Artykut naukowy

Metody oznaczania polifenoli
(katechin oraz teaflawin)

wystepujgcych w herbatach

Streszczenie:

W artykule zamieszczono informacje do-
tyczqce struktury polifenoli oraz metod ich
analizy w ekstraktach herbat oraz mate-
riale biologicznym, ze zwrdceniem szcze-
g6lnej uwagi na technike wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z rézny-
mi typami detekcji, jako najlepszej metody
ilosciowego oznaczania tych zwigzkéw.
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Summary:

This paper contains information about
structure of polyphenols, and methods of
their determination in teas and biological
matrices with special attention to high per-
formance liquid chromatography (HPLC)
with different types of detection as the best
method for analysis of these compounds.
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olifenole, w tym katechiny i tea-
P flawiny, wystepuja w duzych ilos-

ciach w jadalnych produktach
roslinnych oraz roslinach leczniczych.
Katechiny sa obecne m.in. w winogro-
nach, owocach cytrusowych, ziarnach
kawy oraz lisciach herbaty. Ich zawar-
to$¢ w swiezym lisciu herbaty wynosi
20-30 proc. i podobna jest do zawarto-
$ci w roztworze zielonej herbaty otrzy-
mywanej w wyniku suszenia swiezych
lisci lub dziatania na nie pary wodnej
w podwyzszonej temperaturze [1]. Na
ryc. 1 zostata przedstawiona struktura
podstawowych katechin wystepuja-
cych w lisciach herbaty.

W czasie technologicznego proce-
su otrzymywania czarnej herbaty oko-
to 75 proc. katechin zawartych w lisciach
herbaty ulega enzymatycznej przemia-
nie, polegajacej na ich utlenianiu oraz
czesciowej polimeryzadji [2,3]. W wyni-
ku tych przemian powstajg dimery ka-
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Zarowno katechiny jak i teaflawiny posiadajg silne dziatanie
antyoksydacyjne, ale wykazuja réwniez wiele innych
korzystnych dziatan biologicznych takich jak: zmniejszenie
prawdopodobieristwa wystgpienia mutacji, hamowanie rozwoju
nowotwordw oraz powstawania przerzutéw [5,6]. Jednakze, aby
oceni¢ mozliwos¢ biologicznego dziatania katechin i teaflawin,
nalezy znac ich zawartos¢ w roztworach herbat, a takze
biodostepnos¢ w organizmie cztowieka.

OH

S R,
OH

katechina ()C: R =R,=OH;R,=H
epikatechina (-)EC: R =R,=0H;R, =H
galusan katechiny ()GC: R =R, =R, =OH
epigalokatechina ()EGC: R =R, =R, =0OH
galokatechina ()CG: R, = gr.galusanowa; R, = H; R, = OH
galusan epikatechiny (ECG: R = gr. galusanowa;
R,=OH;R,=H
galusan galokatechiny ()GCG: R = gr. galusanowa;
R,=R,=OH
galusan epigalokatechiny ()EGCG: R, = gr. galusanowa;
R,=R,=OH

Ryc. 1. Struktura o$miu podstawowych katechin
zielonej herbaty.

techin, zwane teaflawinami, posiadaja-
ce charakterystyczny siedmiocztonowy
pierécien benzotropolonowy [4]. Znane
sg cztery teaflawiny: teaflawina (TF1), 3-
galusan teaflawiny (TF2A), 3-galusan tea-
flawiny (TF2B) i 3,3"-digalusan teaflawiny
(TF3), aich ogdlng strukture przedsta-
wiono na ryc. 2.

W literaturze opisano wiele metod
oznaczania katechin oraz pojedyncze
metody stuzace do oznaczania teafla-
win [7,8]. Metody te wykorzystujg takie
techniki jak wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (HPLC), chromatografia
gazowa (GC), chromatografia cienkowar-
stwowa (TLC), chromatografia bibutowa,
czy tez elektroforeza kapilarna [9,10,11,12].
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Niestety, niektére z tych metod pozwa-
lajg oznaczy¢ jedynie pojedyncze poli-
fenole herbat, podczas gdy inne umoz-
liwiajg pomiar zawartosci wszystkich
polifenoli. W niniejszym artykule zostaty
opisane metody zapewniajgce efektyw-
ny rozdziat, identyfikacje, jak rowniez ilos-
ciowe oznaczanie tych zwigzkdéw w roz-
tworach wodnych, a takze w tkankach
zwierzat i cztowieka.

