BROMAT. CHEM. TOKSYKOL. — XLII, 2009, 2, str. 182—188

Marta Ciecierska, Mieczystaw Obiedzinski

OZNACZENIE ZAWARTOSCI WIELOPIERSCIENIOWYCH
WEGLOWODOROW AROMATYCZNYCH
W HERBATACH LISCIASTYCH METODA GC-MS*

Zaktad Oceny Jakosci Zywnosci Wydziatu Nauk o Zywnosci
Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Kierownik: prof. dr hab. M. Obiedzinski

Oznaczono zawartos¢ 19 WWA w wybranych popularnych gatunkach handlo-
wych herbaty zielonej, czerwonej i czarnej, za pomocq chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometriq mas (GC-MS). Zaobserwowano zblizone profile ja-
kosciowe WWA z bardzo wysokim udziatem lekkich WWA w sumarycznej za-
wartosci tych zwiqzkow. W analizowanych herbatach nie stwierdzono obecno-
Sci benzo(a)pirenu oraz zwiqzkow zaliczanych do najbardziej kancerogennych
WWA, a wiec dibenzopirenéw.
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lisciaste, analiza GC-MS.
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Obecny stan wiedzy wskazujacy na genotoksyczne, mutagenne i kancerogenne
wlasciwosci wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych powoduje, ze
zwiazki te budza zainteresowanie szerokiego spektrum nauk. Dotychczas w bada-
niach zywnosci podejmowano si¢ oznaczania 16 WWA wg listy EPA (Amerykan-
skiej Agencji Ochrony Srodow1ska) (1). Jednakze 4 grudnia 2002 r. Komitet Nauko-
wy ds. Zanieczyszczen Zywn0501 Europejskiej Agencji Bezpieczenstwa Zywnosci
Unii Europejskiej w opinii na temat WWA przedstawit listg 15 WWA — potencjalnie
rakotworczych i toksycznych zwiazkow od 16 WWA wg EPA (2). Obecnie zatem
wg zalecenia Komisji Europejskiej z dnia 4 lutego 2005 r. (3) istnieje potrzeba ba-
dan nad poziomami benzo(a)pirenu oraz pozostatych zwiazkéw nalezacych do 15
WWA wytypowanych przez Komitet Naukowy ds. Zywnosci UE w produktach spo-
zywczych.

Od wielu lat liczne doniesienia wskazuja na prozdrowotne wlasciwosci herbaty.
Dowodza one, iz regularne picie herbaty zapobiega schorzeniom nowotworowym
oraz spowalnia proces starzenia, zmniejsza ryzyko chorob uktadu krazenia, prze-
ciwdziata nadcis$nieniu, jak réwniez obniza poziom cholesterolu. Wykazano takze,
iz herbata oprocz wlasciwosci przeciwbakteryjnych posiada réwniez wtasciwosci
przeciwwirusowe oraz przeciwwrzodowe (4, 5, 6, 7, 8). W surowcach rolno-spo-
zywezych, a wigc rdwniez w herbatach liSciastych moga jednakze wystgpowac

*) Praca finansowana ze $rodkéw grantu KBN nr 501 0928 00 29.
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substancje niepozadane, w tym wiclopierScieniowe weglowodory aromatyczne,
ktdre stanowia zagrozenie dla zdrowia cztowieka. Zwiazki te, to wszechobecne za-
nieczyszczenia atmosferyczne pochodzenia przemystowego i antropogenicznego.
Skondensowane na czasteczkach pyldw unoszacych sie w powietrzu moga osadzaé
si¢ na powierzchni roslin oraz surowcow rolnych lub w postaci par wnikaé¢ do ich
wnetrza podczas respiracji (9, 10). Uwaza sie, iz cechujace si¢ duza powierzchnig
liscie herbaty moga determinowac jej wysoki poziom zanieczyszczenia poliarena-
mi, bowiem powierzchnia li§ci eksponowanych na depozyt WWA istotnie wplywa
na efektywno$¢ zatrzymywania pylu przenoszacego te zwiazki. W przypadku herbat
powszechnie sadzi sie, iz ich zanieczyszczenie poliarenami moze by¢ zaréwno kon-
sekwencja srodowiskowego skazenia materialu roslinnego, jak i procesow obrobki
surowca, a wigc suszenia czy tez prazenia niektorych ich rodzajow (11, 12, 13, 14).

