlorodihydro fluoresceiana) posiada maksimum absorpcji w
504 nm. AAPH oraz DCFH*DA sg to substancje bezbarwne, nie wykazujg wiec absorpcji przy 504 nm [8].

W celu wyznaczenia wiasciwosci antyoksydacyjnych badanych produktéw spozywczych =z
wykorzystaniem rodnikéw peroksylowych zmieszano ze sobg 30 pl badanej prébki, 70 pl buforu PBS, 100 pl
DCFH o stezeniu 150 uyM oraz 100 yl AAPH o stezeniu 0,6 M. Po dodaniu ostatniego odczynnika rozpoczeto
pomiar spektrofotometryczny. Absorbancje rejestrowano przez cztery godziny co minute (rys. 2). Wykonano
probe Slepa, gdzie probke zastgpiono wodg tréjkrotnie destylowana.

1.8
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Rys. 2. Zmiana absorbancjiw metodzie AAPH.
Fig. 2. Change ofabsorbance in AAPH assay.

CPA mierzone za pomoca HPLC z detekcja elektrochemiczng (ED)
(TAP measured by HPLC with electrochemical detection)

Pomiary chromatograficzne z detekcja elektrochemiczng (zakres potencjatow E = 0,8 = 1,2 V)
przeprowadzono w uktadzie faz odwréconych (RP-C18) na kolumnie Eurospher C18 (Knauer), jako faze
ruchomg zastosowano bufor fosforanowy (pH=5,8 z 5% dodatkiem metanolu). Pomiary prowadzono w
temperaturze 20°C. Szybkos¢ przeplywu fazy ruchomej wynosita 1 ml/min, a objetos¢ nastrzykiwanej na
kolumne prébki 20 pl. Miarg CPA [6, 9] byto sumaryczne pole powierzchni wszystkich pikow eluowanych do
30 minuty trwania analizy. Przyktadowy chromatogram HPLC/ED ekstraktu herbaty Matcha uzyskany przy
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potencjale 0,8 V przedstawiono na rysunku 3. Przy nizszym potencjale obserwowane piki na
chromatogramie byty niskie, a ich pola powierzchni obarczone byty duzg niepewnoscig pomiarowa.
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-100
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Rys. 3. HPLC/ED chromatogram herbaty Matchy. Warunki chromatograficzne: kolumna - Eurospher C18, 5 pm, 150 x4
mm (Knauer); temperatura 20°C; faza ruchoma - bufor fosforanowy pH 5,8 / 5% MeOH; - szybko$¢ przeptywu: 1
ml/min, detekcja elektrochemiczna (E= 0,8 V vs Ag/AgCl).

Fig. 3. HPLC/ED chromatogram of Matcha tea. Experimental conditions: column — Eurospher C18, 5 ym, 150 x 4 mm
(Knauer); temperature — 20°C; maobile phase — phosphate buffer pH 5,8 / 5% MeOH; flow rate — 1 ml/min,
electrochemical detection (E=0.8 V vs Ag/AgClI).

3.  Wynikiiich dyskusja
(Results and discussion)

Wiasciwosci antyoksydacyjne badanych produktéw spozywczych wyznaczono m.in. na podstawie ich
zdolnosci do zmiatania rodnikéw DPPH. Produktem o najwyzszej wartosci CPAPP" okazata sie herbata
Matcha, a o najnizszej brokut. Po przeliczeniu na GAE okazato sie, ze 1 g herbaty Matchy odpowiada 30,56
mg kwasu galusowego (rys. 4). Zdecydowanie nizszg zawartoscig antyoksydantow charakteryzujg sie soki z
jagdd goji, granatu i boréwki wysokiej. Wytaczajac probke zawierajgca herbate Matcha, mozna stwierdzié, ze
im ciemniejsza barwa produktu, tym wieksza zawarto§¢ antyoksydantéw (sok z boréwki ma barwe
ciemnofioletowg, a ekstrakt z brokutu - jasnozielona).

35
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CPA [GAE]
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Matcha jagody borowka granat czekolada brokut
goji wysoka

o

Rys. 4. CPA badanych probek wyznaczony metodg DPPH.
Fig. 4. TAP of the samples determined using DPPH assay.
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Zdolnosci antyoksydacyjne wybranych probek wyznaczono takze na podstawie odwracalnej reakcji
redukcji molibdenu(VI) do molibdenu (V) w $rodowisku zasadowym zawartym w odczynniku Folina-
Ciocialteu przez fenole obecne w badanej probce. W tej metodzie oznaczania CPA najsilniejsze wtasciwosci
antyoksydacyjne wykazywata herbata Matcha. Zawierata ona stezenie polifenoli réwnowazng 53,28 mg
kwasu galusowego (rys. 5). Wynik ten jest wyzszy od wyniku uzyskanego z rodnikami DPPH. Moze to
oznacza¢, ze oprocz polifenoli, duzg czes¢ antyoksydantéw moga stanowi¢ inne grupy zwiazkéw o
charakterze antyoksydacyjnym. Odczynnik FC ma szereg zalet, z czego najwazniejszg jest prostota
wykonania pomiaru, posiada jednak wiele wad. Jedng z nich jest to, ze odczynnik ten jest niespecyficzny.
Utlenia nie tylko polifenole, lecz réwniez wiele innych zwigzkéw, np. kwas askorbinowy [7].