Metody oznaczania katechin
i teaflawin w roztworach
wodnych

Metoda z wyboru do oznaczania ka-
techin w roztworze herbaty jest wyso-
kosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC) w uktadzie odwroconych faz
z detekcjg spektrofotometryczng. Za-

teaflawina [TF1]:R =R,=OH

3-galusan teaflawiny [TF2A]: R =Galloyl; R, = OH

3"-galusan teaflawiny [TF2B]: R, = OH; R, = reszta galusanowa
3,3-digalusan teaflawiny [TF3]:R, =R, = reszta galusanowa

Ryc 2. Struktura teaflawin.
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Ryc. 3. Chromatogram o$miu katechin zawartych w roztworze zielonej herbaty
otrzymany metoda HPLC z wykorzystaniem detektora UV i uktadu: woda-
acetonitryl kwas fosforowy jako fazy ruchomej po uprzednim rozdzieleniu

w odwréconym uktadzie faz na kolumnie z wypetnieniem C,, [15].

stosowanie detektora spektrofotome-
trycznego jest mozliwe dzieki zdolno-
$ci oznaczanego zwiazku do absorpdji
promieniowania w zakresie nadfioletu
lub swiatta widzialnego (UV-VIS). Wy-
nika to z obecnosci w obrebie struktu-
ry katechin pierscieni aromatycznych,
stanowigcych grupy chromoforowe
posiadajace zdolnos¢ pochtaniania
promieniowania elektromagnetycz-
nego z zakresu nadfioletu.

Poniewaz polifenole w roztworze
herbaty wystepuja w postaci potaczen
glikozydowych przygotowywanie ma-
teriatu do analizy wymaga hydrolizy
glikozyddéw do aglikonow za pomoca
kwasu solnego. Uwolnione polifenole
53 nastepnie rozdzielane technikg HPLC
w ukfadzie odwrdconych faz przy uzy-
ciu kolumny z wypetnieniem C .. Roz-
dziatu dokonuje sie stosujac elucje
izokratyczng mieszaning acetonitryl-
bufor fosforanowy lub elucje gradien-
towag w uktadzie faz metanol-woda
o pH 2,8. Identyfikacje przeprowadza
sie wykorzystujac najczesciej detek-
tor UV lub detektor z matrycg diodowa
(@ang. diode array detector — DAD) umoz-
liwiajacy zarejestrowanie catego wid-
ma absorpcji analizowanego zwiazku
i ustalenie dtugosci fali, przy ktorej wy-
stepuje maksimum absorpgji. Wykorzy-
stanie tej techniki umozliwia rozdziat
i ilo$ciowe oznaczenie o$miu katechin
wystepujacych w lisciach iroztworze
herbaty ryc. 3 [14-16], jak réwniez poja-
wiajacych sie w ludzkiej $linie po spo-
zyciu herbaty [34]. Limit oznaczalnosci
(najmniejsza ilos¢ substancji jakg moz-
na oznaczyc ilosciowo dana metoda)
przy zastosowaniu metod wykorzystu-
jacych technike HPLC z detekcja spek-
trofotometryczng wynosi 0,2 ng/ml.

W przypadku stosowania HPLC z de-
tekcjg UV do ilosciowego oznaczania
katechin istotna role odgrywa rodzaj
wypetnienia (fazy stacjonarnej) kolum-

ciu katechin zostat
przedstawiony na
ryc. 4 [23].