Uwzgledniajac fakt, iz poliareny wystepuja w produktach rolno-spozywczych jako
ztozone mieszaniny tzw. lekkich oraz cigzkich WWA, celem pracy bylo oznaczenie
zawartosci 19 WWA, w tym 4 zwiazkéw z grupy tzw. lekkich WWA (z listy 16 WWA
wg EPA) oraz 15 WWA (wytypowanych do badan przez Komitet Naukowy UE) przy
wykorzystaniu metody GC-MS w wybranych rodzajach herbat li$ciastych dostgpnych
na rynku.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity popularne gatunki handlowe herbat lisciastych: zie-
lonej (Sencha, Nepal, Gunpowder), czerwonej (Oolong, Pu Erh Superior, Pu Erh)
oraz czarnej (Golden Yunnan, Assam, Ceylon), jak réwniez herbata czarna wedzo-
na Lapsang, zakupione na rynku warszawskim. Badaniom poddano po trzy probki
kazdego rodzaju herbaty. Kazda z trzech probek tego samego rodzaju analizowano
w trzech powtorzeniach.

Metodyka badan obejmowala ekstrakcje WWA z matrycy zywnosciowej, nastep-
nie oczyszczenie ekstraktu od zwiazkow interferujacych przy wykorzystaniu chro-
matografii preparatywnej (GPC) oraz jakosciowe i iloSciowe oznaczenie zwiazkow
technika chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometria mas (GC-MS).

W tym celu nawazke lisci herbacianych zalewano 100 cm® mieszaniny heksan/
aceton (60/40, v/v) oraz umieszczano w tazni ultradzwigkowej (30 min.). Uzyskany
ekstrakt po przefiltrowaniu zaggszczano do kropli rozpuszczalnika przy wykorzy-
staniu wyparki obrotowej Biichi, a nastepnie rozpuszczano w mieszaninie cyklohek-
san/octan etylu (50/50, v/v). W celu oddzielenia frakcji WWA od zwiazkow inter-
ferujacych zastosowano kolumng do chromatografii zelowej TSK Gel G1000HXL,
300 x 7,8 mm, 5 um. Do rozdziatu wprowadzano 1 cm® uprzednio przygotowanej
mieszaniny. Rozdziat prowadzono metoda izokratyczna przy przeptywie 0,8 cm*/min.,
a faz¢ ruchoma stanowita mieszanina cykloheksan/octan etylu (50/50, v/v). Zasto-
sowano detektor UV-VIS, dt. fali 254 nm. Zebrana frakcje WWA po zageszczeniu
oraz rozpuszczeniu w 100 mm?® toluenu poddano analizie metoda chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometria mas przy uzyciu aparatu GCMS-QP 2010 fir-
my Shimadzu, sktadajacego si¢ z chromatografu gazowego GC-2010, spektrometru
masowego GCMS-QP 2010, autoindzektora AOC-20i oraz programu do zbierania
1 przetwarzania danych GCMS Solution. Rozdziat prowadzono z zastosowaniem
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kolumny chromatograficznej ZB—5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) Zebron, firmy
Phenomenex. Temperatura komory nastrzykowej wynosita 265°C, tryb indzekcji
bezdzielnikowy. Temperatura pracy kolumny: poczatkowa 92°C przez 1,5 min., na-
stgpnie wzrost temp. z szybkoscig 15°C/min. do 140°C, utrzymywanie w tej temp.
przez 1 min., ponowny wzrost temp. z szybkos$cia 5°C/min. do 315°C i izoterma kon-
cowa przez 5 min. Gazem no$nym byt hel, a jego przeptyw wynosit 0,74 cm*/min.
Stosowano nastepujace warunki pracy spektrometru masowego: temperatura zrdd-
fa jonow 230°C, temp. tacza GC-MS (linii transferowej) 270°C, widma masowe
przemiatane w zakresie masowym m/z 100—400 przy zastosowaniu energii jonizacji
wynoszacej 70 eV, napigcie detektora 1,5 kV. Analiza WWA przebiegata w trybie
monitorowania wybranych jonow (SIM), dobierajac selektywne jony charaktery-
styczne dla poszczegdlnych WWA.

