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WPLYW ZAWARTOSCI ZWIAZKOW BIOAKTYWNYCH
NA MIKROBIOLOGICZNE ZANIECZYSZCZENIE HERBATY

W pracy podjeto probe oceny wplywu zawartosci substancji bioaktywnych w herbatach na wielkosé
ich zanieczyszczenia mikrobiologicznego. W czesci analitycznej przedstawiono wyniki dotyczqce
zawartoSci  katechin w roznych rodzajach herbat, zanieczyszczenia herbat ogolng liczbg
drobnoustrojow oraz ogolng liczbg drozdzy i plesni. Analizie poddano 40 herbat o roznym stopniu
rozdrobnienia (lisciowe, granulowane, fannings). Uzyskane wyniki wskazaly na istnienie ujemnej
korelacji pomiedzy badanymi wyroznikami jakosciowymi. Najistotniejsze relacje odnotowano dla
herbat lisciowych.

Herbata Thea sinensis zaliczana jest do $rodkoéw spozywczych, ktore nie
zawierajg sktadnikow odzywczych lub zawierajg je w iloSciach niemajgcych
znaczenia odzywczego. Jest produktem pochodzacym z wiecznie zielonego
krzewu z rodziny Camellia, ktory posiada dwie podstawowe odmiany botaniczne:
chinska Camellia sinensis oraz assamskg Camellia assamica. Herbata byta jednym
z pierwszych artykuldw spozywczych, ktérym handlowano na skale miedzy-
narodowa.

Produkcja herbaty jest silnie skoncentrowana. Ponad 80% $wiatowych zbioréw
herbaty pochodzi z zaledwie pigciu krajow: Indii, Chin, Sri Lanki, Kenii
i Indonezji (rys.1).
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Rys.1. Procentowy udziat w $wiatowych zbiorach herbaty w 2006 r.
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Zrédfo: opracowanie wiasne na podstawie: GUS (2007).

Ponadto z przeprowadzonych badan wtasnych wynika, ze obecnie herbata jest
jednym  z najpopularniejszych napojéw spozywanych w naszym kraju
[Smiechowska i in., 2002]. Polska zajmuje wysokie miejsce w Europie pod wzgle-
dem spozycia herbaty, po Irlandii, Wielkiej Brytanii, Holandii oraz Niemczech.
Wiekszo$¢ spozywanej w kraju herbaty stanowi herbata czarna (ok. 60%)
[Smiechowska, Dmowski, 2006]. Wedlug danych statystycznych GUS-u, w Polsce
przecigtne spozycie herbaty od kilku lat pozostaje niezmienne i ksztaltuje si¢ na
poziomie okoto 1 kg rocznie suchej herbaty na osobe, co w przeliczeniu na ilo$¢
spozywanego naparu wynosi blisko1,5 filizanki dziennie.

Struktura rynku herbaty ulegta w ostatnich latach duzym i do$¢ wyraznym
przeobrazeniom. Najwazniejszg zmiang, jakg obserwuje si¢ od kilku lat na polskim
rynku, jest ciagly wzrost popularnosci herbaty ekspresowej na niekorzys$¢ herbaty
sypkiej, ktéra stopniowo traci swoje udzialy w rynku. Do niedawna w Polsce
rowniez herbaty granulowane cieszyty si¢ do$¢ duza popularnoscig. Spowodowane
to byto m.in. stosunkowo niska ceng, a takze faktem, iz daja one bardzo mocne
napary. Dzi$ ten rodzaj herbaty ma niewielu zwolennikéw. Dzieje si¢ tak zapewne
z powodu znacznego wzbogacenia asortymentu na herbacianym rynku oraz
intensywnej kampanii reklamowej, promujacej spozywanie herbaty ekspresowej.
To wtasnie herbaty w saszetkach ciesza si¢ najwigksza popularnoscig, a popyt na
nie dynamicznie wzrasta. Wzrasta rowniez spozycie herbaty zielonej w zwiazku
Z jej whasciwosciami antyoksydacyjnymi i dzialaniem profilaktycznym w choro-
bach cywilizacyjnych [Ostrowska i in., 2001].