Do oznaczania
katechin w roztworze herbat, oprécz
metod wykorzystujgcych HPLC mozna
stosowac takze metody oparte o tech-
nike chromatografii gazowej (GC) po-
tagczonej z ré6znego typu detektora-
mi. Do oznaczania katechin technika
chromatografii gazowej niezbedne
jest jednak wstepne przygotowanie
prébki, polegajace na derywatyzacji
katechin, ktore jako zwiagzki polarne
nie sa wystarczajaco lotne, aby wpro-
wadzi¢ je bezposrednio na kolumne
chromatograficzna. Do oznaczen wy-
korzystuje sie zarébwno kolumny szkla-
ne jak tez krzemionkowe kolumny ka-
pilarne. Przy wykorzystaniu kolumny
szklanej wypetnionej fazg stacjonarng
3 proc. OV-1 oraz detek-

masowg (GG-MS) [42]. Jak do tej pory,
pomimo stosowania réznych warun-
kow rozdziatu i roznych typow detekdji
(GGFID, GGMS), nie udato sie jednak
opracowac¢ metody opartej o chroma-
tografie gazowg pozwalajgcej na cat-
kowite rozdzielenie i jednoczesne ilos-
ciowe oznaczenie osmiu naturalnie
wystepujacych katechin.

Metody oznaczania katechin
i teaflawin w materiale
biologicznym

Wysokosprawna chromatografia cie-
czowa wykorzystywana jest takze do
oznaczania katechin w materiale bio-
logicznym [15]. Procedura przygoto-
wania probek do tego typu oznaczen
ze wzgledu na skomplikowang matry-
ce jest bardziej ztozona niz w przypad-
ku oznaczania polifenoli w roztworze
wodnym. Obejmuje ona enzymatycz-
na hydrolize pochodnych katechin,
powstajacych w organizmie, przy
uzyciu mieszaniny dwoch enzymaow:
B-glukuronidazy i sulfatazy oraz eks-
trakcje wolnych katechin octanem ety-
lu. Katechiny rozdzielane s3 nastepnie
na kolumnie z wypetnieniem C, , w od-
wroconym uktadzie faz, przy wyko-

tora ptomieniowo-joniza-
cyjnego (FID) mozna roz-
dzieli¢ mieszanine pieciu
trimetylosililowych (TMS)
pochodnych katechin: C,
EC, EGC, ECG i EGCG [10].
Zastosowanie gradientu

temperatury umozliwia
skrécenie czasu analizy do
niespetna 32 minut. Odby-
wa sie to jednak kosztem
niecatkowitego rozdziele-
nia sygnatow pochodza-
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wynosi ponizej 10ng/ml
[10]. Do oznaczania kate-
chin stosowano takze me-

Ryc. 4. Efekt rodzaju zastosowanej fazy stacjonarnej oraz obecnosci
kwasu w fazie ruchomej na rozdziat mieszaniny standardéw katechin.
(A) rozdziat uzyskany przy wykorzystaniu nieaktywowanej odwréconej

fazy stacjonarnej C ; oraz fazy ruchomej zawierajacej kwas; (B) rozdziat

tode wykorzystujaca po-
taczenie chromatografii
gazowej ze spektrometrig
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uzyskany przy wykorzystaniu standardowej monomerycznej fazy
stacjonarnej C,; oraz fazy ruchomej zawierajacej kwas; (C) rozdziat
uzyskany przy wykorzystaniu nieaktywowanej odwrdconej fazy
stacjonarnej C,, oraz fazy ruchomej nie zawierajacej kwasu [23].

31



Artykut naukowy

odpowiednich jonow

fragmentarycznych. Sta-
by rozdziat chromato-
graficzny uzyskiwany
w tej metodzie catkowi-
cie rekompensuje wy-
soka selektywnos¢ ja-
ka zapewnia detekcja
spektrometrii masowej.
Ponadto zastosowa-

Sygnat detektora

30 Czas (min.)

0 nie kapilarnych kolumn
chromatograficznych,

Ryc. 5. Wykorzystanie techniki GC-FID do rozdziatu mieszaniny
trimetylosililowych pochodnych pieciu katechin: (1) EC, (2) C, (3) EGC,
(4) ECG, (5) EGCG, (6) kwercetyna. Wypetnienie kolumny - 3% OV-1.
Izotermiczny rozdziat w temperaturze 235°C przez 22 min, p6zniej

gradient temperatury - 48°C/min do 310°C [10].