Analiz¢ jako$ciowo-ilosciowa wykonano metoda standardow zewngtrznych, kto-
re stanowily mieszaning 15 WWA wg KN UE (PAH-Mix 183, Dr. Ehrenstorfer)
oraz 4 lekkich WWA z listy EPA (PAH-Mix 9, Dr. Ehrenstorfer). Wyznaczone pa-
rametry walidacyjne pozwolily stwierdzi¢, iz zastosowana metoda oznaczania 19
WWA technika GC-MS, poza spetnieniem wszystkich wymagan prawa zywnoscio-
wego Unii Europejskiej stawianym metodom analitycznym w zakresie oznaczania
benzo(a)pirenu w produktach spozywczych, wykazuje takze zadowalajace wartosci
parametrow walidacyjnych dla pozostatych 14 WWA z listy KN UE, jak rowniez dla
4 lekkich poliarenow.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy zastosowaniu oprogramo-
wania statystycznego Statistica 7.1. Oceng istotnos$ci réznic pomigdzy warto§ciami
$rednimi sumarycznej zawartosci 19 WWA poszczegolnych gatunkéw handlowych
herbat w ramach ich trzech analizowanych rodzajéw wykonano stosujac test porow-
nan wielokrotnych przy poziomie istotnosci a = 0,05.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Srednie sumaryczne zawartosci 19 WWA, w tym 15 WWA (wg listy KN UE,
czyli poczawszy od cyklopenta[c,d]pirenu do dibenzo[a,h]pirenu) oraz 4 lekkich
WWA (fenantrenu, antracenu, fluorantenu oraz pirenu), oznaczone przy wykorzy-
staniu metody GC-MS, w badanych herbatach lisciastych: zielonych, czerwonych
oraz czarnych, przedstawiono na ryc. 1.

Profile jakosciowe zawartosci WWA w analizowanych herbatach lisciastych: zie-
lonych, czerwonych oraz czarnych odznaczaly si¢ obecnoscig fenantrenu, antracenu,
fluorantenu i pirenu, a wigc lekkich W WA rekomendowanych do badan przez EPA oraz
benzo[a]antracenu, chryzenu, 5-metylochryzenu, benzo[b]- i benzo[k]fluorantenu,
nalezacych do grupy poliarendw zalecanych do badan przez Komitet Naukowy ds.
Zywnosci UE. Stwierdzono, iz w puli poliarendéw zanieczyszczajacych herbaty lis-
ciaste 4 lekkie WWA stanowily od ok. 63 do 92% sumarycznej zawartosci WWA.
W wigkszosci analizowanych probek odnotowano zatem niewielki udziat cigzkich
weglowodorow w zanieczyszczeniu herbat liSciastych. W analizowanych herbatach
nie stwierdzono obecnosci benzo[a]pirenu, jak réwniez zwiazkdéw zaliczanych do
najbardziej kancerogennych WWA, a wiec dibenzopirendw.



Nr 2 Weglowodory aromatyczne w herbatach lisciastych 185

858,36
1000 T
o
=
> 800
=
<
s
< 600 T
:3 253,89 622,64
£ 204,83 216,05
g 400 1 147,21
I 89,80
59,85 61,16 45,27
® 16,29 . 7
5 |
© 200 742
5 639 14118 6.1 19770 o 6,6 Z 19 WWA
13059 1020 ‘ T 4 WWA
0 A7 fos.05 1278 P50y J1835/ J165Y Jas 89 6.8/ /s g6, 235,72 z 15 WWA
® (_“ 6 (o)} 5 c C E C (o)}
< a c 2 = © o c
Q 9] 2 o @ u c @ > o
zZ o) o S 7] )
& 3 o) 5 a E] < §) =3
g (2] - -
< [0}
© i e
[e}
i (O]
Herbaty zielone Herbaty czerwone Herbaty czarne

Ryec. 1. Srednia zawarto§é WWA w analizowanych herbatach lisciastych (ug/kg).
Fig. 1. Mean content of PAHs in the analysed leaf teas (ug/kg).