Istotnymi czynnikami, obok botanicznego pochodzenia ro$liny, ksztaltujagcymi
jako$¢ m.in. mikrobiologiczng, naparu otrzymywanego z réznych odmian herbaty
sg: warunki agrotechniczne wzrostu rosliny (jakos¢ gleby, potozenie geograficzne,
ilos¢ opaddéw, nastonecznienie, sasiedztwo innych roslin, wiek krzewu herba-
cianego, starannos$¢ pielegnacji), czas oraz warunki zbioru li§ci — starannos$¢
zbioru, rodzaj lisci (im miodsze i delikatniejsze, tym wyzszy gatunek herbaty),
charakter obrobki i proces technologiczny, a takze zasady transportu i przecho-
wywania.

Gleba, a w zasadzie jej odczyn, oraz warunki klimatyczne uprawy herbaty
stanowig jedne z najwazniejszych czynnikdw wptywajacych na jej jako$¢ [Koga
i in., 2003; Xue i in., 2006]. Wedtug Han i in. (2007) optymalna kwasowo$¢ gleby,
przeznaczonej pod uprawe krzewow herbaty, powinna zawiera¢ si¢ w za-kresie pH
od 4,5 do 6. Odczyn gleby, przeznaczonej pod upraweg krzewu herbacianego, moze
by¢ jednym ze zrodet mikrobiologicznego zanieczyszczenia herbaty. Ocenia sie, ze
drobnoustroje stanowiag okoto 19% zywej materii biosfery [Kabata-Pendias,
Pendias, 1999]. W wyniku proceséw mikrobiologicznych przebiegajacych
w glebach z jednej strony tworzy si¢ bardzo pozadany dla prawidto-wego wzrostu
krzewu herbaty humus (préchnica), z drugiej za$ istnieje mozliwo$¢ migracji tych
zanieczyszczen do lisci herbaty.

Szacuje si¢, ze w zaleznoSci od pory roku gleba moze by¢ potencjalnym
zrédtem  zanieczyszczenia herbaty grzybami (pora sucha), wzglednymi
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i bezwzglednymi tlenowcami oraz w niektorych przypadkach mikroflora patogenna
(sezon deszczowy) [Muchena, Kiome, 1995].

Herbaty najlepszej jakoSci pochodzg z plantacji potozonych w rejonach
gorskich (okoto 1000-2500 m n.p.m.), w miejscach, gdzie wystepuja duze, rowno-
miernie roztozone w ciagu roku opady (2000-3000 mm) oraz duza wilgotnosc.
Optymalna temperatura dla wzrostu krzewow herbaty powinna wynosi¢ od 18 do
30°C, natomiast temperatura gleby powinna wahaé sie w zakresie od 20 do 25°C
[Mehra, Baker, 2007].

Kolejnym, bardzo istotnym czynnikiem, decydujacym w duzym stopniu o ja-
kosci mikrobiologicznej, a takze o zawartosci substancji bioaktywnych w herbacie,
jest spos6b jej przechowywania i transportu. Suche liscie krzewdéw herbaty
transportuje si¢ do Polski, gtownie statkami z Argentyny, Chin, Indii, Indonezji, Sri
Lanki, Wietnamu, Kenii czy Malawi. Calkowity czas transportu od portu
zatadunku do portu przeznaczenia trwa od 30 do nawet 72 dni i znaczaco wplywa
na jako$¢ surowca przywozonego do kraju.

W transporcie morskim herbata jest specyficznym tadunkiem. Wynika to
z faktu, iz podczas transportu dochodzi do przekroczenia niemal wszystkich stref
klimatycznych. Podobnie jak kawa czy kakao, zgodnie z systematykg fadunkow
okretowych, ze wzgledu na niewielkg zawartos¢ wody herbata jest tadunkiem
suchym, nalezgcym do grupy tadunkéw o stopniu zawarto$ci wody 2 (SZW 2), tzn.
do grupy tadunkéw o nizszej zawartosci wody (1,5-30%). Biorac pod uwage
wymagania warunkow temperaturowych i wilgotnosciowych w transporcie, herba-
ta nalezy do grupy tadunkéw RKP (Rezim Klimatyczny Przewozu) VI, ktore
wymagaja rezimu temperaturowo-wilgotno$ciowego. W zwiazku z tym bardzo
wazny jest dobor odpowiednich opakowan 1 warunkow temperaturowo-
wilgotnosciowych w tadowniach lub kontenerach, ktore zagwarantuja zabezpiecze-
nie transportowanego tadunku przed zanieczyszczeniami mikrobiologicznymi oraz
nie wptyna niekorzystnie na zawarto$¢ substancji biologicznie czynnych [Sharnow,
2001].