rzystaniu jako fazy ruchomej uktadu
dwodch buforéow fosforanowych o réz-
nej zawartosci acetonitrylu i tetrahy-
drofuranu [15]. Katechiny w ptynach
ustrojowych takich jak surowica krwi
lub mocz wystepujg w stezeniach od
50 do 300 ng/ml, czyli o rzad wielkosci
mniejszych od zawartosci tych zwiaz-
kéw w roztworach herbat [15]. Z tego
powodu oznaczanie katechin metoda
HPLC w matrycach biologicznych wy-
maga zastosowania odpowiednio czu-
tych detektordéw. Najbardziej obiecuja-
ca metoda analizy zardwno katechin,
teaflawin jak i ich metabolitow w ma-
teriale biologicznym jest potaczenie
chromatografii cieczowej ze spektro-
metrig masowg (LGMS). Spektrome-
tria masowa jest technikg oparta na jo-
nizacji czasteczek lub atomow, ktorej
podstawg jest pomiar stosunku masy
do tadunku elektrycznego czasteczki
(m/z). Do wyznaczania mas moleku-
larnych oraz w celu ustalenia struktury
katechin, oprécz najczesciej uzywanej
jonizacji elektrorozpylania (Electro-

ktére charakteryzuje
wysoka rozdzielczos¢,
w potaczeniu z wyso-
ka czutoscig i selektyw-
noscig spektrometrii masowej pozwa-
In mna Anacroania bata~hin i +asflavain
w ztozonych matrycach biologicz-
nych na poziomie pmol/ml. Przykta-
dem jest chromatogram otrzymany
dla prébki osocza ludzkiego, w ktorym
oznaczano zawarto$¢ EGCG wykorzy-
stujac upakowang kolumne kapilar-
na C,, w pofgczeniu z technikg ciektej
chromatografii i spektrometrii maso-
wej z jonizacjg w polu elektrycznym
LGESI-MS (ryc. 6) [31].

Wykazano réwniez, ze tandemowa
spektrometria masowa wykorzystujgca
jonizacje w polu elektrycznym w po-
tgczeniu z chromatografig cieczowg
(LGESI-MS-MS) oproécz katechin pozwa-
la réwniez na identyfikacje iilosciowe
oznaczenie teaflawin, ktérych zawar-
to$¢ w materiale biologicznym jest rze-
du ng/ml (ryc. 7). Limit oznaczalnosci
w metodach wykorzystujgcych LGMS
wynosi 0,1 pg/ml [8].

Mimo zalet metod wykorzystujacych
spektrometrie masowa nie sg one cze-
sto stosowane, poniewaz wymagajg

kosztownej aparatury. Obecnie do ilos-
ciowego oznaczania katechin w mate-
riale biologicznym najczesciej stosuje
sie metode wykorzystujgca potaczenie
HPLC z detektorem elektrochemicz-
nym [44]. Do tego celu stosowany jest
detektor kulometryczny lub ampero-
metryczny. Wykorzystanie tych de-
tektoréw umozliwia fakt, ze katechiny
i teaflawiny naleza do zwiazkdw, kto-
re w zaleznosci od warunkéw moga
ulegac reakgji utlenienia badz reduk-
¢ji, a wartosci ich standardowego po-
tencjatu redoks zawierajg sie w prze-
dziale 430-550 mV. Zasada dziatania
detektora kulometrycznego opiera sie
na pomiarze catkowitego tadunku, ja-
ki przeptywa podczas reakgji utlenia-
nia badz redukgji czasteczek analitu
przy powierzchni elektrody pracuja-
cej. Natomiast w przypadku detekto-
ra amperometrycznego mierzone jest
natezenie pradu przeptywajacego po-
miedzy elektroda pracujaca a elek-
troda odniesienia. Obie wielkosci, za-
rowno tadunek jak i natezenie pradu,
sq proporcjonalne do stezenia ozna-
czanego zwigzku. Klasyczne naczyn-
ko pomiarowe obydwu detektorow
zawiera uktad trzech elektrod: elektro-
dy pracujacej, na ktérej powierzchni
ma miejsce reakcja utleniania badz re-
dukcji oznaczanego zwiazku, elektro-
dy pomocniczej, ktérej zadaniem jest
kompensowanie jakichkolwiek zmian
przewodnictwa fazy ruchomej oraz
elektrody odniesienia. Przytozony po-
tencjat do elektrody pracujacej jest
charakterystyczny dla analizowanego
zwiazku i jest utrzymywany na statym
poziomie wzgledem potencjatu elek-
trody odniesienia.