Pomigdzy poszczegdlnymi gatunkami handlowymi herbat we wszystkich anali-
zowanych rodzajach herbat lisciastych — zielonych, czerwonych i czarnych — za-
obserwowano statystycznie istotne zréznicowanie poziomow sumarycznej zawar-
tosci 19 WWA. Sposrdd herbat zielonych statystycznie najnizszym poziomem
zanieczyszczenia 19 policyklicznymi we¢glowodorami aromatycznymi odznaczata
si¢ herbata Sencha, dla ktdrej srednia sumaryczna zawartos¢ WWA wynosita 59,85
pg/kg. Najwyzszym natomiast poziomem zanieczyszczenia odznaczata si¢ herbata
Nepal (204,83 pg/kg). Herbata Gunpowder wykazata istotnie statystycznie nizsza
zawarto$¢ £ 19 WWA (89,80 pg/kg) w porownaniu z herbata Nepal, a jednoczes-
nie istotnie wyzsza od herbaty Sencha. W grupie herbat czerwonych statystycznie
najwyzsza sumaryczng zawartos¢ WWA odnotowano w herbacie Pu Erh Superior
(216,05 pg/kg), natomiast najnizsza w herbacie Oolong (61,16 pg/kg). Poziom za-
nieczyszczenia herbaty Pu Erh 19 poliarenami osiagnat wartos¢ 147,21 ng/kg. Byt
zatem istotnie statystycznie wyzszy od stwierdzonego w herbacie Oolong, a zara-
zem istotnie nizszy w poréwnaniu z herbata Pu Erh Superior. Opisujac sumarycz-
ne zanieczyszczenie herbat czarnych, najmniejsza sumaryczng zawarto$¢ 19 WWA
zaobserwowano w przypadku herbaty Assam (16,29 ng/kg). Statystycznie wyzszy
poziom zanieczyszczenia charakteryzowat herbatg Ceylon, dla ktérej zawartosé X
19 WWA wynosita 45,27 pg/kg. W grupie herbat czarnych, pomijajac herbate czar-
ng wedzong Lapsang, najwigkszym skazeniem WWA charakteryzowala si¢ herbata
Golden Yunnan (253,89 pg/kg). Z przebadanych w niniejszej pracy rodzajow herbat
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lisciastych, herbata Golden Yunnan wykazala statystycznie najwigkszg zawartos$¢ 19
WWA, z wyjatkiem herbaty Lapsang, ktorej poziom zanieczyszczenia poliarenami
osiagnal warto$¢ co najmniej kilkakrotnie wyzsza od wszystkich pozostatych her-
bat. Zawarto$¢ X 19 WWA w herbacie czarnej wedzonej Lapsang ksztattowata sig
bowiem na poziomie 858,36 ng/kg (ryc. 1).

Wedhug tradycyjnej metody wedzenia herbaty Lapsang, listki herbaty zaraz po
zerwaniu osuszane sg nad ogniskiem z drewna sosnowego, a po fermentacji prze-
noszone sa do bambusowych koszy, w ktérych ponownie zawieszone sg ponad og-
niskiem w kiebach dymu z drewna sosnowego. Powszechnie uwaza sie, iz procesy
wedzenia czy prazenia jakiemu poddawane sa niektdre z herbat moga sprzyjaé ich
wysokiemu poziomowi skazenia przez WWA (2, 12, 15), co zostato potwierdzone
réwniez na podstawie niniejszej pracy.

W badaniach przeprowadzonych przez Fiedlera i wspotpr. (11) rdwniez wyka-
zano istotnie wyzszy poziom zanieczyszczenia herbat czarnych w porownaniu do
herbat zielonych. To pozwala zatem wnioskowac, ze herbaty zielone charaktery-
zuje potencjalnie nizszy poziom zanieczyszczenia WWA, bowiem powstaja one
z liSci nie poddanych fermentacji, czyli natychmiast po zerwaniu liSci przepro-
wadzany jest proces suszenia. Badania r6znych rodzajéw herbat przeprowadzone
przez Lin i wspolpr. (14) rowniez potwierdzily, iz najwyzszy poziom skazenia
poliarenami cechowat herbaty czarne. W pracy Lin i Zhu (13) traktujacej o wpty-
wie procesu przetworczego na zanieczyszczenie czarnej herbaty WWA wykazano,
iz jej wysoki poziom skazenia poliarenami jest przede wszystkim konsekwencja
procesu suszenia surowca, poprzez spalanie drewna opatowego, podczas ktérego
wytwarzane WWA sa nastegpnie absorbowane przez liScie herbaty. Ponadto odno-
towane w niniejszej pracy bardzo duze zréznicowanie w poziomach zanieczysz-
czenia herbat lisciastych WWA znajduje potwierdzenie w badaniach Schlemitza
i Pfannhausera (15) oraz Fiedlera i wspotpr. (11). Stwierdzone sumaryczne za-
wartosci 16 WWA wg listy EPA ksztattowaty si¢ odpowiednio w granicach od
497 do 1162 pg/kg oraz od 13,41 do 7536,33 ng/kg. Badania przeprowadzone
przez Lin i wspotpr. (14) takze wykazaty szeroki zakres sumarycznej zawartosci
16 WWA (w granicach od 323 do 8800 pg/kg) w réznych rodzajach herbat lis-
ciastych. Badania herbat liciastych wykonane przez finskich badaczy réwniez
potwierdzily istotne zréznicowanie sumarycznej zawartosci 16 WWA (od 480 do
1400 pg/kg) (16).