Wang i in. (2000) przedstawili wptyw czasu przechowywania herbaty na
zawarto$¢ katechin. W naparach herbaty zielonej (gunpowder), sporzadzonych
bezposrednio po zbiorze, zawarto$¢ (-)-EGC oraz (-)-EC wynosita odpowiednio
363 mg/100 ml i 87,3 mg/100 ml, podczas gdy po okresie 60 dni odpowiednio
317 mg/100 ml i 71,5 mg/100 ml, a po uptywie 120 dni odpowiednio 266 mg/100
ml i 62,3 mg/100 ml.

Badania dotyczace roli katechin w herbacie wykazaly, ze oprocz istotnego
dziatania przeciwutleniajacego [Kuroda, Hara, 1999; Gramza i in., 2005; Atoui
i in., 2005; Chan i in., 2007] charakteryzuje je takze dziatanie przeciwbakteryjne,
ktore zalezy od wielu czynnikéw, takich jak typ czy rodzaj katechiny, ich
koncentracja oraz typ mikroorganizmu [Sakanaka i in., 2000; Matsumoto i in.,
2003].

Chou i in. (1999) dowiedli, Ze najsilniejszg antymikrobiologiczng aktywno$é
wykazywaly herbaty z liSci zbieranych w porze letniej. Autorzy wykazali takze
wigksza antymikrobiologiczng aktywno$¢ herbaty zielonej niz czarnej. W podob-
nych badaniach Wu i in. (2007) ustalili, Zze herbaty Pu-Erh byly skutecznymi
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inhibitorami wzrostu m.in. Staphylococcus aureus. Podkreslili réwniez wysoka
skutecznos$¢ tej herbaty w stosunku do hamowania wzrostu Bacillus subtilis.

Bioragc powyzsze pod uwage, celem publikacji jest sprawdzenie, czy istnieje
korelacja pomigdzy zawartoscig wybranych substancji bioaktywnych a zanieczysz-
czeniem mikrobiologicznym herbat w zaleznosci od stopnia rozdrobnienia.

1. MATERIAL Il METODYKA

Oznaczenie zwigzkéw bioaktywnych. Ekstrakty herbaty zostaly przygotowane
wedlug metody opublikowanej przez Khokhar i in. (1997). Liscie herbaty (1 Q)
zalano wrzacg wodag (100 ml) i zaparzano przez 5 minut. Uzyskany napar
przesaczono przez filtr Whatmana (0,45 pm). W tak przygotowanych naparach
oznaczono nastgpujace katechiny: (+)-kateching [dalej (+)-C], (-)-epikateching
[dalej (-)-EC], ( -) epigalokatechine [dalej (-)-EGC], (-)-galusan epikatechiny [dalej
()-ECG], (-)-galusan epigalokatechiny [dalej (-)-EGCG]. Oznaczenia dokonano
metoda wysoko sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z wykorzystaniem
zestawu chromatograficznego ProStar firmy Varian z detektorem UV-VIS (DAD)
oraz kolumny Omnispher 5 C18 (250x4,6 mm) zaopatrzonej w kolumng ochronng
(guard column).

Wszystkie analizy wykonano z dwukrotnym powtdrzeniem. Identyfikacja
jako$ciowa katechin odbywata si¢ przez poréwnanie ich czaséw retencji z czasami
retencji zastosowanych standardéw Sigma Aldrich.

Oznaczenie zanieczyszczen mikrobiologicznych. W pierwszym etapie oznaczen
mikrobiologicznych przygotowano, zgodnie z wymaganiami normy PN-EN ISO
6887-4:2005, stosowne rozcienczenia, wykorzystujac wtym celu roztwor
fizjologiczny z 0,1% peptonem (MERC Sp. z 0.0.).

Oznaczania ogolnej liczby drobnoustrojow dokonano metodg posiewu zalewo-
wego. Na plytki Petriego posiewano 1 cm® kolejnych rozcieficzen. Kazde rozcien-
czenie herbaty zalano pozywka PCA (Agar z glukozg i ekstraktem drozdzowym —
MERC Sp. z 0.0.,) uprzednio uptynniong i przetrzymywang w tazni wodnej
w temperaturze 45+1°C. Prdbki inkubowano w cieplarce w temperaturze 30+1°C
przez okres 48 godzin. Po inkubacji okreslano liczbg jednostek tworzacych kolonie
(itk/g).