spray lonization — ESI) [32] stoso-
wano réwniez jonizacje elektro-
nami (Electron lonization — El) [33],
i bombardowanie szybkimi ato-
mami [33]. Po raz pierwszy do
identyfikacji katechin zastosowa-
no metode wykorzystujaca ter-
mojonizacje prébki (Thermospray
lonisation Mass Spectrometry —
TSI-MS), co pozwolito na rozdzie-
lenie oraz identyfikacje miesza-
niny czterech katechin (EC, EGC,
ECG, EGCG) [43]. Réwniez tande-
mowy spektrometr mas z frag-
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Obecnie do oznaczania polife-
noli herbat najczesciej wykorzystu-
je sie technike HPLC z detektorem
kulometrycznym, posiadajagcym
kilka elektrod pracujacych jedno-
czesnie przy réznych potencjatach,
co umozliwia rozdziat i jednoczes-
ne ilosciowe oznaczenie czterech
zwigzkow: ()EGC, (EGCG, (HEC
oraz (ECG w surowicy krwi, mo-
czu oraz homogenatach tkanko-

Natomiast zastosowanie de-
tektora amperometrycznego po-

mentacja jondw przez zderzenia
(Collisionally Induced Dissociation
- CID) umozliwia identyfikacje
katechin poprzez przypisanie im

32

Ryc. 6. Chromatogram otrzymany dla prébki osocza ludzkiego, w ktérej
oznaczano zawarto$¢ EGCG wykorzystujac kolumne kapilarna (30
€m3506 mm3256 mm z wypetnieniem Zorbax eclipse monomeric C )
w pofaczeniu z technika ciektej chromatografii i spektrometrii masowej
z jonizacja w polu elektrycznym (LC-ESI-MS) [31].
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zwala na oznaczenie w surowicy
krwi oraz homogenetach tkanko-
wych trzech katechin wystepu-
jacych w najwiekszych ilosciach
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Ryc. 7. Rozdziat mieszaniny katechin i teaflawin czarnej herbaty o stezeniu w przyblizeniu 70 pmol/pl,
chromatogram uzyskany metoda LC-ESI-MS-MS. Piki w nastepujacej kolejnosci: (1) (-)-epigalokatechina; (2)
(-)-epikatechina wymywana jednoczesnie z (3) (-)-galusanem epigalokatechiny; (4) (-)-galusan epikatechiny;
(5) teaflawina; (6) 3-galusan teaflawiny; (7); 3'-galusan teaflawiny; (8) 3,3'-digalusan teaflawiny [8].

w organizmie: EC, EGC i EGCG [46,47].
Limit oznaczalnosci jaki mozna uzy-
skac¢ stosujac technike HPLC z detek-
Cjg elektrochemiczng wynosi 1 pg/ml
(ryc. 8).