Na podstawie odnotowanych w niniejszych badaniach profili jakosciowych i ilos-
ciowych zawartosci WWA mozna jednoznacznie wnioskowaé o srodowiskowym
charakterze skazenia analizowanych herbat liSciastych, z pomini¢ciem wysoce za-
nieczyszczonej herbaty Lapsang. Mozna zatem stwierdzi¢, iz uzyskane wyniki sa
bardzo zblizone do tych odnotowanych w pracy Lin i wspotpr. (14), wg ktorych
réwniez dominujacy udzial w zanieczyszczeniu herbat maja weglowodory lekkie
(od 77,7 do 98,7% wszystkich badanych WWA). Badania wykonane przez Bishnoi
i wspotpr. (17) takze potwierdzity wysoki udziat lekkich WWA, w poréwnaniu do
zawartosci cigzkich WWA, w puli wszystkich poliarendw zanieczyszczajacych ana-
lizowane herbaty.
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WNIOSKI

Odnotowano zblizone profile jakosciowe zawartosci WWA z wysokim udziatem
lekkich WWA w zanieczyszczeniu analizowanych herbat. Stwierdzono bowiem, iz
w puli poliarenéw zanieczyszczajacych herbaty lisciaste 4 lekkie WWA stanowity
od okoto 63 do 92% sumarycznej zawartosci WWA. W analizowanych herbatach
nie wykryto obecno$ci benzo[a]pirenu oraz zwigzkéw zaliczanych do najbardziej
kancerogennych WWA, a wigc dibenzopirenow.

Pomigdzy poszczegdlnymi gatunkami handlowymi we wszystkich analizowanych
rodzajach herbat lisciastych wykazano istotne zréznicowanie poziomdw sumarycz-
nej zawartosci 19 WWA. Badania wykazaly jednakze wzglednie niskie zawartosci
WWA, zwlaszcza cigzkich poliarenéw, w analizowanych herbatach (z wyjatkiem
silnie wegdzonej herbaty Lapsang), ktore determinujg réwniez niskie poziomy zanie-
czyszczenia ich napardéw, sa bowiem posrednio powiazane z silnie hydrofobowymi
wiasnosciami WWA, w konsekwencji czego tylko ok. 5 — 10% WWA przechodzi do
ich naparow.

M. Ciecierska, M. Obiedzinski

DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC
HYDROCARBONS CONTENT IN LEAF TEAS BY GC-MS METHOD

Summary

The objective of this research was to determine content of 19 PAHs (including 4 light PAHs listed by
EPA and 15 compounds listed by the EU Scientific Committee on Food) in commercially available popu-
lar leaf tea brands of green, red and black tea, and in smoked Lapsang tea. The employed methodology
comprised PAH isolation from the food matrix, removal of the interfering compounds from the extract by
gel permeation chromatography (GPC) and PAH determination using gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS). Similar quality profiles of PAHs with high level of 4 light PAHs (from 63 to
92%) were found in the total content of 19 PAHs for all tested leaf tea brands. Benzo[a]pyrene as well as
the most carcinogenic PAHs, the dibenzopyrenes, were not detected in any of the analysed samples. While
only about 5-10% of tea PAH content is extracted to the infusion, results of this study clearly show that the
levels of PAHs (and of the heavy PAHs in particular) in the analysed tea grades were relatively low, except
for the Lapsang smoked tea.
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