Oznaczenie liczby drozdzy i ple$ni przeprowadzono réwniez metodg posiewu
zalewowego. Na plytki Petriego posiewano 1 cm® kolejnych rozcienczen. Posiane
rozcienczenia herbaty zalano pozywka Agar DG 18 (Agar z dichloranem
i glicerolem — MERC Sp. z 0.0). Nastepnie, w celu ograniczenia dostepu tlenu,
calo$¢ zalewano cienka warstwa agaru wodnego. Po zestaleniu agaru wodnego
posiany materiat inkubowano w cieplarce w temperaturze 25+1°C przez okres 120
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godzin. Nastepnie dla kazdego rozcienczenia okresSlano liczbe jednostek
tworzacych kolonie (jtk/g).

Wilasciwe oznaczenie mikrobiologicznych wyrdznikéw jakosci surowca
wykonano w rozcienczeniach:

e dla herbat typu fannings - 10, 10, 10° oraz 10™;

e dla herbat lisciowych i granulowanych - 10, 10, oraz 107

Dla kazdego rozcienczenia dokonano posiewu w dwoch rownolegtych powtorze-
niach. Uzyskane wyniki przedstawiono w przeliczeniu na 1 g produktu.

Wyniki te poddano analizie statystycznej. Zbadano wplyw stopnia rozdrob-
nienia na zawarto$¢ badanych parametrow. Wykorzystano do tego celu nieparamet-
ryczny test Kruskala-Wallisa. Dodatkowo w celu stwierdzenia korelacji pomiedzy
zawarto$cig substancji bioaktywnych a zanieczyszczeniami mikrobiologicznymi
zastosowano funkcje korelacji liniowej. Analizy statystyczne wykonano na
poziomie istotnosci p=0,05.

2. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Sposrod wszystkich katechin w badanych probkach herbaty najwiecej byto
()-EGCQG, $rednio 663,96+1114,23 mg/100 g s.m., przy czym zakres zawarto$ci
byt bardzo szeroki 15,11-7544,12 mg/100 g s.m. Kolejng kateching, ktorej
zawarto§¢ we wszystkich zbadanych probkach herbat pozostawata w rownie
szerokim zakresie 16,18-3455,31 mg/100 g s.m., przy S$redniej zawartosci
358,59 mg/100 g s.m., byta (-)-EGC. Na duzo bardziej wyréwnanym poziomie
wystepowaly trzy nastgpne katechiny i byly to w kolejnosci (-)-ECG, (-)-EC,
(+)-C. Zawartosci tych zwigzkéw wynosity odpowiednio: x=292,04+220,13
mg/100 g s.m.; x=181,95+208,91 mg /100 g s.m.; x=95,47+96,70 mg /100 g s.m.
Zawarto$¢ poszczegdlnych katechin w badanych herbatach w zalezno$ci od stopnia
rozdrobnienia przedstawiono na rysunku 2.

Otrzymane wyniki badan wskazujg na znaczne zanieczyszczenie mikrobio-
logiczne herbaty, szczegélnie pylu herbacianego (tab.1l). Najwyzsze zawartosci
OLD odnotowano dla herbat najbardziej rozdrobnionych — érednio 4,0+0,9 log
jtk/g, natomiast mniejsze oznaczono w herbatach granulowanych i lisciowych,
odpowiednio — srednio 3,0+0,8 log jtk/g i 3,2+1,2 log jtk/g.

Stwierdzono rowniez, ze zawarto$§¢ drozdzy i plesni wahata si¢ w szerokim
zakresie (od 1,0 log jtk/g do 3,9 log jtk/g) i znaczaco zalezata od stopnia
rozdrobnienia (K-W H(2, N=86)=25.487, p=0.0001). Najwyzszy poziom odno-
towano, podobnie jak w przypadku OLD, dla herbat o najwigkszym stopniu roz-
drobnienia — $rednio 3,6+1,0 log jtk/g (tab.1).