W literaturze opisano réwniez meto-
dy wykorzystujagce HPLC zinnymi ty-
pami detektoréw, ale wiekszos¢ z nich
umozliwia oznaczanie tylko niektorych
polifenoli. Przyktadowo metoda wy-
korzystujaca HPLC z detekcjg chemilu-
minescencyjng (HPLGCL) jest bardzo

specyficzna i pozwala na oznacze-
nie zawartosci tylko EGC i EGCG w su-
rowicy krwi i moczu, ale na poziomie
pg/ml [48]. Poza tym dodatkowym jej
ograniczeniem jest konieczno$¢ stoso-
wania elucji izokratycznej, co utrudnia
rozdziat zwiazkéw. Do oznaczania ka-
techin w materiale biologicznym wy-
korzystywano takze HPLC z jednoczes-
na detekcja UV ifluorescencyjng [40].
W przypadku detektora fluorescencyj-
nego wykorzystuje sie naturalng flu-
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5 18 15 k- F-1 .
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Ryc. 8. Zawartos¢ czterech podstawowych katechin i teaflawin w $linie wolontariuszy na 2 minuty po
spozyciu 30ml roztworu zielonej i czarnej herbaty (1.6 mg/ml) [45].

orescencje wykazywang przez (+)-C
i (-)-EC, co pozwala oznaczy¢ nawet
$ladowe ilosci tych zwigzkow. Limit
oznaczalnosci w metodach wykorzy-
stujgcych HPLC z detekcjg fluorescen-
cyjna wynosi 0,8 pg/ml. Pozostate ka-
techiny, nie wykazujace zdolnosci do
fluorescencji, analizowane sg przy uzy-
ciu detektora UV, ktérego mata czutosc
niestety nie wystarcza do ich ozna-
Czania na poziomie obserwowanym
w tkankach.

(Bibliografia u autora)

Pytania testowe

(Uzupetnij ponizsze zdania)

1. Do oznaczania katechin oraz teafla-
win najczesciej wykorzystywana jest
technika:

a. wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej (HPLC)

b. chromatografii gazowej (GC)

c. chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

d. elektroforezy kapilarnej

2. Detektorem z wyboru do oznacza-
nia polifenoli w roztworach herbat
jest detektor:

a. fluorescencyjny

b. spektrofotometryczny
c. elektrochemiczny

d. spektrometrii masowej

3. Polifenole w roztworach herbat wy-
stepuja w postaci:
a. wolnej
b. potaczen glikozydowych
. zwigzkéw kompleksowych
d. zestryfikowanej

4. Limit oznaczalnosci 0,1pg/ml dla
oznaczania polifenoli herbat mozna
uzyskac stosujac potaczenie techni-
ki HPLC z detektorem:

a. spektrofotometrycznym
b. fluorescencyjnym

c. spektrometrii masowej
d. elektrochemicznym

(Rozwiqzania szukaj w numerze)

Zasady publikowania artykutéw naukowych w ,Gazecie Farmaceutycznej”

@ Publikowane s3 artykuty z zakresu farmacji i medycyny

@ Prace zgfaszane do druku winny zawierac: cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, wykaz pismiennictwa

@ Prace powinny byc zaopatrzone w krétkie streszczenie i zbiér podstawowych stow kluczowych w jezyku polskim i angielskim

@ Objetos¢ pracy nie moze przekraczac 20 tys. znakow, facznie z tabelami, wykresami i pismiennictwem

@ Pismiennictwo moze zawiera¢ co najwyzej 20 pozydji najistotniejszych dla publikowanej pracy, utozonych wg kolejnosci cytowar z odpowiednio ponume-
rowanymi odsytaczami, zgodnymi z zamieszczonymi w tekscie

@ Prace (tekst, tabele, rysunki, fotografie) powinny by¢ przestane w formie elektronicznej, opatrzone nastepujacymi danymi: nazwisko i imie, stopier nauko-
wy i stanowisko, miejsce pracy, nr telefonu/faksu/e-mail, adres do korespondencji. Ponadto powinna by¢ zataczona zgoda autoréw na opublikowanie pracy

w wersji elektronicznej ,Gazety Farmaceutycznej”

@ Nadestane prace recenzowane sg anonimowo przez niezaleznych ekspertow
@ Redakcja zastrzega sobie prawo wprowadzania $rodtytutdw, niezbednych poprawek stylistycznych i ew. zmniejszania objetosci lub niepublikowania nade-

stanych materiatow.
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