Oznaczono réwniez wartos¢ CPA produktow spozywczych wykorzystujgc rodniki peroksylowe
wygenerowane z rozpadu AAPH. Otrzymane wartosci CPA nie pokrywaly sie jednak z warto$ciami
otrzymanymi wczesniej opisanymi metodami. Najwiecej antyoksydantéw zawierat ekstrakt z granatu,
odpowiednio 85,32 mg kwasu galusowego na gram prébki (rys. 6.). Herbata Matcha wykazywata
réwnowartos¢ 67,73 mg kwasu galusowego na gram prébki, co Swiadczy ze pomimo réznych metod pomiaru
CPA zawiera ona duzo zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym. Jagody goji, czekolada i brokut
charakteryzowaly sie wiekszg wartosciag CPA w stosunku do rodnikéw peroksylowych niz w metodzie z
rodnikami DPPH. Moze to wynikaé roznicy w reaktywnosci tych rodnikow.

Wiasciwosci antyoksydacyjne oznaczone metodg HPLC/ED zostaty poréwnane na podstawie pola
powierzchni wszystkich pikéw na chromatogramie. Okazato sie, ze podobnie jak w przypadku rodnikéw
hydroksylowych, najwiecej antyoksydantéw zawiera granat (rys. 7, 8).

60
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Rys. 5. CPA badanych prébek wyznaczony metoda Folina-Ciocialteu.
Fig. 5. TAP of the samples determined using Folina-Ciocialteu assay.
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Rys. 6. CPA badanych prébek wyznaczony metodg AAPH.
Fig. 6. TAP of the samples determined using AAPH assay.
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Rys. 7. CPA badanych prébek wyznaczony metodg HPLC/ED (0,8 V).
Fig. 7. TAP of the samples determined using HPLC/ED assay (0,8 V).
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Rys. 8. CPA badanych prébek wyznaczony metodg HPLC/ED (1,2 V).
Fig. 8. TAP of the samples determined using HPLC/ED assay (1,2 V).

Z powyzszych rysunkéw mozemy wywnioskowaé brak korelacji pomiedzy wynikami CPA otrzymanymi
réznymi metodami fotometrycznymi: DPPH, AAPH i FCR (rys. 9). Wynika to m.in. z duzej roznicy w
wartosciach CPA dla soku z granatu. Réznice pomiedzy metodami spektrofotometrycznymi i HPLC/ED moga
wynika¢ z selektywnosci metod spektrofotometrycznych. DPPH jest najmniej reaktywnym rodnikiem, dlatego
wyniki CPA otrzymane tg metodg sg najnizsze. Ponadto, rodnik DPPH jest rozpuszczalny w metanolu,
dlatego do badan zostaty uzyte roztwory metanolowe. W pozostatych metodach uzyto roztworéw wodnych.
Odczynnik FC silniej utlenia zwigzki zawarte WFPrébkach, ale utlenia takze inne zwigzki oprécz flawonoidow.

Nie udato sie otrzymac¢ wynikow CPAPPP dla ekstraktu jagod acai. Z badanego roztworu wytracat sie
biaty, klaczkowaty osad, ktory uniemozliwiat prawidtowy pomiar absorbancji. Z tego samego powodu dla
ekstraktu boréwki wysokiej nie udato sie uzyska¢ wynikow CPA w odniesieniu do rodnikdw peroksylowych.
W metodzie FC niemozliwy byt do uzyskania wynik CPA dla ekstraktu granatu. Barwa soku i odczynnika po
reakcji absorbowata w tym samym zakresie dtugosci fali. Do badan nalezato odwirowaé wszystkie
zanieczyszczenia (np. osady) z ekstraktow, ktore zaktdcatyby wiasciwy pomiar CPA. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze dane produkty sg spozywane w catosci. Oznaczone CPA moze by¢ wiec nizsze niz w
rzeczywistosci.
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Rys. 9. Korelacja roznych metod pomiaru CPA.
Fig. 9. Correlation of different TAP measurement assays.

4.

Whioski
(Conclusions)

Herbata Matcha zawiera duze ilosci zwiazkéw o wlasciwosciach antyoksydacyjnych. W zaleznosci od

zastosowanej metody oznaczania CPA, wyniki pomiaréow dla poszczegdlnych probek réznig sie od siebie.
Jest to spowodowane rézng reaktywnoscig uzytych odczynnikéw. Metody oparte na stabych rodnikach,
jakim jest DPPH, sg czute na prébki zawierajace tylko silne antyoksydanty. Metoda FC opiera sie gtéwnie na
zawartodci polifenoli w badanych probkach. Z uzyskanych wynikdw, mozna wywnioskowaé, Ze za
wiasciwosci antyoksydacyjne badanych probek odpowiadajag w duzej mierze polifenole w nich zawarte.
Wyznaczone CPA moze byé nizsze, poniewaz przed przeprowadzanymi reakcjami nalezato odwirowaé
osady réwniez spozywane przez cztfowieka, ktére moga zawiera¢ antyoksydanty.
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