Podobne wyniki uzyskali Smiechowska i in. (2006) dla herbat nabytych
w hipermarketach na terenie Tréjmiasta.
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Rys. 2. Zawarto$¢ poszczegolnych katechin w badanych herbatach
w zalezno$ci od stopnia rozdrobnienia [mg/100 g s.m.]
Zrédio: badania wiasne.
Tabela 1
Zawarto$é ogolnej liczby drobnoustrojow oraz drozdzy i plesni
w badanych prébkach herbaty
Stopien rozdrobnienia herbaty Lisciowa Granulowana Pyt
Og6lnaliczba drobnoustrojow
. zakres 1,2-5,3 1,5-4,0 1,8-5,5
log jtk/g —
x *SD 3,2+1,2 3,0+0,8 4,0+0,9
Drozdze i plesnie
. zakres 1,3-3,9 1,0-3,8 1,4-51
log jtk/g —
X £SD 2,3+0,8 2,5¢1,0 3,6£1,0

Zrédio: badania wiasne.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata istnienie ujemnej
korelacji liniowe] migdzy liczba OLD 1 grzyboéw a zawarto$cia zwigzkow bio-

aktywnych (tab.2).
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Wspotczynniki korelacji liniowej miedzy zanieczyszczeniem mikrobiologicznym

a zwigzkami bioaktywnymi

OLD

Drozdze i plesnie

(H-C

r=-0,154, p=0,140

r=-0,221, p=0,033

()-EC

r=-0,027, p=0,793

r=-0,126, p=0,228

(-)-ECG

r=-0,115, p=0,271

r=-0,171, p=0,100

()-EGC

r=-0,029, p=0,781

r=-0,078, p=0,456

()-EGCG

r=-0,209, p=0,044

r=-0,173, p=0,097

Tabela 2

r — wspotczynnik korelacji liniowej, p — poziom istotnosci korelaciji.

Zrédio: badania wiasne.

Obliczone zalezno$ci wskazujg na to, ze herbaty, w ktorych oznaczono wyzsze
poziomy substancji bioaktywnych, charakteryzowaly sie¢ nizszg populacja ogdlnej
liczby drobnoustrojow oraz drozdzy i plesni (rys.3 i rys.4).
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Rys.3. Stopien rozproszenia wynikéw oraz wspétczynnik korelacji
migdzy sumg katechin a ogding liczbg drobnoustrojow
w badanych herbatach czarnych

Zrédio: badania wiasne.
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Rys. 4. Stopien rozproszenia wynikdw oraz wspoétczynnik korelacji
miedzy sumg katechin a ogélng liczba plesni i drozdzy
w badanych herbatach czarnych

Zrédfo: badania wiasne.

Podobnie Hasan (1999) wykazat, ze zawarte w herbatach kofeina oraz taniny
wplywaja hamujgco na wzrost wytwarzanych przez liczne szczepy plesni
aflatoksyn. Przeprowadzone badania potwierdzajg, ze wieksze iloSci zwigzkow
bioaktywnych zawartych w herbatach powoduja hamowanie wzrostu drobno-
ustrojow. Nalezy jednak zaznaczyC, ze obliczone wspolczynniki korelacji nie sg
duze (odpowiednio r = - 0,15 dla zaleznosci pomigdzy zawarto$ciag sumy katechin
aOLD orazr = - 0,19 dla zaleznosci pomiedzy zawartoscig sumy katechin a ogélna
liczba drozdzy i plesni).

Najsilniejsze, chociaz stosunkowo niewielkie, zaleznosci odnotowano
pomiedzy zawartoscig katechin, jak: (+)-C oraz (-)-EGCG a zawarto$cig OLD
i 0golng liczba drozdzy i plesni.

3. WNIOSKI

1. Herbaty zawierajace wigksze ilosci katechin charakteryzowaly si¢ mniejszym
zanieczyszczeniem mikrobiologicznym.

2. Najwicksze wspotczynniki korelacji pomiedzy zawarto$cia (-)-EGCG a 0godlng
liczba drobnoustrojow stwierdzono dla herbat granulowanych (r = - 0,33),
natomiast pomig¢dzy zawartoscia (-)-EGCG a ogélng liczba drozdzy — dla
herbat lisciowych (r = - 0,26).

3. Obliczone wspotczynniki korelacji pomiedzy badanymi parametrami dla herbat
typu fannings nie przekraczaty wartosci r = - 0,15.
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THE INFLUENCE OF THE BIOACTIVE COMPOUNDS CONTENTS
ON THE MICROBIOLOGICAL CONTAMINATION OF TEA

Summary

In this work the attempt was taken to estimate the influence of the bioactive compounds content in tea
on the largeness of their microbiological contamination. In the analytical part of the work the results
were presented concerning contents of catechins in different kinds of tea and contamination of tea by
general number of microorganisms and general number of yeast and mould.

Samples of three kinds of black tea (leaf tea, granular tea and fannings tea) were selected for this
study. The results have indicated the existence of negative correlation between researched
parameters. The most important rates for samples of leaf tea were registered.



